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RESUMO

Titulo: Avaliacdo de diferentes procedimentos de preparo de amostras para a
determinacao de Br e | em camarao por ICP-MS
Autor: Carla de Andrade Hartwig

Orientadora: Prof®. Dr®. Marcia Foster Mesko

Amostras de camarao foram submetidas a diferentes procedimentos de preparo de
amostras para a subsequente determinacao de Br e | por espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). Extracdo alcalina com aquecimento
em banho-maria, ou assistida por radiagdo micro-ondas, bem como a combustéo
iniciada por micro-ondas (MIC), com diferentes tipos e concentracoes de solugbes
extratoras e absorvedoras, foram estudadas. Com relacdo aos procedimentos de
preparo de amostras, as melhores recuperac¢des dos analitos foram obtidas quando
a MIC, com uma solucdo absorvedora de 50 mmol I* de NH4OH, foi utilizada. A
exatiddo foi avaliada através de ensaios de recuperacdo e decomposicdo de
material de referéncia certificado (CRM, NIST RM 8414), onde se obteve
recuperacdes dos analitos e concordancia com os valores certificados, superiores a
99% para Br e I. Com o0 uso da MIC observou-se valores mais baixos para o0s
brancos, assim como melhores limites de deteccdo (LOD) para ambos os analitos
(Br=0,12 pgg* e 1 = 0,03 ug g*). Desta forma, a MIC foi adequada para decompor
amostras de camar&o, com e sem casca, para a posterior determinacao de Br e | por
ICP-MS, e possibilitou observar que as concentragcdes mais elevadas de Br (182,43

+4,23 nggt) el (11,31 +0,95 pg gt) estdo presentes nos camardes inteiros.

Palavras-chaves: preparo de amostra, halogénios, camarao.
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA
Dissertacao de Mestrado em Quimica

Pelotas, Novembro de 2011.
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ABSTRACT

Title: Evaluation of different sample preparation procedures for Br and | determination
in shrimp by ICP-MS
Author: Carla de Andrade Hartwig

Supervisor: Dr. Marcia Foster Mesko

Samples of shrimp were digested by different sample preparation procedures for
further Br and | determination by inductively coupled plasma mass spectrometry
(ICP-MS). Procedures as alkaline extraction with heating in a water bath, or assisted
by microwave radiation, and microwave induced combustion (MIC) were evaluated.
Different solutions and concentrations were studied as extraction medium or
absorbing solution for the analites. Taking into account the sample preparation
procedures evaluated, better recoveries for Br and | were obtained by MIC using 50
mmol I NH,OH as absorbing solution. Accuracy was evaluated for Br and | using
certified reference material (CRM, NIST RM 8414) as well as using spike recoveries.
Then, the recoveries and the agreement with the certified values were better than
99%, for both analites. It is important to point out that using MIC lowest values for the
blanks were obtained and the limits of detection (LODs) were better, in comparison
with the others procedures, for Br (0.12 pg g*) and | (0.03 pug g*). Therefore, MIC
was suitable for shrimp digestion for subsequently Br and | determination by ICP-MS.
In addition, with this procedure was possible to observe that Br (182.43 + 4.23 ug g%)
and | (11.31 + 0.95 pg g*) concentration were higher in shrimp with shell.

Key-words: sample preparation, halogens, shrimp.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
Master Dissertation in Chemistry

Pelotas, November 2011.



1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

A determinacdo de elementos traco em alimentos é de suma importancia visto
que a presenca ou deficiéncia de alguns elementos pode ocasionar sérios
problemas a saude de quem os ingere. Halogénios, como o bromo e o iodo, devem
ter sua concentracdo monitorada em alimentos, pois estando presentes nos
mesmos, seja de forma natural, adicionados como suplementos, ou por acao
humana (ROSE et al., 2001; RADLINGER, HEUMANN, 1998; VANHOE et al., 1993),
podem provocar graves consequéncias no organismo humano, dependendo da
concentracdo em que estejam presentes (VOBECKY, BABICKY, LENER, 1996;
HETZEL, DUNN, 1989; WHO, 1996).

Por outro lado, o monitoramento das concentragdes dos elementos trago nos
alimentos também permite que seja mantida a dieta nutricional, visto que alguns
destes elementos, que podem ser danosos ao organismo quando presentes em
altas concentracfes, também sdo elementos essenciais ao metabolismo humano.
Um exemplo de elemento traco essencial a saude é o iodo, cuja funcdo no
metabolismo humano encontra-se diretamente relacionada com os hormonios da
tiredide (CRESSEY, 2003), mas que estando presente em excesso pode ocasionar
doencas (HETZEL, DUNN, 1989).

A determinacdo de halogénios sempre foi considerada um desafio,
principalmente devido a elevada volatilidade destes elementos e da possibilidade de
contaminacdo (ANTES et al., 2010). Sob este aspecto, diferentes procedimentos de
preparo de amostras tém sido discutidos com o intuito de promover a solubilizacao
da amostra, de modo a fornecer recuperacdes quantitativas dos halogénios, sendo
compativel as técnicas de determinacdo (NOBREGA et al., 2006; POZEBON,
DRESSLER, CURTIUS, 1998; FLORES et al., 2004).

Em se tratando de formas de determinacdo dos halogénios, varias técnicas
podem ser utilizadas, dependendo do tipo de amostra e nivel de concentracdo do
analito que se queira determinar (VARGA, 2007; KNAPP, 1998). Neste sentido, a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) vém sendo
empregada na determinacdo de halogénios ao nivel de traco devido as suas
caracteristicas de seletividade e baixos limites de deteccdo (SCHRAMEL, HASSE,
1994; KNAPP et al., 1998).
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Desta forma, este trabalho teve por objetivo a avaliagdo de diferentes
procedimentos de preparo de amostras para a determinagdo de bromo e iodo, em
amostras de camardo por ICP-MS. Estas amostras foram selecionadas devido a
pouca informacdo sobre a concentracdo de bromo e iodo em camardes, e do
interesse em se conhecer a distribuicdo destes elementos nas fragcdes de casca,
cabeca e massa corporea destes organismos. Camarfes criados em cativeiro na
regido de Pelotas/RS foram escolhidos como amostras para a determinacdo destes
halogénios, por ndo se ter conhecimento deste tipo de estudo na regido, sobretudo

em camardes cultivados em agua doce.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em quatro partes principais. Na
primeira delas, sdo abordados alguns aspectos gerais sobre bromo e iodo,
relacionados principalmente as suas fun¢des no organismo humano e a necessidade
de determinagao das concentracdes dos mesmos nos alimentos. Na segunda parte,
sao discutidos aspectos gerais sobre camardes, incluindo a contribuicdo nutricional
destes crustaceos, e dados estatisticos sobre a producdo nacional da espécie
utilizada neste trabalho. Em uma terceira parte sdo descritos procedimentos de
preparo de amostras empregados para a determinagdo de halogénios, sendo dada
maior atencdo aquelas utilizadas na execucdo deste trabalho. Na quarta e ultima
parte, sdo abordados aspectos relacionados a determinacdo de bromo e iodo por
ICP-MS.
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2.1 Bromo e iodo

Estudos realizados por Rose et al. (2001) descrevem a presenca natural de
halogénios nos alimentos, tendo em vista sua existéncia no ambiente, como por
exemplo, na dgua do mar, solos e rochas, assim como acontece também com os

metais e outros elementos.

O bromo e o iodo sado exemplos de halogénios que podem estar presentes nos
alimentos de forma natural ou resultantes de atividades humanas, sendo que o iodo
pode também ser adicionado aos alimentos como suplemento (ROSE et al., 2001;
RADLINGER; HEUMANN, 1998; VANHOE et al., 1993).

O bromo néo possui funcéo fisioldgica clara no organismo humano, de forma
gue sao desconhecidas recomendacfes para seu consumo na dieta humana (ROSE
et al., 2001). Entretanto, embora 0 mecanismo de acado deste elemento possa ainda
ser considerado como desconhecido (ROMARIS-HORTAS et al., 2011), Vobecky et
al. (1996) descreveu que o bromo pode interferir no transporte de iodo para a
glandula tiredide, o que poderia inibir a fungcdo da mesma.

As consequéncias da deficiéncia de bromo no organismo humano ainda sao
incertas, mas problemas relacionados a retardo de crescimento e insOnia sao
relatados. Este ultimo fator € mais evidenciado em pacientes de hemodialise, os
quais tém uma significativa parcela deste elemento reduzida em seu sangue durante
o tratamento. Contudo, a ingestdo excessiva deste elemento pode causar dores de
cabeca, broncoespasmos, disturbios gastrointestinais, fadiga, tolerancia reduzida a
exercicios, entre outros (KOHLMEIER, 2003). Segundo Van Dokkum et al. (1989)
doses diarias de 8 mg dia™ do elemento parecem ser adequadas a jovens adultos.
Essa dose pode ser alcancada pela ingestdo de gréos, nozes, sal do mar, mariscos
e paes, tendo em vista que estes alimentos sdo conhecidamente fontes importantes
de bromo (KOHLMEIER, 2003). Contudo, cabe destacar que estudos sobre
determinacdo de bromo e sua importancia no organismo humano ainda s&o
escassos na literatura, diferentemente dos dados referentes ao iodo, cuja vasta

literatura permite maiores discussoes.

O iodo é considerado um dos elementos tragco essenciais a saude, presente em
processos metabolicos de humanos e animais e, sendo assim, sua determinagdo em
alimentos torna-se de grande importancia (KNAPP et al., 1998; VANHOE et al.,
1993; GELINAS; KRUSHEVSKA; BARNES, 1998; SCHRAMEL; HASSE, 1994).
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No organismo humano o iodo participa da sintese dos hormdnios da tiredide
(tiroxina-T4 e tri-iodotironina-T3), bem como intermediarios desses horménios e seus
produtos de degradacao (monoiodotirosina-MIT e diiodotirosina-DIT) (KNAPP et al.,
1998; CRESSEY, 2003). Assim, o papel do iodo na alimentacédo esta diretamente
ligado ao importante papel desempenhado pelos hormdnios da tiredide no
crescimento e desenvolvimento dos seres humanos e animais (WHO, 1996).

Os efeitos da deficiéncia de iodo no crescimento e desenvolvimento humano
sdo denotados pelo termo disturbios de deficiéncia de iodo (IDD). Estes efeitos sédo
vistos em todas as fases de desenvolvimento e, particularmente em fetos, recém
nascidos e criancas, ou seja, nos periodos de crescimento rapido (WHO, 1996). O
mais conhecido efeito da deficiéncia de iodo é o bécio endémico, evidenciado pelo
aumento visivel da glandula tire6ide, na parte frontal do pesco¢o (ECKHOFF;
MAAGE, 1997). Entretanto, o bdcio € apenas uma das manifestacbes do amplo
espectro dos distarbios de deficiéncia de iodo, os quais incluem cretinismo
endémico, mortalidade infantil, infertilidade, aborto, retardo mental, problemas
neuromusculares e nanismo (HETZEL; DUNN, 1989; WHO, 1996). Em oposi¢cdo aos
IDD, ingestbes excessivas de iodo também evidenciam efeitos clinicos que incluem

bocio endémico e hipotireoidismo (WHO, 1996).

As necessidades diarias de iodo variam, em média, de 90 ug para criancas de
0 a 59 meses, a 150 pg para criangas a partir de 12 anos e adultos (WHO, 1996;
ANVISA, 2011). Para Joseph et al. (1980) a ingestdo segura de iodo, sem causar
distarbios por deficiéncia ou excesso deste elemento, deve ficar entre 100 e 200 ug
dia™.

Em alimentos e materiais biologicos, o iodo esta geralmente presente como
iodeto, forma quimica que pode ser eficientemente absorvida pelo trato
gastrointestinal (KNAPP et al., 1998). As mais importantes fontes naturais de iodo na
dieta humana incluem leite, peixes marinhos e outros frutos do mar (ECKHOFF;
MAAGE, 1997; JULSHAM; DAHL; ECKHOFF, 2001; HALDIMANN; ALT; BLANC;
BLONDEAU, 2005), sendo que as fontes primarias naturais de iodo sdo os oceanos,
podendo este elemento ser acumulado nos peixes, crustaceos e algas marinhas
(MOREDA-PINEIRO; ROMARIS-HORTAS; BERNEJO-BARRERA, 2011).
Entretanto, o conteddo de iodo nos alimentos é influenciado pela geoquimica do

solo, e pelas condi¢des culturais que modificam a absorcdo de iodo de cultivos
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bésicos e alimentos de origem animal. A¢des como cozinhar, fritar ou grelhar podem

reduzir bastante o teor natural de iodo de um alimento (WHO, 1996).

Em 1993, a iodagéo universal do sal, que ja vinha sendo realizada em alguns
paises, como o Brasil, desde a década de 50, foi recomendada pela WHO e o Fundo
das Nac¢Oes Unidas para a crianca (Unicef), como estratégia mais efetiva, de menor
custo e de mais facil implementacéo para alcancar a eliminagdo dos IDDs (ANVISA,
2011; HETZEL; DUNN, 1989, WHO, 1996). A recomendacédo € de que paises com
média de consumo diario de sal em torno de 10 g devem estabelecer uma faixa de
iodacdo de 20 a 40 ug g, mas pode ser ajustada com base nos dados de ingestdo
de sal em cada pais. Atualmente, o sal comercializado no Brasil deve possuir entre
20 e 60 mg kg’, conforme estabelece a Resolucdo RDC n° 130, 26 de maio de
2003. Entretanto, segundo a Anvisa (2011) o brasileiro possui, em média, um
consumo diario de 12 g de sal, somando o consumo domiciliar e o sal proveniente de
alimentos processados. Assim, a ingestao diaria de iodo do brasileiro pode chegar a
300 pg, podendo vir a ocasionar doencgas auto-imunes da tiredide (ANVISA, 2011).
Desta forma, reconhecendo a importancia de atender as recomendacdes de doses
diarias permitidas de iodo, representantes do Ministério da Saude, da Anvisa, do
Ministério da Educacao, da industria salineira e da Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS), propuseram recente consulta publica para revisdo da norma atual
gue contempla a faixa de iodagéo do sal, com alteracdo da faixa atual de 20 e 60 ug
g’ para 15 a 45 pg g™ (ANVISA, 2011).

