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RESUMO

Titulo: Avaliagdo de diferentes métodos de preparo de amostras biologicas
para a determinagdo de Hg, Cd, Pb e Sn por Espectrometria de Absorgédo
Atémica

Autor: Eliézer Quadro Oreste

Orientador: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Co-orientadora: Profa. Dra. Mariana Antunes Vieira

Este trabalho esta dividido em dois distintos capitulos, as quais
representam trabalhos executados separadamente, mas que tem como
principal objetivo o desenvolvimento de métodos de preparo de amostras
bioldgicas. No primeiro capitulo, foram realizados estudos para a determinagao
de Hg em materiais de referéncia certificados (CRM’s) de peixe pela técnica de
espectrometria de absor¢do atbmica com vapor frio (CV AAS), uma vez que o
controle desse elemento € muito importante devido ao seu alto nivel de
toxicidade. Essas amostras foram tratadas por meio de uma decomposi¢ao
acida em bloco digestor com adaptacdo de um sistema de dedo frio aos tubos
digestores. O sistema de dedo frio desenvolvido conta com uma circulagéo de
agua fria no interior do dedo, o que minimiza possiveis perdas de analito e/ou
acido por volatilizacdo durante o processo de aquecimento. Para a
determinacdo de Hg total, estudos de temperatura do bloco digestor foram
realizados com solugdo padrdo aquosa (Hg?*, CHsHg* ou C,HsHg*) em um
intervalo de 80 a 160 °C. Nessas temperaturas, o sistema de dedo frio
apresentou eficiéncia por nao registrar perdas significativas do analito quando
comparado com o sistema convencional aberto. O procedimento de preparo
dos CRM'’s consistiu no emprego de apenas HNO3; (conc.) como meio oxidante
por um periodo de 2 horas de aquecimento em temperaturas de 90, 120 e 150
°C utilizando o sistema proposto e o convencional aberto. Observou-se que o
sistema de dedo frio apresentou resultados satisfatorios, enquanto o sistema
convencional registrou perdas significativas de analito. Os limites de deteccao
(LD) e de quantificagao (LQ) alcangados pela metodologia desenvolvida foram
de 0,014 e 0,044 mg Kg'1, respectivamente. O sistema de dedo frio apresentou-
se como uma o6tima alternativa para o processo de decomposi¢cao acida, pois a

ele podem ser atribuidas caracteristicas como simplicidade, seguranga e baixo

IX



custo.

O segundo capitulo apresenta um estudo para a determinacao de Cd,
Pb e Sn em amostras de carnes (reais e CRM’s) por espectrometria de
absor¢cao atdbmica em forno de grafite (GF AAS). Para isso, trés diferentes
métodos de preparo de amostra foram empregados, como a digestao acida
com HNOs; (conc.), solubilizagdo com acido formico (HCOOH) ou hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH). O processo de decomposi¢céo acida foi realizado em
bloco digestor com sistema de dedo frio, com o qual foi possivel tratar as
amostras em altas temperaturas do bloco digestor, sem registrar perdas
significativas de analito e acido, por um curto periodo de tempo (uma hora). Ja
0s processos de solubilizacdo, tanto acida como alcalina, foram realizados a
temperatura ambiente e as amostras deixadas em repouso até atingir uma
solubilizacdo completa. Para a determinagcédo dos respectivos analitos, o
programa de temperatura do forno de grafite foi otimizado para cada elemento
nos trés diferentes meio de tratamento das amostras, além do emprego de uma
mistura entre Pd e Mg como modificador quimico. As figuras de meérito
registradas foram levemente melhores para o método que emprega a
decomposigdo acida, o qual registrou LDs de 0,0006, 0,0164 e 0,0520 mg Kg'1
para Cd, Pb e Sn, respectivamente. A metodologia foi validada com testes de
adicao e recuperacao de analito nas amostras reais, obtendo resultados na
faixa de 93,7 a 109 % de recuperacgdo. Além disso, CRM’s foram analisados
apdés o tratamento com todos os procedimentos apresentados para a
determinacdo dos analitos, com os quais foi possivel obter resultados
satisfatérios. Os melhores resultados foram obtidos pelo procedimento de
digestao acida com o sistema de dedo frio, que, além disso, mostrou-se rapido

e sem risco de contaminagdes.

Palavras-chave: Mercurio, Cadmio, Chumbo, Estanho, Preparo de

Amostras, Amostras biologicas, Espectrometria de absorgdo atémica.
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Dissertacao de Mestrado em Quimica

Pelotas, Fevereiro de 2013.



ABSTRACT

Title: Avaliation of different methods to prepare biological samples for
determination of Hg, Cd, Pb and Sn by atomic absorption spectroscopy.

Author: Eliézer Quadro Oreste

Mastermind: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Co-mastermind: Prof. Dr. Mariana Antunes Vieira

This work is divided in two different chapters which represent two
different essays that were developed separately, though they have a common
objective, which is the developing of sample preparation methods for biological
samples. On the first chapter, a study was done to determine the mercury (Hg)
in certified reference materials (CRM’'s) of fish by the cold vapor atomic
absorption spectrometry technique (CV AAS) was accomplished, since the
control of this element is very important due to their high level of toxicity. Those
samples were treated by an acid decomposition in a digester block with an
adaptation of cold finger to the tubes digesters. The system of cold finger
developed account with a circulation of cold water in the inside of the finger,
which minimizes possible losses of analyte and/or acid through volatilization
during a heating process. To determine the total of Hg, studies of the digester
block’s temperature were accomplished with a standard aqueous solution (H92+,
CH3Hg" or C2HsHg™) in an interval from 80 to 160 °C. In those temperatures, the
cold finger system presented efficiency because it did not registered significant
losses of analyte when compared to an open conventional system. The
preparation procedure of CRM’s consisted in using only HNO3 as the oxidizing
environment through a 2 hours heating process in temperatures of 90, 120 and
150 °C using the proposed system and the open conventional. Was possible to
check that the cold finger system presented satisfactory results, while the
conventional system was registered significant losses of analyte. The limit
detection (LD) and the limit of quantification (LQ) achieved by the methodology
developed was of 0,014 and 0,044 mg Kg', respectively. The cold finger system
presented as a great alternative to the acid decomposition process because it
can be attributed characteristics as simplicity, security and low cost.

The second chapter presents a study for determination of Cd, Pb and Sn

XI



in meat samples (real and CRM'’s) by graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GFAAS). For that, three different methods of preparing the
samples were applied, as the acid digestion with HNOs3, solubilization with
formic acid (HCOOH) or tetramethylammonium hydroxide (TMAH). The process
of acid decomposition was performed in a digester block with a cold finger
system, which made possible to treat the samples in high temperature of the
digester block, without registering significant losses of analyte and acid, for a
short period of time (one hour). Already the processes of alkaline or acidic
solubilization were done in ambient temperature and left to rest until they
obtained a complete solubilization. To determine the respective analytes, the
graphite furnace’s temperature program was optimized for each element in the
three different means of the sample treatment, in addition of the use of a
mixture of Pd and Mg as a chemical modifier. The figures of merit recorded
were slightly better for the method that employs the acid decomposition, which
registered LDs of 0,0006, 0,0164 and 0,0520 mg Kg™ for the Cd, Pb and Sn
respectively. The methodology was validated with tests of addition and recovery
of analyte in the real samples, obtaining results in a range from 93.7 to 109 %
recovery. Besides that, CRM’s were analyzed after the treatment with all the
procedures presented for the determination of the analyte, which made possible
to obtain satisfactory results. The best results were obtained by the acid
digestion procedure with the cold finger system, that besides that, showed to be

quick and with no contamination risk.

Keywords: mercury, cadmium, lead, tin, preparation of samples, biological

samples, atomic absorption spectroscopy.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

POST GRADUATION PROGRAM IN CHEMISTRY
Dissertation for Master’s degree in Chemistry
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XII



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Ciclo global dO HQG .....uuuiiiiiiieieeeeeeeeeeeee e
Figura 2 - Exposigao humana ao Hg a partir do ambiente contaminado ..

Figura 3 - Proporgdo global de emissdes antropogénicas de Hg para
atmosferano ano de 2005 .........cooiiiiiiii i

Figura 4 — Concentracao biolégica de Hg no meio ambiente .....................

Figura 5 — Vias metabdlicas com destaque para a degradacéo da glicose
para posterior oxidacado da Acetil-CoA pelo ciclo do acido citrico ...............

Figura 6 - Agentes quelantes utilizados para o tratamento de intoxicagao

Figura 7 - Faixa de limite de detecgédo para alguns métodos o6ticos de

= = S
Figura 8 - Processo de absorgao atdmica ............ccovvvviviiviiiiiicicieeeee e,

Figura 9 - Componentes basicos de um espectrdbmetro de absorg¢ao

A O G .o

Figura 10 - Esquemas de sistema de fluxo continuo (A) e injecdo em

fluxo (B) para geragcao quimica de VapOr ..........ooevvviiuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeananns
Figura 11 - Esquema de sistema em batelada para CVG ..........................

Figura 12 - Esquema do mecanismo de geracdo de hidretos utilizando

Figura 13 - Indicacdo de elementos da tabela peridédica aptos a VG, onde
os azuis indicam a HGAAS eem amareloa CVAAS ..o,

Figura 14 - Diferentes opgdes que podem ser adotadas para a etapa de

Preparo de @mMOSIIAS .........cc.eeiivieeieie ettt e et e e e aens

Figura 15 - Desenho esquematico de (A) dedo frio, (B) tubo de digestao e

(C) sistema de digestdo com dedo frio .........oooevviviiiiiiiieii e

Figura 16 - Esquema do sistema de geracdo de vapor frio (CV AAS)
utilizado para a determinagdo de Hg .........ooooriiiiiiiiiiiiii e

09

10

12

15

17

21

24

25

28

29

31

33

36

XIII



Figura 17 - Sistema de dedo frio utilizado no processo de decomposi¢ao
acida. (A) Diagrama esquematico e (B) Figura ilustrativa ................cc.ceee...

Figura 18 - Sistema de dedo frio utilizado para verificagdo da temperatura
da (A) solugdo acida da amostras e da (B) parede do frasco de

(o =ToTe] 4 g1 oT0 ] o= T R SERRRRRRN

Figura 19 - Processo de decomposi¢cdo acida utilizando sistema com

(o [=Yo [0 1 { 1[0 PP UUTEUTT TR PR

Figura 20 - Efeito da temperatura no processo de decomposi¢cdo de
solucdes contendo padrdes de (A) Hg?*, (B) CHsHg* e (C) CoHsHg" a
uma concentragao final de 5 ug L. Tais digestdes foram realizadas em (-

o-) sistema convencional aberto e em (-o-) sistema contendo dedo frio ...

Figura 21 - Temperatura atingida ao longo do tempo para o processo de
decomposicdo da amostra TORT-2 utilizando HNO3; como oxidante e uma
temperatura de 150 °C selecionada no bloco digestor. Temperatura
observada para a solugdo da amostra (-m-) e para a parede do tudo

(o To =] (o] T PSSR

Figura 22 - Consumo alimentar médio per capita (em g/dia) da populagao
brasileira no periodo de 2008 a 2009 ...........ovviiiiiiiiiiiieeeeeeee e

Figura 23 - Consumo anual per capita (em Kg) para os paises do mundo
NO @NO A€ 2007 ...oeeei i

Figura 24 - Evolugdo anual da balanga comercial brasileira e do
agronegocio — 1989 a 2011 — (em US$ bilhGeSs) ......cccuvvveiicveeeeiciieeeeiiee,

Figura 25 - Rebanhos brasileiros para diferentes espécies de animais ...
Figura 26 - Classificagdo dos elementos da tabela periddica .....................
Figura 27 - Principais fontes de contaminagao de alimentos em geral ....
Figura 28 - Formas enddgenas de contaminagao da carne bovina ..........
Figura 29 - Consumo setorial brasileiro de Sn .........ccccccceiiine,
Figura 30 - Principais fontes de uso de Cd mundialmente .........................

Figura 31 - Estatistica da produgao e uso de Pb mundialmente ................

50

51

53

54

56

68

70

72

75

7

79

82

85

89

XV



Figura 32 - Forno de grafite desenvolvido por L'Vov: (A) tubo de grafite

esquematico e (B) Camara com atomizador .............cccceeeiiiiiieeiieieiiiiieeeee
Figura 33 - Esquema de um fornode grafite ...

Figura 34 - Programa de temperatura de uma analise quimica por GF

Figura 35 — Amostras bioldgicas tratadas por diferentes procedimentos.
Decomposig¢ao acida (A), solubilizagdo com HCOOH (B) e solubilizagao
COM TIMAH (C) e e e e e e e e e e e e e e e aeennnnes

Figura 36 - Curvas de pirdlise (sélido) e atomizagdo (aberto) para 0,5 pg
L™ de Cd na presenca de HNO; (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solugéo
aquosa (-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adicdo de modificador
quimico e solugao aquosa (-A-)(- A-) e da amostra (-0-)(-¢-) com a adigao
de 3 ug de Mg + 5 pg de Pd como modificador quimico ..............ceeeeeeeennn.

Figura 37 - Curvas de pirdlise (sélido) e atomizagao (aberto) para 20,0 ug
L™ de Pb na presenca de HNO; (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solucéo
aquosa (-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adigdo de modificador
quimico e solugao aquosa (-A-)(- A-) e da amostra (-0-)(-¢-) com a adigao

de 3 ug de Mg + 5 pg de Pd como modificador quimico ..............ceevvvvennnnn.

Figura 38 - Curvas de pirdlise (sélido) e atomizagao (aberto) para 50,0 ug
L™ de Sn na presenca de HNO3 (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solucéo
aquosa (-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adigdo de modificador
quimico e solugao aquosa (-A-)(- A-) e da amostra (-0-)(-¢-) com a adigao

de 3 ug de Mg + 5 pg de Pd como modificador quimico ..............ceevuvveennn.

Figura 39 - Efeito da temperatura de mineralizagdo de amostra biolégica
(carne bovina enlatada), em meio de HNOs e utilizando o sistema de
dedo frio, para a determinagdo de 0,5 pg L™ de Cd (-o-), 20 ug L™ de Pb
(-0-) € 50 PG L™ A SN (7A%) ettt

94

95

97

113

116

119

121

XV



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Importantes propriedades Fisico-Quimicas do Hg .................... 06
Tabela 2 - Ponto de ebulicdo de alguns acidos a pressao atmosférica...... 39
Tabela 3 - Condicdes operacionais dOAAS ..., 48

Tabela 4 - Resultados analiticos para a determinagéo de Hg total por CV
AAS em CRMs apdés decomposicdo acida em sistemas abertos

convencional e com uso do dedo frio, (N=3) ........cccoiiiiiiiiiiiiiee e, 59
Tabela 5 - Exportagao brasileira de carnes no ano de 2011 ...................... 73

Tabela 6 — Limites de referéncia para contaminantes inorganicos em

(072 1 [ TP RPPPPPPR 80
Tabela 7 - Importantes propriedades fisico-quimicas do Sn ...................... 81
Tabela 8 - Importantes propriedades fisico-quimicas do Cd ...................... 84
Tabela 9 - Importantes propriedades fisico-quimicas do Pb ...................... 88

Tabela 10 - Condicbes ideais de GF AAS para atender as condig¢des

Tabela 12 - Programa de temperatura e tempo utilizada para a

determinacao de Cd em amostras bioldgicas .........cccceeeeeviieiieiiiiieiiieieeiins 118

Tabela 13 - Programa de temperatura e tempo utilizada para a
determinacdo de Pb em amostras bioldgicas ..., 120

Tabela 14 - Programa de temperatura e tempo utilizada para a

determinacao de Sn em amostras bioldgicas ...........cccceeevieiiiiiiiiiiiccciee. 122

Tabela 15 - Parametros de mérito para a determinacéo de Cd, Pb e Sn

EM AIfErENTES MEBIOS ..o e e 124

XVI



Tabela 16 - Resultados analiticos para Sn em amostras reais de carne
apods diferentes procedimentos de preparo e determinadas por GF AAS,

Tabela 16 - Teste de adigcdo e recuperagdo para Cd, Pb e Sn em

amostras de carnes tratadas em diferentes meios de preparo, (n = 3) ......

Tabela 17 - Percentual de recuperacao do teste de adi¢cao de analito ......

Tabela 18 - Resultados analiticos obtidos para Cd, Pb e Sn em CRMs
tratadas por diferentes procedimentos e determinadas por GF AAS, (n=3)

128

129

130

130

XVII



AAS

Acetil-CoA
ANVISA
ATP

ATSDR

CF

CRM

CV AAS

CV AFS

CVG AAS

E
E;
EEB

EPA

LISTA DE ABREVIATURAS

Espectrometria de Absorgdo Atdmica, do inglés Atomic Absorption

Spectrometry

Acetil Coenzima A

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Adenosina Trifosfato

Agéncia de Registro de Substancias Toxicas e Controle de
Doengas, do inglés Agency for Toxic Substances and Disease
Registry

Fluxo Continuo, do inglés Continuous Flow

Material de Referéncia Certificada, do Inglés Certified Reference
Materials

Espectrometria de Absorgcao Atémica com Geracao de Vapor Frio,

do inglés Cold Vapor Atomic Absorption Spectrometry

Espectrometria de Fluorescéncia Atdbmica com Vapor Frio, do

inglés Cold Vapor Atomic Fluorescence Spectrometry

Espectrometria de Absorcao Atdmica com Geragcdo Quimica de
Vapor, do inglés Chemical Vapor Generation Atomic Absorption
Spectrometry

Energia

Componente Piruvato Desidrogenase
Di-Hidrolipoil Transacetilase
Di-Hidrolipoil Desidrogenase
Encefalopatia Espongiforme Bovina

Agéncia de Protecdo Ambiental, do inglés Environmental

Protection Agency.

XVIII



F AAS

FAO

Fl

FSA

GF AAS

GLS
HCOOH

HG AAS

IBGE

ICP-MS

ICP OES

ILA

ILZSG

IMC

IMO

LDso

Espectrometria de Absorgdo Atémica em Chama, do inglés Flame
Atomic Absorption Spectrometry

Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacéo,

do inglés Food and Agriculture Organization of the United Nations
Injecdo em Fluxo, do inglés Flow Injection

Agéncia de Padrdes Alimentares, do inglés Food Standards

Agency

Espectrometria de Absorgdo Atémica em Forno de Grafite, do
inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry

Separador Gas/Liquido, do inglés Gas Liquid Separator

Acido Férmico

Espectrometria de Absorgcdo Atdmica com Geracao de Hidretos, do
inglés Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado,
do inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Indutivamente
Acoplado, do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission
Spectrometry

Associacao Internacional de Chumbo, do inglés International Lead

Association

Grupo Internacional de Estudos de Chumbo e Zinco, do inglés
International Lead and Zinc Study Group

indice de Massa Corporal

Organizagdo Maritima Internacional, do inglés International

Maritime Organization

Dose letal capaz de matar 50 % dos individuos de uma populagao

em teste

XIX



LD

LQ

MAPA
MERCOSUL

MIC

MME

MS

photo-CV AAS

PIB
PNCRC
POF
PP
PTFE
QTA
RSD

S

sd

SNC

SS GF AAS

STPF

SVB

Limite de Deteccéao

Limite de Quantificagéo

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
Mercado Comum do Sul

Combustdo Iniciada por Micro-Ondas, do inglés Microwave

Induced Combustion
Ministério de Minas e Energia
Ministério da Saude

Espectrometria de Absor¢ao Atdmica com Geragao Fotoquimica de
Vapor, do inglés Photochemical Vapor Generation Coupled with
Atomic Absorption Spectrometry

Produto Interno Bruto

Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
Pesquisa de Orgamentos Familiares

Polipropileno

Politetrafluoretileno

Atomizador de Tubo de Quartzo, do inglés Quartz Tube Atomizer
Desvio Padrao Relativo, do Inglés Relative Standard Deviation
Sensibilidade

Desvio Padréo

Sistema Nervoso Central

Espectrometria de Absor¢cdao Atdmica em Forno de Grafite com
Amostragem de Sdlidos, do inglés Solid Sample Graphite Furnace

Atomic Absorption Spectrometry

Forno Plataforma com Temperatura Estabilizada, do inglés

Stabilized Temperature Plataform Furnace

Sociedade Vegetariana Brasileira

XX



TGI Trato Gastrointestinal

TMAH Hidréxido de Tetrametilaménio, do inglés Tetramethylammonium
Hydroxide

UE Uniao Europeia

UNEP Programa Ambiental das Nac¢des Unidas, do inglés United Nations

Environment Programme
uv Radiacao Ultravioleta

WHO Organizagdo Mundial de Saude, do inglés World Health
Organization

\' Frequéncia
A Comprimento de Onda
h Constante de Planck (6,626 . 10°%*J S)

XXI



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...
RESUMO ..o
ABSTRACT ..o
LISTADE FIGURAS ...
LISTADE TABELAS ... ..o
LISTADE ABREVIATURAS ...

CAPITULO 1
Determinacdo de Hg Total em Amostras Biologicas por CV AAS apds
Digest&o Acida com Sistema de Refluxo.

P ] Yo [ [~ o R
1.1. Apresentacdo do Problema ..........cccoooiiiiiii
2. ODJELIVOS ..ot —————
2.1, ODJetiVOS gEraiS .....cccciuiiiiiiiiiiiiiie et
2.2. Objetivos eSpecCifiCoS .......ccceeieiiiiiiiiieecce e
3. Revisdo daliteratura ............ooooiiiiiiiiii
3.1. Mercurio: aspectOS gEraliS .........ccuuuiiiiiieeiiiiiiiieiieiee e
3.1.1. Poluente ambiental ...............cooooiiii
3.1.2. Toxicidade dO MErCUMO ..........eeeveeiiiiiiiiieee e
3.1.3. Mercurio em amostras biol0giCas ...........ccccceeeviiiiiiiiiinnnnenn.

3.2. Determinacao de MEercCUrio ........cceeeeeeiviiieeeeeeeeeiee e,
3.2.1. Métodos 6ticos de analise para a determinagao de Hg ....

3.2.2. Espectrometria de absorgéo atébmica (AAS) ..........eeeeeeeee.

3.2.3. Espectrometria de absor¢do atébmica com geracédo de

20

26

XXII



3.2.3.1. Geracéo de vapor frio (CV AAS) .......cccovreveieeeeen.

3.3. Preparo de amoOsStras ..........uuiiiiiiiie e
3.3.1. Métodos para o preparo de amostras biolégicas ..............
3.3.1.1. Decomposi¢cado de amostras bioldgicas ................