Cabe destacar que, mesmo o sal de cozinha iodado sendo hoje a principal
fonte de iodo adicional na nutricho humana, € necessario que se obtenham
informagdes sobre a contribuicdo de iodo dos alimentos, a fim de que se possam
fazer recomendacgdes que venham a melhorar a dieta dos individuos. Rose et al.
(2001) estudou a concentracdo de Br e | em alimentos que compunham a dieta
nutricional em 20 cidades do Reino Unido. Foram determinadas neste estudo, as
concentragdes destes elementos em paes, produtos carneos, peixes, ovos, vegetais,
frutas, bebidas, produtos lacteos, entre outros. Outros trabalhos, presentes na
literatura, também descrevem a determinacdo de iodo em alimentos, como por
exemplo, em figado bovino, amido de milho, farinha de trigo, leite em p6 (MESKO et
al., 2010), suplementos alimentares (VARGA, 2007), sal (HALDIMANN;
WEGMULLER; ZIMMERMANN, 2010), leite (NOBREGA et al., 1997; REID et al.,
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2008), produtos lacteos (CRESSEY, 2003) ou peixes, cereais, verduras, legumes e
chas (ECKHOFF; MAAGE, 1997).

2.2 Camarao: aspectos gerais

Segundo o Instituto Adolfo Lutz, o camardo pode ser classificado como
Pescado. Essa denominacdo abrange todo animal que vive normalmente em agua
doce ou salgada, e que serve para alimentagcdo humana. O pescado, geralmente, &
designado pela espécie animal a que pertence ou pelo seu nome comum, COMo por
exemplo, a sardinha, a tainha, o camaréo, o siri, 0 polvo, a lula e o marisco (IAL,
2008).

Além de o pescado ser fonte natural de proteinas para o organismo, ele
fornece outros nutrientes importantes para os seres humanos, como vitaminas,
minerais e acidos graxos essenciais. Os principais minerais encontrados nos
pescados de origem marinha séo o zinco, o fésforo, o ferro, o célcio e o iodo. Ainda,
0s peixes sdo importantes fontes de vitaminas do complexo B (Cartilha Semana do
Peixe, http://www.anvisa.gov.br).

Junto as lagostas e aos caranguejos, 0s camardes integram 0 grupo mais
conhecido dentre as 38.000 espécies de crustaceos, que ocorrem nos ecossistemas
terrestre e aquatico. Conforme dados da Associacdo Brasileira de Criadores de
Camarao (ABCC, 2003), a producédo de camarao cultivado no Brasil vem crescendo
em ritmo acelerado nos ultimos vinte anos, devido ao desenvolvimento tecnolégico

presente em toda a cadeia produtiva.

Os camardes da espécie, Litopenaeus vannamei, Sdo 0os mais cultivados no
Brasil, respondendo por mais de 95% da producéo nacional, tendo sido introduzido
no pais na década de oitenta. A causa dessa grande procura sdo a sua acelerada
taxa de crescimento em altas densidades, conversdes alimentares excelentes e,
grande capacidade para se adaptar as diferentes condi¢des climaticas (CASTRO;
PAGANI, 2004).

Dados estatisticos da Associacao Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC,
2003) demonstram que a producédo brasileira de camardes da espécie Litopenaeus
vannamei cresceu entre os anos 1998 a 2005, e sua produtividade subiu, entre
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esses anos, de 7 mil para 65 mil toneladas por ano. Esta elevada producao de
camardes tem gerado grandes quantidades de residuos sélidos, tendo em vista que
cabeca e casca do animal correspondem a aproximadamente 40% do seu peso
total, culminando num forte impacto ambiental (ASSIS; STAMFORD; STAMFORD,
2008). Este Residuo, segundo os autores Gildberg e Stenberg (2001) é composto
por cerca de 70 a 75% de agua, enquanto que na massa corpérea do camarao,
alguns autores tém relatado indices de umidade entre 78 e 88% (PEDROZA;
COZZOLINO, 2001; SILVA et al., 2010).

O residuo da producédo de camardes (casca e cabeca) contém cerca de 15 a
20% de quitina, 25 a 40% de proteinas e 40 a 55% de carbonato de calcio (ASSIS;
STAMFORD; STAMFORD, 2008; MATHUR; NARANG, 1990). Assim, alternativas de
reaproveitamento dos residuos da producédo de camardes tém sido estudadas com
vistas ao desenvolvimento de produtos com valor agregado, aumentando a
produtividade do setor e garantindo a preservacdo ambiental (ASSIS; STAMFORD,;
STAMFORD, 2008; MATHUR; NARANG, 1990). Normalmente, os residuos séo
utilizados na producdo de farinha de pescado, porém esse uso reduz a qualidade
nutricional do produto (MOURA et al., 2006).

Contudo, € importante salientar que, embora o consumo de camardes esteja
aumentando significativamente, e que informacdes sobre as concentracdes de Br e |
nestes organismos sejam de grande relevancia, ndo h& na literatura dados sobre a
concentragdo de Br e | em camardes, e sobre a forma de distribuicdo destes

elementos neste tipo de crustaceos.

2.3 Preparo de amostras

A etapa de preparo da amostra visando a determinacdo de metais e nao-
metais merece destaque dentro da sequéncia analitica uma vez que, trata-se da
etapa mais demorada, de maior custo, e onde se cometem mais erros, 0s quais
frequentemente limitam a exatiddo que pode ser alcancada em uma analise (KRUG;
NOBREGA, 2010).

Em geral, a etapa de preparo da amostra consiste na conversdao da mesma
em uma forma adequada para que a espécie quimica de interesse possa ser

determinada. Somente na mais simples das situagcbes a amostra poderd ser
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analisada sem qualquer tipo de pré-tratamento, que pode incluir ou ndo alguma
forma de separacdo (KRUG; NOBREGA, 2010).

A determinacdo de elementos em amostras de natureza organica,
normalmente exige a transformacao dos analitos, presentes na matriz organica, em
uma forma inorganica simples. Geralmente, a amostra original ndo é adequada para
analise direta devido a alguns fatores, como por exemplo, a cor da amostra interferir
na determinacdo, o analto ndo se encontrar no estado dissolvido, a
heterogeneidade dos materiais biolégicos, entre outros (MAGALHAES et al., 2010).
Todavia, de maneira geral ndo existe um procedimento de preparo de amostras
anico que possa ser utilizado para diferentes tipos de matrizes. A escolha do
procedimento esta relacionada com o tipo de analito, bem como com a técnica de

determinacao a ser utilizada.

2.3.1 Preparo de amostras para a posterior determin  acdo de Bre |

O preparo de amostras para a determinacdo de halogénios sempre foi
considerado um desafio, principalmente devido a elevada volatilidade destes
elementos e da possibilidade de contaminacao proveniente dos reagentes utilizados.
Quando a decomposicdo da amostra € feita com acidos minerais, procedimento mais
comumente empregado, estes elementos formam compostos volateis, podendo levar
a perdas dos analitos (ANTES et al., 2010). Além disso, segundo Flores et al. (2004)
a utilizacdo de acidos minerais concentrados para a decomposicdo de amostras
pode aumentar o valor da prova em branco devido a presenca de elementos
presentes como contaminantes. Um outro fator limitante ao uso de acidos na etapa
de decomposi¢do das amostras é que a presenca destes em altas concentracdes
pode ndo ser suportada por algumas técnicas de analise, sendo necessaria uma
etapa de diluicdo, a fim de reduzir a concentragdo 4cida do meio (FLORES et al.,
2004).

Dentre os halogénios, um exemplo conhecido da necessidade de cuidados
especiais na etapa de decomposicdo da amostra é o iodo. Devido a sua alta
volatilidade, o iodo tem que ser transformado em uma forma quimica n&o-volatil
(iodeto - I', ou iodato - 103") para evitar perdas durante a etapa de digestdao. Métodos

de digestdo usando acidos concentrados ndo sdo amplamente aplicaveis nas
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decomposicdes de amostras para a determinacdo de iodo, devido as possiveis
perdas deste elemento como HI ou I, resultando em recuperacdo ndo quantitativa.
Entretanto, boas recuperacdes foram relatadas com o uso de mistura de HNO3; e

HCIO4 em procedimento assistido por micro-ondas (KNAPP et al., 1998).

A imensa maioria dos procedimentos de preparo de amostras ainda baseia-se
no uso de acidos concentrados para a promocéo de ataques agressivos a amostra,
especialmente sob altas temperaturas e pressfes. Entretanto, o uso de reagentes
fortemente alcalinos na preparacdo de amostras tem sido recomendado para
promover a digestdo e extracdo de diversos analitos em amostras variadas
(NOBREGA et al., 2006).

Segundo Nobrega et al. (2006) os meios alcalinos oferecem uma boa
alternativa para a preparagdo das amostras envolvendo um grupo apreciavel de
analitos em diferentes matrizes, seja por meio de procedimentos de preparo que
envolvam digestbes, extracOes, ou dissolucdes prévias as determinacdes usando
técnicas espectroanaliticas. Os meios alcalinos mais estudados na area do preparo
de amostras compreendem a utilizacdo de solugbes de hidréxido de
tetrametilaménio (TMAH), aminas terciarias sollveis em agua (CFA-C), e bases

fortes.

Outra alternativa para a decomposicdo de amostras visando a determinacao
de halogénios sédo os procedimentos que se baseiam na combustdo das amostras,
0S quais permitem a conversdo de carbono e hidrogénio em seus respectivos
produtos de oxidac&o. A elevada temperatura atingida nestes processos possibilita a
decomposicdo de praticamente todas as matrizes organicas, minimizando assim o0s
problemas de interferéncias durante as subsequentes determinacdes dos analitos
(BARIN; FLORES; KNAPP, 2006; FLORES et al., 2007).

Os procedimentos de combustdo podem ser classificados em sistema aberto,
fechado ou dindmico (KNAPP, 1991), sendo que nos preparos de amostra para a
determinacdo de ndo-metais, bem como na decomposi¢cao de alguns materiais, 0s
métodos de combustdo em recipientes fechados como a bomba de combustéo, o
frasco de Schoniger ou a combustéo iniciada por micro-ondas sdo mais apropriados,
possibilitando a obtengéo de teores de carbono residual (RCCs) mais baixos em um
tempo relativamente curto (FLORES et al., 2007).
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Assim, tendo em vista a ampla utilizacdo dos procedimentos de extracéo
alcalina e das técnicas de combustdo no preparo de amostras, serd apresentada

uma revisao mais detalhada nos itens a seguir.

2.3.2 Extracéo alcalina

Como ja foi discutido no item anterior (2.3 - Revisdo Bibliografica), o uso de
solugdes alcalinas no preparo de amostras para a determinacédo de halogénios se
justifica por se tratar de uma alternativa as decomposi¢cdes acidas capaz de
promover recuperacdes quantitativas, sobretudo nos casos de determinacdes de

elementos volateis.

Um dos reagentes amplamente utilizados nos procedimentos de extragao
alcalina é o hidroxido de tetrametilaménio, que apresenta-se como um liquido incolor
com forte odor de amina, totalmente sollvel em agua, e comercializado na forma de
solucdo com pH fortemente alcalino (13,4 a 14,7), sendo disponivel nas
concentragbes de 25% (m/v) em &gua ou metanol, e 10% (m/v) em agua. Este
reagente pode apresentar possibilidade de contaminagdo, acarretando em altos
niveis de branco e dificultanto as analises de ultra-tracos (NOBREGA et al., 2006).
Entretanto, existe a possibilidade da utilizacdo de TMAH ultra-puro, que embora
apresente custo mais elevado, pode ser uma alternativa, tendo em vista que a
purificacdo deste reagente é dificil de ser executada (POZEBON; DRESSLER;
CURTIUS, 1998).

Pozebon, Dressler e Curtius (1998) descrevem que a solubilizagcdo de
materiais bioldgicos contendo gorduras pode ser realizada com solugcdo de TMAH
previamente a determinacdo de diferentes analitos por espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e espectrometria de absorgéo
atdbmica por forno de grafite (GF AAS). Estes autores recomendaram a digestdo de
materiais biolégicos com TMAH para a determinacdo de elementos volateis, tais
como |, Br, As, Cd e Sb, por ICP-MS.

A utilizacdo de TMAH € uma alternativa a digestdo acida, particularmente

quando o analito esta presente em baixos niveis de concentragdo ou quando o &cido
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nao € compativel com os elementos a serem determinados, como por exemplo o que
ocorre entre o acido nitrico e os elementos Sn e Sb, que ndo sao soluveis neste
meio (POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1998).

Nobrega et al. (1998) argumenta que, além de o meio alcalino oferecer uma
alternativa vantajosa para o0 preparo de amostras bioldgicas, com satisfatoria
precisao, também é evidente que seu uso pode melhorar o desempenho de técnicas
como a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado. Isto foi
comprovado por Pozebon, Dressler e Curtius (1998), quando descreveram efeitos de
memoria inferiores, e menos interferéncias poliatdbmicas nas determinacdes de Cu e
| em amostras de tecido biolégico por ICP-MS, utilizando TMAH em lugar de acido
nitrico na etapa de preparo de amostra. Todavia, ha de se mencionar que apos o
preparo de amostras organicas com TMAH o residuo apresenta uma alta
concentracdo de compostos organicos, o que pode causar erros sistematicos nas
determinagées por ICP OES e ICP-MS (NOBREGA et al., 2006).

Estratégias alternativas, envolvendo a utilizacdo de meio alcalino em
combinagao com procedimentos de extracdo ou digestdo assistidos por micro-ondas
vem sendo usadas com sucesso. Esta abordagem pode promover a decomposi¢cao
de materiais que contenham é6xidos sem que o tempo de digestdo total da amostra
seja aumentado (NOBREGA et al., 2006).

A eficiéncia de extracbes assistidas por micro-ondas utilizando um reagente
alcalino pode ser caracterizada por varios aspectos, dentre eles o alcance de altas
temperaturas, mesmo em baixas pressdes, ainda que o ponto de ebulicdo seja
dependente da base utilizada. Contudo, um precipitado pode ser observado com o
resfriamento da amostra, apos completar o processo de extracdo (NOBREGA et al.,
2006).

As principais vantagens da utilizacdo de um meio alcalino durante os
procedimentos de extracdo, segundo Nobrega et al. (2006) estéo relacionados a nao
modificacdo do estado de oxidacdo do analito, a possibilidade de utilizacdo para
varios elementos e compostos, ao fornecimento de um método de preparo de
amostras relativamente simples, e a possibilidade da aplicacdo de radiagcdo micro-

ondas.

Nobrega et al. (2006) descreve ainda que os procedimentos de extracdo ou

digestao alcalina podem ser adequadamente empregados em processos adaptados
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para a determinacdo de um grande numero de analitos em uma ampla variedade de

amostras.