3.3.1.2. Uso de dedo frio no preparo de amostras ............

4. Materiais € MEtOdOS ........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiii e
4.1, INStrumentagao ........ooovvniiiii e
4.2. Reagentes € AMOSIIas ..........ceeueiiiiiiiiiiiiiiiiieieii e
4.3. Preparo de amostras e solucdes de calibracio ..............c...........
5. Resultados € DISCUSSA0 .........cccccuumiiiiiiiiiieie e
5.1. Efeito da temperatura de preparo de amostra .............ccceeeeeeees
5.2. Parametros de MErito .........occuviiiiiiiiiiiic e
5.3. Determinagao de Hg total em amostras bioldgicas ....................
6. Consideragdes FINAIS .........coiiiie i

CAPITULO 2
Emprego de diferentes métodos para o preparo de amostras e

determinacédo de Cd, Pb e Sn em carnes por GF AAS.
P 1 Yo [ [~ o R
2. ODJELIVOS ..o —————
2.1, ODJetiVOS gEraiS .....cccciiiiiiiiiiiiiiiie et
2.2. ODbjetivos €SPECIfICOS .....cevviiiiiiiiiiiiiiee e
3. Revisdo daliteratura ............ooooiiiiiiiiii
3.1. Produtos alimenticios carneos: consumo no Brasil e no mundo
3.2. Exportacdo € IMportagao ..........cceeeeeiieieeeieeiiieeeee e
3.3. Controle de metais em Carnes ...........ccoccvveviiiiiiiiiiiiieee e

3.3.1. Contaminagao com metais tOXiCOS ..........cccevvvveeeeiiirnnnnnn...

67



3.3.2. Contaminagao POr SN ......ccoeeiiiieiiiiiiieree e e e 80

3.3.3. Contaminag&o Por Cd .......ccoeeieieieeieeieeeeee e 84
3.3.4. Contaminagao por Pb .........cooviiiiiiiiiicicce e, 88
3.4. Técnicas de analise para determinacédo de Cd, Pbe Sn ........... 91

3.4.1. Espectrometria de absorgédo atbmica em forno de grafite . 93

3.4.2. Uso de modificadores quimiCos ........cccceeveeeeeeeeeiiieeiiieinnnn, 99
3.5. Avaliagdo de métodos de preparo de amostras .............cceec...... 102
3.5.1. Solubilizagdo alcalina com TMAH ..., 103
3.5.2. Solubilizagao acida com HCOOH ............c.ccooeviviiieeeinennn. 106
3.5.3. DecomposiGao acida ..........cceeevviiiieiiiiiiiiieee e, 108
4. Materiais € MEtOdOS ........cccoiiiiiiiiiiiie 109
4.1, INStrumentacao .......ccoovvniiiii e 109
4.2. Reagentes € materiais .........ccouoeiiiiiiiiiiiiiii e 110
4.3. Amostras e procedimentos de preparo .........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenns 111

4.3.1. Procedimento 1. Mineralizacdo com sistema de dedo

B0 e 112

4.3.2. Procedimento 2: Solubilizagdo com HCOOH .................. 112
4.3.3. Procedimento 3: Solubilizacdo com TMAH ....................... 113

4.4, Metodologia ....ooovuiiiiiieiiie e 113
5. Resultados € DISCUSSA0 .........ccccuummiiiiiiiiiiiiieee e 115

5.1. Otimizagao do programa de temperatura e tempo do GF AAS .. 115

5.1.1. Otimizagao do programa para a determinagéo de Cd ..... 115
5.1.2. Otimizag&o do programa para a determinagéo de Pb ..... 118
5.1.3. Otimizag&o do programa para a determinagéo de Sn ..... 120
5.2. Parametros de MErito .........oocvviiiiiiiiiiiieeee e 123

XXIV



5.3. Efeito da temperatura de decomposicao acida das amostras..... 125

5.4. Resultados analiticos para a determinacao de Cd, Pb e Sn em

amostras bioldgicas de carne ..............ciiiiiiiieieiee e 127
6. Consideragdes FiNaAiS ..........ceeiiiiiiiiiie e 133
7. Referéncias bibliograficas gerais ..............cccveeeiiiiiiiiiiiie 134

XXV



CAPITULO 1

Determinagao de Hg Total em Amostras Biologicas por CV AAS

ap6s Digestdo Acida com Sistema de Refluxo



Capitulo 1

1. Introdugao
1.1. Apresentagao do Problema

O Hg é um elemento que se encontra presente no meio ambiente, seja
por meio de emissdes de forma natural ou por agdes antropogénicas. Sendo
assim, o ser humano pode ser levado a uma exposicao direta a esse elemento
extremamente toxico, que mesmo em concentragbes baixas pode causar
efeitos deletérios a saude. Além disso, outra forma de exposi¢do humana é
através da ingestdo de alimentos contaminados, principalmente de origem
marinha, visto que uma vez contaminado o meio aquatico, os peixes tendem a
absorverem esse metal e acumular o mesmo em seus tecidos, principalmente
na forma de metilmercurio [1-3].

No meio ambiental, o Hg pode ser encontrado na forma inorganica ou
organica, as quais diferem grandemente em suas propriedades bio-fisico-
quimicas tais como toxicidade, solubilidade e taxa de bioacumulagao pelos
organismos. Na sua forma inorganica, esse elemento pode ser encontrado sob
a forma elementar (Hg®), de ion mercuroso (Hg,**) e de ion mercurico (Hg?*).
Ja na sua forma organica, o ion mercurico apresenta-se ligado covalentemente
a um radical organico, como o metilmercurio (CHsHg") e o dimetilmercurio
((CH3)2Hg), os quais sdo os mais comuns. Contudo, esses compostos de Hg
podem causar efeitos nocivos nos sistemas nervoso, reprodutivo, digestivo,
renal, cardiaco, imunolégico, entre outros, tanto em situagdes de exposicédo
aguda quanto cronica [3, 4].

Devido a grande toxidade Hg, fica evidente a necessidade de métodos
que viabilizem a determinacdo desse metal e suas espécies (analise de
especiacdo), a fim de avaliar o real impacto no meio ambiente, principalmente
para os sistemas aquaticos, a vegetacédo e aos seres humanos. Contudo, em
alguns casos a concentracdo presente de Hg é muito baixa, necessitando
assim métodos sensiveis e precisos para a quantificacido desse elemento, a fim
de garantir um monitoramento adequado para apontar os possiveis riscos
associados com as amostras em analise. Além disso, € desejavel que esses
métodos sejam simples, baratos e rapidos para a analise nos mais variados

tipos de amostras [3, 5].
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Em relagdo as técnicas disponiveis para a determinacdo de Hg, a
espectrometria de absor¢cdo atébmica com geragado de vapor frio (CV AAS) é
uma das mais utilizadas, pois trata-se de uma técnica simples onde o proprio
vapor formado pela reagdo do Hg com um reagente redutor ja € vapor atdmico
e entdo, pode ser conduzido até uma cela de absorg¢ao, situada no caminho
otico do espectrobmetro [6, 7]. Essa técnica de CV AAS recentemente vem
sendo também muito explorada com o uso de radiagéo ultravioleta (UV) para a
reducao de Hg, ao invés de se utilizar reagentes redutores frequentemente
empregados na técnica convencional (SnCl, ou NaBH4). Esta técnica,
conhecida como geragdo fotoquimica de vapor (photo-CV AAS), ¢é
caracterizada por também ser de simples manuseio, além de promover a
quimica verde por utilizar menor quantidade de reagente, geralmente apenas
um meio organico de baixo peso molecular, para a reagao de reducgao [7, 8].

Outras técnicas de detecgdo também ganham destaque na literatura e
tem sido frequentemente empregadas para a determinagéo deste elemento nos
mais diversos tipos de amostras, como a espectrometria de fluorescéncia
atébmica com vapor frio (CV AFS), espectrometria de emissao 6tica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) [9, 10]. Contudo, devido a grande parcela da
espécie organica de Hg presente nas amostras, principalmente de origem
bioldgica [11], a determinagéo de Hg total pode tornar-se inviavel quando se faz
0 uso da técnica de CV AAS, pois espécies organomercuriais ndo sao
reduzidas a sua forma elementar (Hg%) com SnCl, ou ndo totalmente com
NaBH,4 [12].

Para contornar tais inconvenientes na determinacédo de Hg total, as
atencbes se voltam para a etapa de preparo das amostras, as quais devem
sofrer um tratamento adequado para garantir resultados seguros. Sendo assim,
uma possibilidade é a oxidagdo da matéria organica presente na amostra, a fim
de liberar o Hg da matriz e convertendo-o a sua forma de ion mercurico. Para
isso, uma variedade de acidos fortes e oxidantes poderosos podem ser usados,
individualmente ou por meio de uma mistura desses reagentes, aliados a um
sistema de aquecimento, promovendo assim um meio oxidativo a fim de
garantir uma eliminagcao efetiva da matéria organica [12-14]. Contudo, a

utilizacdo de tal procedimento em um sistema aberto torna-se totalmente

3
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inviavel, pois trata-se de um elemento extremamente volatii e, como é
necessario a utilizacdo de temperaturas relativamente elevadas para tais
procedimentos, pode levar a erros durante essa etapa e refletir assim em
resultados inexatos [14-15].

Uma alternativa para a digestdo de amostras para a determinagao de
elementos volateis é a utilizagdo de um sistema fechado, principalmente
assistida por micro-ondas, pois assim o risco de perdas dos analitos por
volatilizacdo e de contaminagao € minimizado [14-16]. Além disso, outros meios
como o uso de solubilizagado alcalina com TMAH [12, 17, 18] ou acida com
HCOOH [19, 20] também vem ganhando destaque na literatura para a
determinacdo de Hg em amostras bioldgicas. Contudo, o uso de digestao acida
€ muitas vezes necessario para a determinagcdo de Hg total, pois quando
realizado de forma segura, €& possivel converter todas as espécies
organomercuriais para a forma inorganica, sendo esta apta para ser
quantificada pela técnica de CV AAS [21]. Sendo assim, torna-se atrativo o
desenvolvimento de sistemas alternativos convencionais para o tratamento das
amostras, os quais visem a simplicidade de operacgao, eficiéncia, seguranca e

com baixo custo.
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2, Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo geral propor um método de preparo de
amostras para a determinagao de Hg total em amostras bioldgicas por CV AAS.

2.2. Objetivos Especificos

o Apresentar um novo sistema de dedo frio (refluxo), o qual é acoplado
aos tubos convencionais de digestao;

o Apresentar estudos para avaliar a eficiéncia do sistema de refluxo na
etapa de preparo das amostras;

o Salientar as vantagens e desvantagens do sistema proposto com os
demais métodos convencionalmente utilizado;

o Discutir os resultados obtidos para o processo de digestao;

o Avaliar se a metodologia desenvolvida pode entdo ser empregada para o
controle de Hg em amostras reais.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Mercurio: aspectos gerais

O Hg na sua forma elementar € um liquido denso e prateado nas
condigdes normais de pressido e temperatura. Além dessa propriedade, o Hg
possui outras como a sua alta gravidade especifica, condutividade elétrica e
facilidade de resfriamento, o que levou a varias aplicagdes desse metal em
diversos campos da industria [22]. A Tabela 1 mostra algumas das
propriedades do Hg de uma forma geral, pois dependendo do composto em
que esse elemento se encontra, algumas dessas propriedades podem ser
diferenciadas [22, 23].

Tabela 1 — Importantes propriedades Fisico-Quimicas do Hg. Adaptado de
Ebadian e colaboradores [22].

Propriedades Valor
Numero atdbmico 80
Massa atémica 200,59 g mol™
Densidade 13,55gcm™>a 20 °C
Temperatura de fusao -38,87 °C
Temperatura de ebulicao 357,73 °C
Pressao de vapor 1,6 bara 20 °C
Condutividade térmica 8,34 Wm™ K"
1° potencial de ionizagao 10,4375 eV
2° potencial de ionizacao 18,7510 eV
Resistividade 95,75 uQcma 20 °C
Tens&o superficial 436 dines cm™ a 25 °C
Viscosidade 1,55 Pasa20°C
Solubilidade 60-80 ug L™ a 20 °C (em H,0)

Com relacdo aos compostos formados a partir desse metal, sdo mais
abundantes aqueles ligados ao Hg(ll) do que quando comparado com os

compostos formados com Hg(l). Dentre os mais encontrados, destaca-se o
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cloreto de mercurio (HgClz), o cloreto mercuroso (Hg.Cly), fulminato de
mercurio (Hg(CNO),) e sulfeto de mercurio (HgS). Além desses compostos,
também é destacavel a formagédo de organomercuriais, nos quais o Hg é ligado
a pelo menos um atomo de carbono, formando assim compostos com a ligagéo
Hg-C quimicamente estavel, que ndo se rompe em meio aquoso de acidos e
bases fracos [4, 22].

O uso de Hg para algum fim industrial, principalmente em paises de alta
renda, vem sendo reduzido ou substituido em produtos e processos
regulamentados, como por exemplo na producdo de tintas, baterias e
pesticidas. Contudo, em paises de baixa renda, o uso desse metal ainda
continua evidente na producdo do mondmero cloreto de vinila e em mineragdes
artesanais de ouro. Isso contribui consideravelmente em emissbdes desse
elemento para a atmosfera, podendo levar a impactos negativos e

preocupantes a saude humana e ao meio ambiente [24].

3.1.1. Poluente ambiental

O Hg é considerado um poluente atmosférico perigoso segundo a EPA
(Environmental Protection Agency) dos EUA e merece extrema atencao devido
a sua toxicidade. Contudo, varias fontes de emissao de Hg contribuem para a
poluicdo ambiental, as quais podem ser classificadas em emissdes naturais ou
antropogénicas. Como fonte natural, pode-se destacar a emissdo desse
elemento através da desgaseificagdo da crosta terrestre, de vulcbes ou por
meio de evaporagado dos oceanos. Ja como fonte antropogénica, as principais
formas sdo a partir do processo de mineragdo de ouro ou pela queima de
combustiveis fosseis para energia [1, 24]. Uma vez langado para a atmosfera, o
Hg pode se dispersar por quildmetros e resistir por um grande tempo, o que
esta ligado diretamente a forma fisico-quimica em que este elemento se
encontra [25]. A Figura 1 mostra o ciclo global para esse elemento, onde o Hg
lancado para a atmosfera pode ser transportado pelo ar e se depositar no solo
e em rios, sofrendo sucessivas transformag¢des quimicas, seja no meio aéreo

como no meio aquatico.
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Hg? + O, (atmosférico)———Hg 2+

Emissdes naturais (emanagdes
vulcanicas, gaseificagdo etc.)

Deposigao seca e Evaséo

- Umida (chuva, material (evaporagao)
Sxls o
T ey '@-"—"3"
: I
Processos erosivos Hg? CH3Hg
I / Camadas
] misturadas
Hg(ll) Hgp
—l Remogao do
particulado

Figura 1 — Ciclo global do Hg. Adaptado de Souza e colaboradores [26].

Conforme pode ser verificado a partir da Figura 1, o Hg quando
depositado no ambiente aquatico tem a capacidade de ser convertido a sua
forma orgénica (geralmente metilmercurio) por meio de uma reacdo. Essa
reacdo pode ocorrer sob condi¢des aerdbias e anaerdbias, através de um
mecanismo bioldgico ou quimico. Contudo, para o caso demonstrado na Figura
1, 0 mecanismo mais provavel é o biolégico, no qual o Hg é metilado através
de uma reacdo que ocorre principalmente com metilcobalamina, coenzima da
vitamina B1,, que encontra-se em quantidades significativas nesse meio, uma
vez que esta pode ser produzida por bactérias. A Equacdo 1 mostra tais

reagcdes do Hg com a metilcobalamina em meio aquoso [27, 28].

CHy(Biy) + Hg® =———== CHy(B)Hg
Eq.1 (Ae B)*

2 2
CHyBi)Hg + Hg 4 H,0 =——= H,0(B:p) + CHsHg + Hg’

Uma vez no ambiente, o Hg pode chegar facilmente aos seres humanos,
seja por consumo de alimentos contaminados, principalmente alimentos de

origem marinha, ou através da exposi¢cdo dérmica ao ar, agua ou solos. Com

* Adaptado de Craig e Morton. [28]
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relacdo a exposi¢ao a forma organica de Hg, a situacédo pode tornar-se critica,
visto que nessa forma o metal tem a propriedade de bioacumular-se e sendo
eliminado de uma forma muito mais lenta do que quando comparado com a
forma inorganica desse elemento [27, 29]. A Figura 2 mostra um esquema de

exposi¢gao humana ao ambiente contendo Hg.

L
[ »
& il Al P
il U et sl
i !‘ A
Emissodes industriais deposicdo umida I‘u’lercun-_: se trqn_sforma
e outras fontes ou seca em metilmercurio em

meio aquatico, podendo
bioacumular-se em peixes

Exposicéo dérmica Consumo de alimentos
ouinalacéo ou agua contaminada

Seres Humanos

Figura 2 — Exposicdo humana ao Hg a partir do ambiente contaminado.
Adaptado de UNEP [29].

Apesar desse elemento ser um grande problema ambiental, ainda ha
grandes indices de emissdes para a atmosfera, o que vem preocupando a
comunidade, que vem buscando proje¢cdes futuras a fim de reduzir tais
emissdes [24]. Em um relatorio publicado recentemente pela UNEP (United
Nations Environment Programme) [30], um levantamento dos dados de
emissdes para Hg foi realizado para o ano de 2005, na qual constatou-se um
valor de 1921 toneladas, com uma incerteza que varia de 1221 a 2950

9
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toneladas, desse metal langado para a atmosfera de forma antropogénica,
onde o maior responsavel por esse indice € o continente asiatico com
aproximadamente 70 % do valor total de emissdo. A Figura 3 mostra a
distribuicdo do valor de emissdo global entres as diferentes fontes

antropogénicas para o ano de 2005.

Qutras —

Amalgama dentario— |

Qutros residuos
Industria de cloro-alcal =, 2=
Combustdo de carvdo em

Producdo de Au em usinas e caldeiras

peguena escala

Producdo de Hg —

Ligas de ferro lMetais ndo ferrosos
€ ago .
/' Produco de Auem

grande escala
Outros tipos de

combustio “Producdo de cimento

= Incineracdo de residuos

Figura 3 - Proporgéo global de emissdes antropogénicas de Hg para atmosfera
no ano de 2005. Adaptado de UNEP [30].

Apesar dos dados informados no relatorio ndo serem atuais, € possivel
ter uma ideia do nivel de emissao desse elemento para a atmosfera, o que vem
a preocupar devido a sua toxicidade. Nesse mesmo relatério da UNEP [30] os
dados para o ano de 2005 foram confrontados com um levantamento feito e
publicado por Pirrone e colaboradores [31] que fora publicado em 2010.
Segundo os autores, 2320 toneladas de Hg foram langadas para a atmosfera
de forma antropogénica no ano de 2010. Esses dados mostram que o nivel de
emissdo ndo mudou significativamente, deixando em alerta a comunidade
sobre a necessidade do monitoramento desse elemento no meio ambiente.

Em relagdo as emissdes de Hg no Brasil, a principal fonte antropogénica
que contribui € a produgcdo de ouro em pequena ou grande escala, também
conhecida como garimpo de ouro. Essa pratica, além de afetar o meio
ambiente quando conduzida erroneamente, também pde em risco a saude do

garimpeiro, o qual fica diretamente exposto a esse metal téxico [32].

10
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Para uma perspectiva futura sobre as emissdes de Hg para o meio
ambiente, algumas variaveis tornam-se fundamentais como o desenvolvimento
de economias, desenvolvimento e implementacdo de tecnologias, bem como
fatores ligados a mudancga climatica global. Além disso, legislagbes e acordos
voluntarios também contribuirdo para a redugao de emissdes desse elemento
toxico [24].

Recentemente, Pacyna e colaboradores [24] relataram em seu trabalho
trés possiveis cenarios para a situagao global com relacdo a emissbes de
mercurio para o ano de 2020. Em um desses cenarios, os autores supdéem um
aumento das atividades econbémicas e as praticas de controle das emissoes
manter-se-do inalterados, ou seja, havendo uma tendéncia de aumentar ainda
mais as emissdes de Hg nos proximos anos. Contudo, os outros supostos
cenarios para o ano de 2020 sao otimistas, sendo que o primeiro desses
pressupde um progresso econdmico com um desenvolvimento de tecnologias
industriais de controle de emissdes, o qual seria empregado em todo o0 mundo.
Ja o ultimo cenario citado pelos autores trata de uma redugdo maxima, ou seja,
uma implementacdo de todas as solugdes disponiveis ou medidas para
controle e redugédo das fontes de emissdo desse elemento toxico. Segundo
Pacyna e colaboradores, o cenario de redugdo maxima das emissdes de Hg
pode ser implementado, apesar dos autores informarem e discutirem as
possibilidades de tendéncias futuras de emissoes.

De um modo geral, deve haver uma conscientizacdo global sobre
emissdes de Hg, uma vez que este elemento € um poluente ambiental muito
perigoso, pois possui propriedades de acumular-se no meio em que se
encontra e de sofrer transformagdes quimicas, acarretando em diversos tipos

de danos, tanto ao meio ambiente como a saude humana [33].

3.1.2. Toxicidade do mercurio

As sucessivas aplicagdes do Hg em diversos setores e as consequentes
emissdes para o0 meio ambiente elevam cada vez mais o nivel de exposicao
humana a esse elemento téxico. Além disso, o Hg possui propriedade de
biomagnificagdo, ou seja, as suas concentragdes vao aumentando

progressivamente ao longo da cadeia alimentar, podendo assim refletir no

11
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consumo de alimentos contaminados, o qual se credencia como uma das
principais fontes de intoxicagdo humana por esse metal [34]. A Figura 4 mostra

o processo de biomagnificagdo de Hg no meio ambiente.

Figura 4 — Concentragao bioldgica de Hg no meio ambiente. Adaptado de

Skoog e colaboradores [35]

Hoje em dia o potencial téxico do Hg ja é bem conhecido por grande
parte da comunidade, o que faz com que haja uma grande preocupacao
ambiental com os niveis de exposi¢cao a esse elemento. Contudo, por ndo se
ter conhecimento sobre o alto risco causado a saude humana, antigamente
varios imperadores chineses morreram por ingerir constantemente esse metal,
pois, segundo eles, esse elemento possuia propriedades medicamentosas e se
ingerido em grande quantidade poderia levar a “imortalidade”. Por outro lado,
os antigos hindus também tinham uma visdo errbnea desse metal, pois
atribuiam propriedades afrodisiacas a esse elemento [4].

Um dos principais casos de intoxicagdo por Hg ocorreu por volta de
1953 no Jap3o, onde uma industria obtinha CHsHg" como subproduto apos o
processo de producao de acetaldeido e cloreto de vinila. Esses residuos de Hg
eram langados nos efluentes que atingiam a baia de Minamata, levando a
contaminagao da cadeia alimentar aquatica e refletindo em mais de duas mil

pessoas contaminadas por esse metal por se alimentarem de peixes
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provenientes desta baia. Esse caso ficou mundialmente conhecido como a
“‘doenga de Minamata”, o qual registou mais de mil ébitos [27, 36].

Outro caso de intoxicagdo por Hg também conhecido mundialmente
ocorreu no Iraque por volta de 1971, onde a populagédo alimentava-se a partir
de grdos que eram contaminados por esse metal, visto que a plantagao havia
sido tratada com CH3;Hg" como praguicida. Esse caso registrou quase sete mil
pessoas contaminadas e mais de 400 obitos [27, 36]. Varios casos de
intoxicagao relatados na literatura ocorreram a partir da ingestao de alimentos
contaminados, o0 que torna-se como uma das principais vias de exposigao
humana [4].

No Brasil, o caso mais preocupante que foi relatado é em relacdo a
mineragao de ouro na regiao Amazénica, o qual ocorreu durante a década de
1980. Nesse caso, estimou-se que aproximadamente 100 toneladas de Hg
eram langados anualmente, sendo a maior parte emitido para a atmosfera e o
restante despejados em rios [37, 38]

Pela literatura é possivel encontrar relatos de casos de intoxicagéo
humana por esse metal a partir de equipamentos simples, como termémetros e
barébmetros, bem como a partir de ambientes contaminados [4, 27]. Na maioria
dos casos relatados, as vitimas sofrem intoxicagao através de acidentes ou por
desconhecimento do perigo associado a este metal. Triunfante e colaboradores
[39] reportaram dois diferentes casos clinicos em seu trabalho, onde em um
deles a vitima ingeriu uma grande quantidade de Hg, na sua forma inorganica,
com o proposito de suicidar-se, o qual foi atingido apos 42 dias mesmo sob um
tratamento intensivo na tentativa de eliminagdo do metal do organismo.
Conforme o caso citado, a vitima tinha conhecimento da toxicidade e por isso
fez o uso desse elemento para seu suicidio. Contudo, no segundo caso
relatado pelos autores, a vitima inconscientemente foi intoxicada pelo metal
ap6s utilizar um pd por engano sobre a pele, o qual se tratava de brometo de
Hg ao invés de um simples talco.

O Hg pode causar diversos danos a saude humana, uma vez que este
metal possui alta afinidade por grupos tiol (-SH) presente em enzimas, o que
caracteriza-se como uma reacdo muito rapida. Isso pode levar a afetar
diferentes sistemas, tais como o reprodutivo, imunoldgico, cardiovascular,

renal, respiratério, entre outros [4, 40, 41]. Contudo, o sistema mais afetado por
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esse metal é o sistema nervoso central (SNC), pois uma vez intoxicado, a
vitima pode apresentar sintomas como irritabilidade, fadiga, insénia, mudangas
comportamentais, perda auditiva, letargia, tremores, convulsdes,
incoordenacéo motora, depresséo, coma e entre outros, chegando inclusive a
morte. Esses sintomas descritos estdo devidamente associados ao tempo e a
dose de exposicédo da vitima ao metal [4, 42, 43]. Segundo a EPA [44], a dose
letal para o Hg na sua forma inorganica para uma pessoa adulta de
aproximadamente 70 Kg é de 14 a 57 mg Kg' do metal. J& para a forma
organica desse elemento, a agéncia divulga um valor que varia de 20 a 60 mg
Kg ™" para um adulto com o mesmo peso do caso anterior.

O SNC possui um fundamental papel sobre os sentidos de todas as
partes do corpo humano e esta localizado dentro do esqueleto axial (cavidade
craniana e canal vertebral), o qual depende quase que exclusivamente da
energia proveniente da (glicolise para o seu perfeito funcionamento,
diferenciando-se de outros tecidos os quais podem utilizar como fonte
energética a degradacdo de lipideos [45-47]. Para se ter uma ideia da
necessidade de energia para esse sistema, o0 cérebro sozinho necessita de
aproximadamente 120 g de glicose ao dia, o que representa mais do que a
metade de toda a glicose armazenada no musculo e figado [46]. A Figura 5
mostra um esquema da rota de degradacdo da glicose e a consequente
formacao de acetil coenzima A (Acetil-CoA), para a posterior entrada no ciclo
do acido citrico (também conhecido como ciclo de Krebs) e formacdo de

energia.
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Figura 5 — Vias metabdlicas com destaque para a degradacgéo da glicose para
posterior oxidagcao da Acetil-CoA pelo ciclo do acido citrico. Adaptado de
Nelson e Cox [46].

Como pode ser visto pela Figura 5, ap6s a descarboxilagdo oxidativa do
piruvato a acetil-CoA, tem-se a entrada no ciclo do acido citrico, a qual é a via
metabdlica celular mais importante. Em um terceiro estagio que nao foi
mostrado na Figura 5, tem-se o processo de fosforilagdo oxidativa, na qual os
elétrons sdo transportados para uma cadeia mitocondrial e ao final do processo
tem-se a formacéo de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP) [46].

A formacdo de acetil-CoA a partir do piruvato se da por meio do

complexo de piruvato desidrogenase, o qual € composto por 3 enzimas
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denominadas componente piruvato desidrogenase (E4), di-hidrolipoil
transacetilase (E>) e di-hidrolipoil desidrogenase (E3). Uma vez desativado esse
complexo, a reagédo de formacéo do acetil-CoA é inibida e, assim, o SNC fica
sem fonte energética [47]. A Equacdo 2 mostra as etapas da reagao de

formacgao do acetil-CoA a partir do piruvato.
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Acetil-CoA

Conforme o Esquema 2, percebe-se que na etapa 3 da reacédo tem-se a
formacgao da di-hidrolipoamida que contém grupamentos —SH vizinhos. Como
ja comentado anteriormente, o Hg pode interagir fortemente com grupos de
enxofre, o que caracteriza como sendo um dos principais casos que leva a
bioacumulacdo em peixes e a toxicidade em seres humanos [48]. Sendo assim,
o Hg pode ligar-se a molécula de di-hidrolipoamida, inativando a etapa 4, o qual
trata-se da regeneracao da forma oxidada da lipoamida e, assim, parando o
ciclo catalitico de formacao de acetil-CoA [47]. A Equagao 3 mostra a reagao de

formacgao do quelato de Hg a partir da enzima.

S
HS 2+ /
+ HY —— Hg Eq. 3**
HS \S
8 3

Di-hidrolipoamida Quelato de Hg
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Isso explica os danos causados no SNC quando uma vitima é exposta a
Hg, pois com a formagao do quelato de Hg com a enzima nao ha formagéao da
acetil-CoA que ¢é a chave principal de entrada no ciclo de Krebs.

Para um possivel tratamento a intoxicagdo por Hg, uma alternativa é o
uso de medicamento que contenha grupos —SH adjacentes, uma vez que
havera uma competicdo entre os grupos pela ligacdo com o ion metalico. Assim
tem-se a recuperacédo da molécula de di-hidrolipoil e o novo quelato formado
podera ser eliminado por meio de excregdo urinaria [47]. Alguns agentes
quelantes que podem ser empregados para tal finalidade podem ser
encontrados na literatura, tais como acido 2,3-dimercaptopropano-1-sulfénico
(DMPS), acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA), D-penicilamina e 2,3-
dimercaptopropanol (BAL) [49]. A Figura 6 mostra a estrutura para esses

agentes quelantes, com o destaque para o grupo —SH presente.

. h 0 He O wmg s
0=5=0 CHy ~—0 . OH
Hél HS 0 HOX b
DMSA BAL
N 2
b L‘
i »
2

Figura 6 — Agentes quelantes utilizados para o tratamento de intoxicagao por
Hg. Adaptado de Guzzi e La Porta [49].

3.1.3. Mercurio em amostras biolégicas

Com a exposicdo humana e a consequente bioacumulagdo de Hg no
organismo, torna-se importante o monitoramento do nivel deste metal através
de indicadores biolégicos. Um desses indicadores amplamente utilizado para
tal finalidade € o cabelo, pois este € capaz de apresentar informagdes sobre o

tempo de exposicdo humana ao metal, além de ser uma amostra de facil
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obtencao [50, 51]. Essa analise através do cabelo é possivel devido a absorgéo
dos elementos a partir da raiz, o qual esta relacionado diretamente com a
concentragdo do elemento presente nos fluidos (sangue, linfa, e fluido
extracelular) [52].

Outros tipos de indicadores biolégicos que também podem ser usados
para avaliar a concentracdo de Hg sdo o sangue e a urina. Contudo, a
concentragdo encontrada em uma analise de amostra de sangue é inferior
aquela encontrada em amostra de cabelo. Segundo Gill e colaboradores [51]
essa diferenga pode variar entre 150 a 200 ordens de grandeza. Isso
possivelmente se da devido a capacidade do cabelo apresentar niveis de
contaminagao por meio exdgena e endogena. Com relagdo ao outro tipo de
indicador biolégico, Pozebon e colaboradores [52] relacionaram as
desvantagens da analise de urina em relagdo a analise de cabelo. Segundo os
autores, a urina traz informagao com respeito a um curto periodo de tempo,
além de ndo poder comprovar evidéncias e ser uma prova evasiva.

Analise de monitoramento de contaminantes em cabelo ganhou muito
destaque nos ultimos anos, pois atualmente tal andlise vem sendo empregada
em varias instituicdes para fins de admissao e controle em funcionarios [53].

Conforme ja citado anteriormente, o consumo de produtos alimenticios
contaminados por Hg torna-se uma das principais formas de intoxicagéo
humana por esse elemento [4]. Sendo assim, fica evidente a necessidade do
controle de qualidade, a fim de evitar que alimentos desse género venham a
chegar a mesa do consumidor. Os alimentos mais preocupantes sao aqueles
de origem marinha, pois apesar dos peixes apresentarem um alto valor
nutricional, possuem a capacidade de absorver e acumular os metais toxicos
presentes no meio [54, 55].

Niveis maximos para Hg presente em produtos de origem marinha foram
publicados pela comissdo de regulagdo da Unido Europeia (UE), os quais
foram divididos em dois grupos. No primeiro grupo, o limite maximo permitido é
de 0,5 mg Kg'1 em massa umida, o que abrange os produtos de pesca com
excecgao de peixes predadores. Ja no segundo grupo, o limite € o dobro do
valor estabelecido para o grupo anterior, ou seja, o valor estabelecido é de 1,0

mg Kg'1 e inclui produtos de carnes de peixes predadores [56]. Com relacao a
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legislagdo brasileira, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
também publicou os niveis maximos para esse elemento, onde os valores e as
divisdes sdo as mesmas ja citadas para a UE [57].

O Hg também pode causar danos a saude humana por meio de ingestéao
de alimentos carneos de animais terrestres, pois o descaso com 0 meio
ambiente pode levar a deposi¢cao desse elemento em solos e em vegetais, o
que esta diretamente relacionado com o meio de alimentacdo de animais de
origem bovina, suina e entre outros [4]. Com isso, diante dos varios danos que
esse elemento pode trazer a sociedade, ha uma necessidade do
desenvolvimento de metodologias seguras para o controle de Hg em diversos
tipos de amostras, ndo somente de origem bioldgica, conforme ja mencionado,

mas também em amostras ambientais como solos, aguas, ar e entre outros.

3.2. Determinagao de mercurio

A anélise quimica tem como principal meta a determinacéo de diferentes
tipos de espécies quimicas em diversos tipos de amostras. Para isso, deve-se
levar em consideragdo algumas etapas essenciais para a realizagdo da analise
desejada. Essas etapas constituem uma sequéncia analitica, e estado dispostas
como definigdo do problema, escolha do método, amostragem, preparo das
amostras, calibracdo, medida, avaliagao e agao [15].

Para a determinacdo de Hg, € necessaria extrema atengao
principalmente na etapa de amostragem e preparo das amostras, pois uma vez
mal conduzidas essas etapas, pode haver uma grande probabilidade de erro
nas analises por perdas do analito por volatilizagdo e/ou adsorgéo. Além disso,
quando se realiza uma analise de qualquer natureza, é indispensavel a
prevencao de qualquer tipo de contaminag&o, seja na amostra ou no material a
ser utilizado. Para isso, deve-se manter o laboratério em perfeito estado de
limpeza, proporcionar uma ventilagdo adequada, manter sempre o material de
laboratorio descontaminados e utilizar reagentes de alto grau de pureza [58,
59].

Para as analises de uma forma geral, o nivel de contaminagao
alcangado pode ser acompanhado a partir do branco analitico, o qual trata-se

de uma solugao que passa por todas as etapas do procedimento analitico, mas
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sem conter a amostra e/ou elemento a ser estudado. Contudo, quando
realizada a sequéncia analitica com cautela, € possivel obter resultados
confiaveis para o teor de Hg presente nas amostras estudadas [15, 59].

Analises para a determinagcdo de Hg total sdo extremamentes
importantes, pois assim & possivel obter informagao do nivel total do elemento
presente na amostra em estudo. Contudo, determinagdes quantitativas distintas
de cada espécie de Hg sdo atrativas, devido aos diferentes efeitos que essas
especies podem apresentar tanto a saude humana como para o0 meio
ambiente. Esse processo de determinacédo de diferentes espécies é chamado
de analise de especiacao e se da principalmente para a distingdo de Hg2+ e
CHsHg" [59, 60].

Outra etapa fundamental € a escolha da técnica para a determinagao de
Hg, pois dependendo da concentragcado do elemento presente na amostra, essa
técnica deve apresentar alta sensibilidade, pois isso proporciona “analises
finas”, ou seja, determinacdo do elemento a nivel trago ou ultra trago. Além
disso, € importante também levar em consideragcdo a natureza e a quantidade
de amostra para proceder as analises [3, 61].

Considerando a metodologia adotada e a finalidade das analises, Chasin
e colaboradores [62] relataram em seu estudo que € necessario apresentar
alguns parametros de validagao a fim de garantir uma maior confiabilidade nos
dados originados, tais como linearidade, curva de calibragdo, sensibilidade,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificagdo (LQ), precisdo, exatidao,
recuperacao, especificidade, estabilidade e robustez. O Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro), o qual & responsavel pela
avaliacao da qualidade de produtos e servigos nacionais, também informa as
técnicas aplicaveis a validagdo de métodos analiticos, no ambito de orientar os

laboratorios a obterem resultados com a qualidade exigida [63].

3.2.1. Métodos 6ticos de analise para a determinagao de Hg

De acordo com a literatura, diversas técnicas para determinagao de Hg
podem ser empregadas. Contudo, além dos paréametros ja citados
anteriormente, a técnica adotada deve apresentar alta sensibilidade e

seletividade como caracteristicas [4, 33]. Dentre essas técnicas, destacam-se a
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espectrometria de absorgcdo atdbmica com geragdo quimica de vapor (CVG
AAS) ou com forno de grafite (GF AAS), a espectrometria de fluorescéncia
atbmica com geracédo de vapor frio (CV AFS), a espectrometria de emisséo
optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [3, 33]. A Figura 7 faz
uma relacdo entre os limites de detecgbes (LDs) associados a estas
respectivas técnicas de analises para a determinacdo de metais de uma forma

geral.

<m——— 1 AAS

I 1CP Emissio - Radial
I 1 CP Emissio - Axial
CVG AAS IS

GF AAS I

ICP-MS I—

100 10 1 01 0,01 0001
Limite de Deteccio (pph ou pg/L)

Figura 7 - Faixa de limite de detecgdo para alguns métodos oéticos de analise.
Adaptado de PerkinElmer [64].

A Figura 7 faz uma comparagao entre as técnicas com relagdo ao LD, o
qual trata-se, segundo a ANVISA [65], da menor quantidade de uma substancia
quimica que pode ser detectada em uma amostra, porém n&o necessariamente
ser quantificado sob as condigdes do procedimento analitico. O LQ também
pode ser estabelecido e diferenciado para cada técnica, uma vez que trata-se
da menor quantidade da substancia quimica que pode ser encontrada com
precisdo e exatiddo aceitaveis para as condicbes adotadas no procedimento
[65]. Para ambos os parametros, existe o limite de detecgdo e quantificagcao
instrumental (LD, e LQ), o qual é diferenciado do limite de deteccéo e
quantificagcdo do método (LDy e LQum). O LD, e LQ, séo estabelecidos a partir
de uma resposta instrumental que uma dada concentracdo de analito é capaz
de produzir. Ja para o LDy e LQy a diferenca é que para o calculo leva-se em

consideragao as variaveis do procedimento, ou seja, esta relacionado com o
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sinal gerado a partir da amostra que foi submetida a todo o processo analitico
[62][66].

A equacido para a determinacdo do LD é dada a partir de um fator
multiplicativo (k = 3) e a fragdo entre o desvio padrao (SD) da leitura de dez
sinais do branco e a sensibilidade (S). Para o LQ, a diferenga na equacgao é
apenas o fator multiplicativo, o qual trata-se de k = 10 [65, 67]. Essas relagdes

estao dispostas conforme a Equagao 4A e 4B, respectivamente.

LD =3 x SD/S LQ = 10 x SD/S Eq.4 (Ae B)

Conforme a Figura 7, € possivel notar que as técnicas que apresentam
menores LDs sdao CVG AAS, GF AAS e ICP-MS, caracterizando-se também
como técnicas precisas, uma vez que quanto menor o desvio padrao entre as
leituras menor sera o LD. Contudo, como ja citado anteriormente, a CV AFS
também se apresenta como uma técnica usual para a determinacdo desse
elemento, porém a sua dimensdo em termos de LD ndo é representado na
Figura 7. Micaroni e colaboradores [3] elaboraram uma revisdo sobre Hg, no
qual os autores destacam que a faixa de LD alcangado pela CV AFS pode
chegar até uma ordem de grandeza menor do que para a CV AAS.

De uma forma geral, as técnicas citadas sdo as mais utilizadas para tal
finalidade, podendo ainda ser acopladas a outras técnicas com o objetivo de
alcangar uma maior sensibilidade e menores LDs, das quais € possivel citar o
uso da cromatografia gasosa ou liquida e a eletroforese capilar. Contudo, o uso
de técnicas combinadas pode tornar-se inviavel devido ao alto custo do
funcionamento instrumental. Sendo assim, € preferivel 0 uso de técnicas
simples e confiaveis, que torna-se viavel para o uso de rotina e em pesquisa na
determinacao de Hg [68].

Recentemente, a literatura reporta varios estudos utilizando o
acoplamento de uma lampada UV a técnicas de analise, ou seja, fazendo o uso
da photo-CVG. A radiagao proveniente da lampada € capaz de reduzir o vapor
de Hg por meio de um mecanismo que envolve a formagédo de radicais
organicos advindos do meio em que se encontra o analito [69]. Tal técnica vem

sendo explorada com sucesso para a determinagdo desse elemento em
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diversos tipos de matrizes, pois além de ser uma técnica simples, substitui
reagentes caros e instaveis para o processo de redugdo quimica, utilizando
apenas um precursor organico, como o acido férmico, para tal processo [8, 20,
70].

3.2.2. Espectrometria de absorgao atémica (AAS)

O nascimento da AAS surgiu a partir da observacdo de um espectro
solar, no qual foi possivel perceber a existéncia de algumas linhas pretas
devido ao processo de absor¢ao na atmosfera solar. Contudo, o principio da
espectrometria atbmica comecgou a ser melhor entendido com um experimento
realizado por Kirchhoff e Bunsen em 1860, o qual baseava-se na utilizagao de
um sal de sédio que era aquecido sobre uma chama e o espectro gerado era
entdo avaliado. Este estudo ficou conhecido como “reversado de linhas”, o qual
a partir dele foi possivel concluir que todos os corpos podem absorver radiacao
na mesma intensidade emitida [71].

Alguns anos depois, por volta de 1952, Alan Walsh apresentou as
condigdes experimentais necessarias para aplicacao da AAS, o que rendeu a
ele um grande reconhecimento na comunidade cientifica, pois passou a ser
considerado o “pai” da AAS moderna. Em 1954 o primeiro modelo de um
instrumento € apresentado e patenteado com base nas ideias de Walsh, o qual
publicou seu primeiro artigo [72] em 1955 em um revista cientifica denominada
Spectrochimica Acta [71].

Nas décadas seguintes, a AAS ganhou um grande destaque no cenario
cientifico, pois € amplamente utilizada para a determinacdo de diversos
elementos em baixas concentragdes nos mais variadas tipos de amostras. Isso
se da devido a essa técnica possuir caracteristicas de alta sensibilidade e
seletividade, aliando simplicidade com baixo custo [73, 74].

Essa técnica geralmente € monoelementar e baseia-se na medida da
intensidade de absor¢cdo de energia por atomos no estado fundamental e
gasoso. Consequentemente, apdés a absorgcdo de energia, tais atomos
passaram para um estado excitado de maior energia, conforme mostrado na
Figura 8 [71].
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Figura 8 — Processo de absorg¢ao atomica.

A energia (E) necessaria para o processo de absorgcdo atdbmica é
especifica de cada atomo e esta relacionada com a frequéncia (v) e o
comprimento de onda (A) da radiagao envolvida [71, 75]. A relagao existente
entre essas grandezas pode ser entendida conforme apresentado na Equacgéao
5, onde h é a constante de proporcionalidade (constante de Planck) e ¢ a

velocidade da luz.

AE=E — Eg=hy =" Eq. 5

Essa relacdao apresentada na Equacdo 5 explica os espectros
eletromagnéticos de energia, onde quanto maior a frequéncia, maior sera a
energia ou quanto maior o comprimento de onda, menor a frequéncia e,
consequentemente, menor a energia [75].

Outra relacao importante é a lei de absor¢ao ou lei de Lambert-Beer,
pela qual é possivel perceber que a concentragdo de um dado analito &
diretamente proporcional a sua absorvancia. A Equagao 6 mostra essa relacao,
onde € & a constante de proporcionalidade ou absortividade molar (com
unidades de L mol’ cm™), b é o caminho dtico do meio absorvente e ¢ é a

concentragdo de uma espécie [75].

A=¢ebc Eq. 6

Em AAS, o processo de absor¢cdo de atomos se da apos esses serem

atomizados no estado fundamental, formando uma nuvem atdmica no caminho
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otico. A atomizacao pode ser realizada em chama (F AAS), forno de grafite (GF
AAS), Filamentos ou em tubos (ex. quartzo) para as técnicas de geragao de
vapor (VG AAS). A Figura 9 mostra os componentes basicos de um
espectrdmetro com destaque para os tipos de atomizadores que podem ser

empregados comercialmente.

GF AAS CVG AAS

%

— _I' O
+—d--- A tormzad-::ur]---- I—“: etactor
r’-’ | 'ﬁ'.

Fants de Radiacao | :
ﬁe:: ————— + -+ = Sl

Sistema

de Ledtura

Amplificadar
Monocromador

F AAS

Figura 9 — Componentes basicos de um espectrometro de absorgao atémica.

A forma mais usual de introducdo de amostra é por meio de
nebulizadores pneumaticos, a fim de obter um aerossol liquido para a
determinacao de elementos quimicos por F AAS. Contudo, aproximadamente
90 % da solugao de amostra aspirada ndo chega até o atomizador, sendo
consequentemente descartada [6]. Para a determinagdo de Hg, a técnica de F
AAS, apesar de ser bastante simples, ndo € recomendada devido a sua baixa
sensibilidade e susceptibilidade a interferentes espectrais [3].

A técnica de GF AAS possui alta sensibilidade para a determinagao
desse elemento, o que leva a varias aplicacbes em diferentes tipos de
amostras. Contudo, devido a alta volatiidade do Hg, estudos referentes a
modificadores quimicos sao reportados como fundamentais nesse tipo de

analise, pois a adigdo de solugbes modificadoras levam a complexacédo do Hg,
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suportando temperaturas mais elevadas durante o programa de aquecimento
do forno de grafite [76, 77]. Informagbes mais detalhadas sobre essa técnica
seréo apresentadas no segundo capitulo desta dissertagéo.

A técnica mais usual e explorada para a determinacdo de Hg é a CV
AAS, justamente pela alta volatilidade desse elemento, podendo assim ser
separado da matriz por meio de uma reagao quimica e carreado até uma cela

de quartzo que fica posicionada no caminho 6tico do espectrémetro [3, 6].
3.2.3. Espectrometria de absorgao atdbmica com geragao de vapor

A VG AAS é uma técnica bastante difundida para a determinacdo de
metais e metaloides, pois trata-se de um processo em que espécies quimicas
sdo convertidas a compostos volateis, resultando entdo na transferéncia dos
analitos da fase condensada para a fase gasosa [78].

O Hg é o unico elemento quimico que possui uma elevada pressao de
vapor, 0,0016 mbar em 20 °C, o que atribui a esse elemento a vantagem de ser
determinavel a temperatura ambiente, ou seja, ndo ha necessidade de uma
atomizagao térmica para a redugao deste elemento para o estado fundamental.
Essa técnica é entdo conhecida como CV AAS (do inglés, cold vapor atomic
absorption spectrometry) [71].

A técnica de CV AAS comecou a ser estudada na década de sessenta
para a determinacdo de Hg. Hath e Ott [79] fizeram uma das primeiras
publicacdes sobre esse assunto, na qual esses autores usaram sulfato de
estanho (SnSO4) como meio redutor e o vapor de Hg gerado podia entao ser
carreado, com o auxilio de um gas (ar, N» ou Ar), até uma cela, sendo
posteriormente medido. Contudo, os créditos a CV AAS para a determinacao
de Hg devem ser atribuidos a Poluektov e Vitkun, pois esses pesquisadores
foram os primeiros a utilizar sais de Sn para a reducdo do Hg? a Hg° e
combinar essa reacao com a AAS [71].