Martins et al. (2002) determinou elementos-traco em materiais bioldgicos apos
extracdo com TMAH em banho-maria. Os autores descrevem como vantagens do
procedimento a simplicidade e relativa rapidez do processo, que exigiu apenas
pequenas quantidades de reagentes e vidrarias. Extracdo semelhante, utilizando
TMAH e sem o emprego de radiagdo micro-ondas, foi proposta por Radlinger e
Heumann (1998).

Segundo Wu, Feng e Wittmeier (1997), para evitar a contaminacao
e aumentar a taxa de recuperacdo dos analitos, é recomendado que a digestdo das
amostras sempre ocorra em recipientes fechados. Além disso, estes mesmos

autores recomendam que o0 aquecimento seja assistido por radia¢gdo micro-ondas.

As extragOes utilizando radiagdo micro-ondas séo reconhecidas como formas
eficientes e adequadas para a extracdo de componentes de diversas matrizes
(MESKO et al., 2011). A utilizagdo de radiagdo micro-ondas em um processo de
extracdo alcalina foi descrito por Chen, Wang e Jiang (2007), quando trataram
espécies de folha de tomate e algas com solugdo de TMAH, sob aquecimento por
radiacdo micro-ondas a 90 °C. Estes autores consideraram o procedimento de
extracao rapido, facil e adequado para a determinacdo de Br e |, pois a eficiéncia de
extracdo foi superior a 83%, para ambos o0s elementos, determinados por
eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (CE-ICP-MS).

Além disso, solucdes de amobnia também tem sido utilizadas. Vanhoe et al.
(1993) utilizou esta solucdo alcalina em um procedimento de extracao assistida por
micro-ondas em amostras de leite em pé e soro humano, para subsequente
determinacdo da concentracdo de iodo por ICP-MS. Os autores verificaram que a
utilizacdo desta solucéo alcalina foi satisfatéria a determinacdo do analito, cuja
recuperacgdo seria comprometida mediante uso de solucdo acida. Além disso, com o
uso da solucédo alcalina, foram minimizados os problemas relativos a efeitos de

memoria na determinacéo por ICP-MS.

Os procedimentos de preparo de amostras baseados na extracao alcalina
podem ser realizados em sistemas abertos ou fechados, e empregar aquecimento

convencional em bloco digestor ou banho-maria, ou ainda utilizar aquecimento por
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radiacdo micro-ondas. Segundo Nogueira et al. (2010), o tratamento de amostras
para a decomposicdo mediante aquecimento com radiagdo micro-ondas tem
demonstrado ser um processo mais rapido, eficiente e seguro em comparagcao ao
aguecimento convencional, fatores estes que tem contribuido para o aumento do

namero de aplicacfes de radiagdo micro-ondas no preparo de amostras em geral.

2.3.3 Frasco de combustao de Schéniger

O frasco de combustdo de Schoniger, conhecido como o advento do método
do frasco de combustdo com oxigénio, foi desenvolvido para a decomposicado de
amostras organicas e biologicas, de maneira relativamente facil de conduzir, sem
envolver aparelhagem complexa, promovendo a oxidagdo completa da matriz da
amostra e possibilitando a recuperacdo quantitativa dos analitos (MAGALHAES et
al., 2010).

Basicamente, o0 método consiste em envolver a amostra em um papel-filtro
com baixo teor de cinzas, o qual fica suspenso em uma cesta de platina, dentro de
um frasco fechado com atmosfera de oxigénio, na presenca de solucao absorvedora
adequada para o elemento que se queira determinar. A ignicao € feita manualmente,
eletricamente, ou por meio de lampada infravermelha e auxilio de lente. A
combustéo é geralmente rapida e se completa entre 5 e 15 s, € a massa de amostra
depende do volume do frasco e do tipo de amostra a ser utilizado. A Fig. 1
representa o frasco de Schoniger com seus respectivos componentes (MAGALHAES
et al., 2010).
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Figura 1 — Frasco de combustdo de Schoniger (adaptado de Flores et al., 2007).

As vantagens da utilizagdo da combustdo em frasco de Schoniger
compreendem a velocidade de decomposi¢cdo das amostras, possibilidade de efetiva
oxidacdo da matéria organica utilizando materiais de vidro, relativamente simples e
baratos, e um baixo risco de perdas (MESKO, 2008; MAGALHAES et al., 2010).
Entretanto, o procedimento apresenta algumas desvantagens, como por exemplo a
utiizacdo de massa de amostra relativamente pequena, podendo ocasionar
problemas para as determinacdes de analitos presentes em baixas concentragoes,
decomposicdo de uma Unica amostra por vez, possibilidade de contaminacéo
associada ao tipo de papel utilizado para envolver a amostra, além da necessidade
de atencdo continua do operador (MESKO, 2008; KNAPP et al., 1998). Magalhaes
et al. (2010) descreve ainda como limitacbes deste método de combustdo a
possibilidade de oxidacdo incompleta da amostra e a evaporacdo de compostos

volateis antes da queima.

O método de combustdo em frasco de Schoniger tem aplicacdo para a
decomposicéo de diferentes tipos de amostras, onde muitas das utiliza¢des tem sido
para a subsequente determinagdo de n&o-metais, principalmente halogénios. Os
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trabalhos realizados por Knapp et al. (1998) e Schramel e Hasse (1994) séo
exemplos da utilizacdo deste método de combustdo na decomposicdo de amostras

bioldgicas para a posterior determinacéo de iodo.

Schramel e Hasse (1994) decompuseram cerca de 20 a 25 mg de amostras
de leite em po, plantas e tecidos em frasco de Schoniger com capacidade de 500 ml,
utilizando como solucdo absorvedora NaOH 0,1 mol I, sendo a determinacdo de
ilodo realizada em ICP-MS. Estes autores obtiveram concordéancia com valores
certificados superiores a 82%. O mesmo procedimento foi realizado por Knapp et al.
(1998) variando apenas a solucdo absorvedora utilizada, que foi de TMAH 0,5%,

tendo os autores obtido concordancia superior a 93% com valores certificados.
2.3.4 Bomba de combustéo

Neste sistema de combustdo as amostras sdo decompostas dentro de uma
bomba de aco, na presenca de excesso de oxigénio, sendo os produtos gasosos
gerados absorvidos em solucdo adequada (MESKO, 2008). As principais partes que
constituem a bomba de combustdo sdo mostradas na Fig. 2.

Valvula de entrada Valvula de escape
de O, l T dos gases

Eletrodos
- Fio de Pt ou Ni/Cr
Copo de
ignicéo
Solugéo
absorvedora

Figura 2 — Esquema de uma bomba de combustéo (adaptado de Flores et al., 2007)
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Neste sistema, as amostras sdo preparadas na forma de comprimidos e
posicionadas no copo de ignigdo, estando em contato com dois eletrodos. A bomba
fechada é preenchida com oxigénio, a ignicao é feita através do contato elétrico dos
eletrodos com a amostra e a combustdo ocorre de maneira efetiva, e em poucos
segundos (MAGALHAES et al., 2010).

Mesko (2008) relata como vantagem deste procedimento de combustdo o0s
valores extremamente baixos de carbono residual, quando comparados aos
sistemas de decomposicao por via umida. Uma outra vantagem relatada por Knapp
et al. (1998) é a possibilidade de combustdo de maior massa de amostra em relacéo
ao frasco de Schoniger. Entretanto, Mesko (2008), também descreve em seu
trabalho desvantagens deste método de combustédo relatadas por outros autores.
Estas desvantagens incluem problemas de contaminacdo durante a decomposi¢cao
visando a determinacdo de elementos-traco metalicos, baixa eficiéncia de limpeza e

baixa frequéncia de analise.

Muitas aplicacfes deste procedimento de combustdo estdo relacionadas com
a subsequente determinacdo de ndo-metais, em particular os halogénios, como por
exemplo os trabalhos desenvolvidos por Fung e Dao (1995; 1996). Estes autores
utilizaram massas de amostra de combustiveis e residuos organicos inferiores a 1 g,
em sistema pressurizado com oxigénio a 25 atm. As determinacdes de fluor, fosforo,
cloro, bromo, iodo e enxofre, foram realizadas por cromatografia de ions. A solucao
absorvedora utilizada foi K,CO3 (25 g I'), adicionada de 5 gotas de H,0, 30%, com

recuperacdes dos analitos superiores a 95%.

2.3.5 Combustéo Iniciada por Micro-ondas (MIC)

A radiagcdo micro-ondas tem sido utlizada nos dltimos anos
devido a sua alta eficiéncia para transferéncia de calor, acelerando a etapa de
digestdo da amostra (LUQUE-GARCIA; CASTRO, 2003). Aliado a isto, os
procedimentos de combustdo tem sido estudados por permitirem a conversao de
carbono e hidrogénio nos seus respectivos produtos oxidados, sob altas
temperaturas, decompondo praticamente toda a matriz organica, e minimizando a

possibilidade de interferéncias nas determinacdes analiticas (FLORES et al., 2007).
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Neste sentido, a combustao iniciada por micro-ondas foi proposta por Flores
et al. (2004) com o objetivo de associar as vantagens da decomposi¢cao por via
umida com aquecimento por radiacdo micro-ondas e da combustdo em sistemas
fechados. Estas vantagens compreendem baixos valores de branco, reducdo de
tempo, utilizagdo de materiais inertes, uso de frascos de alta pressao, baixos valores
de carbono residual, elevada massa de amostra, adequabilidade a determinacéo de
nao metais, e uso de volume minimo de reagentes (MESKO, 2008). Assim, a
combustéo iniciada por micro-ondas tem sido proposta nos ultimos anos, por permitir
a digestdo de amostras de dificil dissolu¢cdo, com recuperacdo quantitativa dos
analitos (FLORES et al., 2007).

Neste procedimento, as amostras sdao decompostas em frascos fechados
pressurizados com oxigénio, sendo a etapa de ignicdo promovida a partir do uso de
radiacdo micro-ondas. Apos a combustdo, os analitos sdo absorvidos em uma
solucdo apropriada e uma etapa de refluxo pode ser aplicada para auxiliar na
recuperacdo quantitativa dos analitos. Este método foi adaptado para um forno de
micro-ondas originalmente desenvolvido para decomposicdo por via Umida em
sistema fechado (FLORES et al., 2004). Para o procedimento de combustdo, um
dispositivo de quartzo, que serve como suporte para a amostra, € inserido no frasco
de decomposicdo, de acordo com a Fig. 3. Atualmente um fabricante de fornos
micro-ondas comercializa este suporte para combustdo iniciada por micro-ondas,

COmMo peca acessoria ao equipamento.
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abertura para entrada ou
saida de gases

valvula que regula a
entrada ou saida de

gases
tampa de
PTFE
frasco de o
quarizo
suporte de
quartzo
base do suporte -"“f
de quarizo
solugdo
absorvedora

Figura 3 - Frasco de quartzo e suporte empregados na combustao iniciada por
micro-ondas (adaptado de MESKO, 2008).

As amostras a serem decompostas por MIC devem ser preparadas na forma
de comprimidos, os quais sdo colocados sobre um pedaco de papel filtro contendo
baixo teor de cinzas, previamente posicionado sobre o suporte de quartzo, e
contendo 50 pl de solucdo de nitrato de aménio 6 mol I, que funciona como
iniciador de combustdo. Os frascos sdo entdo fechados e pressurizados com
oxigénio, e o rotor é levado ao forno micro-ondas. Radiacdo micro-ondas € aplicada
para dar inicio ao processo de combustdo. Apds a etapa de ignicdo, 0 processo
atinge elevada temperatura, geralmente superior a 1300 °C, oxidando
completamente a matéria organica da amostra. A solucao absorvedora praticamente
nao € aquecida durante o processo (FLORES et al., 2004).

ApoOs a decomposicdo por MIC, sdo observados baixos teores de carbono
residual os quais chegam a até 0,4% do carbono original correspondente (FLORES
et al., 2004), o que é desejavel, pois a presenca de altos RCCs pode interferir

significativamente em analises realizadas por diferentes técnicas, incluindo a
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espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (NOBREGA et al,
2006).

Uma das principais vantagens do sistema empregando MIC é a possibilidade
de aplicacdo de etapa de refluxo apés a combustdo, o que é conseguido com a
continuacédo do programa de irradiacdo de micro-ondas apos a ignicdo. Nesta etapa
ocorrem lavagens efetivas das paredes internas do frasco de decomposi¢do, assim
como do suporte para a amostra (MESKO, 2008). Esta etapa de refluxo garante
menores desvios-padrao relativos e, em alguns casos, baixos RCCs, obtidos apds
decomposic¢des por MIC (FLORES et al., 2004).

Com relacéo ao suporte em quartzo, segundo Mesko (2008), os modelos mais
adequados ao processo de combustdo sdo os que ficam suspensos na parte
superior do frasco de decomposi¢cdo e possuem um funil que permite a lavagem
efetiva da base onde a amostra sofreu a combustdo. Durante a etapa de refluxo da
solucéo absorvedora, a solugdo goteja no centro da base do suporte, auxiliando na
limpeza e na transferéncia dos analitos para a solucdo. Ainda, o funil superior
protege a tampa de PTFE do frasco de decomposicdo, evitando que a chama
gerada durante a combustdo atinja a tampa, causando deformacbes em sua
estrutura. Ainda as ranhuras existentes na base deste modelo de suporte facilitam o
contato do oxigénio presente no interior do frasco com a amostra, contribuindo para
0 processo de combustdo (MESKO, 2008). Na Fig. 4 (a) e (b) sdo demonstrados
dois tipos de suporte de quartzo utilizados nos procedimentos por MIC, sendo que
um deles fica suspenso na parte superior do frasco (a), enquanto o outro €&

sustentado por uma base de apoio na parte inferior do frasco (b).
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(b)

Figura 4 - Suportes de quartzo utilizados no procedimento de decomposi¢cdo por
MIC, adaptado de Mesko, 2004 (a) e Mesko, 2008 (b).

Este procedimento de preparo de amostras é adequado para posterior
determinacao de metais e ndo-metais em materiais organicos (FLORES et al., 2007),
e foi empregado para digestdo de amostras biologicas (MESKO et al., 2006;
DUARTE et al., 2009), nanotubos de carbono (PEREIRA et al., 2010), combustiveis
fésseis, tais como carvdo (FLORES et al., 2008), coque de petrdleo (MELLO et al.,
2008; PEREIRA et al., 2008), 6leo bruto extra-pesado (PEREIRA et al., 2009) e
residuos de destilacao de petroleo (MELLO et al., 2009).