Posteriormente aos estudos realizados com Hg, pesquisadores
conseguiram expandir a geragdo de vapor para outros elementos. Em 1969,
Holak [80] desenvolveu estudos para a determinacdo de arsénio a partir da

formacdo de arsina (AsH3;), o qual trata-se de uma espécie volatil,

26



Capitulo 1

possibilitando assim a sua condugao até um espectrdmetro. Contudo, os
estudos até entdo estavam sendo realizados com Hg, com o qual era possivel
analise sem a necessidade de aquecimento para atomizacdo devido a alta
pressao de vapor desse metal. Para a determinacédo de As, esse procedimento
a temperatura ambiente n&o poderia ser adotado, pois para manter esse
elemento em seu estado fundamental e gasoso sdo necessarias elevadas
temperaturas, quebrando assim a ligacdo hidrogénio-metal na espécie de
arsina gerada. Para isso, o pesquisador conectou a saida do sistema utilizado
para geracdo de AsHj; diretamente em um capilar, pelo qual o vapor era
aspirado e conduzido até a chama em AAS [80].

Os estudos para a formacao de hidretos volateis eram realizados com a
adicdo de metais, como Zn, Al ou Mg, em solugdes acidas [6]. Isso foi relatado,
por exemplo, por Holak [80], o qual fez o uso de Zn metalico para a formacao
de AsHj;. Contudo, a adicdo desses metais levava a uma restricdo de
aplicabilidade da técnica, pois havia a formacado de poucos hidretos volateis,
basicamente a AsH; e SeH,. Além disso, problemas com reprodutibilidade e
elevados valores de brancos analiticos também estariam associados a adigcao
desses metais.

Essa situacdo pbéde entdo ser contornada em 1972, pois Braman e
colaboradores [81] relataram em seu estudo o uso de tetrahidroborato de sodio
(NaBH4) como reagente redutor para a determinagcdo de As e Sb, apds a
formacao dos hidretos AsH; e SbH3, respectivamente. O uso desse reagente
fez impulsionar os estudos em VG, pois alguns anos depois do primeiro
trabalho publicado usando o NaBH4, foi reportado por pesquisadores a
possibilidade de formacgao de hidretos volateis de As, Bi, Ge, Pb, Sb, Se, Sn e
Te. Essa possibilidade de determinagcdo de elementos pela formacao de
hidretos volateis ficou conhecida como espectrometria de absor¢ao atdmica
com geragao de hidretos (HG AAS) [6, 71]. Mais recentemente, outros
elementos foram determinados por meio de reagdao com NaBHy,, tais como Ag,
Au, Cd, Cu, Hg, In, P, Tl e Zn [6, 82, 83].

A concentragéo ideal de NaBH4 para estudos em geracédo de hidretos
deve ser investigada, uma vez que essa pode variar dependendo do elemento

quimico a ser determinado, do equipamento e/ou tipo de sistema utilizado para
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a geragao. Além disso, a solugdo deve ser preparada em meio alcalino (KOH
ou NaOH) a fim de garantir estabilidade, o que reflete em uma maior eficiéncia
e reprodutibilidade [6].

A determinacdo de metais pela técnica de VG se da geralmente por meio
de sistemas de fluxo continuo (CF) ou por injecdo em fluxo (FI). Como
caracteristica comum, destaca-se que para ambos os sistemas, o reagente
redutor e a amostra encontram-se em um ponto de confluéncia e passam por
uma bobina de reagéo. Posteriormente, a fase gasosa formada, que contém o
analito de interesse, € entdo separada da fase liquida através de um
componente denominado separador gas/liquido (GLS). Outra caracteristica
interessante € que ambos os sistemas podem ser facilmente automatizados
[71]. A Figura 10 mostra os dois sistemas mencionados, pela qual € possivel

um melhor entendimento sobre o funcionamento de ambos.

— Bobina de
Reagente Redutor Op Reacio
1
Amostra Acidificada Unidade de
Or: Deteccao
Gas Separador
Carreador Gas/Liquido
Descarte
O,
—
Bomba
Peristéltica
Valvula de
Amostra Acidificada Injecéo
N j— Bobina de
Solucéo Carreadora Op Reacio
Reagente Redutor Unidade de
C)pi Deteccdo
Gds Separador
Carreador Gas/Liguido
Descarte
OP_&
|
Bomba
Peristaltica B

Figura 10 — Esquemas de sistema de fluxo continuo (A) e injecdo em fluxo (B)
para geragao quimica de vapor. Adaptado de Pohl [84].

Conforme pode ser visualizado na Figura 10, a diferenca entre os

sistemas é basicamente a quantidade de amostra que participa da reagao de
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geragao de vapor, pois no CF a amostra é aspirada continuamente juntamente
com os demais reagentes, obtendo um sinal analitico também de forma
continua. Ja no Fl, um pequeno volume de amostra é injetado em um canal
onde uma solugéo carreadora é aspirada, gerando assim um sinal analitico de
forma transiente, podendo ser avaliado por integracédo em area ou altura. Além
disso, o sistema Fl apresenta algumas vantagens em relagdo ao CF, tais como
maior frequéncia analitica, reprodutibilidade e simplicidade de operagao [71,
85, 86]. Contudo, o uso de ambos os sistemas € bastante reportado na
literatura para determinagdo de espécies volateis por técnicas de
espectrometria atdbmica [84].

Outro tipo de sistema que também pode ser utilizado para o processo de
VG é em batelada, no qual € operado pelo principio de que os vapores
contendo o analito sdo gerados em um frasco de reagao, sendo diretamente
conduzido a cela de quartzo. Esse frasco de reagao tem a fungao do separador
gas/liquido, diferenciando-se assim dos demais sistemas em fluxo citados
anteriormente [71]. Um esquema do sistema em batelada esta apresentado na

Figura 11.

Valvula

Gas Inerte —K

-

=1 ]

Unidade de
Deteccéo

Frasco de Reacéo

Reagente Redutor

Figura 11 — Esquema de sistema em batelada para CVG. Adaptado de Welz e
Sperling [71].
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O sistema em batelada apresenta algumas desvantagens frente aos
demais sistemas em fluxo. Entre esses, pode-se destacar o grande volume de
solugéo presente no frasco de reagao, podendo afetar assim a sensibilidade do
procedimento. Além disso, esses sistemas geralmente sdo manuais, 0 que
reflete em um maior tempo para cada analise e, consequentemente, uma
menor frequéncia analitica [71].

Independente do sistema utilizado, a VG envolve basicamente trés
etapas, tais como a geragao da espécie volatil por meio de reagdo quimica, o
transporte desse vapor até uma unidade de deteccdo e a atomizacédo ou
ionizagao do elemento de interesse. Contudo, quando se refere a formagao de
especies volateis, € necessario entender o mecanismo envolvido,
principalmente a formagdo de hidretos com o uso de NaBH4, o qual é o
reagente redutor frequentemente utilizado [6, 84].

A primeira proposta de mecanismo para a reacao utilizando o NaBH, foi
proposta por Robbins e Caruso [87] em 1979. Neste estudo, os autores
descrevem que o hidreto é gerado a partir do hidrogénio atdmico ou “nascente”,
o qual é formado pela hidrélise acida do reagente redutor. A Equagao 7 mostra
tal mecanismo, onde E representa o analito, m é o estado de oxidagcao desse

analito e n é o numero de coordenacéo do hidreto formado.

NaBH4 + 3 H,O + HCI —> H3BO3; + NaCl + 8H
Eq.7 (Ae B)*

E™+8H — EH,+ H2T (excesso)

O mecanismo descrito na Equagao 7 é conhecido como mecanismo do
“hidrogénio nascente”, sendo adotado por muitos anos como possibilidade para
descrever o processo de geragao de hidretos volateis. Contudo, varios outros
pesquisadores vem questionando tal mecanismo com base em conceitos
termodinamicos [88], como por exemplo, Laborda e colaboradores [89] que
contestam a capacidade de geragdo do hidrogénio nascente e a sua agéo
como agente redutor.

Pesquisadores continuavam a estudar o verdadeiro mecanismo, na

tentativa de entender de onde advém o hidrogénio que forma o hidreto volatil.
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Uma importante contribuicdo para entender o mecanismo foi realizada por
Pergantis e colaboradores [90], os quais utilizaram um espectrOmetro de
massas para estudar a geragdo de AsHj; a partir de reagentes deuterados.
Segundo esses autores, quando se fez o uso de NaBH4, em DCI e D,O obteve-
se como principal produto o AsHs, ou seja, o hidrogénio para a formagao da
arsina é proveniente do reagente redutor. Isso pode ser confirmado com um
segundo experimento realizado pelos autores, os quais fizeram o uso de
NaBD4 em HCI e H,O e o produto predominante foi AsDs3.

Semelhantemente, D’Ulivo e colaboradores [88] usaram reagentes
deuterados para também avaliar o verdadeiro mecanismo envolvido. Os
autores utilizaram como reagente redutor um mistura NaBH4+/NaBDs em
diferentes fragées molares, o que mostrou uma maior tendéncia de formacgao
das respectivas espécies deuteradas (AsD;, BiD3 e SbD3) a medida que a
fracdo molar de NaBD, era aumentada. As evidéncias apresentadas por este
estudo estdo de acordo com os resultados apresentados por Pergantis e
colaboradores [90], onde em ambos os trabalhos os autores relatam que o
mecanismo de formagao do hidreto ndo é a partir do hidrogénio “nascente”.

A recente proposta de mecanismo de geracéo do hidretos € baseada na
formagdo de um complexo analito-borano (ABC), como intermediario, e
transferéncia de hidrogénio ligado diretamente ao boro [88, 91, 92]. A Figura
12 mostra um esquema desse mecanismo, onde M representa o analito que
esta ligado & outra espécie, formando assim um substrato (ML,). A medida que
s&o formadas espécies de ABC, ha transferéncia de hidrogénios e consequente
substituigdo de um ligante, formando o hidreto ao final do processo.

Transferéncia

de Hidrogénio Intermediario
ML + BH) — aAsc'! ETTOO L pmi, | Complexo
Analito-Hidreto

Substrato Borano Complexo
Substrato-Borano

(B-H)
(H-g) +

Hidreto

e Hp ML | asseees H,ML,, | «——— ABC?

Figura 12 — Esquema do mecanismo de geragao de hidretos utilizando NaBH,.
Adaptado de D’Ulivo [91].
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Os estudos recentes mostram evidéncias que o verdadeiro mecanismo é
conforme apresentado na Figura 12, derrubando assim a teoria de geragao a
partir do hidrogénio “nascente” [91]. Certamente as pesquisas sobre VG
continuardo nos préximos anos, na tentativa de explorar ainda mais os
conhecimentos sobre as reacdes envolvidas. Além desses estudos, € notavel o
crescimento em termos de aplicabilidade dessa técnica, uma vez que possui
destacaveis vantagens sobre as demais formas de introdugdo de amostras em
espectrometria atdmica.

Dentre as principais vantagens da técnica de VG, pode-se citar a prévia
separagao do analito da matriz, ou seja, a geracédo da espécie volatil contendo
0 analito € o unico componente da amostra que € encaminhado até a cela de
atomizagao, evitando assim possiveis interferéncias advindas da matriz da
amostra no momento da leitura instrumental. Essa eficiéncia na introducao da
amostra e, consequentemente, o transporte do vapor atdmico gerado,
proporciona a essa técnica uma maior sensibilidade e um menor LD. Outro
ponto positivo que também merece destaque € a possibilidade de acoplamento
a diferentes sistemas de deteccdo, podendo assim explorar estudos de
especiacao e pré-concentracado de analitos [6, 78].

Por outro lado, essa técnica também pode apresentar algumas
desvantagens, como por exemplo, a existéncia de concomitantes na solugéo
de leitura, o que podera interferir na reagdo de geragdo do vapor atébmico.
Outro fator que também pode vir a prejudicar a reagcdo é o estado fisico da
solugédo (como a densidade, viscosidade, entre outros), o que esta diretamente
ligado a cinética de geracdo de vapor. Além desses, outros pontos que podem
tornar-se criticos e afetar significativamente a VG é a concentragédo dos
reagentes e o estado de oxidagao do analito [6].

De acordo com a literatura, além da CV AAS e HG AAS, existem outras
formas de se gerar vapor, tais como reagdes de alquilagdo, geragédo de haletos
ou geragao de derivados carbonilados [78]. Contudo, a forma comumente
empregada é a HG AAS, o qual abrange uma larga faixa de elementos da
tabela periédica, quando comparada com as demais formas de geragao
citadas. Especificamente para a geragao de espécies volateis de Hg, a forma

mais usual, além da HG, é a CV AAS. A Figura 13 indica os elementos aptos a
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VG por meio de ambas as formas de geragao quimica e detecgao por técnicas

de espectrometria atdbmica.

Figura 13 — Indicacdo de elementos da tabela periddica aptos a VG, onde os
azuis indicam a HG AAS e em amarelo a CV AAS. Adaptado de Sturgeon e
Mester [78] e Pohl [84].

3.2.3.1. Geracao de vapor frio (CV AAS)

Conforme ja mencionado na seg¢ao anterior (3.2.3), os primeiros estudos
com VG e detecgdo por técnica de espectrometria atdmica surgiram com a
determinacdo de Hg. Esse elemento tem caracteristicas proprias, o que lhe
confere a possibilidade de ser detectavel pela técnica de CV AAS [71].

Antes das primeiras evidéncias do uso de NaBH4 como reagente redutor
para a VG, a opgao mais utilizada era o SnCl,, principalmente para a
determinacdo de Hg, pois, apesar de ser um redutor mais fraco, é
frequentemente empregado até hoje na técnica de CV AAS [7]. Como
vantagem desse reagente, pode-se citar a susceptibilidade a interferéncias
causada por metais de transi¢ao, a qual € menor do que quando se faz o uso
de NaBH,. Entretanto, a reagao de reducédo é mais lenta, requerendo assim o
auxilio de um gas adicional para purga, a fim de garantir uma eficiente
separacgao gas/liquido [7, 78]. Essa necessidade de gas adicional ndo € téo
acentuada quando se usa o NaBH, pois além da producao de hidretos, tem-se

também a geracao de gas hidrogénio, o qual ajuda na condugao do vapor [71].
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Contudo, concentragbes elevadas desse reagente podem levar a producgéo
acentuada de hidrogénio, diminuindo assim a intensidade do sinal analitico,
devido a diluicdo do vapor atdémico [93].

Como visualizado na Figura 13, outro elemento que também pode ser
determinado a partir de CV é o Cd. Alguns dos primeiros trabalhos relatando tal
geracgao foram publicados em 1995, nos quais se fazia o uso de NaBH,4 para a
reducdo desse elemento [78]. Aléem disso, segundo Guo e Guo [94, 95] é
necessaria a adigao de um reagente organico como catalisador para aumentar
a eficiéncia de geragao de vapor de Cd. Esses autores entdo fizeram o uso de
tiouréia, o qual é capaz de formar complexos de Cd soluveis em agua. Outro
trabalho semelhante foi descrito por Sanz-Medel e colaboradores [96], mas
esses autores utilizaram brometo de didodecildimetilaménio (DDAB) como meio
organico na reacgao de geragado. De acordo com os estudos descritos para a
determinacao de Cd, é notavel que uma maior simplicidade em CV é obtida
para a determinacdo de Hg, pois para esse elemento ndo é necessario a
utilizagcao de reagentes adicionais para compor a reagéo de geracgao.

Considerando entdo a geracédo de vapor de Hg por CV, a reacédo de

reducao desse elemento com SnCl, é dada conforme mostrado na Equacéo 8.
H* @g) + SN*' @ ——> Hg'q) + Sn*(ag Eq. 8*

Conforme visualizado na Equacéo 8, a reducdo de Hg se da apenas
para a forma inorganica desse elemento, ou seja, o SnCl, ndo € capaz de
reduzir espécies organicas, como CH3Hg", a forma elementar [78, 97]. Quando
se quer gerar vapor de espécies organicas, deve-se usar NaBH; como
reagente redutor, pois assim é possivel a formagdo de um hidreto volatil

conforme mostrado na Equacéo 9 [78].
CH3Hg+(aq) + BH4-(aq) + 3H20(|) — > CHngH(g) + 3H2T(g) + H3BO3(aq) Eq. 9*
Conforme ja mencionado anteriormente, o NaBH4 também é capaz de

reduzir Hg**. Sendo assim, com o uso desse reagente, tem-se a possibilidade

de avaliar a quantidade total, bem como quantidades fracionadas (especiagao)
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de Hg. Contudo, a determinagdo de CHsHg" a partir da formacdo de seu
hidreto nao trata-se de CV AAS, pois para a quebra da ligagao e liberagao do
Hg para a sua forma fundamental € necessario o fornecimento de aquecimento
a cela, o que é tipico de HG AAS [17, 98].

Para a determinagcédo de Hg total, considerando a técnica de CV AAS, é
necessario uma conversao das espécies organicas a forma inorganica antes de
serem encaminhados a reacédo de reducdo com SnCl, [7, 99]. Esse processo
de oxidagdo da matéria orgénica se da principalmente quando se trata de
determinacao de Hg em amostras bioldgicas, o qual pode se dar pelo uso de
solugdes oxidantes injetadas em linha, como persulfato de potassio (K»S,0s),
brometo/bromato de potassio (KBr/KBrOs), permanganato de potassio (KMnQy)
ou dicromato de potassio (K:Cr,O;). Aléem disso, outra alternativa para
eliminacdo da matéria organica presente na amostra € o uso de calcinagao ou
digestdo com acidos oxidantes fortes (como HNO3), bem como a exposi¢céo a

radiagdo UV ou micro-ondas [99, 100].

3.3. Preparo de amostras

A etapa de preparo de amostras é extremamente importante, pois é a
partir dela que a amostra é convertida a uma forma adequada para analise, ou
seja, garantir que a espécie quimica de interesse seja determinada [15, 101].
Além disso, essa etapa também €& importante para casos em que € preciso
concentrar ou diluir as amostras, bem como para separar analitos de um grupo
de outros componentes, a fim de evitar interferéncias no momento da leitura
instrumental [102].

Quando se fala em preparo de amostras, deve-se também destacar os
procedimentos preliminares, os quais sdo essenciais para garantir uma maior
seguranga nas analises quimicas. Dentre esses procedimentos, encontram-se
a lavagem, secagem, moagem e peneiramento, 0S quais serado necessarios
dependendo da natureza da amostra em questao [15].

Considerando as etapas da sequéncia analitica, o preparo das amostras
€ responsavel por 61 % do tempo total. Além disso, 30 % dos erros de uma

analise podem ser atribuidas a essa etapa [101]. Essas evidéncias
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caracterizam tal etapa como a mais critica, pois a esses erros pode-se associar
as possiveis perdas de analitos por volatilizagdo ou adsorgéo, dissolugéo
incompleta do analito e contaminac&o, a qual pode advir do ar, reagentes ou
materiais em geral. Além disso, a falta de treinamento e desqualificagdo do
analista também pode contribuir com erros associados a essa etapa [15].

Como objetivos dessa etapa, busca-se obter sempre os melhores
resultados, no mais curto espago de tempo, com a minima contaminacao, baixo
consumo de reagente e geragao de pouco residuo [15]. Para isso, a literatura
reporta diferentes caminhos que podem ser seguidos para o preparo de
diferentes tipos de amostras [101, 103]. A Figura 14 apresenta um esquema
com alguns desses caminhos, destacando que, para a escolha do método, é
fundamental conhecer o estado em que se encontra a amostra e se ha
necessidade de tratamentos preliminares, tais como lavagem, secagem,

moagem ou peneiramento [15].

Gases [————| Filtracdo ———>| Dissolucéo
Liquidos [c——> F|Itragilo ———>| Decomposicéo
Extracio
Suspensao
Solidos | ———| Cominuicgo | Egtra%aOH
Homogeneizacéo ISSolUcao
Decomposicao
Estado Tratamento Preparo
da Amostra Preliminar da Amostra

Figura 14 — Diferentes opgbes que podem ser adotadas para a etapa de

preparo de amostras. Adaptado de Krug [15].

Conforme pode ser visualizado na Figura 14, ha diferentes formas de se
preparar uma amostra. Isso pode levar a um interessante questionamento, que
€ saber qual € o melhor caminho a seguir, ou seja, o procedimento que
alcangara todos os objetivos de uma analise quimica. Para sanar essa duvida,
alguns fatores devem ser levados em consideragdo, tais como conhecer as

caracteristicas do elemento que se quer determinar, as faixas de concentracao
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desse elemento, a quantidade de amostra disponivel, a qualidade do local em
que sera feito as analises, o custo relacionado, o tempo gasto e a qualificagédo
e/ou experiéncia do analista que ira manusear as amostras [15]. O fato € que
pesquisadores podem se deparar com situagbes diarias no minimo
preocupantes, pois receber uma amostra desconhecida pode tornar um grande
problema para uma analise quimica. Contudo, cabe a esses pesquisadores
desenvolver ou melhorar métodos analiticos com o intuito de atingir os

objetivos da analise quimica em quest&o.

3.3.1. Métodos para o preparo de amostras biolégicas

Sao crescentes nos ultimos anos os estudos para a determinagao e
controle de elementos quimicos (como por exemplo, o Hg) em diferentes tipos
de amostras, sejam elas ambientais, bioldgicas, farmacéuticas, entre outras [9,
15, 104]. Com isso, € de suma importancia conhecer o tipo de amostra que
sera sujeita a procedimentos analiticos, pois assim €& possivel adotar o melhor
método para a sua preparagdo e minimizar possiveis erros que podem estar
associados [102]. Obviamente, o método escolhido para o preparo das
amostras deve ser compativel com o método utilizado para a determinagéao dos
analitos em questao [15].

Recentemente, o uso da técnica de andlise direta de sélidos vem
ganhando destaque na literatura [105], uma vez que minimas manipulag¢des
das amostras sao exigidas, o que lhe confere uma menor probabilidade de
erros sistematicos [105, 106]. Entretanto, mesmo sendo minima, a manipulacéo
das mesmas nao é dispensavel, pois, por exemplo, se necessita de uma
moagem eficiente para alcangar particulas em tamanhos infimos para as
analises. Além disso, alguns pontos negativos podem ser atribuidos a essa
técnica, tais como a imprecisdo nos resultados analiticos devido a falta de
homogeneidade, pois essa técnica exige pequenas quantidades de amostras,
bem como o surgimento de alguns inconvenientes no momento da calibrag&o
instrumental, visto que pode tornar-se complexa dependendo da natureza da
amostra [105].

Com excecao desta técnica que utiliza analise direta de solidos, a
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maioria dos procedimentos analiticos necessita que a amostra esteja em
estado liquido para a introdugdo em um instrumento de analise [107]. Para isso,
um dos métodos mais empregados para esse tratamento € a decomposicéo,
onde os analitos de interesse permanecem soluveis, porém separados da
fragdo organica da amostra. Essa decomposi¢cdao, segundo Flores e
colaboradores [107], pode ser dividida em dois grandes grupos, 0s quais
tratam-se da digestdo por via umida e combust&o.

O uso de solubilizagdo de amostras, principalmente de natureza
bioldgica, também é reportado na literatura, seja em meio alcalino [108] ou em
meio acido [19]. Contudo, tais procedimentos serdo melhores discutidos no

segundo capitulo desta dissertacéo.