Um aspecto importante das técnicas de combustdo esta relacionado a
solucdo absorvedora, responséavel por reter quantitativamente os analitos antes da
determinacdo. A selecdo da solucdo absorvedora a ser utilizada depende
principalmente do tipo de analito e da técnica de determinacédo utilizada (FLORES et
al., 2007).
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No caso de quantificacdo de halogénios, ha a vantagem da possibilidade da
utilizacdo de agua ou solucdes alcalinas para absorver os analitos (FLORES et al.,
2007), as quais sdo recomendadas para estes elementos devido a possibilidade de

formacao de compostos volateis (ANTES et al., 2010).

O procedimento de preparo de amostras por MIC foi empregado para a
subsequente determinacdo de halogénios em amostras de carvdo (FLORES et al.,
2007), oleo bruto extra-pesado (PEREIRA et al., 2009), coque de petroleo (PEREIRA
et al., 2008), leite em po, figado bovino, farinha de trigo, amido de milho (MESKO et
al., 2010), e nanotubos de carbono (PEREIRA, 2010).

No trabalho de Mesko et al. (2010) massas de amostra de até 500 mg de
figado bovino, leite em po, farinha de trigo e amido de milho foram queimadas
completamente usando o procedimento por MIC para posterior determinagéo de iodo
por ICP-MS. RecuperacOes de iodo superiores a 99% foram obtidas quando se
utilizou (NH4),CO3 na concentracdo de 50 mmol I'* ou TMAH na concentracéo de 56

mmol I'* como solucdo absorvedora, empregando-se 5 min de etapa de refluxo.

Halogénios também foram determinados por IC e ICP-MS em amostras de
nanotubos de carbono decompostas por MIC em um trabalho de Pereira et al.
(2010). Neste trabalho foram avaliadas solugcdes absorvedoras de NH;OH,
(NH4)2CO3, TMAH e CFA-C. Solucdo de NH4OH foi considerada satisfatéria para a
absorcdo dos analitos por promover baixos valores de brancos e recuperacoes

superiores a 97%.

2.4 Determinacdo de Br e | por espectrometria de ma ssa com plasma

indutivamente acoplado

A determinacdo de halogénios inclui métodos classicos ou técnicas
instrumentais. Entretanto, alguns destes métodos de determinacdo sdo morosos e
inadequados para analise de rotina dos laboratérios, além de ndo apresentarem a
sensibilidade e seletividade adequada para a determinacdo destes elementos em
baixas concentracbes (MESKO, 2008). Desta forma, como as concentracdes de

bromo e iodo na maioria dos alimentos sao baixas, a determinacdo exata destes
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analitos requer um método analitico que permita a determinacdo com rapidez,

exatiddo e em baixas concentracgoes.

Muitos métodos vém sendo aplicados na determinacdo de halogénios em
amostras bioldgicas, incluindo a voltametria de redissolucdo catddica (CSV),
espectrometria de absorcdo atdmica (AAS), espectrometria de emissao optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia de ions (IC), eletrodos de ions
seletivos (ISE), andlise por ativagdo neutrénica (NAA) e espectrometria de
fluorescéncia de dispersdo de raios-X (EDXRF) (VARGA, 2007; KNAPP, 1998).
Entretanto, algumas destas técnicas ndo apresentam limites de deteccao suficientes
para serem aplicadas na determinacdo de halogénios em baixas concentragbes
(KNAPP, 1998).

A técnica de espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) vem sendo amplamente empregada na determinacdo de halogénios
devido as suas caracteristicas de seletividade e baixos limites de deteccdo
(SCHRAMEL, HASSE, 1994; KNAPP et al., 1998). Esta pode ser considerada uma
das mais importantes técnicas analiticas para a analise de elementos com
concentracfes ao nivel de traco e ultra traco, caracterizacdo de superficies e para a

analise estrutural de compostos bioinorganicos (BECKER et al., 2010).

Particularmente no caso das determinacbes por ICP-MS, o preparo de
amostras é justificado pela necessidade de a amostra estar muito bem decomposta
em meio adequado, pois a introdugdo de suspensdes em ICP-MS, usando
nebulizacdo pneumatica convencional pode obstruir os orificios dos cones além de
formar depositos do material em outras partes do instrumento (POZEBON,
DRESSLER, CURTIUS, 1998).

Uma limitacdo ao uso da técnica de ICP-MS na determinacdo de halogénios,
mais precisamente de iodo, esta relacionada a ocorréncia de efeitos de memdria no
sistema de introducdo da amostra no equipamento, exigindo que a mesma seja
tratada com vistas a eliminar este tipo de interferéncia. Usualmente, este preparo de
amostras envolve a utilizacdo de solucbes alcalinas, o que além de prevenir os
possiveis efeitos de memoria, evita as perdas de analitos, responsaveis por
recuperacbes nado-quantitativas dos mesmos (VANHOE et al., 1993; GELINAS,
KRUSHEVSKA, BARNES, 1998; NOBREGA et al., 2006). Knapp et al. (1998)
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aborda este assunto relatando estratégias de preparo de amostra que utilizam
diluicbes ou dispersGes em solugdes alcalinas como a amonia, hidroxido de sédio,

TMAH e CFAC, a fim de eliminar os efeitos de memaria no ICP-MS.

Segundo Al-ammar, Reitznerova, Barnes (2001), os efeitos de memoria de
iodo ocorrem pela adsorcédo de seus compostos nas superficies do tubo nebulizador
e nas paredes da camara de nebulizacdo. Entretanto, a introducdo direta de
solugdes de TMAH no plasma néo é recomendada, pois podem ocorrer acimulos ou
depdsitos na interface do espectrébmetro, além de promover o carregamento do
plasma. Consequentemente, a nebulizacdo convencional das amostras contendo
TMAH para introducdo no plasma pode ser considerada uma acdo dificil
(POZEBON, DRESSLER, CURTIUS, 1998).



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizadas para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os procedimentos

empregados para o preparo e analise das amostras.

Previamente a determinacdo dos analitos por espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), foram avaliados diferentes procedimentos
de preparo de amostra, como a combustéo iniciada por micro-ondas (MIC), extracéo
alcalina com aquecimento em banho-maria e extragao alcalina assistida por radiacéo
micro-ondas. No procedimento de decomposicdo por MIC, foram avaliadas
diferentes concentracdes da solucdo absorvedora, com o intuito de selecionar a
concentracdo mais adequada para absorver os analitos, enquanto que no
procedimento de extragcdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas, foram

estudadas diferentes solucdes extratoras.

Cabe ressaltar que parte destes procedimentos foram realizados no
Laboratério de Analises Quimicas, Industriais e Ambientais da Universidade Federal

de Santa Maria, com o apoio do grupo coordenado pelo Prof. Dr. Erico M. M. Flores.
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3.1 Instrumentacéo

Um sistema pressurizado com aquecimento por radiagdo micro-ondas
Multiwave 3000” (Anton Paar) foi utilizado para a decomposicdo das amostras por
MIC, bem como para os procedimentos de extracdo alcalina assistida por radiacao
micro-ondas (Fig. 5). Para o procedimento de extracdo foi utilizado um sistema
equipado com 16 frascos de PTFE, com volume interno de 100 ml, enquanto que
para o procedimento de combustdo, foi utilizado um sistema equipado com oito
frascos de quartzo, com volume interno de 80 ml, contendo um dispositivo de
quartzo inserido dentro do frasco de decomposicao (Fig. 6), que serve como suporte
para as amostras, conforme proposto por Flores et al. (2004). As condi¢cdes maximas
de temperatura, pressdo e poténcia de operagao sao, respectivamente, 280 °C, 80
bar e 1400 W, para o procedimento de combustdo e 90 °C, 40 bar e 1400 W, para o

procedimento de extracao.

Figura 5 - Forno de micro-ondas comercial Multiwave 3000® (a), rotor equipado com

8 frascos de quartzo (b) e rotor equipado com 16 frascos de PTFE (c).
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Figura 6 - Suporte contendo papel-filtro (a), e suporte contendo papel-filtro e
comprimido de amostra (b).

As extracBes alcalinas foram feitas com auxilio de banho-maria (Thermomix®,
Modelo 18 BU, B. Braun Biotech International). As amostras utilizadas nos
procedimentos de extracdo alcalina foram centrifugadas em centrifuga para 8 tubos

(International Equipment Co®).

Previamente aos procedimentos de decomposicdo, as amostras foram
inicialmente trituradas em processador doméstico (Mondial®, modelo Premium) e,
com excecdo daquelas destinadas ao procedimento de extracdo alcalina com
aguecimento em banho-maria, as quais foram mantidas in natura, as demais foram
posteriormente cominuidas em moinho criogénico (modelo 6750, Spex CertiPrep), e
secas em estufa convencional com circulacdo de ar DeLeo (modelo 400/2ND). As
amostras destinadas ao procedimento de decomposi¢cao por combustédo iniciada por
micro-ondas foram ainda prensadas em prensa hidraulica Specac (modelo Manual

Hydraulic Press, 15 ton).

Céapsulas de policarbonato com massa em torno de 35 mg e medidas
externas aproximadas de 1,3 x 0,5 cm foram utilizadas como invélucros das
amostras, quando, devido a granulometria da amostra, ndo foi possivel a

prensagem.
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Todos os procedimentos de pesagem efetuados durante este trabalho foram
feitos em balanca analitica Shimadzu (modelo AY220, Shimadzu do Brasil), com

resolucao de 0,0001 g e carga maxima de 220 g.

Um banho de ultrassom Odontobras (modelo Ultrasonic Cleaner 1440D Série
Evolution) foi utilizado para a descontaminacdo do papel filtro usado como auxiliar

no processo de combustao.

Bromo (m/z = 79) e lodo (m/z = 127) foram determinados por ICP-MS (Elan
DRC IlI, PerkinElmer SCIEX). O espectrometro foi equipado com um nebulizador
concéntrico (Meinhard Associates), uma camara de nebulizacdo do tipo ciclonica
(Glass Expansion, Inc.) e com uma tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc.) com
tubo injetor de quartzo (2 mm d.i.). A otimizagcdo dos parametros instrumentais
utilizados para as determinacdes, incluindo vazdo do gas de nebulizag&o, voltagem
da lente ibnica e alinhamento da tocha, foi feita de acordo com as recomendacdes
do fabricante (PERKINELMER-SCIEX, 2003).

3.2 Reagentes

Hidroxido de aménio p.a. (Merck) foi utilizado para o preparo de solucéo
extratora avaliada no sistema de extracdo alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas, e também de solucdo absorvedora empregada na decomposicdo por MIC.
Também para a decomposicdo por MIC, foi utilizada uma solucdo de nitrato de
amonio (6 mol I'*) como iniciador de combustdo. Esta solucéo foi preparada a partir
da dissolugéo de (NH4):NO3 p.a. (Merck) em agua.

Uma solucéo de hidroxido de tetrametilaménio 25% (m/v) (Sigma-Aldrich) foi
utilizada nos procedimentos de extracdo alcalina com aguecimento em banho-maria

ou assistida por radiacdo micro-ondas.

As solucdes de calibracdo de Br e | foram preparadas a partir da dissolugéao
em série de solugBes de referéncia contendo sais de brometo e iodeto de potassio
(Merck) em hidréxido de aménio 5 mmol I™.

Oxigénio (White Martins), com pureza de 99,999% foi utilizado para a
pressurizacéo dos frascos de decomposic¢ao por MIC.
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Nas determinagfes por ICP-MS, o plasma foi gerado a partir de argdnio de
alta pureza (99,998%, White Martins).

Acido nitrico p.a. (Merck) foi utilizado para a descontaminacdo dos materiais

utilizados neste trabalho.

Celulose cristalina de grau farmacéutico foi utilizada para a confeccdo de
comprimidos de amostras contendo fracdo inorganica relativamente elevada, para a

decomposicéao por MIC.

A agua de alta pureza utilizada nos procedimentos foi destilada, deionizada
em coluna de troca i6nica e, adicionalmente, purificada em um sistema de Milli-Q®

(Millipore), com resistividade final de 18,2 MQ cm.

3.3 Materiais diversos

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratério foram
descontaminados por imersdo em &cido nitrico 10% (v/v) por, pelo menos, 24 horas

e, posteriormente, lavados com agua purificada.

Os papéis filtro (Black Ribbon Ashless, Schleicher & Schill GmbH, Alemanha)
foram descontaminados através de imersdao em alcool etilico 20% (v/v) por 20 min
em banho de ultrassom e, posteriormente, lavados com agua e secos em capela de

fluxo laminar por 2 h.

Os frascos de quartzo e de PTFE do forno de micro-ondas e 0s suportes para
as amostras usados no sistema de combustdo foram descontaminados com é&cido
nitrico concentrado e aquecimento em forno de micro-ondas usando o seguinte
programa de aquecimento: i) 1400 W por 10 min e ii) 0 W por 20 min (etapa de
resfriamento). Os mesmos procedimentos de descontaminacéo foram repetidos duas

vezes com &gua purificada, antes de proceder as decomposi¢des das amostras.

3.4 Amostras

Neste trabalho, foram utilizadas amostras de camardo com e sem casca

obtidas no comércio local. Segundo informacdes do comerciante tratam-se de



45

camardes da espécie conhecida como “camardo cinza” (Litopenaeus vannamei),
cultivada em cativeiro na Laguna dos Patos, na regido de Pelotas/RS. Estudos de
determinacdo da espécie nao foram realizados.

Serdo denominados camardes com casca 0S camarbes comercializados
inteiros, com casca e cabeca; e camarfes sem casca aqueles cujos residuos (casca
e cabeca) ja foram removidos (Fig. 7).

Figura 7 - Amostras de camardo com casca (a) e camardo sem casca (b), obtidas
no comércio local (Pelotas/RS).

Uma parte das amostras de camardo com casca foram separadas e delas
foram removidos os residuos (casca e cabeca). Logo, os residuos foram submetidos

ao mesmo tratamento do restante das amostras.

As amostras foram lavadas com &gua purificada, trituradas em processador
doméstico, secas em estufa a 85 °C por 24 h (Fig. 8), segundo procedimento
descrito por Eckhoff e Maage (1997) e cominuidas em moinho criogénico até
tamanho de particula inferior a 120 um. Uma excecao a este procedimento foram as
amostras destinadas ao preparo por extracdo alcalina com aquecimento em banho-
maria, as quais foram mantidas in natura, sendo apenas lavadas com &agua
purificada e trituradas em processador domeéstico, de acordo com trabalhos
propostos por Damin et al. (2007) e Damin (2009) (Fig. 9).