3.3.1.1. Decomposicao de amostras biolégicas

Considerando o processo de decomposigao, diferentes métodos podem
ser adotados, dependendo do tipo de amostra e a finalidade da analise.
Geralmente esses processos envolvem a adicdo de reagentes e energia, que
seja suficiente para romper algumas ligagdes quimicas [15, 101].

Dentre esses procedimentos, a decomposi¢cdo por via umida € muito
empregada para amostras bioldgicas, a qual pode se dar tanto em sistema
aberto como em sistema fechado [101]. Para ambos os casos, o reagente
adicionado as amostras trata-se de um acido mineral oxidante, uma mistura
entre diferentes acidos ou uma mistura entre acido e outro reagente (como por
exemplo, peroxido de hidrogénio). Com isso a matéria organica presente é
entdo oxidada a CO, e H,O, permanecendo os analitos de interesse em
solugdo acida, na forma de cations inorganicos simples [15].

Na decomposicéo por via umida em sistema aberto, 0 aquecimento pode
ser realizado por meio de um bloco digestor, chapa de aquecimento, bico de
Bunsen ou em forno mufla. Contudo, o grande inconveniente de se utilizar
sistemas abertos, principalmente quando se quer determinar Hg, € o risco de
perdas do analito e/ou acido por volatilizagdo, bem como a contaminacao da
solugdo da amostra [14, 101, 109]. Outras desvantagens também podem estar

associadas, como o longo tempo necessario para a decomposi¢cao e o uso de
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grandes volumes de acidos. Isso se d4a, principalmente, quando se necessita a
reposicdo desses reagentes devido a sua volatiizagcdo em temperaturas
elevadas, implicando assim em altos valores de brancos analiticos e, desta
forma, comprometendo o LD da analise [15].

Um fator importante para o processo de decomposicdo em sistemas
abertos € a temperatura empregada, a qual vai depender do tipo de amostra a
ser preparada. Como exemplo, pode-se citar o estudo realizado recentemente
por Nunes e colaboradores [110], os quais utilizaram uma temperatura de 90 °C
por uma hora para a decomposicdao de 0,5 g de amostras alimenticias de
carnes com a adicdo de HNOj; e H,O,. Entretanto, o grande limitante na
escolha da temperatura ideal € a ebulicdo dos acidos envolvidos. A Tabela 2
mostra a temperatura de ebulicdo de alguns acidos que podem ser utilizados

para o preparo de amostras biolégicas.

Tabela 2 — Ponto de ebulicdo de alguns acidos a pressao atmosférica.
Adaptado de Krug [15].

Acido Concentragao, % (m/m) Ponto de Ebulicao, °C
HNO3 65-69 121
HCI 37 109
H2SO4 98 339
HCIO4 72 203

Com excecéo do acido perclorico (HCIO,4), todos esses acidos podem
ser utilizados individualmente para o preparo de amostras. O HCIO4 apresenta
essa limitagdo devido ao risco de explosdes violentas quando a quente entra
em contato com materiais orgénicos ou com substéncias inorganicas facilmente
oxidaveis. Apesar de ser um poderoso oxidante, o seu uso vem sendo
diminuido justamente pelo perigo de sua manipulagéo [15]. Entretanto, dentre
os acidos citados na Tabela 2, o mais empregado para fins de decomposigéo
em via umida € o HNOj, visto que quase todos os nitratos de metais séo
soluveis em agua. Além disso, trata-se de um acido eficiente no processo de
oxidagao de matéria organica e de facil purificagao [15, 111]. Por se tratarem de

acidos fortes, cuidados devem ser tomados para a manipulagdo dos mesmos a
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fim de evitar acidentes graves.

Em um sistema aberto com a utilizagcdo de apenas HNOjz; como
reagente, ndo €& possivel obter uma total eficiéncia de decomposicédo
dependendo do tipo de amostra. Por exemplo, Gonzalez e colaboradores [111]
informam que para a decomposicao rapida e completa de amostras com alto
teor de carboidratos, precisa-se de uma temperatura de 140 °C, enquanto que
para altos teores de proteinas e lipidios sdo necessarios 150 e 160 °C,
respectivamente. Em tais temperaturas com certeza teria-se a perda de analito
por volatilizacdo se o objetivo fosse a determinagcdo de Hg, pois para se ter
uma ideia da dificuldade de se preparar uma amostra com aquecimento para
tal finalidade, Krug [15] relata que 81 % do Hg é perdido a 110 °C durante 24
horas de aquecimento em amostra de peixe. Esse dado refere-se a um
processo de decomposigao por via seca, ou seja, a amostra € submetida a um
aquecimento em um forno mufla até a queima da fracdo orgéanica e obtencéo
de um residuo na forma de cinza, o qual € soluvel em acido diluido. Apesar
desse procedimento, nota-se que a etapa de preparo de amostras para a
determinacao de elementos volateis pode ser critica devido a dificuldade de
garantir que a amostra seja decomposta e ao mesmo tempo sem perder os
analitos a serem analisados.

Para contornar tais inconvenientes na etapa de preparo das amostras, o
uso de decomposi¢cao em sistema fechado vem sendo muito explorado, a fim
de melhorar a eficiéncia de digestao e evitar perdas de analitos e/ou reagentes
por volatilizacdo [101, 107]. Os primeiros estudos do uso de sistema fechado
para o preparo de amostra foram relatados por Carius (1860), onde esse
pesquisador utilizou um tubo de vidro selado, no qual fora adicionado a
amostra e HNO3, sendo posteriormente aquecido a temperaturas elevadas (de
250 a 300 °C) por algumas horas [15, 101]. Nessas condigdes, a decomposigéo
acida com HNOs3 se torna muito eficiente devido ao aumento proporcional da
temperatura e pressado do sistema [15]. Contudo, devido a esse aumento da
pressao interna, aumenta o risco de explosdes do sistema, colocando assim
em risco as analises, bem como o analista [112].

Com o passar do tempo, novos métodos de decomposi¢ado em sistema

fechado foram desenvolvidos e/ou aperfeicoados a fim de alcancar cada vez
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mais seguranca e eficiéncia durante o processo. Por exemplo, o sistema
desenvolvido por Bernas em 1968 e Tolg em 1972, o qual ficou conhecido
como bomba de decomposicdo, se trata de um frasco de politetrafluoretileno
(PTFE) pressurizado e contido em um cilindro de ago que € aquecido
convencionalmente em um chapa de aquecimento [15, 101]. Nesses sistemas
fechados, o tempo de decomposicdo das amostras € reduzido, quando
comparado com sistemas convencionais abertos, pois um grande aliado para
acelerar o processo € a pressao interna envolvida. Além disso, € possivel
elevar o ponto de ebulicdo dos acidos utilizados, 0 que pode resultar em
excelentes decomposigdes [113, 114]. Sendo assim, Knapp desenvolveu um
sistema, o qual fora publicado em 1984, que opera a altas pressdes e
temperaturas, podendo chegar a decomposi¢coes de até 300 °C apenas
utilizando HNO;. Nesse sistema, as pressdes geradas no interior do frasco
contendo a amostra sao equilibradas por uma pressao externa utilizando Ny, o
qual pode chegar a 130 bar [15, 101]. Essas condigdes de decomposigcéo
descritas podem levar a obtencdo de solugbes das amostras com minima
porcentagem de carbono residual, ou seja, o processo de decomposicao € de
extrema eficiéncia para a eliminagdo de toda a matriz da amostra [15, 114].
Além disso, é importante avaliar o teor de carbono para evitar interferéncias
durante o processo de leitura instrumental, uma vez que tal residuo pode afetar
o desempenho de algumas técnicas analiticas [115].

Dentre os métodos que utilizam sistema fechado, recentemente os
fornos de micro-ondas vem ganhando destaque no preparo de amostras,
devido a sua simplicidade, rapidez e aplicabilidade para diversos tipos de
matrizes [101, 103, 116]. O uso da radiagao micro-ondas para a decomposicao
de amostras ja é bastante conhecido, tendo os primeiros relatos em 1975,
sendo esses estudos realizados em frascos aberto e em fornos domeésticos.
Com os avangos instrumentais, novos sistemas de micro-ondas foram criados
a fim de aperfeicoar tal pratica bem como garantir maior seguranga ao
operador, uma vez que é possivel obter informagdes de pressio e temperatura
interna aos tubos durante o processo de decomposicao [15].

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas portadoras de energia,

onde uma vez absorvidas provocam um aumento consideravel na temperatura
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de tal material absorvente. Isso se deve a interacdo dessa radiacao
eletromagnética com os ions contidos em solugdo, provocando assim a
migragdo ibnica e rotacdo de dipolos. Esse aquecimento tem como
caracteristica a absorgédo direta de energia pelo material, ou seja, ndo ocorre
conforme observado no aquecimento convencional (chapas de aquecimento,
chamas, etc.) [15, 112].

Com relagao a instrumentacido, os fornos de micro-ondas contém um
magnetron que produz as radiagdes, as quais s&o entdo conduzidas por meio
de um guia de onda e dispersadas para o interior do forno. As amostras que
estdo contidas em tubos sdo expostas a radiagdo de forma homogénea, uma
vez que esses tubos sao distribuidos em uma bandeja rotatoria [15]. Além
desse sistema convencional de decomposi¢cdo por micro-ondas, a literatura
ainda reporta o uso da radiagdo focalizada. Tal sistema segue o mesmo
principio de decomposig¢ao ja descrito, porém apresenta algumas diferengas
em termos de instrumentacdo. Em um sistema de radiagcdo micro-ondas
focalizada, a parte superior dos tubos ndo fica em contato com a cavidade
interna do forno e, além disso, um condensador € conectado a esses tubos
para fins de condensagéao dos vapores gerados [15, 117].

Ainda explorando o uso da radiagdo micro-ondas, a literatura reporta
diversos estudos para a determinagcdo de metais e metaldides em amostras
decompostas através de combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) [118, 119].
Tal método foi proposto por Flores e colaboradores [120], o qual consiste,
basicamente, na decomposicdo de amostras em frascos fechados e
pressurizados com oxigénio. Apds o processo de combustdo, os analitos
presentes na amostra sao absorvidos em uma solugao apropriada [15]. De um
modo geral, o uso de fornos de micro-ondas para o preparo de amostras
apresenta diversas vantagens, as quais algumas ja foram citadas
anteriormente. Contudo, uma grande desvantagem do uso desses sistemas € o
alto custo atribuido aos fornos, fazendo com que nem todos os grupos de
pesquisa e laboratdérios que fazem analises de rotina tenham acesso [121].

Para casos onde nao ha acesso a métodos sofisticados para o preparo
de amostras, pesquisadores acabam sendo impulsionados para o

desenvolvimento de métodos alternativos para tal etapa, a fim de garantir
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resultados tdo satisfatérios quanto os alcangados em procedimentos ja bem

estabelecidos na literatura.

3.3.1.2. Uso de dedo frio no preparo de amostras

O uso de condensadores na quimica ja vem sendo explorado durante
muitos anos, o qual trata-se de um sistema que promove a mudanca de fase
vapor para a liquida. Além de ser muito utilizado para a destilagdo de liquidos
em processos de purificagdo, em quimica orgénica pode ser também
empregado na realizacdo de reagbes, a fim de garantir que o solvente ou
algum outro componente presente ndo seja perdido. Para esse fim, o processo
de refluxo auxilia na homogeneizagdo e também acelera a reagdo quimica
[122].

Para a etapa de preparo de amostras, principalmente em processos de
decomposicdo acida, o uso de sistemas com dedo frio torna-se muito atrativa,
justamente por possuir uma superficie mais fria, a qual é resfriada com agua,
garantindo assim uma eficiente condensag¢ao dos vapores gerados no interior
do tubo. Isso garante uma melhor eficiéncia durante o processo, pois é possivel
aproveitar ao maximo a capacidade de decomposi¢cdo dos acidos. Essa
aplicagdo € bastante conhecida, pois em 1972 um estudo de revisao foi
realizado por Tolg [123], no qual é relatado o uso de um sistema com dedo frio
para o processo de decomposi¢cao de amostras. O autor divulga em seu estudo
o0 desenho do sistema para a combustdo de amostras, onde o dedo frio
apresenta orificios para entrada e saida de agua fria, mantendo assim uma
circulagao de agua e garantindo um ambiente sempre frio, além de contar com
uma abertura central para entrada de oxigénio e outra para o vacuo, facilitando
assim o processo de combustdo das amostras depositadas no interior do tubo.
Esse sistema foi entdo muito utilizado para a determinagdo de elementos a
nivel traco em diversas matrizes de origem organica [123].

A ideia de se utilizar sistemas para proporcionar refluxo no preparo de
amostras foi sendo explorada de acordo com os anos, pois, em 1991,
Nieuwenhuize e Poley-Vos [124] relatam um método de extragdo com o uso de

uma mistura acida HCI/HNO; (3:1 — agua régia) e um sistema de frascos de
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digestdo adaptados com condensadores para a determinagdo de Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Pb e Zn em amostras de solo, sedimento e lodo por técnicas de
espectrometria atbmica (F AAS, GF AAS e ICP OES). Os resultados obtidos
foram comparados com outro método, o qual utiliza extragdo com forno de
micro-ondas, onde, segundo os autores, ndo houve diferengas significativas
para os estudos avaliados. Condensadores para refluxo também fora utilizado
por Saraswati e colaboradores, onde esses autores utilizaram uma mistura
acida entre HNOj;, H,SO, e HCIO4, para a decomposicdo de amostras e
posterior determinacado de As e Se em CRMs de folhas de tomate e espinafre
[125] e em lodo [126] por FI-HG-AAS. Além desses dois analitos, esses autores
ainda ampliaram os estudos para a determinagao de mais um elemento, o qual
trata-se de Hg em amostras de sedimentos por FI-CV AAS [127].

O uso de sistemas de refluxo vem sendo explorado com sucesso para o
controle de metais em diferentes tipos de amostras. Contudo, é possivel
verificar em muitos trabalhos recentes que os condensadores habituais estao
sendo substituidos por sistemas com dedo frio, os quais tratam-se de um tubo
de vidro que fica conectado a parte superior dos frascos de digestéo,
caracterizando-se assim como uma superficie fria devido a este conter agua
para arrefecer os vapores internos gerados. Como aplicagédo de tais sistemas
recentemente, Ferreira e colaboradores [128] desenvolveram uma metodologia
analitica para a determinacdo de Cd em amostras de vinhos por GF AAS.
Nesse estudo, os autores utilizaram 5 mL de amostra, 10 gotas de HNO; e 2
mL de H,O, para o processo de decomposi¢cado, o qual ocorreu em um sistema
com dedo frio e aquecido por meio de um bloco digestor. Esse mesmo analito
também foi determinado em amostras de arroz, onde Silva e colaboradores
[129] utilizaram a técnica de GF AAS para detecgao apds as amostras serem
decompostas utilizando o sistema com dedo frio. Para esse procedimento, os
autores utilizaram 2 mL de HNO3; e 1 mL de H,O, para decompor 0,5 g de
amostra por 2 horas a 120 °C.

Em outro estudo, Nano e colaboradores [130] utilizaram o sistema com
dedo frio e bloco digestor para a decomposicdo de amostra certificada de
tecido de ostra. Tal procedimento foi realizado com a adi¢do de 5 mL de uma

mistura contendo HNOj3;, HCI e H,0O,, em diferentes proporgdes, e a posterior
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determinacao de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, V e Zn por ICP OES.
A determinacdo de As também fora realizado por outros autores, os quais
também utilizaram um sistema semelhante para a decomposi¢cédo, mas diferem
no tipo de amostra analisada, bem como na técnica adotada para a deteccéo
desse analito. Em tais estudos, foi entdo possivel a determinagcdo de As em
material particulado atmosférico [131], em fertilizantes e rochas [132], ambos
por HG AAS, e em gasolina por HG-GF AAS [133].

Para a determinagdo de Pb em amostras de alimentos vegetais, Jesus e
colaboradores [134] também descrevem o uso do sistema com dedo frio e
bloco digestor para o preparo das amostras. Nesse estudo, os autores
utilizaram uma mistura entre HNO3; e H,O, para o processo de decomposicao,
obtendo posteriormente os resultados analiticos através da técnica de GF AAS.
Semelhantemente a esse procedimento, Dessuy e colaboradores [135]
determinaram Cd e Pb em bebidas. Contudo, assim como nos demais estudos
citados, ndo ha maiores informagdes sobre o projeto desenvolvido, bem como
algum estudo mostrando a eficiéncia e/ou limitagdées do sistema.

Como ja mencionado, € possivel notar artigos recentes explorando o
sistema com dedo frio. Essa alternativa para o preparo de amostra pode entéo
ser empregada para outros tipos de amostras, bem como para a determinagéo
de elementos que apresentam certas dificuldades nessa etapa, como por
exemplo, os elementos mais volateis. Alguns desses elementos ja se
mostraram passiveis de serem quantificacdo, tais como As, Cd e Pb,
apresentando resultados satisfatorios e comprovando a eficiéncia do sistema
de dedo frio.

Para o Hg, que é o elemento mais volatil e capaz de proporcionar
maiores chances de erros na etapa de preparo, ha estudos que foram
desenvolvidos por Silva-Filho e colaboradores [136], que além desse elemento
também fizeram a determinagcédo de Fe, Mn e Zn em amostras de sedimentos.
Nesse estudo, especificamente para Hg, os autores utilizaram um reator
térmico-cinético com dedo frio para o processo de decomposi¢dao, o qual se
deu com a utilizagdo de uma mistura acida (agua régia) aquecida a 70 °C por
uma hora. As determinagdes desse elemento foram realizadas através de CV

AAS e obtendo resultados concordantes, visto que os autores utilizaram
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amostras de referéncia certificada (CRM) para a validagdo da metodologia.
Maiores detalhes ou uma ilustracdo do reator com dedo frio ndo foram
apresentados também nesse artigo.

No segundo semestre de 2012, Ferreira e colaboradores [137]
publicaram um trabalho de revisdo sobre o emprego de sistemas com dedo frio
no preparo de amostras e determinagdo de volateis. Esse autor tem
participagdo na maioria dos artigos recentes envolvendo tal sistema, mas até
entdo nenhum desenho esquematico havia sido divulgado. Com o trabalho de
revisdo foi possivel conhecer o dedo frio empregado no preparo de amostras, o

qual encontra-se representado na Figura 15.

2,4 cm ( )
1,5 cm
) o _/
15,1 cm 26,0 cm
A "2/ \C/

Figura 15 — Desenho esquematico de (A) dedo frio, (B) tubo de digestao e (C)
sistema de digestdo com dedo frio. Adaptado de Ferreira e colaboradores [137].

Segundo os autores, o tubo apresentado na Figura 15A tem capacidade

de volume de 40 mL, tornando-se assim um dedo frio, o qual € conectado aos
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frascos de digestdo que tem capacidade maxima de 90 mL. Além dessas
informagdes, os autores relatam nesta revisao diversas aplicagdes recentes,
mostrando que trata-se de um campo promissor dentro da etapa de preparo de
amostras, por ser ainda muito pouco explorado [137]. Contudo, com uma
observacado detalhada desse sistema apresentado, alguns pontos chamam
atencao: o dedo frio ndo permite um refluxo continuo de agua, o que ao longo
do tempo pode aumentar a temperatura e se tornar um recipiente com agua em
um estado indesejavel, ou seja, um “dedo morno”; a condensagdo pode
acumular nos contatos superiores e escorrer pela lateral do tubo; o alivio de
pressdo pode ocasionar saltos no dedo e dependendo do nivel de agua, pode
projetar para fora desse recipiente. Ou seja, embora simples pode nao ser
pratico e a eficiéncia pode se reduzir principalmente nos métodos que
necessitam de elevados tempos e temperatura para uma digestdo. Esses
pontos observados chamam atencao e faz refletir no desenvolvimento de um
novo desenho para o dedo frio, para que fosse possivel contornar estes
inconvenientes e de facil adaptagéo nos tubos comerciais de digestdo. Assim, o

capitulo 1 desta dissertacao é fruto deste trabalho.
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4, Materiais e Métodos

4.1. Instrumentacgao

A realizacdo de todas as medidas se deu em um espectrometro de
absorg¢ao atdmica modelo AA-6300 (Shimadzu, Japao), o qual foi equipado com
uma lampada de catodo oco de Hg (Hamamatsu photonics K. K., Japao) e uma
lampada de arco de deutério como corretor de fundo. As condi¢cdes de

operagao do espectrémetro estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Condi¢des operacionais do AAS.

Parametro Condicao
Comprimento de onda (nm) 253,7
Fenda espectral (nm) 0,7
Corrente da ldampada (mA) 4,0

Um atomizador de tubo de quartzo (QTA), com dimensdes de 14,7 cm
de comprimento e 2,4 cm de diametro, foi posicionado sobre o compartimento
da chama, ficando assim no caminho otico do espectrbmetro e mantido a
temperatura ambiente. Para as medidas de absorvancia, foram selecionados
graficos em modo continuo em altura de pico.

Um gerador de hidretos HVG-1 (Shimadzu, Japéo), operado de forma
manualmente, foi acoplado ao espectrometro. Como condi¢gdes de operacgao,
foi utilizado uma solug¢édo de 0,5 % m/v de SnCl, em 3,0 % (v/v) de HCI como
reagente redutor e outra solugdo de 4,0 % (v/v) de HCI como meio
transportador. As amostras foram injetadas no sistema utilizando modo de fluxo
continuo, a uma velocidade de rotagdo da bomba peristaltica de 70 rpm, o que
corresponde a uma vazdo de 6,2 mL min™ devido ao Tygon® de coloragao
laranja/roxo/laranja com diametro interno de 2,62 mm. Uma vazao de 70 mL
min”' de gas Argdnio, com uma pureza de 99,996 % (Linde, Barueri, SP, Brasil),
foi selecionada para transportar as espécies volateis, advindas do separador
gas/liquido (GLS), diretamente para o QTA. Na Figura 16 pode-se observar o

sistema utilizado no presente estudo.
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Figura 16 — Esquema do sistema de geracgao de vapor frio (CV AAS) utilizado

para a determinagao de Hg.

Para o processo de decomposigao acida, foi utilizado um bloco digestor
modelo MA-4025 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Aos tubos de digestao, foi
introduzido o dedo frio, 0 qual consiste em um sistema com circulagdo interna
de agua na temperatura ambiente, o qual é adaptado aos tubos por intermédio
de um encaixe de teflon que contém uma ranhura lateral para alivio de presséo,
fazendo com que o sistema opere em pressao atmosférica. Esse processo de
circulagado de agua é um dos principais pontos que diferencia esse sistema em
relacdo aquele apresentado por Ferreira e colaboradores [137], o que garante
que a superficie do dedo continue sempre fria € sem risco de aquecimento da
agua contida no dedo, o que poderia comprometer o processo de refluxo. O
desenho desse sistema foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, cujo
esquema esta apresentado na Figura 17.

Outro sistema de dedo frio também foi utilizado no estudo, o qual opera
pelo mesmo principio do sistema descrito anteriormente. Porém, nesse é
possivel introduzir um termémetro para verificagdo da temperatura da solucéo
acida, bem como da parede do frasco durante o processo de decomposicao
das amostras. Esse sistema também foi desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisa e um esquema esta disposto na Figura 18.

Para avaliar a eficiéncia do processo de decomposicdo acida, um
analisador de carbono organico total TOC-5000 (Shimadzu GmbH, Duisburg,
Alemanha) foi utilizado para a determinagcédo do teor de carbono residual nas

solucdes das amostras, apds essas serem submetidas ao processo de preparo
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com e sem o sistema de dedo frio.
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Figura 17 — Sistema de dedo frio utilizado no processo de decomposi¢cao
acida. (A) Diagrama esquematico e (B) Figura ilustrativa.
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Figura 18 — Sistema de dedo frio utilizado para verificagcdo da temperatura da

(A) solucao acida da amostras e da (B) parede do frasco de decomposicéo.
4.2. Reagentes e Amostras

Os reagentes empregados no estudo foram de grau analitico e todas as
solugdes utilizadas foram preparadas com agua de alta pureza, tratada em um
sistema Direct-Q 3 de purificagdo (Millipore Corporation, Bedford, USA), com
resistividade de 18,3 MQ cm. Para a forma inorganica de Hg, uma solugdo
estoque de 1000 mg L de Hg2+ foi preparada pela diluigdo adequada de uma
solucédo Titrisol (Merck, Darmstadt, Alemanha) em meio de HNO3 0,5 % (v/v).
Solucdes de espécies organicas de Hg foram obtidas de forma similar, onde
1000 mg L' de CHsHg* e 400 mg L™ de C,HsHg* foram preparadas pela
dissolugcdo do sal de cloreto de metilmercurio (Fluka Analytical, Steinheim,
Alemanha) e cloreto de etilmercurio (Analytical Supelco, Bellefonte, USA),

respectivamente, em etanol bidestilado. Os acidos utilizados, como HNOj;
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(Vetec, RJ, Brasil) no preparo das amostras e HCI (Synth, SP, Brasil) no
sistema de geragdo de vapor, foram bidestilados abaixo do seu ponto de
ebuligdo em um destilador de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).
O reagente redutor empregado no sistema de CV AAS foi o SnCl, (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany). Apds o processo de decomposi¢ado acida das
amostras, as solugdes resultantes foram tituladas com uma solucdo
padronizada 0,1 mol L' de NaOH (Synth, SP, Brasil).

Todos os frascos de polipropileno (PP), utilizados para o preparo das
amostras e padrdes, bem como as vidrarias e materiais de laboratérios foram
lavados com agua e sabao, sendo posteriormente imersos em uma solugao de
HNOs; 10 % (v/v) durante 48 horas. Apos esse periodo, todos os materiais
foram enxaguados com agua de alta pureza e secos antes do seu uso.

Para avaliar a precisao e exatiddo da metodologia desenvolvida
utilizando o sistema com dedo frio, os seguintes materiais de referéncia
certificados (CRMs) foram utilizados: DOLT-4 (figado de peixe), DORM-3
(proteina de peixe) e TORT-2 (hepatopancreas de lagosta), produzidos pelo
National Research Council (NRC, Canada). Todas essas amostras foram
pesadas utilizando um balanga analitica Ohaus Adventurer modelo AR 2140

(Pine Brook, NJ, EUA) com uma resolugao de 0,1 mg e tara maxima de 210 g.
4.3. Preparo das amostras e solugoes de calibracao

As amostras foram preparadas por meio de uma digestdo acida com e
sem o uso de sistema com dedo frio. Para isso, aproximadamente 100 mg
(DOLT-4) ou 250 mg (DORM-3 e TORT-2) das amostras bioldgicas foram
pesadas diretamente em tubos digestores, no qual foi adicionado
posteriormente 2 mL de HNOj; concentrado. Essa mistura foi inicialmente
aquecida a 50 °C, mas essa temperatura foi aumentada lentamente até
alcancar 90, 120 ou 150 °C, na qual permaneceu por 2 horas. Apos esse
processo, os tubos foram resfriados até a temperatura ambiente e as solugdes
foram transferidas para frascos volumeétrico de PP, tendo um volume final de 30
mL (TORT-2 e DORM-3) ou 40 mL (DOLT-4) completado com agua ultra pura. A

Figura 19 ilustra o processo de decomposi¢ao acida utilizando o sistema com
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dedo frio e bloco digestor.

Figura 19 — Processo de decomposi¢do acida utilizando sistema com dedo frio.

Para avaliar o efeito da temperatura do processo de decomposicido das
amostras em funcdo da concentragdo, solugdes padrdes dos analitos
estudados, em uma concentracdo de 10 ug L™, foram preparadas de forma
semelhante a descrita para as amostras, porém submetidas a temperaturas de
80, 100, 120, 140 e 160 °C de aquecimento no bloco digestor por 2 horas,
utilizando sistema aberto convencional e sistema com dedo frio. Apos esse
processo, as solugdes resultantes foram transferidas para frascos volumétricos
de 50 mL e volume final completado com agua ultra pura. Para a etapa de
leitura instrumental, essas solugdes foram diluidas a uma concentragao final de
5 ug L™, a qual trata-se da concentracdo média da faixa linear adotada.

As solucdes de calibragdo foram preparadas em meio aquoso, a partir

da diluigcao da solucao estoque de H92+, em uma faixa linear de 2,5 a 10 ug L™,
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5. Resultados e Discussao
5.1. Efeito da temperatura de preparo de amostra

O efeito da temperatura na decomposicdo de amostras bioldgicas foi
estudado, a fim de avaliar a eficiéncia do sistema de dedo frio (Figura 17)
quando comparado com o sistema convencional aberto em decompor as
amostras sem risco de perdas do analito e acido por volatilizagdo para a
determinacao de Hg. Os graficos na Figura 20 representam esse estudo, o qual
foi realizado utilizando padrées aquosos da espécie inorganica e da espécie

organica, diluidos a uma concentraggo final de 5 ug L.
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Figura 20 — Efeito da temperatura no processo de decomposi¢céo de solugdes
contendo padrées de (A) Hg?*, (B) CHsHg" e (C) C,HsHg" a uma concentracéo
final de 5 ug L™. Tais digestes foram realizadas em (-o-) sistema convencional

aberto e em (-o-) sistema contendo dedo frio.
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Com base no grafico A da Figura 20, é perceptivel, para a espécie de
Hg*, que a medida que a temperatura € aumentada, hd uma queda
significativa na concentracdo do analito quando se utiliza o sistema aberto
convencional de decomposi¢cdo. Esse comportamento ja ndo € observado no
sistema quando se utiliza o dedo frio, pois € possivel notar um valor constante
de concentragédo para as temperaturas de até 140 °C e apenas a 160 °C uma
pequena perda € observada, mostrando assim que os riscos de perdas por
volatilizagdo sdo minimizados e/ou eliminadas como uso desse sistema. Na
temperatura de ebulicdo do acido nitrico (=120 °C), a diferenga na
concentragao obtida entre os sistemas estudados foi de, aproximadamente, 14
%.

Amostras biolégicas contém uma grande parcela de espécies orgéanicas
de Hg, principalmente em peixes, o que justifica a necessidade de estudos com
esses analitos para o preparo de amostras. No grafico B da Figura 20, o qual
representa estudos com CHsHg®, nota-se que, na menor temperatura de
digestdo utilizada no tempo proposto (2 horas), o valor de concentragéo
apresentado foi relativamente baixo para esse analito. Conforme a temperatura
do bloco fora aumentada até 120 °C, essa concentracao cresceu em ambos 0s
sistemas utilizados. Isso mostra que em uma temperatura baixa com um tempo
relativamente curto de digestdo, ndo é efetiva a total converséo da espécie
organica de Hg para a sua forma inorgéanica. Sendo assim, é necessaria uma
maior temperatura de digestdo para a determinagdo de Hg total, o que torna
inviavel para um sistema convencional aberto, devido a alta volatilidade deste
elemento, reproduzindo as tendéncias de perdas observados no grafico
anterior para as temperaturas superiores a 100 °C. O gréafico C representa o
estudo realizado para C,HsHg®, o qual o comportamento é semelhante ao
discutido para o CH3;Hg", mostrando uma melhor eficiéncia do sistema de
dedo-frio na temperatura de 120 °C. Essa observacgéo ja havia sido feita por
Sadiq e Zaidi [138], os quais relataram que um tempo de 4 a 6 horas, utilizando
uma mistura acida entre HNO3/H,SO4 e uma temperatura de 80 °C, é suficiente
para a decomposicdo de amostras de tecido de peixe e determinagdo de Hg.
Com essa mesma temperatura e um tempo de 2 horas, os autores obtiveram

valores inferiores para a concentragcdo de Hg apdés o processo de
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decomposicdo. Com relagdo a decomposigao de amostras bioldgicas utilizando
apenas HNO3; como meio oxidante, Adeloju e colaboradores [139] mostraram
recuperagbes menores do que 50 % para a forma organica de Hg, quando
utilizada uma temperatura de 90 °C e um tempo de 90 minutos. Entretanto,
recuperacdes proximas de 100 % foram atingidas para a determinacao de Hg
inorganico. Com isso, os autores afirmam que a conversao de todo o Hg para a
sua forma inorgénica é influenciada pela natureza da amostra, bem como pelas
condigdes de decomposigao acida empregada.

O sistema com dedo frio utilizado é operado a pressao atmosférica,
sendo um sistema semifechado, o que dificulta a contaminagcdo pelo meio
externa. Um estudo para verificar a temperatura da solugdo e do frasco
reacional foi realizado com o sistema de dedo frio apresentado na Figura 18 e
utilizando uma temperatura superior (150 °C) ao ponto de ebulicdo do HNO:s.
Sendo assim foi possivel perceber que durante todo o tempo adotado para o
processo de decomposi¢do, a temperatura nao ultrapassou os 120 °C,

conforme pode ser visualizado na Figura 21.
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Figura 21 — Temperatura atingida ao longo do tempo para o processo de

decomposicdo da amostra TORT-2 utilizando HNO3 e uma temperatura de 150

°C selecionada no bloco digestor. Temperatura observada para a solugéo da

amostra (-m-) e para a parede do tudo digestor (-e-).
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O estudo apresentado na Figura 21 foi realizado com a elevagao de
apenas 30 °C do ponto de ebulicdo do acido empregado. Esse estudo pode
nao ter o mesmo comportamento quando o processo de decomposi¢cao acida
for operado em temperaturas muito superiores, uma vez que a parede do
frasco pode registrar uma diferenga maior de temperatura quando comparado
com a solugdo. Tal procedimento também foi realizado para prever se a
solugéo reacional ndo apresentava propriedade coligativa de ebulioscopia, ou
seja, um aumento no ponto de ebuligdo da solugdo acida devido a presenca de
outra substancia, que no caso trata-se da amostra.

O emprego de temperaturas elevadas do bloco digestor, superiores ao
ponto de ebulicdo do acido, sé € possivel utilizando o sistema com dedo frio,
uma vez que esse sistema minimiza perdas do acido por volatilizagdo. Em
contrapartida, se o sistema convencional aberto for adotado com temperaturas
elevadas, a tendéncia é chegar a secura do tubo digestor, ou seja, volatilizar a
solugdo acida presente. Isso péde ser avaliado com uma titulagdo acido/base
das solugdes das trés amostras, resultantes do processo de decomposicao
acida a 150 °C em ambos os sistemas utilizados (dedo frio e convencional
aberto). Esse processo foi conduzido utilizando uma solugado padronizada de
NaOH 0,1 mol L™ como titulante e uma solugdo de fenolftaleina 1 % (m/v)
como indicador, no qual foi possivel perceber que o sistema com dedo frio
apresentou em média uma concentracdo de H* de 0,6748 mol L', sendo
portanto superior a encontrada para o sistema convencional aberto, que foi de
0,5530 mol L. Assim, é possivel provar que as perdas de &cido por
volatilizagdo sdo minimizadas com o sistema de dedo frio, uma vez que houve
uma diferenga de 18 % entre as concentragdes acidas encontradas.

Com relagao a eficiéncia de decomposicdo, pode-se afirmar que as
solucbes das amostras apresentaram uma pequena diferenga no teor de
carbono residual, uma vez que foram obtidas concentragcdes médias de 20,8 e
15,4 % (m/m) para as decomposigdes utilizando sistema com dedo frio e
convencional aberto, respectivamente. Contudo, independente dessa
concentragdo, o uso do sistema com dedo frio garantiu alcancar a total
conversdo das espécies de Hg para a sua forma inorganica na temperatura de

120 °C. Em contrapartida, apesar de uma menor concentragao de carbono
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residual, o sistema convencional aberto é inseguro no processo de
decomposicéo, pois tanto o analito quanto o acido podem ser volatilizados a
essa temperatura.

Os baixos teores de carbono residual indicam uma maior eficiéncia no
processo de digestao das amostras e os resultados obtidos foram discordantes
com os dados obtidos para a conversdao do mercurio organico para a forma
inorganica. Assim é possivel concluir que o dedo frio além de impedir as perdas
de Hg e acido, evitou também as perdas por volatilizagdo dos compostos de
carbono produzidos durante as mineralizagdes das amostras. Além disso,
embora a temperatura observada na solugao reacional n&o ultrapassar o ponto
de ebulicdo do acido, a elevacdo da temperatura de aquecimento do bloco
digestor proporcionou uma melhor eficiéncia no processo de decomposigéo, o
que se deve certamente a efeitos cinéticos provocados por uma maior

turbuléncia durante a digestao.
5.2. Parametros de mérito

Para a determinagcdo de Hg em amostras bioldgicas, curvas de
calibracdo em meio aquoso foram construidas em uma faixa linear de 2,5 a 10
Mg L™, pela qual foi possivel obter um coeficiente angular de 0,025 L pg'1 e um
coeficiente de correlacao linear de 0,9998. Com relagdo ao LDy e LQy, foram
alcancados valores de 14 e 44 ng g'1, respectivamente.

De acordo com a comissao de regulagcédo da EU [56] e a ANVISA [57], o
limite maximo para Hg em amostras de peixe é de 1 mg Kg'. Esse valor é
muito superior ao LQ encontrado para a metodologia desenvolvida e proposta,
pois uma vez convertida as unidades, o valor de LQ equivale a 0,044 mg Kg'1.
Sendo assim, é possivel assegurar que tal metodologia é eficaz para o controle

desse elemento em amostras de origem marinha.
5.3. Determinagao de Hg total em amostras biolégicas

Para verificar a eficiéncia do sistema de digestdo proposto, CRMs de

amostras bioldgicas foram avaliados para a determinacdo de Hg total. Essas
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amostras foram também preparadas utilizando o sistema aberto convencional
em temperaturas de 90, 120 e 150 °C, obtendo os resultados apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados analiticos para a determinagao de Hg total por CV AAS
em CRMs apds decomposicao acida em sistemas abertos convencional e com

uso do dedo frio, (n = 3).

VE, ¥+ SD, mgKg' VE, ¥ + SD, mg Kg™
(RSD, %) (RSD, %)

Amostra VC (mg Kg™) . . .
Sistema Aberto Sistema dedo frio

Temperatura de 90 °C

DOLT 4 2,58 + 0,22 1,28 £ 0,12 (9,4) 1,42 £ 0,06 (4,2)
TORT 2 0,27 + 0,06 0,18 £ 0,01 (5,6) 0,17 £ 0,01 (5,9)
DORM 3 0,382 + 0,060 0,215 +0,024 (11,2) 0,180 + 0,016 (8,9)

Temperatura de 120 °C

DOLT 4 2,58 + 0,22 1,88 £ 0,20 (10,6) 2,37 £ 0,02 (0,8)
TORT 2 0,27 0,06 0,21 + 0,02 (9,5) 0,25 + 0,02 (8,0)
DORM3  0,382+0,060 0,324 % 0,040 (12,3) 0,342 + 0,014 (4,1)

Temperatura de 150 °C

DOLT 4 2,58 + 0,22 0,91 £ 0,13 (14,3) 2,36 £ 0,19 (8,0)
TORT 2 0,27 + 0,06 0,20 + 0,01 (5,0) 0,23 0,01 (4,3)
DORM3  0,382%0,060  0,222+0,014 (6,3) 0,309 + 0,021 (6,8)

VC = Valor certificado; VE = Valor encontrado.

De acordo com a Tabela 4, para uma temperatura de 90 °C os
resultados para a concentragdo de Hg total em todas as amostras foram
inferiores ao valor de referéncia, certamente devido a conversao incompleta de
CHsHg* a Hg?* em ambos os sistemas de decomposicdo utilizados. Esse
comportamento ndo foi observado a uma temperatura de 120 °C e utilizando o
sistema com dedo frio, uma vez que foi possivel alcangar resultados
concordantes com o esperado para todos os CRMs. Entretanto, quando se
utilizou o sistema convencional aberto a essa temperatura, foram obtidos
valores inferiores quando comparado com o sistema de decomposicao
proposto, apesar da amostra TORT-2 e DORM-3 ainda serem aceitaveis
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perante o desvio informado nos valores de referéncia. Para a amostra DOLT-4,
a diferenga entre as concentragdes de Hg total para ambos os sistemas é
consideravel, visto que os resultados obtidos pelo sistema convencional aberto
foram inferiores ao valor de referéncia esperado, certamente ocasionadas por
perdas por volatilizagao, ficando ainda mais evidente ainda para a temperatura
de 150 °C, onde somente o sistema com uso do dedo frio propiciou a obtengao
de resultados exatos. Apesar do estudo mostrado na Figura 21 comprovar que
a temperatura no interior do tubo digestor ndo ultrapassa os 120 °C, é possivel
concluir que, a medida que a temperatura do bloco digestor for aumentada, a
taxa de refluxo dos vapores gerados também tende a aumentar. Com isso, 0
sistema com dedo frio é capaz de garantir uma maior seguranga para a
determinacdo de elementos volateis, uma vez que foram registrados minimas
perdas de analito a uma temperatura do bloco digestor de 150 °C.

Em comparacido entre as temperaturas estudadas nas decomposicoes
das amostras, as solugdes acidas resultantes apresentaram como
caracteristica uma coloragdo mais clara nas maiores temperaturas, o que
justifica a possivel melhoria na digestdo da matéria organica e liberagao de
todo o Hg para a sua forma inorganica. Com isso, € notavel que o processo de
decomposicdo a 120 °C é ideal para a determinacdo de Hg em amostras
bioldgicas de peixe, o qual sé € possivel utilizando o sistema com dedo frio,
uma vez que este mostrou eficiéncia e seguranga em minimizar perdas desse
elemento por volatilizagdo, mesmo em temperaturas de aquecimentos mais
elevadas. Essas condicoes proporcionaram recuperacoes de,
aproximadamente, 91 % para todas as amostras estudadas, o que representa
6timos valores em comparacédo com o sistema aberto sem o sistema de refluxo.

Com relacao aos resultados obtidos através do sistema com dedo frio,
foi aplicado um teste estatistico t pareado a um nivel de confianga de 95 %
para as amostras decompostas a 120 °C. Através desse teste, foi constatado
que nao ha diferengas significativas entre os valores encontrados, mostrando
assim a exatidao da metodologia desenvolvida. Além disso, os resultados para
esse sistema mostraram também ser precisos de um modo geral, uma vez que
a média entre o RSD foi de 5,7 e 9,4 % para o sistema com dedo frio e

convencional aberto, respectivamente.
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6. Consideragoes Finais

O sistema de decomposicao acida com dedo frio foi comparado com o
sistema convencional aberto, em termos de eficiéncia, segurancga, precisao e
exatidao. A temperatura de 120 °C mostrou melhor eficiéncia em converter as
espécies organicas de Hg para a forma inorganica, sendo possivel assim a
determinacdo de Hg total nas amostras. Contudo, o sistema convencional
aberto apresentou limitacdes devido a baixas recuperagdes, visto que este
elemento é extremamente volati e o preparo de amostras para a sua
quantificacdo se torna dificil. O sistema com dedo frio € seguro para a
quantificacdo de volateis, pois 6timas recuperagbes foram obtidas em um
procedimento de decomposi¢ao simples, o qual utiliza apenas HNOj3; como
meio oxidante. Além disso, o procedimento proposto mostrou-se simples e
rapido, pois pode ser adaptado a tubos digestores convencionais e o
aquecimento ser realizado em bloco digestor.

O sistema de dedo frio desenvolvido pode ser considerado uma o6tima
alternativa para uso nos sistemas convencionais de preparo de amostras, pois
além de apresentar eficiéncia e seguranga, esse sistema é extremamente
barato quando comparado com os fornos de micro-ondas, uma vez que estes
sao 0s mais cotados para o preparo de amostras e determinacao de elementos
volateis. Isso proporciona o emprego de sistemas com dedo frio para
procedimentos de rotina ou pesquisa, pois nem sempre se tem a
disponibilidade de equipamentos mais sofisticados para essa finalidade. Além
disso, o0 uso de tal sistema se torna atrativo para outras amostras, bem como
para a determinagcdo de demais elementos, expandindo assim as aplicagdes
para este método de preparo de amostras.

O presente estudo gerou publicagdo em uma revista internacional

denominada Microchemical Journal, a qual pode ser visualizada no Anexo 1.
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1. Introducao

A carne € um alimento que apresenta um alto teor de proteinas e
vitaminas em sua composi¢&o nutricional, as quais sdo constituintes essenciais
para os seres humanos [140]. Essas caracteristicas fazem com que haja uma
grande demanda desse produto, tornando-se assim um alimento comum na
mesa de muitos brasileiros [141]. Além disso, o Brasil exporta anualmente uma
quantidade expressiva de carne bovina in natura, o que faz com que 0 nosso
pais seja conhecido como um dos maiores produtores e exportadores desse
produto alimenticio [142, 143].

O mercado de carnes in natura ndo é o unico em destaque, visto que o
consumo de alimentos processados vem expandindo muito nos ultimos anos,
principalmente em grandes metropoles. Essa demanda esta associada
principalmente a rapidez e praticidade, uma vez que muitas pessoas, devido a
situacdes diarias, preferem consumir alimentos prontos, baratos e de facil
acesso [144, 145]. Independente do tipo de produto carneo € necessario que
haja um controle de qualidade, a fim de evitar que alimentos contaminados
possam vir a ser consumidos pela populagéo. Além disso, tal fato pode também
afetar as exportagdes, refletindo diretamente na economia nacional [143].

Dentre os contaminantes que podem ser encontrados em alimentos, os
metais toxicos merecem extrema atengao, devido as inumeras patologias que
tais elementos podem causar aos seres humanos. Os metais toxicos (como Cd,
Pb e Hg) estéo inseridos dentro de uma classificagdo de compostos quimicos
considerados emergentes, podendo assim estar presente em uma variedade
de produtos comerciais [146]. Com isso, existem normas regulamentadoras
que estipulam limites maximos para a concentragdo de Cd, Hg, Pb e Sn, as
quais prevalecem para produtos alimenticios comercializados e importados [56,
147]. Contudo, é necessario o emprego de métodos analiticos sensiveis e
confiaveis para a quantificagdo e controle de tais elementos em diversos tipos
de alimentos, incluindo produtos carneos, pois assim é possivel obter uma
maior segurancga alimentar [147, 148].

Para a determinacdo desses elementos téxicos, a AAS apresenta-se

como uma técnica bem sucedida para o controle de qualidade em alimentos,
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devido a sua alta sensibilidade e especificidade [74, 149]. Para a quantificagéo
de Hg, a técnica mais usual é a CVG AAS, onde maiores detalhes estédo
descritos no primeiro capitulo desta dissertagdo. Ja para a determinagao de Cd,
Pb e Sn, a literatura reporta o uso da GF AAS como uma das técnicas mais
utilizadas no controle desses elementos em diferentes tipos de matrizes [150-
152]. Além da GF AAS, outras técnicas instrumentais baseadas em métodos
Oticos também podem ser utilizadas para a determinacdo de metais em
matrizes bioldgicas, como a ICP-MS e ICP-OES. Contudo, o que faz a GF AAS
ser atrativa é a possibilidade de alcancar valores relativamente baixos para o
LD e o uso de pequenas quantidades de amostras [153].