46

Figura 8 - Amostras de camardo com casca (a), camardao sem casca (b) e residuos
de casca e cabeca de camardo (c), secas em estufa e moidas em
processador doméstico.

Figura 9 - Amostras de camardo com casca (a) e camardao sem casca (b) trituradas

em processador domestico.

Todas as amostras e o CRM submetido & decomposi¢cdo por MIC foram
prensadas (8 ton) na forma de comprimidos com 13 mm de didmetro por 1 min (Fig.
10).
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Figura 10 - Comprimidos preparados com: camarao sem casca (a), camardo com
casca (b) e residuos de casca e cabec¢a de camarao (c).

Além disso, comprimidos de residuos de casca e cabeca de camardo foram
também preparados acrescidos de parcela significativa (50%) de celulose
microcristalina, com o intuito de promover a evaporag¢ao dos analitos desta amostra
com teor de materiais inorganicos relativamente elevados, garantindo a recuperacéo
guantitativa dos analitos, de acordo com Han, Kaiser e Toélg (1982) e Geng et al.
(2008).

Para a validacéo do procedimento proposto por MIC foi utilizado o material de
referéncia certificado (CRM): NIST Canada RM 8414 (Bovine Muscle).

3.5 Determinacdo de umidade, peso médio e relacdo m assa corpOrea/casca,
nas amostras de camarao

O teor de umidade das amostras de camardo in natura, com e sem casca, foi
determinada submetendo-se cerca de 3 g de amostra a temperatura de 85 °C, em
estufa, até peso constante.

O peso médio das amostras de camaréo e a relacdo camarao/casca foram
obtidos a partir da média da pesagem de 20 amostras individuais de camardes
inteiros, seguida da pesagem da massa corporea referente a cada um destes
organismos, segundo adaptacdes de determinacdes de peso médio descritas pelo
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2005) e pela Farmacopéia Brasileira (2010).
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3.6 Procedimento de decomposic¢ao por MIC

O procedimento de decomposicédo por MIC consistiu, basicamente, em pesar
cerca de 500 mg da amostra na forma de comprimido, o qual é colocado na base do
suporte de quartzo contendo um disco de papel filtro (15 mm de diametro, 12 mg)
umedecido com 50 pl de NH4sNO3 6 mol I™*. Utiliza-se ainda, no interior do frasco de
decomposicdo, 6 ml de solucdo absorvedora adequada aos analitos. Este
procedimento foi baseado em trabalhos prévios (FLORES et al., 2004; MESKO et al.,
2006).

Foram realizados neste procedimento ensaios de recuperacéao, pela adicdo de
concentragbes conhecidas de solugéo contendo os analitos nos comprimidos de
amostra, antes do procedimento de decomposi¢do, avaliando diferentes
concentracfes de duas solucdes absorvedoras: NH,OH nas concentracdes 25, 50,

75 e 100 mmol I*; e (NH,),CO3 nas concentracées 50 e 100 mmol ™.

Além disso, nas melhores condi¢des, foi avaliado o CRM NIST Canada RM
8414, contendo valores de bromo e iodo certificados, a fim de comprovar a exatidao
do procedimento proposto.

Amostras de camardo com casca, camarao sem casca e residuos de casca e
cabeca de camardo, foram entdo decompostas por MIC, utlizando solucéo
absorvedora na melhor concentracdo observada apds os ensaios de recuperacao, e

decomposicdo de CRM.

Adicionalmente, para a decomposi¢cao dos residuos de casca e cabeca de
camarédo, foi avaliada a adicdo de celulose nos comprimidos de amostra. Cada
comprimido de 500 mg foi composto por fracbes de amostra e celulose com massa

aproximada de 250 mg cada.

Em todos os procedimentos por MIC, o sistema de decomposi¢ao foi
pressurizado com 20 bar de oxigénio e submetido ao seguinte programa de
irradiagdo com micro-ondas: i) 1400 W por 5 min para a etapa de combustao
seguida de refluxo e, i) 0 W por 20 min, para a etapa de resfriamento. Apds o
resfriamento, as amostras foram aferidas a 25 ml e as determinacdes de bromo e

iodo foram conduzidas por ICP-MS.
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3.7 Extracgdo alcalina com aquecimento em banho-mari  a

Extracbes das amostras em solucdo alcalina foram realizadas com
aquecimento em banho-maria, utilizando hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) 25%
(m/v), segundo adaptacdes dos procedimentos descritos por Martins et al. (2002) e

Réadlinger e Heumann (1998).

Foram pesados cerca de 1 g de amostra in natura (apenas lavada com agua
ultrapura e triturada em processador domeéstico) e foram avaliados diferentes
volumes (0,5 ou 1 ml) de TMAH, aquecidos a temperaturas de 60 e 90 C, em
tempos de 30 min, 1 h e 2 h. Apés, as amostras foram centrifugadas por 15 min, e
diluidas a 10 ml. Posteriormente, as determinacdes de Br e | nas amostras foram
feitas por ICP-MS.

3.8 Procedimento de extracdo alcalina assistida por radiacdo micro-ondas em

sistema fechado

O procedimento de extracdo alcalina assistida por micro-ondas foi adaptado

de procedimentos descritos por Knapp et al. (1998) e Tagami et al. (2006).

Assim, foram transferidos uma massa de cerca de 500 mg de amostra para 0s
frascos de PTFE, onde adicionou-se 6 ml de solugéo (TMAH 0,11 mol I*, ou NH,OH
50 mmol I). A seguir, os frascos foram fechados e submetidos ao programa de
irradiacdo com micro-ondas. O programa foi feito utilizando uma rampa de 10 min a
1400 W, tempo de permanéncia de 50 min a 1400 W e 20 min a 0 W (etapa de

resfriamento).

A temperatura maxima da extracao foi limitada em 90 °C, para evitar riscos de
degradacéao do reagente TMAH (KNAPP et al., 1998; TAGAMI et al., 2006).

Apés o término do programa, a solucdo resultante foi transferida para um
frasco de polipropileno e feita a afericdo para 25 ml com agua purificada.
Posteriormente, as determina¢cdes dos analitos nas amostras foram feitas por ICP-
MS.

Na Fig. 11 é mostrado um fluxograma com todos os procedimentos de

preparo das amostras utilizados neste trabalho para amostras de camardo com e
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sem casca, e em residuos de casca e cabeca de camardo, para posterior
determinacao de Br e .

Cabe ressaltar que, embora nédo se tenha conhecimento de que realmente
ocorra a extracdo dos analitos da amostra, ou apenas a dissolucdo da mesma,
optou-se por utlizar o termo “extracdo” para nomear 0s procedimentos que

envolvem o emprego de solugdes alcalinas.

Procedimentos utilizados para o
preparo das amostras

Extracaoalcalina em MIC Extracao assistida
banho-maria I por micro-ondas

| Comprimido com 500 mg I
ou capsula com 150 mg
de amostra seca e moida

1,0 g de amostra in 500 mg de amostra

natura .
I seca e moida
Papel filtro + 50 pl de NHsNO; |
0,5 0u 1,0 ml de sol. (6 mol I1) 6 ml de sol. extratora
extratora L (TMAH 0,11 mol I ou
(TMAH 25%) 6 ml de sol. absorvedora NH,OH 50 mmol I1)
(NH4OH 25, 50, 75 ou 100 mmol I! ou |
(NH4)zCO3 50 ou 100 mmol 1) - -
Banho-maria: I r‘:ﬁ'}':;?::'a‘rﬂzz-
0,5 1,0 0u2,0h Py . .
G0ou90C Micro-ondas: 50 min 1400 W
5_""" MPDW 20 min resfriamento
20 min resfriamento

|
ICP-M3

Figura 11 - Representacdo esquematica dos procedimentos avaliados para o
preparo das amostras de camardo com e sem casca e de residuos
de casca e cabeca de camardo para posterior determinagdo de

bromo e iodo, por ICP-MS.
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3.9 Determinacao dos analitos por ICP-MS

Depois de submetidas aos diferentes procedimentos de preparo de amostra,
as solucdes obtidas foram levadas ao ICP-MS para a determinacédo de Br e |. As
determinacdes foram feitas utilizando-se as condi¢des apresentadas na Tab. 1.

Tabela 1 - Parametros operacionais para a determinacao de Br e | por ICP-MS.

Parametros ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Vazo principal de argénio (I min™) 15,0
Vaz&o auxiliar de argénio (I min™) 1,2
Vazdo de argdnio do nebulizador (I min™) 1,15
Camara de nebulizacao Ciclonica
Nebulizador Concéntrico
Cones de amostragem (sampler e skimmer) Pt
Lente iOnica Auto lens on
Tempo de permanéncia no detector (ms) 50
Isétopos (M/z) Br, *#7]

A calibrac&o do instrumento se deu por utilizacdo de solucdes preparadas a
partir de solucdes padrao estoques contendo 10000 ppm dos analitos, perfazendo

uma curva com concentragfes de 0,1 a 1 ppb de |, e 1 a 10 ppb de Br.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos nas
analises descritas no capitulo 3 (Materiais e Meétodos). Estes resultados
possibilitaram a avaliacdo de diferentes procedimentos de preparo de amostra e

solugbes adequadas a estes procedimentos.

A discussdo dos resultados foi subdividida de acordo com os diferentes
procedimentos executados. Na primeira parte, sdo discutidos o0s aspectos
relacionados as caracterizacdes fisicas das amostras. Nas trés partes seguintes sao
apresentados os resultados obtidos para a determinacdo de bromo e iodo por ICP-
MS apos os diferentes procedimentos avaliados. Na quinta e Ultima parte, é feita
uma discussao comparando as vantagens e desvantagens dos métodos de preparo

de amostras utilizados.
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4.1 Determinacdo de umidade, peso médio e relacdo m assa corpOrea/casca,

nas amostras de camarao

Buscando a caracterizacdo fisica das amostras utilizadas, foram
determinados o peso médio e a relacdo massa corpérea/casca de camardes
comercializados, e usualmente denominados como “graudo” e “miudo”, de acordo
com o tamanho dos organismos. Os camardes “graudos” tem comprimento médio de
10 cm, enquanto que os camarbes “miudos” medem, em meédia, 6 cm de

comprimento.
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Figura 12 - Camardes comercializados como “miudos” (a) e “graudos” (b).

Os resultados encontrados na determinacdo do peso médio dos camardes, e
relacdo massa corpéreal/casca, cujas determinacdes foram realizadas de acordo
com o descrito no item 3.5 (Materiais e Métodos), mostraram que 0S organismos
submetidos as analises tém massa média de 9,9 + 0,7 g, sendo que a casca
representa 40,8 + 2,1% da massa total, para os camardes “graidos”; e massa média
de 2,0 £ 0,2 g, sendo que a casca representa 47,9 =+ 3,3% da massa total, para os
camardes “miudos”. A Fig. 13 ilustra a relacdo massa corpérea/casca nos dois tipos
de camardes, e permite observar de maneira clara que o percentual de massa
corpérea aumenta com o0 aumento da massa do camardo inteiro. A partir destes
resultados, pode-se estimar que em amostras com tamanhos mistos de camarao, o
percentual de casca fique em torno de 45% da massa de um camarao inteiro. Cabe
ressaltar que os residuos de “cabeca” e “patas” do camardo sdo considerados nesta
ilustracd@o juntamente com a massa correspondente a casca, pois é desta forma que

€ comercializado e consumido.
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48% 41%
52% 50%

‘D casca @ massa corp()rea O casca @O massa corporea ‘

(a) (b)
Figura 13 - Relacdo massa corporea/casca de camarbes comercializados como

“miudos” (a) e “graudos” (b).

Amostras com tamanhos mistos de camardo com e sem casca foram
submetidas a determinacdo de umidade, também segundo descrito no item 3.5
(Materiais e Métodos). Os teores de umidade encontrados sdo apresentados na Tab.
2, e demonstram ser maiores nas amostras de camardo sem casca. Desta forma,
pode-se comprovar que 0S maiores teores de umidade se encontram na massa
corporea do camardo. Os dados encontrados sdo coerentes com as informacdes
veiculadas sobre o teor esperado de umidade em camarbes comercializados
frescos, visto que se trata de um organismo com a peculiar caracteristica de, uma
vez pescado e morto, absorver agua rapidamente aumentando muito o seu peso.
Para que isto ndo ocorra € necessario 0 seu congelamento o mais rapido possivel, o
gue nem sempre € viavel nas embarcacfes de captura. O alto teor de umidade é
responsavel pela deterioracdo de forma mais rapida observada nos camarbes
comercializados frescos, se comparados aos congelados (Manual do Camaréo,
2007).

Tabela 2 - Teor de umidade em amostras de camardao com e sem casca (n=3).

Amostra Umidade (%)

Camarao com casca 80,2+0,3

Camarao sem casca 85,3+0,4
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Assim, tomando por base que o percentual de casca em um camaréo inteiro
fica em torno de 45% de sua massa total, enquanto sua massa corporea
compreende os 55% restantes da massa total, e conhecendo-se os teores de
umidade de camardes com e sem casca, pode-se estimar que a massa corporea,
em base seca, de um camarao inteiro é em torno de 8% de seu peso total, enquanto
gue sua casca, também em base seca, representa cerca de 12% do camarao inteiro.
O teor de umidade de um camarao inteiro fica distribuido nas seguintes fracoes

aproximadas: 47% na massa corporea, e 33% ha casca.

Cabe destacar que este estudo foi feito, no intuito de relacionar os resultados
obtidos para as determinacbes de Br e | nas diferentes partes dos camaroes,

conforme sera apresentado nos itens a seguir.

4.2 Procedimento por MIC para a decomposi¢cdo das am  ostras e subsequente
determinacao de bromo e iodo por ICP-MS

As decomposi¢des por MIC foram realizadas de acordo com trabalhos feitos
anteriormente usando o sistema, conforme descrito no item 2.3.3 (Reviséo
Bibliografica) (FLORES et al., 2004; MESKO et al., 2006; FLORES et al., 2007).