Independente da técnica de deteccao utilizada, a etapa de preparo das
amostras é extremamente importante, visto que esta tem por finalidade a
conversdo da amostra em uma forma mais apropriada para introdugédo no
equipamento de analise [15, 101]. Um método muito empregado para amostras
bioldgicas é a decomposigao acida, a qual faz o uso de acidos oxidantes fortes
e temperaturas elevadas [15]. Contudo, tal método ja foi citado e discutido no
primeiro capitulo desta dissertacdo, o qual se torna muito atrativo quando se
faz o uso de sistema com dedo frio acoplado a tubos do bloco digestor,
minimizando assim o risco de perdas de analito ou acido por volatilizagao.

Com a finalidade de avaliar qual o melhor método a ser empregado em
cada tipo de analise quimica, a literatura reporta alternativas para o preparo de
amostras biolégicas, as quais merecem destaque devido a simplicidade e
resultados satisfatorios. Um exemplo € o uso de TMAH, o qual recentemente
vem sendo muito empregado para esse tipo de amostra [110, 154, 155], pois é
capaz de formar uma suspensdo em poucas horas a temperatura ambiente,
tornando a solugédo estavel por meses [108, 156]. Além do meio alcalino,
também ¢é possivel a formacdo de uma suspensao em meio acido com
HCOOH, o qual também vem sendo bastante utilizado para amostras
bioldgicas, pois trata-se de um procedimento simples, seguro e na maioria das
vezes nao necessita de energia para o aquecimento da solugéo [157, 158]. Tais
métodos que envolvem a formag&o de suspensdes apresentam vantagens em
serem menos susceptiveis a contaminagodes, devido a minima manipulacao das

amostras quando comparado com outros métodos de preparo. Contudo,
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quando se usa suspensdes, um aspecto importante que necessita ser avaliado
€ a homogeneidade e estabilidade das solug¢des [159].

Para a etapa de preparo de amostra, estudos comparativos tornam-se
interessantes, pois assim é possivel apontar os pontos positivos e negativos
para cada método avaliado, definindo entdo qual o melhor a ser adotado para
as condigdes de analise estipuladas (técnica de detecgao, natureza de amostra

e analitos quantificados) [110].
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivo geral o emprego de diferentes
métodos de preparo de amostras de carnes para a determinagao de Cd, Pb e
Sn pela técnica de GF AAS.

2.2. Objetivos Especificos

o Avaliar o método de decomposi¢ao acida com HNO; em um sistema
com dedo frio para o tratamento das amostras;

o Avaliar métodos de preparo de amostras baseado em uma solubilizagao,
tanto em meio alcalino com TMAH como em meio acido com HCOOH,;

o Comparar os resultados obtidos para os trés diferentes métodos de
tratamento das amostras;

o Enfatizar qual € o melhor método a ser empregado para o preparo de
amostras bioldgicas;

o Confrontar os resultados obtidos com os limites maximos estabelecidos
por normas regulamentadoras, indicando assim se o produto € apropriado, ou

nao, para o consumo humano ou ser exportado.
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3. Revisao da Literatura

3.1. Produtos alimenticios carneos: consumo no Brasil e no

mundo

A alimentacdo é uma pratica essencial para a manutencéo da vida, ou
seja, através dela é possivel obter energia suficiente para a sintese de tecidos,
bem como regular o funcionamento dos orgaos. Além disso, os alimentos
também s&o importantes para processos de excregdo e para proporcionar
disposicgao fisica para atividades do dia a dia. Todas essas potencialidades dos
alimentos sdo devido ao seu valor nutricional, uma vez que as proteinas,
carboidratos, lipideos, vitaminas e minerais sao nutrientes fundamentais para
suprir as necessidades diarias do nosso organismo [160, 161].

Dentre os alimentos desejaveis a alimentagcao, Evangelista [161] divide-
0S em cinco grupos basicos, de acordo com a composicdo em nutrientes. As
carnes encontram-se no grupo onde ha predominancia de proteinas, no qual
também estdo listados alimentos como ovos, leguminosas e frutas secas
oleaginosas. As proteinas exercem importantes fungdes em nosso organismo,
como por exemplo a de catalisador bioldégico e de componente estrutural da
célula [160, 161]. As carnes apresentam de 18 a 23 % (m/m) de proteinas,
podendo assim ser considerada um alimento importante para o consumo
humano por ser fonte desse nutriente [162].

Apesar da carne ter a sua importancia para a alimentagdo, existe uma
grande parcela brasileira, aproximadamente 9% da populagdo, que é
vegetariana, ou seja, ndo se alimenta de nada que implique o sacrificio de
animais [163, 164]. A Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) langou no ano de
2012 um guia para uma dieta vegetariana, no qual sdo informadas outras
fontes de proteinas a fim de suprir a necessidade do consumo de carnes,
garantindo assim que ndo se tenha uma desnutrigdo proteica [163]. Contudo, a
grande maioria da populacéo ingere carne de algum tipo em sua alimentagao,
tornando-se assim um alimento popular e que merece atencgéo a fim de garantir
seguranga alimentar ao consumidor.

A Pesquisa de Orgcamentos Familiares (POF), a qual visa tragar um perfil
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das condigbes de vida da populagao, fez um levantamento de dados de 2008 e
2009 para analisar o tipo de alimentacao diaria de familias brasileiras. Segundo
a POF, as maiores médias de consumo per capita foram para feijao (182,9
g/dia), arroz (160,3 g/dia) e carne bovina (63,2 g/dia). Esses dados mostram
que a ingestao de carne pode ser considerada uma pratica acentuada, uma vez
que tal alimento encontra-se bem posicionado com relagdo aos mais de mil
itens alimentares citados pelos consumidores [141].

Considerando os itens alimentares registrados pela POF, o grafico na
Figura 22 mostra em porcentagem o consumo diario per capita de uma forma

geral (alimentos e bebidas).

Pao de Sal(3,3%)
Sopas e Caldos (3,2%)

Carne Bovina (4%)

Aves (2, 3 %)
Refrigerantes {6%) Macarrio (2,3%)
Sucos (9,1%) Leite Integral(2,2%)
Arroz (10,1%) /7 Cha (2%)

Cerveja(2%)

Feijao(11,5%) Peme Fresco(1,5%)

Milho (1,3%)

\—\Laranja (1,3%)
Café (13,5%) Banana(1,2%)
QOutros (22%)

Bebidas Lacteas(1,2%)

Figura 22 — Consumo alimentar médio per capita (em g/dia) da populagdo
brasileira no periodo de 2008 a 2009. Adaptado de IBGE-POF [141].

Como pode ser visualizada na Figura 22, a carne bovina detém de 4 %
do consumo alimentar diario em média. Esse dado ainda pode ser divido entre
o sexo do consumidor, onde o homem contribui com uma parcela maior do que
a mulher na ingestdo de tal alimento [141]. Contudo, a POF é realizada com
uma parcela da populagdo brasileira em areas estratégicas, como municipio
das capitais e regides metropolitanas, representando assim valores estimados
para a situacao alimentar das familias brasileiras.

Além da carne bovina, os brasileiros consomem também uma
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quantidade expressiva de carne suina e de frango. Segundo Souza e
colaboradores [165], a quantidade de carne bovina e de frango consumida em
2010 é semelhante, enquanto que a carne suina detém de uma parcela menor
do que a metade do valor registrado para as demais carnes. Esses autores
projetaram o consumo dessas carnes para o ano de 2020, na qual s&o
estimados dados para um maior consumo de carne de frango, seguido da
carne bovina e por fim a carne suina, que representa um valor de
aproximadamente um tergco do valor da carne de frango [165]. O aumento no
consumo da carne de frango ja € notério nos ultimos anos, 0 que se deve
principalmente ao baixo custo desse alimento quando comparado com a carne
bovina e suina, além de apresentar um menor teor de gordura [166].

Ainda seguindo em termos de projecdes futuras, a Organizagcdo das
Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO) estimou a quantidade de
carne em geral consumida para o ano de 2050 nos diferentes continentes.
Segundo esses dados, a América do Norte e a Europa continuardo consumindo
mais carnes do que o resto do mundo, tendo uma significancia de 89 Kg por
pessoa ao ano. Ja para a América Latina, o qual abrange o nosso pais, o valor
ao ano é de 77 Kg por pessoa, sendo essa quantidade superior aos outros
continentes como a Africa e a Asia [167].

Considerando indices mundiais de consumo de carne, a FAO realizou
um levantamento onde aponta a quantidade anual per capita em diversos
paises. Tais dados sao referentes ao ano de 2007, mas apesar disso pode-se
ter uma ideia de quais os paises lideres e os menos favorecidos na ingestdo de
tal alimento. A Figura 23 mostra um esquema com os continentes do mundo,
destacando alguns dos paises e seus respectivos valores de consumo de
carnes em um modo geral, ou seja, o consumo de carne bovina, suina, de aves
e entre outras. Ainda segundo a FAO e de acordo com os dados expressos
nesse estudo, a média mundial de consumo de carnes € de 46,6 Kg por pessoa
ao ano, onde o extremo maximo é referente a Luxemburgo, com um valor de
136,73 Kg, e o extremo minimo €& para a india com 3,26 Kg em produtos

alimenticios carneos [168].
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Figura 23 — Consumo anual per capita (em Kg) para os paises do mundo no
ano de 2007. Adaptado de FAO [168].

Além do consumo de carnes in natura, alguns brasileiros acabam
procurando muitas vezes por uma alimentagao rapida e pratica, a qual envolve
na maioria das vezes a adicdo de carne do tipo processada, tais como
salsichas, hamburgueres, alméndegas, presuntos e entre outras [110]. Essa
procura por uma alimentacao fora de casa € decorrente de uma adaptacao da
populagdo aos horarios diarios, ou seja, a grande carga horaria de trabalho, o
transito e a pressa cotidiana contribuem como principais motivos para a atragao
dos consumidores a novos habitos alimentares [169, 170]. Contudo, segundo
Santos e colaboradores [169], a procura por alimentos rapidos industrializados
pode levar a casos de aumento no indice de Massa Corporal (IMC) e ganho de
peso, 0s quais se devem aos elevados teores caldricos, gorduras totais e
saturadas.

De acordo com os dados informados sobre o consumo de produtos
carneos, é notério um aumento na demanda de tais alimentos pela populagéo.
Essa procura é referente tanto para um mercado interno como para o externo,
refletindo assim em um maior comprometimento por parte de 6rgaos
fiscalizadores sobre a seguranga alimentar, a fim de garantir que nenhum
consumidor nacional ou estrangeiro venha a ingerir um produto fora dos

padrdes legais de qualidade [171].
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3.2. Exportacao e Importagao

O Brasil vem alcangando ganhos extraordinarios com o seu
desempenho em exportacbes, o que faz de nosso pais um mercado
competitivo diante de outras tantas potencias mundiais em exportagbes. Tal
expansao vem evidenciando resultados favoraveis tanto em termos absolutos
quanto em proporgao do Produto Interno Bruto (PIB) [172].

Considerando o destino dos produtos brasileiros, as exportacdes estao
sendo diversificadas para novos mercados internacionais, o qual &€ um
resultado da grande expansao em termos de producdo nacional, e também
para paises ja conhecidos comercialmente, como os Estados Unidos e os da
Europa. Avaliando especificamente os produtos agropecuarios, o comércio
internacional tem crescido muito nos ultimos anos nao sé para os paises ja
citados, mas também para a Asia e o Oriente Médio. Dentre esse itens
exportados e mais importantes a economia nacional, destaca-se o agucar, soja
e derivados, suco de laranja, café e carnes [173]. Com relagdo a produtos
alimenticios de carnes, o Brasil destaca-se como um grande produtor e
exportador, uma vez que tal produto tem um custo inferior aos produzidos pela
propria Europa [143]. A Figura 24, a qual foi elaborada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), mostra a evolugédo da balanga

comercial brasileira em exportagdes nos ultimos 23 anos [142].
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Figura 24 - Evolugao anual da balanga comercial brasileira e do agronegécio —
1989 a 2011 — (em US$ bilhdes). Adaptado de MAPA [142].
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Observando a tendéncia do comércio internacional de acordo com a
Figura 24, ha uma evolugdo também no setor de importagdes totais, a qual se
deve possivelmente a proporgdes favoraveis da taxa cambial [142].

A pecuaria assume grande expressao no agronegoécio brasileiro, uma
vez que o Brasil possui o maior rebanho comercial do mundo, caracterizando
assim o pais como um dos maiores exportadores de carne do mundo [174]. A
Figura 25, a qual foi elaborada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), mostra o efetivo de rebanhos brasileiros ao longo de 36
anos, pela qual é possivel notar um aumento consideravel para o rebanho da
espécie bovina e de galinhas, além de um aumento ainda mais expressivo para

a classe dos galos, frangos e pintos [175].
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Figura 25 - Rebanhos brasileiros para diferentes espécies de animais.
Adaptado de IBGE [175].

O Brasil teve um aumento expressivo no mercado internacional a partir
de 2003, onde o valor das exportagdes ultrapassou a casa de um bilhdo de
dolares somente para a carne bovina in natura. Esse aumento expressivo nas
exportagdes de tal alimento se deve a diminuicado do volume exportado pelos
tradicionais fornecedores internacionais, os quais enfrentaram problemas como
o caso da Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB — “Vaca Louca”), que foi
diagnosticada em 2003 e 2005, afetando principalmente o mercado Americano.
Outro caso que merece destaque € a febre aftosa, a qual provocou uma
diminuicdo de outros mercados de expressao, como a Argentina e a Inglaterra
[176,177].

Dentre os principais produtos carneos exportados para o mercado
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internacional, destaca-se a carne bovina, suina e de frango, todas do tipo in
natura e também processadas [142]. A Tabela 5 mostra a quantidade, em
dolares e em toneladas, dos diferentes tipos de carne brasileira exportada no
ano de 2011.

Tabela 5 — Exportacao brasileira de carnes no ano de 2011. Adaptada de MAPA
[142].

Carne Valor Mil (US$) Quantidade (t) Pregco médio (US$/t)
Bovina in natura 4.169.285 820.239 5.083
Bovina Processada 615.338 102.728 5.990
Suina in natura 1.286.259 436.128 2.949
Suina Processada 41.013 12.541 3.270
Frango in natura 7.063.214 3.569.903 1.979
Frango Processada 433.689 137.589 3.152

Segundo esses dados de 2011, o maior importador na atualidade da
carne bovina e suina in natura é a Russia, a qual detém de aproximadamente
28 % da quantidade total, em toneladas expressa na Tabela 5, para ambos os
produtos. Ja para a carne de frango in natura, o maior importador em
quantidade é a Arabia Saudita com aproximadamente 17%, mas o maior
importador em valor da carne de frango brasileira é o Japao, que chega a
pagar 2.990 US$/t contra 1.941 US$/t pagos pela Arabia Saudita. Porém,
considerando as carnes processadas, tem-se uma mudanca no local de destino
destes produtos, pois para a carne bovina o maior importador € o Reino Unido
com aproximadamente 32 % do total exportado pelo Brasil. Para a carne suina
processada, Hong Kong lidera a importagdo com aproximadamente 39% e para
a carne de frango quem lidera é a Alemanha com 38%. Contudo, considerando
apenas a carne bovina in natura, os numeros em exportagdes ja foram
maiores, pois em 2006 e 2007 o nosso pais exportou mais de 1225 mil
toneladas contra aproximadamente 820 mil toneladas no ano de 2011 [142].

O Brasil tem se esforgado para manter a liderangca em exportacdo de
carnes, uma vez que o0 comércio internacional tem apresentado diversos

obstaculos para os produtores brasileiros. Em fevereiro de 2008, a Unido
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Europeia (UE) suspendeu por tempo indeterminado as importagdes de carne in
natura provenientes do Brasil devido ao ndo cumprimento das exigéncias
sanitarias, o que foi alvo de criticas e ceticismo por parte dos produtores e
exportadores brasileiros. Com isso, o governo brasileiro confirmou em esforgar-
se para implementar um modelo favoravel para adquirir a confianga do bloco
europeu no trabalho sanitario. Esse esfor¢o do pais foi entdo reconhecido por
Bernard Von Goethem, diretor de Saude e Bem-Estar Animal da UE, que
esteve em territorio brasileiro pra supervisionar o trabalho dos fiscais federais
em inspecao as fazendas autorizadas. Von Goethem ainda assegurou a
manutengdo das exigéncias e apontou que alteragbes nas regras do sistema
de rastreamento ndo serdo aceitas pela UE, ja que tal cuidado & visto como
indispensavel a seguranga alimentar [143, 178, 179].

Com base nisso, a Comunidade Europeia publicou recentemente os
niveis maximos de certos contaminantes em género alimenticios a serem
comercializados e importados pelos paises membros da comunidade [56].
Dentre esses contaminantes, os metais pesados merecem uma atencao
especial, uma vez que esses podem reagir com uma série de moléculas
presentes em sistemas do nosso organismo, conferindo-os caracteristicas de

bioacumulagao [180].

3.3. Controle de metais em carnes

O processo de controle de qualidade de alimentos € uma garantia de
que o consumidor esta ingerindo um produto adequado, ou seja, livre de um
estado improprio a saude humana. Tal controle deve ser realizado de uma
forma efetiva, envolvendo assim processos como a produgdo, armazenamento,
distribuicdo e o consumo do alimento. Com isso, é possivel alcangar um estado
de seguranca alimentar, uma vez que os alimentos ser&o fiscalizados a fim de
garantir que esteja livre de contaminantes de natureza quimica, bioldgica, fisica
ou de outras substancias que possam colocar em risco a saude coletiva [181].

Considerando os metais na tabela periddica, existem alguns desses
elementos que sdo essenciais para nosso organismo, tendo um papel
fundamental em fungbes metabodlicas [182]. Contudo, segundo Chowdhury

[183] e colaboradores, pode-se ter a ocorréncia de alteragcbes metabdlicas
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cronicas devido a deficiéncia desses metais ou pelo excesso na concentragéo
dos mesmos. Burguera [16] mostra em seu estudo uma tabela periddica com
destaque para os elementos essenciais e 0s ndo essenciais, a qual encontra-

se na Figura 26.
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Figura 26 — Classificagdo dos elementos da tabela periddica. Adaptado de

Burguera [16].

De acordo com a Figura 26, os elementos em destaque na cor verde
oliva sdo os mais abundantes, compondo cerca de 93 % do peso corporal,
seguidos pelos micronutrientes, de coloracdo amarela, os quais constituem
cerca de 5 % do peso celular total. Como citado anteriormente, existem os
metais que sdo essenciais a vida, os quais estdo destacados na coloracao
verde. Além desses, existem também aqueles elementos que sdo introduzidos
ao nosso organismo na forma de tratamentos especiais e os elementos
considerados toéxicos que advém por meio de exposicdo a ambientes
contaminados [16].

Segundo o documento publicado pela comunidade europeia [56], s&o
informados os limites maximos para metais como o Hg, Pb, Cd, e Sn em

alimentos. Ja a ANVISA [57], além desses quatro metais citados, ainda informa
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os valores para outros dois elementos, como o As e Cu. Todos esses metais
estdo também citados em um documento elaborado pelo Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL) [184], em resoluc&o referente ao ano de 2011. Contudo, em
produtos alimenticios carneos podem ser encontrados outros tipos de
elementos, os quais advém da prépria composicdo mineral do alimento ou
devido a contaminagdes, uma vez que a literatura reporta estudos envolvendo
carnes para a determinacdo desses metais, essenciais e nao esséncias,
através do uso de diferentes técnicas analiticas [110, 183, 185].

Considerando os metais caracterizados como essenciais, € necessario
que se tenha um controle no nivel desses elementos em produtos alimenticios,
uma vez que, conforme ja citado, um excesso pode levar a efeitos deletérios a
saude humana. Como exemplo desse fato, € possivel citar a ocorréncia de
quantidades de Fe em carnes, visto que tal alimento é rico neste metal, o qual
possui importancia na formacao da hemoglobina e transporte de oxigénio para
as ceélulas [186]. Contudo, uma quantidade excessiva na ingestdo de Fe pode
levar a um acumulo de hemossiderina nos tecidos, produzindo assim a
hemossiderose e hemocromatose, as quais sao caracterizadas pela
pigmentacao da pele, lesdo pancreatica com diabetes, cirrose hepatica e entre
outros danos a saude [187]. Outro exemplo claro é a ingestdo de Na, uma vez
que tal elemento € adicionado as carnes com a finalidade de conservacao e
para intensificar a percepgéo de sabor do alimento. A ingestdo de quantidades
superiores ao normal de Na pode levar a problemas de saude como a
hipertensdo, doenga essa que atinge um grande numero de brasileiros [188].

A outra classe de elementos que necessitam serem controlados é dos
metais toxicos, visto que a ingestdo de alimentos contaminados por tais
elementos, até mesmo em baixas concentra¢des, pode levar a sérios danos a
saude humana [180, 183].

3.3.1. Contaminagdo com metais téxicos

Os alimentos de uma forma geral podem ser contaminados por meio de

diversos fatores, as quais podem se dar de forma direta, ocorrendo no préprio

alimento de consumo, ou de forma indireta, onde ocorre no meio externo antes
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mesmo de tal produto transformar-se apto ao consumo [161]. A Figura 27

mostra um esquema dos principais veiculos de contaminagao dos alimentos.

Animais

Domésticos Insetos

Mamiferos e
Pescado

Contaminacao dos
Alimentos

Matérias
Primas

Utensilios Agua

Figura 27 - Principais fontes de contaminacdo de alimentos em geral.
Adaptado de Evangelista [161].

Considerando especificamente as carnes, essas podem ser
contaminadas por via enddgena, ou seja, ainda quando o animal esta vivo, ou
exdgena, onde pode ocorrer desde a matanga do animal até o consumo de
seus produtos [161].

Para a contaminagcdo por via exogena, deve-se tomar os maiores
cuidados possiveis durante todas as etapas que antecedem a obtencdo do
produto final para consumo humano. Sendo assim, sdo necessarias boas
praticas higiénicas, assegurando que todas as dependéncias do
estabelecimento, os utensilios, os equipamentos, as embalagens e entre outros
fatores estejam totalmente livres de qualquer possibilidade de gerar
contaminagdes. Além disso, os manipuladores devem sempre estar em
condicdes plenas de saude, limpeza e desprovidos de qualquer habito anti-

higiénico. Todas essas precaugdes devem ser seguidas durante as etapas do
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sacrificio animal, no momento do evisceramento, na separagdo da carcacga e
também no transporte dos produtos [161, 189].

Na forma endogena, o alimento carneo passa a ser impréprio devido as
fontes de contaminacdo que o animal foi submetido, o que reflete
consequentemente em uma contaminacdo humana por substancias
indesejaveis. Dentre essas substancias, destina-se uma grande atengao para
os metais tdxicos, uma vez que esses possuem a caracteristica de ndo serem
metabolizados, ou seja, sdo bioacumulados no interior do animal. Além disso, a
forma quimica desses elementos pode ser alterada durante a passagem pelo
intestino, podendo assim serem transformados em espécies ainda mais toxicas
[190, 191].

Uma das formas claras de contaminacao animal por metais toxicos € por
meio do contato com o solo, ingestdo de plantas ou aguas contaminadas [192,
193]. Tais ocorréncias podem estar ligadas a residuos agropecuarios, o uso de
fertilizantes e pesticidas, agua de irrigagdo contaminada, queima de biomassa
na zona rural, emissbes veiculares, lodos de esgoto, lixo urbano ou por
residuos industriais e de mineragdes, comprometendo assim o meio ambiente
e refletindo diretamente na saude do animal [180, 193, 194]. Além dessas
formas antropogénicas de contaminagdo ambiental por metais pesados,
também ndo se pode esquecer as fontes naturais, apesar de ter uma
contribuicdo menor do que as formas ja citadas [195].