Inicialmente, por desconhecer os provaveis teores dos analitos nas amostras
de camarao estudadas, foi realizada uma primeira decomposicdo de camardo sem
casca, utilizando solucdo de carbonato de aménio ((NH4).CO3) na concentracdo de
50 mmol I'*. Esta solucéo foi escolhida devido relatos da literatura apresentarem
recuperacdes acima de 95% para halogénios em amostras de carvao (FLORES et
al., 2008) e iodo em alimentos (MESKO et al., 2010). As amostras de camarao sem
casca utilizadas neste procedimento foram previamente trituradas em processador
doméstico, e secas a 85 °C. Entretanto, nao foi possivel a prensagem das mesmas,
provavelmente pela granulometria elevada obtida por este tipo de moagem. Assim, a
gueima so foi possivel de ser realizada quando as amostras foram colocadas dentro
de capsulas de policarbonato. A utilizacdo deste tipo de involucro para a amostra foi
baseada em trabalhos da literatura que utilizam capsulas para acondicionamento
das amostras (FARROHA; HABBOUSH, 1990; MACDONALD, 1965). Assim, cerca
de 150 mg de amostra de camardo sem casca foram pesadas diretamente na

capsula e dispostas no suporte de quartzo, conforme mostrado nas Figs. 14 (a) e (b).
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Cabe destacar que foram utilizadas etapas de refluxo de 5 minutos apds a
etapa de combustdo para todos os procedimentos por MIC. Esta condicdo foi
escolhida de acordo com relatos da literatura onde foram observadas recuperacoes
guantitativas e menores desvios padrdes relativos (RSDs), quando a etapa de
refluxo foi aplicada (FLORES et al., 2004; MESKO et al., 2010).

Figura 14 - Céapsula de policarbonato contendo a amostra (a) e capsula disposta no

suporte (b).

Os resultados encontrados para iodo em amostras de camardo sem casca
apos a decomposicao utilizando capsulas de policarbonato foram de 508,8 + 16,1 ng
g’. Entretanto, mesmo a céapsula de policarbonato permitindo uma queima
satisfatoria, e brancos relativamente baixos, a quantidade de amostra € limitada,
devido ao seu pequeno porte. No caso do camardo sem casca, foi possivel utilizar,
no maximo, 150 mg de amostra. Esta informag¢do, somada ao agravante de o0s
teores dos analitos serem relativamente baixos em amostras de camardo sem
casca, dificulta a utilizacéo deste tipo de capsula para a amostra analisada, visto que
a concentracdo do analito nesta solucdo se aproxima do limite de deteccdo da
técnica de ICP-MS. Além disso, a pesagem da amostra na capsula é bastante

trabalhosa e exige habilidade do analista.

Assim, tendo em vista algumas limitagbes apresentadas quanto ao uso das
capsulas de policarbonato, foi avaliada outra forma de moagem das amostras, visto
gue a granulometria das particulas de amostra pode interferir na prensagem das
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mesmas. Para tanto, foi utilizado um moinho criogénico, onde a granulometria obtida
é, geralmente, inferior a 120 um. Com esta granulometria foi possivel prensar as

amostras e preparar comprimidos com massa de até 500 mg.

Posteriormente, com a finalidade de continuar o estudo, foram adquiridas
novas amostras de camardo, sendo realizada uma avaliacdo da solucdo mais
apropriada para absorver Br e |, onde foram estudadas diferentes concentracdes de
(NH4).CO3 e NH,OH. Estas solugcbes foram escolhidas de acordo com dados
publicados em trabalhos anteriores (MESKO, 2008; PEREIRA et al, 2010).

Desta forma, ensaios de recuperacao foram realizados para avaliar a solugéo
absorvedora mais apropriada para Br e |. Foram avaliadas diferentes concentracoes
da solugcdo de NH4OH (25, 50, 75 e 100 mmol ') em amostras de camardo com e
sem casca, e concentracdes de 50 e 100 mmol I* de solucdo de (NH4),COsz; em
amostras de camardo com casca. E importante enfatizar que foram avaliadas
somente as concentracées de 50 e 100 mmol I'* de (NH4),COs3, pois de acordo com
relatos na literatura estas solugcdes foram apropriadas para a absorcdo de iodo em
amostras biolégicas (MESKO, 2008). Os ensaios foram realizados pela adi¢cdo de
concentracbes conhecidas de solugbes padrédo dos analitos nos comprimidos de
amostra, antes de proceder a combustdo. Nas Fig. 15 (a) e (b) sdo apresentadas as
recuperacdes obtidas para Br e | nas amostras de camardo com e sem casca, apos

decomposicéo por MIC e subsequente determinacao por ICP-MS.
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Figura 15 - Influéncia da solucdo absorvedora para a determinagéo de We el

em camardo sem casca (a) e camardao com casca (b) usando o

procedimento por MIC com 5 min de refluxo e determinacdo por ICP-MS

(massa de amostra = 500 mg, n=3)

Como pode ser observado na Fig. 15 (a) e (b), as maximas recuperacdes

para Br e | quando solucdo de NH,OH na concentracdo de 25 mmol I foi utilizada
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como solucdo absorvedora, foram de 87 e 59%, respectivamente. Desvios padrdes
relativos entre 6,9 e 12,9% foram observados com esta solug¢do. Contudo, quando a
concentracdo da solucdo absorvedora foi aumentada para 50 mmol I, as
recuperacoes variaram de 95 a 102 % para bromo e de 94 a 97% para iodo nos dois
tipos de amostra. Quando a concentracdo de NH,OH foi de 75 e 100 mmol !, a
recuperacdo dos halogénios praticamente n&o foi alterada, ficando entre 94 e 107%
para bromo e entre 95 e 117% para iodo. Todavia, com o uso das concentracdes 50,
75 ou 100 mmol I* de hidréxido de aménio, como solucdo absorvedora, os RSDs
foram inferiores a 8,33%. Desta forma, quaisquer das trés concentragdes (50, 75 ou
100 mmol ") da solucdo absorvedora de NH,OH podem ser consideradas

adequadas para a absorcéo dos analitos, bromo e iodo, nas amostras analisadas.

Comportamento semelhante foi observado para as concentragbes avaliadas
de (NH,)>COs, onde com concentracdo de 50 mmol I* foram obtidas recuperacées
acima de 99% para ambos os analitos e, quando a concentracao foi aumentada para
100 mmol I'*, as recuperacdes praticamente n&o se alteraram. Cabe ressaltar que as
recuperacoes obtidas com esta solugéo estdo concordantes com relatos da literatura
para estes analitos em outros tipos de matrizes organicas (MESKO et al., 2010).
Todavia, quando a solucdo de (NH4).COs3 €é utilizada para absorver Br e I, alguns
problemas podem ser observados durante a determinacao por ICP-MS, pois podem
ocorrer depésitos de carbono na interface do ICP-MS (cones e lente ibnica), bem
como a necessidade de mais tempo de lavagem entre uma amostra e outra, devido
a problemas de efeito de memodria para estes analitos, que podem ficar mais
pronunciadas com a presenca de carbono na solugdo. Assim, com 0 objetivo de
reduzir algumas dificuldades durante a etapa de determinacdo de Br e | com 0 uso
da solucéao de (NH,4).CO;3; por ICP-MS, optou-se por utilizar solucdo de NH,OH como

solucéo absorvedora.

Desta forma, para avaliar a exatiddo do procedimento de decomposi¢cao por
MIC utilizando NH,OH como solucéo absorvedora, foi decomposto cerca de 500 mg
do CRM NIST RM 8414 (Bovine Muscle), conforme descrito no item 3.5 (Materiais e

Métodos), avaliando duas concentracdes da solucéo absorvedora, 50 e 100 mmol I,

Os resultados apresentados na Tab. 3, referentes a determinacdo dos
analitos no CRM por ICP-MS, ap6s decomposi¢cao por MIC, mostram concordancias

superiores a 99% para ambos os analitos nas duas concentracdes de solucéo
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absorvedora avaliadas. Utilizando o teste t de Student € possivel observar que
ambas as concentracdes de NH,OH nao fornecem diferengas significativas com o
valor certificado para Br e |, ao nivel de 95% de confianca. Desta forma, tanto a
concentracdo de 50 mmol I* quanto a concentracdo de 100 mmol I da solucéo
absorvedora séo satisfatérias para a absor¢cdo dos analitos. Entretanto, é sempre
desejavel a utilizacdo de solugbes absorvedoras mais diluidas, nas determinacdes
por ICP-MS. Assim, a partir das informacdes obtidas com a decomposi¢cdo do CRM e
com os ensaios de recuperacdo, onde foram avaliadas diferentes concentracdes de
NH4OH como solucéo absorvedora, foi escolhida a concentracédo de 50 mmol I* da
solugdo como adequada para absorver os analitos nas decomposi¢cdes posteriores.
Esta escolha foi feita devido aos baixos valores de desvio padrao, boa concordancia
com os valores certificados e, principalmente pelo uso de solugdo com a menor
concentracdo possivel para minimizar diluicbes excessivas e facilitar as

determinacdes por ICP-MS.

Tabela 3 - Determinacdo de Br e | em material de referéncia certificado (NIST RM
8414), por ICP-MS, apo6s decomposicao por MIC, utilizando NH,OH, 50

e 100 mmol I*, como solucéo absorvedora (n=3).

Concentrac&o (ug g™
Solucéo absorvedora

Bromo lodo
NH4OH 50 mmol I 1,2+0,1 0,041 + 0,003
NH4OH 100 mmol I 1,1+0,1 0,036 + 0,003

Valor certificado para Br: 1,1 + 0,5 ug g, e para I: 0,035 + 0,012 ug g™.

Cabe ressaltar que durante as determinacdes por ICP-MS, o sistema de
nebulizacdo foi lavado constantemente com uma solucédo de NH,OH 50 mmol I?,
conforme recomendado por outros autores (VANHOE et al., 1993; SCHRAMEL;
HASSE, 1994), a fim de evitar problemas de efeito de memoéria para iodo. As
amostras e as solucdes de referéncia para a calibracdo do equipamento foram
preparadas também nesta solucdo. Além disso, as curvas de calibracdo foram
sempre preparadas previamente as determinacgoes utilizando o mesmo meio em que

as amostras foram absorvidas, considerando a concentracdo final da solugéo
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absorvedora. Desta forma, para a solucdo de NH4,OH 50 mmol I*, as curvas de
calibracdo foram preparadas em NH,OH 10 mmol I,

Apés a escolha da solugcdo absorvedora mais apropriada para Br e |,
amostras de camardo com e sem casca foram submetidas ao procedimento de
decomposicdo por MIC utilizando como solugéo absorvedora NH,OH 50 mmol I, e
os resultados obtidos apos determinacéo por ICP-MS estdo apresentados na Tab. 4.
Os RSDs encontrados nas determinacdes de Br nos dois tipos de amostra foram
inferiores a 2,5%, enquanto que para | o0 RSD méaximo verificado foi de 8,4%, para as

amostras de camarédo com casca.

Tabela 4 - Determinacdo de Br e | em amostras de camardo com e sem casca, por
ICP-MS, ap6s decomposicgéo por MIC (n=3).

Concentracao (ug g

Amostra
Bromo lodo
Camarao com casca 182,4 +4,2 11,3+1,0
Camarao sem casca 17,6 £0,1 0,28 +0,01

Com base nos valores apresentados na Tab. 4, foi possivel observar
resultados bastante superiores tanto para Br quanto para |, nas amostras de
camardo com casca, se comparado aos resultados obtidos para as amostras de
camardo sem casca. Assim, foram avaliadas as concentracfes dos analitos nos
residuos de cabeca e cabeca dos camardes. Entretanto, foi necesséario a aquisi¢éo
de um novo lote de amostra, onde massa corpérea e residuos foram submetidos
separadamente a decomposicao por MIC. Contudo, devido as caracteristicas do
residuo serem diferenciadas, principalmente em relacdo aos teores de materiais
inorganicos, como por exemplo, carbonato de calcio (ASSIS, STAMFORD,
STAMFORD, 2008; MATHUR, NARANG, 1990) e, assim, possivelmente apresentar
menor teor de matéria organica, avaliou-se a adicdo de celulose microcristalina aos
residuos de casca e cabeca de camardo. Este procedimento foi adotado com o
intuito de aumentar a fragdo organica da amostra, garantindo a combustéo, e maior
facilidade de volatilizagdo do analito da matriz, devido a elevada temperatura

atingida no sistema. A celulose microcristalina age como agente auxiliar de
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combustdo em amostras de natureza inorganica, ou com alto teor de compostos
inorganicos, os quais ndo reagem com o O,, promovendo a volatilizagdo dos analitos
da matriz (HAN; KAISER; TOLG, 1982; GENG et al., 2008).

A quantidade de celulose adicionada a amostra néo foi avaliada, pois optou-
se por utilizar uma quantidade baseada no trabalho de Picoloto (2011). Assim,

utilizou-se 250 mg de celulose juntamente com 250 mg de amostra (Fig. 16).

Figura 16 - Comprimidos de residuos (casca e cabeca) de camardo sem adicéo de

celulose (a) e com adicdo de celulose (b).

Os resultados para bromo e iodo obtidos apés a decomposicdo de
comprimidos contendo somente casca e cabeca de camardo, ou casca e cabeca de

camardo com adi¢do de celulose, encontram-se apresentados na Tab. 5.

Tabela 5 - Determinacédo de Br e | em amostras de casca de camardo e casca de

camardo com celulose, por ICP-MS, ap6s decomposi¢éo por MIC.

Concentracdo (ug g

Amostra
Bromo lodo
Casca de camarao 385,9+3,5 11,7+0,1
Casca de camarao + celulose 359,0+13,7 10,2+0,4

Cabe destacar que os resultados para Br e | obtidos nas amostras com e sem
adicao de celulose foram bastante semelhantes, apresentando, no entanto, maiores
desvios para ambos os analitos quando houve a adicao de celulose. Assim, pode-se
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considerar que nas decomposi¢des de casca de camardo, ndo ha a necessidade de
se acrescentar parcelas de celulose aos comprimidos de amostra, visto que foram

obtidos resultados com baixos desvios na auséncia desta.

Como pode ser observado na Fig. 17 (a) e (b), apds a decomposicéo por MIC,
uma parcela da amostra ndo queima, deixando uma pequena massa de residuo
(aproximadamente 25% da massa do comprimido) no suporte. Contudo, embora o
aspecto do residuo seja ligeiramente alterado quando celulose foi adicionada a
amostra, apresentando coloragcdo mais esbranquicada, os valores encontrados para
Br e | foram concordantes com aqueles determinados nos comprimidos contendo
somente amostra. Provavelmente, o residuo seja constituido por componentes da
casca, como carbonato de célcio (GHINI; DOMINGUES; BETTIOL, 2006; ASSIS;
STAMFORD; STAMFORD, 2008; MATHUR; NARANG, 1990) e/ou silicatos, que

possivelmente se encontravam aderidos a casca.

Figura 17 - Suporte contendo residuo apés a combustdo de comprimido com
somente casca de camardo (a) e de comprimido preparado com
casca de camarao e celulose (b).

Na Fig. 18 sdo apresentadas as solucdes obtidas das diferentes amostras,
apos a decomposicao por MIC, utilizando NH,OH como solucéo absorvedora. Todas
as solugbes possuem aspecto limpido e ndo apresentam coloracdo. Apenas nas
solugdes obtidas com a decomposicao dos residuos de casca e cabec¢a de camaréo,
com ou sem a adicao de celulose, é verificada a presenca de residuo p6s-queima
depositado no fundo do frasco de polipropileno. Este residuo é o mesmo mostrado
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na Fig. 17, quando se encontra ainda no suporte. Contudo, este residuo pode ser

separado previamente a etapa de determinacgédo, n&do interferindo na mesma.

Figura 18 — Solucbes obtidas ap6s decomposi¢cdo por MIC utilizando NH,OH 50
mmol I como solucdo absorvedora: camaréo com casca (a), camaréo
sem casca (b), casca de camarao (c) e casca de camardao com parcela

de celulose (d).

Além disso, cabe destacar que analisando este novo lote as concentracées de
Br (24,50 + 1,78 ug g*) e | (0,63 + 0,06 ug g*), para a amostra de camardo sem
casca, foram superiores as encontradas no lote anteriormente avaliado (Br = 17,55 £
0,07 ug g%, e 1 = 0,28 + 0,01 pg g?). Isto evidencia que existem diferencas com
relacdo aos teores destes elementos, provavelmente relacionadas ao periodo em
gue as amostras foram adquiridas, e aos locais de cultivo. Tendo em vista esta
constatacao, provavelmente os teores de Br e | nos residuos de casca e cabeca de
camarao, referentes as amostras do lote anterior, teriam concentracées mais baixas

do que as determinadas neste novo lote.

4.3 Procedimento de extracao alcalina com aquecimento em banho-maria

Além de avaliar a aplicabilidade da MIC para a decomposicdo de amostras de
camardo visando a posterior determinagdo de Br e | por ICP-MS, procedimentos
utilizando solucdes alcalinas como meio extrator desses analitos também foram

avaliadas.
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Amostras de camardo com casca mantidas in natura, sendo apenas lavadas
com agua purificada e trituradas em processador doméstico, foram submetidas a
procedimento de dissolucdo alcalina, segundo adaptacbes dos procedimentos
descritos por Martins et al. (2002) e Radlinger e Heumann (1998) (vide item 3.7 —

Materiais e Métodos).

Os resultados obtidos na determinacdo dos analitos por ICP-MS, apds os
procedimentos de dissolucéo de cerca de 1 g de amostra com 0,5 e 1 ml de TMAH
25% (m/v), em temperaturas de 60 e 90 °C encontram-se dispostos na Tab. 6. Cabe
destacar que estes resultados foram calculados de acordo com os teores de
umidade determinados para a amostra de camardo com casca, de modo que estao

expressos em base seca.

Como pode ser observado na Tab. 6, as concentracdes de iodo utilizando a
proporcao 1 g de amostra e 1 ml de TMAH com aquecimento a 90 °C, por 30 min,
foram concordantes em 97% para Br e 110% para |, com as concentracfes obtidas
por MIC. O RSD das medidas de iodo foi de 5,18%, inferior ao observado por MIC
(8,40%). Contudo, para o analito Br, nas mesmas condi¢cdes, o RSD da extracao
alcalina com aquecimento em banho-maria foi de 10,08%, sendo aproximadamente

5 vezes superior ao encontrado nas determinacdes por MIC (2,5%).
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Tabela 6 - Determinacao de Br e | por ICP-MS, apés extracdo alcalina em diferentes

temperaturas, utilizando 1 g de camardo com casca (n=3).

Condicdes de preparo da amostra Concentrac&o (ug g™)
Temperatura Tempo Volume de TMAH Bromo lodo
() (h) (mi)
60 0,5 0,5 74,1+6,0 56+04
1,0 104,0 £16,1 8,1+1,6
1,0 0,5 83,3+6,8 58+0,5
1,0 100,2 £8,3 7,2+0,8
2,0 0,5 83,5+7,0 58+0,6
1,0 113,2+£10,2 9,2+1,3
90 0,5 0,5 146,2 £11,8 120+£1,0
1,0 176,1 £ 17,8 12,3+0,7
1,0 0,5 207,7 £16,5 135+£1,2
1,0 217,9+18,0 141+£15
2,0 0,5 193,7 £ 15,7 143+£15
1,0 182,3+14,7 141+1,2

*Valores obtidos por MIC para Br: 182,4 +4,2 uygg™, el: 11,3+ 1,0 ugg™.

Concordancias satisfatérias com os resultados obtidos pelos procedimentos
por MIC também foram obtidas de formas individuais com outras condicfes de
extracdo. Na proporcéo de 1 g de amostra e 0,5 ml de TMAH com aquecimento a 90
°C, por 30 min, foi obtida concordéancia de 105,7% para iodo, enquanto que na
proporcao de 1 g de amostra e 1 ml de TMAH com aquecimento a 90 °C, por 2 h, a

concordancia obtida para bromo foi de aproximadamente 100%.

As determinacdes para ambos os analitos, superiores as obtidas por MIC,
observadas apods alguns procedimentos de dissolugdo com TMAH, podem ser
explicadas pelo excesso de carbono presente nas solucdes analisadas. Isto porque,
apos o preparo de amostras organicas com TMAH a solucdo resultante apresenta

uma alta concentracdo de compostos organicos, que podem vir a causar erros
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sistematicos, influenciando na ionizacdo dos analitos no plasma e, aumentando
assim, o sinal obtido por ICP-MS (NOBREGA et al., 2006). Cabe enfatizar que
utilizando esses procedimentos, ndo ha decomposicdo da matriz da amostra, ao
contrario do que acontece por MIC, onde praticamente toda a matéria organica é
transformada em CO; e H,O, obtendo-se teores de carbono residual inferiores a 1%
(FLORES et al., 2004).

Além disso, este procedimento de preparo de amostra por extragdo com
TMAH em banho-maria exigiu, além de etapa de centrifugagéo, sucessivas diluicdes
(até 2000 vezes) a fim de ser analisado por ICP-MS devido a elevada concentracao
de matéria organica, o que acaba por diminuir a simplicidade do procedimento e

piorar os LODs, conforme sera apresentado a sequir.

Este procedimento foi também realizado para amostras de camardo sem
casca. Entretanto, devido aos baixos teores de bromo e iodo nestas amostras, ndo
foi possivel a deteccdo dos analitos apos a realizacdo das sucessivas diluicbes que
S840 necessarias, 0 que acaba por representar uma limitacdo do procedimento. As
Figs. 19 e 20 apresentam os aspectos das solucdes obtidas apés os procedimentos
de extracao alcalina com aquecimento em banho-maria nas duas temperaturas (60 e

90 °C), nas amostras de camardo com e sem casca.
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Figura 19 — Solugbes obtidas apds extracdo alcalina com aquecimento em banho-
maria a 60 °C, utilizando como solucdo extratora TMAH 25%.
Condicdes para a proporcdo 1 g de amostra e 1 ml de solucao
extratora: camardo com casca por 30 min (a), camardo com casca por
1 h (b), camardo com casca por 2 h (c), camardo sem casca por 30 min
(d), camaréo sem casca por 1 h (e), e camardo sem casca por 2 h (f).
Condicdes para a propor¢cdo 1 g de amostra e 0,5 ml de solucdo
extratora: camardo com casca por 30 min (g), camardo com casca por
1 h (h), camar&o com casca por 2 h (i), camardo sem casca por 30 min

(j), camarédo sem casca por 1 h (l), e camardo sem casca por 2 h (m).
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Figura 20 — Solucbes obtidas apds extracao alcalina com aquecimento em banho-
maria a 90 °C, utlizando como solucdo extratora TMAH 25%.
Condi¢gBes para a propor¢do 1 g de amostra e 1 ml de solucdo
extratora: camardo com casca por 30 min (a), camarao com casca por
1 h (b), camardo com casca por 2 h (c), camardo sem casca por 30 min
(d), camar&o sem casca por 1 h (e), e camardo sem casca por 2 h (f).
Condi¢gbBes para a proporcdo 1 g de amostra e 0,5 ml de solucéo
extratora: camardo com casca por 30 min (g), camarao com casca por
1 h (h), camardo com casca por 2 h (i), camardo sem casca por 30 min

(j), camardo sem casca por 1 h (I), e camardo sem casca por 2 h (m).

Como pode ser observado nas Figs. 19 e 20, as solugdes tanto nas
temperaturas de 60 e 90 °C apresentaram aspectos semelhantes tanto para

camardes sem casca, quanto para camardes com casca.
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4.4 Procedimento de extracao alcalina assistida por radiacdo micro-onda s

Apos avaliar o procedimento de decomposicdo de amostras de camarao por
MIC e por extragdo alcalina com aquecimento em banho-maria, um terceiro
procedimento de preparo de amostras visando a determinacéo de Br e | por ICP-MS,
foi realizado.

Amostras de camardo com casca, camardo sem casca, e residuos de casca e
cabeca de camardo, foram submetidas a procedimento de extracdo alcalina, em
sistema fechado e assistido por micro-ondas utilizando duas diferentes solucdes
extratoras: solucdo de TMAH 0,11 mol I}, cuja escolha se deve a estudos anteriores
(MESKO, et al., 2010), e solucdo de NH4OH 50 mmol I* (concentracdo escolhida
apos avaliacdo no procedimento por MIC). A extracdo foi realizada de acordo com
procedimento descrito no item 3.8 (Materiais e Métodos).

Figura 21 — Solucdes obtidas apds extracdo alcalina assistida por radiacdo micro-

ondas, utilizando as solugdes extratoras de NH,OH 50 mmol I
camardo com casca (a) e camarao sem casca (b); e solucdo extratora

de TMAH 0,11 mol I'*: camardo com casca (c) e camardo sem casca

(d).

Os resultados encontrados para bromo e iodo por ICP-MS apds extragédo
alcalina assistida por micro-ondas estdo apresentados na Tab. 7, onde se pode

verificar que os resultados obtidos para os analitos extraidos pelas diferentes
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solugdes foram bastante semelhantes, exceto nas amostras de casca de camaréo,
onde os resultados obtidos com a utilizacdo de solucao extratora de NH;OH 50
mmol I foram bastante inferiores aqueles obtidos quando se utilizou TMAH 0,11 mol
I* como solugéio extratora. Entretanto, se compararmos as determinacdes dos
analitos apos extracdo assistida por micro-ondas com os valores encontrados apos
decomposicdo por MIC, verifica-se que, segundo o teste t de Student, houve
concordancia apenas dos resultados obtidos para Br nas amostras de camardo sem

casca, e para | nas amostras de camardo com casca.

Tabela 7 — Determinacdo de Br e | em amostras de camardo com e sem casca, e
em casca de camardao, por ICP-MS, apds extracéo alcalina assistida por

micro-ondas (n=3).

TMAH 0,11 mol I NH4OH 50 mmol I
Amostra . . . .

Br(ugg™) I (g g™) Br(ug g”) I (Mg Q™)
Camaraocom  1162+21 10,9+0.2 1194 +15 10,2 +0,3
casca
Camarao sem 17,9+05 0,22+0,02 17,8+0,2 0,22 + 0,02
casca
Casca e
cabeca 2596 +7,3 94+0,1 120,3+5,0 45+0,54
de camarao

Nas demais amostras, de camardo com casca e casca de camardo, 0S
resultados encontrados para o0s analitos ap0s o0 procedimento de extracdo
mostraram-se inferiores aqueles determinados apés a MIC. Este fato foi ainda mais
visivel nas amostras de casca de camardo, onde os resultados para ambos os
analitos apresentam-se até 60% inferiores aos obtidos apds a decomposi¢do por
MIC. Os resultados inferiores aos obtidos por MIC nas amostras que contém fracdes,
ou sao compostas em sua totalidade por casca, podem ser devido a uma extracéo
ineficiente dos analitos neste tipo de material, provavelmente pela presenca de
materiais inorganicos, pois ambas as solugbes alcalinas empregadas na extracao
dos analitos, tem forte atuacéo sobre a fragéo organica dos materiais (NOBREGA, et

al., 2006). Além disso, dentre as duas solucdes extratoras utilizadas, o TMAH
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mostra-se como um alcali mais forte e, portanto, com maior carater extrator do que a
solugdo de NH,OH, o que pode explicar os valores bastante inferiores na extracéo
dos analitos das amostras de casca de camardo, quando NH,OH foi utilizada.
Contudo, cabe destacar que néo foi feito nenhum estudo adicional com esta solucdo
com o intuito de avaliar se concentragbes mais elevadas ndo poderiam melhorar as

recuperagdes para os analitos de interesse.

Desta forma, as amostras de casca de camarao evidenciaram-se matrizes
complexas no que se refere a extragdo dos analitos, visto que a determinacdo dos

mesmos torna-se mais dificil com o aumento da fracdo de casca na amostra.

4.5 Comparacao entre os diferentes procedimentos de preparo de amostras

avaliados

As amostras de camardo com casca, camardo sem casca e residuos de
casca e cabeca de camardo, quando submetidas a diferentes procedimentos de
preparo de amostra, e posterior determinagdo por ICP-MS, apresentaram alguns
resultados que diferem significativamente entre si no que se refere a quantificacao

de bromo e iodo.

A Tab. 8 compara os diferentes procedimentos de preparo de amostras
utilizados a partir dos parametros tempo de preparo das amostras, tipo de amostra
utilizada, reagentes empregados, e concentracdo dos analitos. Cabe ressaltar que
no parametro tempo de preparo das amostras nao € considerado o tempo utilizado
na descontaminacdo dos materiais utilizados, limitando-se apenas ao tempo de

preparo e resfriamento das amostras.

Como pode ser observado, os procedimentos de extracdo alcalina assistida
por radiacdo micro-ondas e extracdo alcalina sob aquecimento em banho-maria
mostraram, na maioria das vezes resultados inferiores aos obtidos por MIC. Assim,
estes procedimentos podem ser considerados pouco satisfatorios a determinacéo
destes halogénios, tendo em vista que o procedimento de combustdo iniciada por
micro-ondas teve sua exatidao avaliada através da boa concordéncia com CRM e a

realizacdo de ensaios de recuperagdo com resultados bastante satisfatorios. Desta
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forma, o procedimento por MIC pode ser considerado uma referéncia a comparagéo

dos demais procedimentos.

Tabela 8 — Comparativo entre os diferentes procedimentos de preparo de amostras.

Procedimento de Tempo de Amostra Concentracéo (ug g7)
preparo da amostra preparo
das
amostras Br |
(min)
MIC 25 Camaraocom 1824 +4,2 11,3+1,0
(NH,OH 50 mmol ') casca
Camarao sem 17,6 £0,1 0,28 +0,01
casca
Residuos de 385,9+3,5 11,7+0,1
cascal/cabeca
de camardo
Extracdo assistida 50 Camardocom 1194+1)5 10,2+£0,3
por radiagdo micro- casca
ondas Camardo sem  17,8+0,2 0,22 +0,02
(NH,OH 50 mmol I casca
Residuos de 120,3+5,0 45+0,54
cascal/cabeca
de camardo
Extracdo assistida 50 Camardaocom 116,2+2,1 10,9+0,2
por radiacdo micro- casca
ondas Camardo sem  17,9+0,5 0,22 +0,02
(TMAH 0,11 mol I'") casca
Residuos de 2596+7,3 94+0,1
cascal/cabeca
de camardo
Extracdo com 50 Camardocom 176,1+17,8 12,3+0,7
aqguecimento em casca
banho-maria

(TMAH 25%)
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O procedimento de preparo de amostras por extracdo alcalina sob
aguecimento em banho-maria, apesar de n&o necessitar de equipamentos
sofisticados, apresentou inconvenientes devido principalmente a utilizacdo de
solucdo de TMAH concentrada (25%). Este procedimento exige sucessivas
dissolu¢des da solucdo da amostra antes de submeté-la & determinacao por ICP-MS
a fim de reduzir a presenca de carbono organico no meio (ALLAH, 1991). Este
aumento de sinal poderia explicar os resultados superiores aqueles obtidos apoés a
decomposicdo por MIC, verificados apos alguns procedimentos de dissolu¢gdo com
TMAH. Além disso, a necessidade de sucessivas diluigbes antes da determinacéo
por ICP-MS dificulta a quantificagcdo de elementos em baixas concentragdes, o que

implica em mais uma limitacéo a este procedimento de preparo de amostras.

A extracao alcalina assistida por radiagdo micro-ondas apresenta vantagens
sobre muitos métodos de preparo de amostras, principalmente pelo emprego de
radiacdo micro-ondas e utilizacdo de sistema fechado, evitando perdas e
contaminacdes, além de possibilitar a extragcdo simultdnea de até 16 amostras.
Entretanto, se comparada ao procedimento de decomposi¢do por MIC, apresenta
como principais desvantagens o emprego de um maior tempo na extracdo, a
necessidade de diluicbes sucessivas previamente as determinacdes, e ser menos
eficiente na decomposicdo de matrizes complexas, como no caso dos residuos de
casca e cabeca de camaréo.

O procedimento de combustéo iniciada por micro-ondas apresenta vantagens
relacionadas a rapidez, quando comparado aos demais procedimentos de
combustéo citados na literatura (vide itens 2.3.3 e 2.3.4 — Materiais e Métodos), e
eficiéncia da decomposi¢cdo das amostras, até mesmo de matrizes complexas. Além
disso, possibilita a escolha da solugédo absorvedora mais adequada aos analitos e a
técnica de determinacdo. Além disso, a determinacdo dos analitos no CRM
decomposto por MIC foi concordante com os valores certificados para Br e |, de
forma que este procedimento pode ser considerado o mais adequado entre os

avaliados.
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4.6 Brancos analiticos e limites de deteccéo

Uma das dificuldades de se determinar baixas concentracdes de diversos
elementos esta relacionada com os elevados valores encontrados para os brancos,
0 que esta diretamente relacionado com os limites de detec¢éo obtidos pelo método
utilizado. No procedimento de extragao assistida por radiagdo micro-ondas utilizando
solucdo de NH4,OH, os valores para os brancos de Br e | foram inferiores a 6,0 e 0,5
g I, respectivamente. Quando utilizou-se solucdo de TMAH os valores méaximos de
branco foram de 32,0 pug I'* para Br e 2,0 pug I'* para I. Os maiores valores
encontrados para ambos os analitos nos brancos quando a solucdo extratora foi
TMAH podem ser ocasionados pela presenca de contaminantes neste reagente,
devido a maior dificuldade de purificacdo do mesmo (NOBREGA et al., 2006).

No procedimento de extragdo alcalina com aguecimento em banho-maria,
utilizando solucédo de TMAH, os valores de branco para Br e | foram inferiores a 64,5
e 0,5 ug I, respectivamente, enquanto que no procedimento por MIC foram obtidos
0s menores valores de branco, cujos valores méaximos foram de 0,6 pg I'* para Br e
0,2 pg I'* para I. Cabe ressaltar que os melhores valores obtidos para os brancos

utilizando a MIC podem estar relacionados ao uso de solu¢cdes de NH,OH diluidas.

Os limites de deteccdo obtidos nas determinagdes por ICP-MS, quando 500
mg das amostras foram decompostos por diferentes procedimentos de preparo,

estdo expressos na Tab. 9.
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Tabela 9 - Limites de deteccdo obtidos por ICP-MS ap0s os diferentes preparos de

amostras.
Procedimento de Amostra Limite de deteccéo (ug gt), 3s
reparo da amostra
prep Br I
MIC Camarao com e sem 0,12 0,03
(NH,OH 50 mmol I'") casca
Residuos de casca e 1,80 0,45
cabeca de camarao
Extracdo assistida por ~ Camarédo com e sem 0,24 0,06
radiagcdo micro-ondas casca
NH,OH 50 mmol I ]
(NH,OH 50 ol) Residuos de casca e 1,92 0,48
cabeca de camarao
Extracdo assistida por ~ Camar&o com e sem 0,24 0,06
radiacdo micro-ondas casca
-1
(TMAH 0,11 mol %) Residuos de casca e 3,84 0,96
cabeca de camarao
Extracao com Camaréo com casca 5,9 0,8
aquecimento em
banho-maria

(TMAH 25%)

Como pode ser observado na Tab. 9, os LODs tanto para Br como para |
foram melhores nas decomposi¢des por MIC, provavelmente devido a uma menor
influéncia da matriz da amostra, resultando em menor necessidade de diluicbes
guando comparado aos procedimentos de extracdo, mesmo levando em conta que
as massas de amostra utilizadas nos diferentes procedimentos foram as mesmas.
Cabe enfatizar que os LODs obtidos nas amostras de residuos de casca e cabeca
de camardo foram mais elevados devido a necessidade de maiores diluicdoes
ocasionadas pelas altas concentragcbes dos analitos, que acarretam em um

pronunciado efeito de memdéria durante as determinacdes por ICP-MS.
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Cabe destacar que nos procedimentos de extracdo existiu uma maior
necessidade de diluir a amostra devido a presenca da matriz. Mesmo
comportamento foi observado quando os residuos de casca e cabeca de camaréo
foram analisados ap0s decomposicdo por MIC, onde a presenca de residuos da
amostra e a concentracdo elevada dos analitos na solugdo de amostra exigiu

maiores diluicdes da mesma a fim de se efetuar a determinacéo no ICP-MS.

4.7 Estimativa da distribuicdo de Br e | em camarao

Tendo-se avaliado os teores de Br e | nas amostras de camardo com casca e
camardo sem casca, pertencentes ao mesmo lote, foi feita uma estimativa da
provavel distribuicdo destes elementos no camardo inteiro. Primeiramente, foi
calculada a concentracdo levando-se em consideracdo o teor de umidade
determinado nas amostras (80 e 85% para as amostras de camardo com e sem

casca, respectivamente), conforme apresentado na Tab. 10.

Tabela 10 - Concentracbes de Br e | nas amostras de camardo com e sem casca,
determinadas por ICP-MS apds decomposicao por MIC, considerando o

teor de umidade (n=3).

Amostra Concentracéo (ug g~)
Br I

Camarédo com casca 36,49 2,26

Camarédo sem casca 2,63 0,04

Posteriormente, foi feita uma estimativa da distribuicdo de Br e I, considerando-
se a massa de um camardo em aproximadamente 6 g (média das massas de
camardes “graudos” e “miudos”), e que 55% desta correspondem a massa corpoérea
(vide item 4.1). Assim, é possivel estimar que, as concentracdes para Br e | na
massa corpoérea, se situem em torno de 8,7 ug e 0,13 ug, respectivamente. Estes
valores correspondem a aproximadamente 3,98% da concentracao total de Br, e
0,97% da concentracao total de I, determinadas no camarao inteiro. Assim, pode-se

considerar que o percentual restante dos analitos esteja presente nos residuos de
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casca e cabeca de camardo. Entretanto, esta relagdo ndo pode ser comprovada
tendo em vista que os analitos ndo foram determinados nos residuos referentes a
este lote. Cabe enfatizar que os valores determinados nos residuos de casca e
cabeca de camardo, apresentados no item 4.2, ndo puderam ser utilizados nesta

avaliacdo, pois referem-se a um novo lote de amostra.

A diferenca entre os diversos lotes de amostra utilizados pode ser enfatizada
guando, no primeiro lote avaliado, a concentracédo de iodo em amostras de camaréo
sem casca foi de 0,51 + 0,02 ug g*, enquanto que nos lotes seguintes as
concentracdes deste elemento foram de 0,28 + 0,01 pg g* e 0,63 + 0,06 ug g+,
respectivamente. Assim, para uma avaliacdo mais detalhada sdo necessarias
analises de um numero mais abrangente de lotes, permitindo verificar se existe
relacéo entre periodo de aquisicdo de amostras, local de cultivo, entre outros fatores

gue podem influenciar na variacdo da concentracéo destes elementos.

Considerando os teores de Br e | nos camardes sem casca, pode-se enfatizar
gue estas concentracdes estdo abaixo dos limites de ingestao diaria recomendados
na dieta de adultos (Br = 8000 pug (VAN DOKKUM et al., 1989) e | = 150 pg (WHO,
1996; ANVISA, 2011)). Entretanto, quando consideradas as concentracdes obtidas
para os mesmos analitos em camardes inteiros, verifica-se valores mais expressivos
(218,9 pg para Br e 13,6 pug para I, considerando-se um camardo com massa
aproximada de 6 g), onde o consumo de cerca de 37 unidades seriam suficientes
para alcancar as concentracdes didrias recomendadas para Br, enquanto que para |,
as recomendacdes diarias seriam atingidas com o consumo de apenas 11 unidades
do crustaceo. Todavia, esta ingestdo € pouco provavel considerando-se que estes
valores foram determinados incluindo os residuos de cabeca e patas de camaréo, 0s
guais sao geralmente consumidos separadamente, na forma de farinha. Além disso,
€ importante enfatizar que até o presente momento nao foi feita uma avaliacdo das
possiveis alteracdes que podem ocorrer nas concentracdes destes elementos apés

serem submetidos a processos de cozimento.

Cabe destacar que os resultados expressos neste trabalho representam os
valores médios de Br e | apenas para o lote estudado, sendo necessério que se faca
uma avaliacdo mais abrangente de diversos lotes, considerando também variagdes

de tamanho e de espécies.
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Com base nestes resultados, destaca-se a importancia deste estudo, o qual
possibilita estimar informacdes referentes as concentracdes de Br e | em camardes,

favorecendo um maior controle das ingestdes diarias destes analitos.



5 CONCLUSAO

Dentre os procedimentos de preparo de amostras avaliados neste trabalho
para a determinacédo de Br e | por ICP-MS em amostras de camarédo, considera-se
como mais adequado o procedimento de decomposi¢cdo por combustao iniciada por
micro-ondas. Este procedimento é bastante seguro, além de proporcionar elevada
frequéncia analitica, quando comparado aos demais procedimentos por combustédo
em sistema fechado, podendo ser feitas até oito combustfes simultaneamente. Além
disso, o tempo de decomposicao por MIC é relativamente curto, sendo necessarios
apenas 25 minutos, incluindo a etapa de refluxo apds a combustdo. O procedimento
de decomposicéo por MIC apresenta ainda as vantagens do uso de quantidades
minimas de reagentes, rapidez, seguranca, eficiéncia de decomposicao,

possibilidade de escolha da solucdo absorvedora e da técnica de determinacao.

Com relacdo aos resultados obtidos para Br e | apds o procedimento de
extracdo alcalina assistido por radiacdo micro-ondas, foi possivel observar que
apresentaram concordancia com os resultados obtidos por MIC, apenas de forma
individual, se utilizadas diferentes concentracdes de solugcdes extratoras distintas. O
mesmo acontece com a extracdo alcalina com aquecimento em banho-maria
qguando, se observadas certas condicbes de tempo e temperatura, proporcionam
recuperagcbes quantitativas dos analitos. Entretanto, para a utilizacdo destes
procedimentos é necessaria uma etapa de centrifugacao e diluicdes excessivas para

eliminar a interferéncia da matriz.

Os resultados encontrados para Br e | na espécie de camardo avaliada
permitiram estimar que 0s maiores teores destes analitos estdo distribuidos nos
residuos de casca e cabeca de camardo, enquanto que na massa corpdrea 0S
teores sdo minimos. Entretanto, ainda ndo foram realizados estudos que avaliem a
permanéncia destes analitos na massa corporea ap0s as acdes de preparo para o
consumo. Contudo, pode-se comprovar que, mesmo em camardes cultivados em

agua doce, estes analitos estdo presentes, ainda que em baixas concentracdes.

Assim, a espécie de camardo avaliada constitui uma fonte natural de bromo e
iodo, sendo estes elementos passiveis de serem determinados por ICP-MS apés
decomposicéo por MIC e, pelos demais procedimentos avaliados, se observadas as

condi¢cdes necessarias.



6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir deste estudo, novos trabalhos podem ser desenvolvidos visando
determinar também as concentracdes de Cl e F em amostras de camaréo,
avaliando-se os mesmos procedimentos de preparo de amostras utilizados neste
trabalho. Além disso, outras técnicas de determinagdo, como cromatografia de ions
e eletrodo de ions seletivos, também podem ser investigadas para a determinacéo
dos halogénios. Ainda, estudos com relacdo as espécies quimicas em que estes
elementos se apresentam nas amostras também devem ser efetuados, bem como a
avaliacdo da distribuicdo em diferentes fragBes destes crustdceos, como proteinas,

gorduras e constituintes minerais.

Tendo em vista que informacdes referentes as concentragdes de halogénios
em camardes sao relativamente escassas, enfatiza-se a importancia da avaliacao de
diferentes espécies, origens e tamanhos, destes e de outros crustaceos, bem como

0 estudo da variagdo da concentracéo destes analitos ap0s processos de cozimento.
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