Outra forma de levar a contaminagcéo do animal € por meio da ingestéao
de suplementos alimentares improprios, 0s quais, muitas vezes, sao
preparados com fontes de matérias primas de pre¢o mais acessivel e de baixa
qualidade, o que pode levar a obtengdo de um produto final contaminado por
substancias indesejaveis, incluindo os metais pesados. Essa produgao é
frequentemente realizada por industrias a fim de ganhar mercado e garantir
suas vendas, mas acabam menosprezando fatores como a qualidade e a
seguranga alimentar dos animais [196, 197]. Com isso, a comissdo de
regulacdo da UE publicou os limites maximos de alguns metais toxicos em
produtos alimenticios para animais, a fim de assegurar que tais alimentos
estejam em condi¢des proprias e sem risco de proporcionar qualquer tipo de

contaminacgao [198].
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Todas as fontes enddgenas de contaminagdo citadas estédo
apresentadas na Figura 28, a qual esquematiza as formas de levar a

contaminagao do animal e a consequente contaminagao humana.
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Figura 28 — Formas enddgenas de contaminagdo da carne bovina. Adaptado
de Morgulis [199].

Considerando esses metais toxicos, Burguera [16] cita como tais
elementos o As, Cd, Cr, Hg e Pb (conforme apresentado na Figura 26), onde
esses mesmos foram também citados, com excegado do Cr, por Kan e Meijer
[200] e por Andrée e colaboradores [201] em seus estudos de contaminagao de
produtos alimenticios. Entretanto, como ja citado anteriormente, a UE informa
os limites para o controle de Cd, Hg, Pb e Sn em alimentos, mostrando assim
que também é importante a determinacdo de Sn, apesar desse nao ser
considerado toxico quanto os demais elementos [56]. Para inspecionar tais
alimentos, o governo federal criou um programa que é vinculado ao MAPA e
denominado Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC), o qual visa verificar a presenca de residuos de substancias quimicas
potencialmente nocivas a saude do consumidor [202]. O PNCRC publicou uma
instrucdo normativa no ano de 2012, no qual € possivel conhecer os limites de
referéncia para alguns contaminantes inorganicos em produtos alimenticios

carneos [203], conforme apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Limites de referéncia para contaminantes inorganicos em carnes.
Adaptado de PNCRC [203].

Limites de Referéncia em ug Kg’

Produto Carneo Matriz
As Cd Pb Hg
Rim 1000 1000 500 —
Bovina
Musculo — — — 30
Rim — — 500 —
Equina
Musculo — 200 — —
Rim 1000 1000 500 —
Suina
Musculo — — — 30
Rim — 1000 500 —
Aves
Musculo 500 — — 30
Peixe Captura Musculo 1000 100 300 1000
Peixe Cultivo Musculo 1000 50 300 500
Camarao Musculo 1000 500 500 500
Avestruz Figado 1000 500 500 —

De acordo com os dados apresentados na Tabela 6, é possivel ter uma
idéia da concentracido aceitavel desses metais téxicos em alimentos, além de
evidenciar a necessidade do controle de qualidade em produtos carneos de

diferentes origens.

3.3.2. Contaminagao por Sn

O Sn é um elemento metalico nao ferroso e que pode ser considerado
raro de ser encontrado na sua forma isolada. Contudo, esse metal é formador
de um minério conhecido como cassiterita (6xido de estanho, SnO3), o qual é
frequentemente encontrado por ter importantes aplicabilidades [204, 205].
Algumas propriedades fisico-quimicas importantes do Sn estdo apresentadas

na Tabela 7.
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Tabela 7 — Importantes propriedades fisico-quimicas do Sn. Adaptado de Lee
[206] e de WHO [207].

Propriedade Valor
Numero atdbmico 50

Massa atdmica 118,71 g mol”’
Temperatura de fusao 232 °C
Temperatura de ebulicao 2602 °C

De acordo com a Figura 26, a qual foi adaptada de Burguera [16], 0 Sn é
classificado como um elemento trago essencial. Contudo, segundo um relatorio
publicado pela Food Standards Agency (FSA), esse elemento ndo tem
nenhuma fungéo biolégica comprovada, mas a ele pode ser sugerida a funcao
de contribuir para a formacdo de estruturas macromoleculares, o qual é
possivel devido a sua coordenacédo quimica [208]. Além disso, Rudel [209]
informa em seu estudo que o Sn pode ser um componente idnico da gastrita, a
qual trata-se de um hormdnio que estimula a secre¢ao de suco gastrico que é
produzido no estbmago.

Apesar do Sn ndo ser considerado um elemento toxico e apresentar
alguns indicios de essencialidade, quando encontrado em quantidades
excessivas no organismo pode causar efeitos deletérios a saude humana. Uma
forma possivel de alcancgar tais niveis altos é através do consumo de alimentos
ou bebidas que estejam em contato com embalagens metalicas, ou seja,
embalagens que contém uma camada de revestimento interno com Sn,
podendo assim levar a contaminagao dos alimentos por este metal [210, 211].
Contudo, essas folhas de flandres sdo muito empregadas em embalagens
devido a um aumento no tempo em que os produtos alimenticios podem ficar
estocados nas prateleiras dos comércios, a fim de serem adquiridos pelo
consumidor. Esse tempo é possivel devido a obtengdo de embalagens
hermeticamente seladas, impedindo assim a entrada de oxigénio ou qualquer
outro tipo de matéria indesejavel que venha a danificar o alimento no interior da
lata [211]. Por outro lado, nunca se deve adquirir ou consumir alimentos que
estejam em latas amassadas, uma vez que a pelicula de Sn é rompida,

gerando assim a corrosao do ferro que constitui a embalagem, bem como a
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contaminagao do alimento por ambos os metais. Essa dissolugao dos metais é
influenciada por fatores como a composigao do alimento, a acidez, presencga de
oxigénio, tempo e temperatura de estocagem [212, 213].

A ANVISA publicou uma portaria em 1996 [214] a qual regulamenta a
quantidade de Sn que deve conter no interior das embalagens metalicas de
alimentos. Segundo essa portaria, a folha de flandres com envernizamento
interno deve conter aproximadamente uma massa nominal de 2,8 g de Sn/m?,
para o contato direto com produtos alimenticios de uma forma geral.
Entretanto, em 2007, outro documento publicado pelo mesmo 6rgao vem a
revogar a portaria anterior de 1996, no qual ndo consta os valores
recomendados para a camada de Sn, mas informa que esta deve ser suficiente
para cumprir as fungdes tecnoldgicas das embalagens em geral [215]. Com
isso, fica evidente que deve-se monitorar tais embalagens, a fim de avaliar se
esta camada contém uma concentragcdo pequena de Sn e suficiente para néo
conservar de forma adequada o alimento, ou uma concentracdo alta e
suficiente para contaminar o alimento de forma intoleravel.

A formacao de folhas de flandres é uma das grandes aplicabilidades
desse elemento, que, além disso, também pode ser empregado em outros
campos, como na formagéo de ligas metalicas (por exemplo, solda e bronze)
[204]. Em 2009 foi publicado um documento desenvolvido pelo Ministério de
Minas e Energia (MME) que consta uma relagdo entre o consumo brasileiro de
Sn, pela qual é possivel perceber que a demanda maior por este metal é para a
producao de folhas de flandres (aproximadamente 44 %) [216]. Tal relagc&o esta
apresentada na Figura 29.

Soldas (35 %)

Quimicos (11 %)
Bronze (7 %)

Outros (3 %)
Folha de Flandres (44 %)

Figura 29 — Consumo setorial brasileiro de Sn. Adaptado de MME [216].
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O Sn por muito tempo foi empregado em tintas anti-incrustantes para o
revestimento de cascos de navios, onde o principio ativo era os compostos
tributilestanho (TBT) e/ou trifenilestanho (TPT), aumentando assim a eficiéncia
e durabilidade destes cascos. Contudo, diversos problemas comegaram a
surgir por conta da contaminagdo ambiental por esses compostos, refletindo
em uma série de efeitos deletérios em espécies marinhas. Isso fez com que a
International Maritime Organization (IMO) banisse o uso de tintas contendo
esses compostos, onde o inicio de tal impedimento foi em 2003, mas teve um
limite estendido até 2008 para eliminar totalmente o revestimento das
estruturas de navios em operacgao [217]. Esse tipo de contaminacdo ambiental
€ um exemplo que gera preocupacgodes relevantes, pois assim é possivel levar a
contaminagdo humana por meio de consumo de produtos alimenticios
marinhos ou outros tipos de alimentos, conforme apresentado na Figura 28.

Conforme ja comentado anteriormente, a UE informa os limites maximos
de Sn em alimentos, os quais representam um valor de 200 mg Kg'1 para
alimentos enlatados em geral, com excegao de bebidas, uma vez que para
essas o valor maximo permitido ¢ de 100 mg Kg™'. Tal limite ¢ ainda menor (50
mg Kg™') para outros tipos de produtos alimenticios, como os destinados para
bebés ou fins medicinais e os processados a base de cereais para jovens e
criangas [56]. J&4 a ANVISA também informa os limites para esse elemento,
porém apenas para sucos de frutas citricas enlatadas, representando um valor
de 150 mg Kg'1, pelo qual ja possivel ter uma ideia de qual a concentragao
toleravel também para os alimentos [57].

Conforme visualizado na Figura 29, existem outras formas que levam ao
contato humano com este metal, podendo assim alcancgar niveis toxicos e
prejudicar a saude. Tal intoxicagdo pode se dar por inalagdo de fumos e poeira
contendo Sn, levando assim a deposicdo deste metal nos pulmbes e
caracterizando uma doenca denominada estanhose, a qual ndo provoca
sintomas, mas apresenta imagens radiolégicas dramaticas [218].

Outra forma de intoxicagdo € por meio de ingestdo de alimentos
contaminados, onde esse metal pode ser absorvido pelo trato gastrointestinal

(TGI) e provocar danos a saude. Tal absorgéo pelo TGl € menor para 0 Sn na
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sua forma inorganica do que para a forma organica, onde os compostos mais
téxicos sao o trimetilestanho e trietilestanho [219]. A ingestdo de uma dose
elevada de Sn pode causar uma série de efeitos deletérios, tais como nauseas,
vomitos, diarreia, célicas abdominais, febre, dor de cabeca, anemia, danos no
figado e rins [210, 219, 220]. Além disso, para os dois compostos organicos
considerados os mais téxicos, a saude humana pode sofrer danos ainda mais
graves, como edema cerebral, encefalopatia e disturbios visuais. Isso se da
possivelmente devido a alteracbes no processo de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial, o que leva a sérios problemas ligados ao SNC [219].

Outros efeitos deletérios podem ser buscados na literatura, os quais vao
depender da dose e o tipo de composto de Sn que fora ingerido [219]. Isso faz
com que uma atengdo maior seja voltada ao controle desse metal em
alimentos, a fim de garantir que tais danos ndo venham a afetar a saude do

consumidor.

3.3.3. Contaminacgao por Cd

O Cd é um metal que é conhecido fisicamente por ter um aspecto branco
acinzentado, o qual também pode se apresentar na forma prata esbranquicado
ou metalico lustroso. Este elemento pode ser considerado relativamente raro,
uma vez que nao é encontrado na natureza em sua forma pura. Contudo pode
ser encontrado como minério, principalmente associado a sulfitos em minérios
de zinco, chumbo e cobre [1, 221]. A Tabela 8 mostra algumas importantes
propriedades fisico-quimicas do Cd.

Tabela 8 — Importantes propriedades fisico-quimicas do Cd. Adaptado de
Azevedo [1].

Propriedade Valor
Numero atdbmico 48

Massa atdmica 112,41 g mol”
Temperatura de fusao 320,9 °C
Temperatura de ebulicao 767 °C
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Em termos de producgado, o Brasil caracteriza-se como sendo um pais
que nao apresenta Cd em suas principais reservas de minerais. Contudo, esse
elemento é muito utilizado mundialmente em diversos setores, tais como em
revestimentos de aco ou ferro, estabilizador em plasticos de cloreto de polivinil
(PVC), em pigmentos para plasticos e vidro, em baterias e entre outros usos
[222, 223]. Em 2008 a Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR) [223] publicou um documento a respeito da toxicidade do Cd, no qual
constam os setores em que esse elemento € mais utilizado, divididos em

termos de porcentagem e apresentado na Figura 30.

Baterias (83 %)

Pigmentos (8 %)

Revestimento (7 %)

Estabilizador (1,2 %)
Outros (0,8 %)

Figura 30 — Principais fontes de uso de Cd mundialmente. Adaptado de
ASTDR [223].

Essas fontes de Cd podem levar a uma contaminagdo ambiental, uma
vez que quando nao tomados os devidos cuidados pode caracterizar como
uma fonte antropogénica. Além disso, também podem ser consideradas fontes
antropogénicas as emissdes industriais, o uso de combustiveis contaminados e
praticas de mineracdo. Como fontes naturais, as atividades vulcénicas e a
erosao de rochas sedimentares e rochas fosfaticas sao as principais formas de
contaminacao do ar, solos e rios [1]. Isso leva consequentemente a uma
exposicdo humana a esse elemento, o qual trata-se de um metal toxico
conforme mostrado na Figura 26. Essa exposicdo pode ser através de um
contato direto com o meio ambiente contaminado ou por meio do consumo de
alimentos contendo niveis desse elemento, principalmente produtos carneos de
origem animal, que podem ser expostos conforme fora apresentado na Figura

28, ou produtos de origem vegetal que podem captar esse metal diretamente
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do solo [222].

Existe uma classe de individuos que estdo expostos diariamente a uma
série de contaminantes, inclusive o Cd, mas que muitas vezes nao apresentam
conhecimento o bastante para deixar de consumir tal produto viciante [222,
224]. Essa classe é dos fumantes, os quais acabam acumulando naturalmente
altas concentragbes desse elemento no organismo, podendo levar a diversas
patologias, tais como enfisema, pneumonias e cancer, as quais sdo causadas
ndo soO pela ingestdo desse metal toxico, mas também pelos mais de 4700
substancias contidas na fumaca de um cigarro [222, 225, 226]. Além desses
fumantes, outro grupo de risco sdo os chamados fumantes passivos, que sao
aquelas pessoas que nado fumam diretamente, mas tem um contado com a
fumacga do cigarro de outras pessoas que estejam em um mesmo ambiente
[222]. Segundo o Ministério da Saude (MS) [227], um levantamento foi
realizado em 2011 no qual consta que aproximadamente 14,8 % dos brasileiros
sao fumantes, tendo uma maior contribuicdo para essa marca pessoas do sexo
masculino. Tais pessoas acabam colocando em risco a sua propria saude, uma
vez que a estimativa para os fumantes é de aproximadamente 1,7 ug de Cd por
cigarro, valor esse que pode ser considerado alto para aquelas pessoas que
ingerem varios cigarros diarios, além de se tratar de um metal extremamente
téxico [1].

Assim como ja mencionado anteriormente para o Sn, existe um nivel
maximo toleravel de Cd para alimentos de consumo humano. A UE informa tais
limites de uma forma especificada, ou seja, ha uma divisdo entre os alimentos
com oOs seus respectivos valores maximos e aceitaveis para esse metal toxico.
Dentre esses alimentos, destaca-se a carne (exceto miudezas) bovina, suina,
ovina e de aves, as quais tem um valor limite de 0,05 mg Kg'1 para esse
elemento. Esse valor também pode ser considerado para algumas carnes de
peixe, mas a UE informa valores superiores, podendo chegar a 1,0 mg Kg™
para algumas espécies especificas de origem marinhas, as quais sao listadas
no documento emitido por esse 6rgao regulamentador. Para carne de figado e
rim de animais de uma forma geral, esse valor limite é de 0,5 e 1,0 mg Kg™’,
respectivamente. Também s&o informados valores para arroz, trigo, soja,

legumes de folhas, ervas frescas e cogumelos, o qual trata-se de 0,2 mg Kg'1,
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para legumes e frutas de um modo geral, que é de 0,05 mg Kg'1, e para
produtos alimenticios de caule, raizes e batatas, que é de 0,1 mg Kg™' para
esse elemento toxico [56]. Ja a ANVISA, informa limites maximos de Cd
somente para peixes e produtos de pesca, o qual é equivalente a 1,0 mg Kg'1
[57]. Apesar de nao haver um maior detalhamento sobre o limite permitido para
este metal em demais tipos de alimentos, a ANVISA informa um limite que é
considerado o maior valor em concentragdo quando comparado com todos os
valores listados no documento da UE.

Altas concentracbes de Cd no organismo humano podem causar
diversos efeitos deletérios em varios érgaos e tecidos, mas segundo Cardoso e
Chasin [222] os 6rgaos mais visados s&o os rins e o figado. Esse elemento
altera o metabolismo de outros elementos quimicos ditos essenciais, tais como
o Zn, Fe, Cu e Se. Além disso, a hipdtese existente de como ocorre o
mecanismo que induz a toxicidade por esse metal é através de uma
interferéncia do complexo Zn-proteina, o qual é responsavel por controlar a
transcricdo do DNA, levando assim a apoptose, ou seja, a morte celular [222,
223]. Com relagéo a casos relatados de intoxicagcdo humana por esse metal, o
mais conhecido aconteceu em 1912 na regido de Funchu-Machi no Japao,
onde centenas de pessoas foram intoxicadas pela ingestdo de arroz
contaminado por agua de irrigacdo proveniente de efluentes de uma industria
processadora de Zn e Pb. Essas pessoas relataram dores reumaticas e
mialgias, acompanhadas de deformidades dsseas e disturbios renais, o que
veio a deixar esse fato conhecido como a doenga de ltai-Itai, que significa uma
expressao de dor [222, 228].

De acordo com Cardoso e Chasin [222] é possivel conhecer outros
casos de intoxicagdo humana por Cd, ocorrendo por meio de acidentes
ecologicos e registrando diversas patologias em muitas pessoas. Isso mostra a
importancia do monitoramento de alimentos e do meio ambiente, a fim de
avaliar niveis desse metal téxico, impedindo assim que casos clinicos de

intoxicagao por esse elemento seja registrado.
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3.3.4. Contaminacgao por Pb

O Pb € um metal que pode ser considerado relativamente comum de ser
encontrado na crosta terrestre, principalmente na forma de sulfeto de chumbo
(PbS). Além disso, uma grande parcela desse elemento na natureza é
decorrente de emissdes vulcanicas, a qual € a principal fonte natural de
ocorréncia desse elemento no meio ambiente. Este metal tem algumas
caracteristicas proprias como a sua coloragdo de cinza-azulado, nao
apresentar odor e de ser um metal maleavel, o que facilita trabalhos de
moldagem e corte com esse metal [1, 229]. Algumas de suas principais

propriedades fisico-quimicas estdo apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Importantes propriedades fisico-quimicas do Pb. Adaptado de
Azevedo [1].

Propriedade Valor
Numero atdbmico 82

Massa atdmica 207,19 g mol™
Temperatura de fusao 327,5 °C
Temperatura de ebulicao 1740 °C

O Pb é um metal que tem uma grande aplicabilidade na industria,
refletindo em um importante produto comercial, pois além de apresentar uma
boa maleabilidade conforme ja citado, esse metal apresenta propriedades
excelentes como a alta resisténcia a corrosao, alta densidade, alta opacidade
aos raios X e gama e estabilidade quimica no ar, solo e agua [230]. Segundo
dados da International Lead Association (ILA), no ano de 2008
aproximadamente 8,5 milhdes de toneladas de Pb foram produzidos
mundialmente para fins de aplicacdo industrial [231]. Esses dados sao

melhores visualizados no grafico da Figura 31.

88



Capitulo 2
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Figura 31 — Estatistica da produgdo e uso de Pb mundialmente. Adaptado de
ILA [231].

Considerando esses numeros de producdo, o pais que lidera essa
pratica € a China com aproximadamente 60 % da produg¢do mundial, de acordo
com dados da ILA de 2008 [231]. Esses dados de produgao encontram-se mais
atualizados segundo a International Lead and Zinc Study Group (ILZSG), no
qual consta que no ano de 2011, mais de 10,5 milhdes de toneladas de Pb
foram produzidos [232]. Toda essa produgdo de Pb tem como principais
aplicagdes na construgdo de laminas ou canos para industrias quimicas e de
construgdo. Além disso, também pode ser usado como um ingrediente de solda
e em materiais de revestimento na industria automotiva, como um material
protetor contra radiagbes ionizantes, como componente na manufatura da
borracha e de baterias, como ingredientes de tintas e dentre outras aplicagbes
citadas na literatura [230].

A exposicdo humana a este metal pode se dar diretamente pelo meio
ambiente, pois além da parcela antropogénica de contaminagdo ambiental,
existe uma grande contribuicdo por emissdes naturais, podendo levar ao
comprometimento de solos, rios e o0 ar por elevados niveis desse elemento [1].
O meio ambiente esta diretamente ligado a alimentagdo, o que se torna uma
das principais fontes de contaminacdo humana por esse elemento considerado
téxico. Contudo, segundo Paoliello e Chasin [230], produtos alimenticios
provenientes de plantas sdo mais propicios a apresentarem uma maior
concentragdo de Pb do que os de origem animal.

Assim como para o Cd e Sn, também existe um controle com a
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publicagcdo de niveis maximos permitidos de Pb em alimentos realizados pela
UE [56] e ANVISA [57]. A UE tras informacdes a respeito de diversas classes
de produtos alimenticios, como por exemplo, para carne (excluindo miudezas)
bovina, ovina, suina e de aves, a qual o valor limite é de 0,1 mg Kg™' para esse
elemento. Além desse alimento, ha informacdes de limites permitidos também
para miudezas das respectivas carnes ja citadas, o qual trata-se de 0,5 mg
Kg'1, para produtos de origem marinha, onde o valor permitido desse metal
pode variar entre 0,3, 0,5 e 1,5 mg Kg"' dependendo do tipo de peixe em
questado, para leite e produtos a base de leite, que é de 0,02 mg Kg'1, para
cereais, legumes e leguminosas, que trata-se de 0,2 mg Kg1 e para batatas,
frutas, 6leos e gorduras, que é de 0,1 mg Kg™'. Também & possivel conhecer os
valores de Pb permitidos para bebidas, como sucos de frutas concentrado e
vinhos, onde o valor limite € de 0,05 e 0,2 mg Kg'1 para esse metal toxico,
respectivamente [56]. Para o érgéao de regulamentagao nacional, a ANVISA tras
informagdes para uma quantidade menor de alimentos quando comparado com
o documento emitido pela UE. A maioria dos produtos alimenticios informados
pela ANVISA ndo sdo comuns entre os alimentos da UE, mas para os dleos e
gorduras, os quais sdo produtos em comum, a concentragao permitida de Pb é
a mesma para ambos 0s Orgaos regulamentadores. Ja para produtos como
peixe e suco de frutas os valores em ambos os documentos se diferem, onde
para a ANVISA esse limite é de 2,0 e 0,3 mg Kg'1, respectivamente. Para
outros produtos também é possivel conhecer o limite permitido para esse
metal, como para caramelos, balas, cacau e dextrose o qual trata-se de 2,0 mg
Kg'1 e para chocolates adogados, que € de 1,0 mg Kg'1 [57]. Conhecendo todos
esses limites informados, € possivel manter um controle para que tais
alimentos ndo entrem na mesa do consumidor com niveis alterados desse
metal téxico, uma vez que isso levaria a efeitos deletérios na saude humana.
Com relacdo a toxicidade do Pb, esse elemento é capaz de se ligar
preferencialmente a proteinas ligadas ao Ca, podendo assim inibir os
processos que normalmente seriam realizados pela molécula de origem. Um
exemplo de inibigdo € a liberagdo do neurotransmissor dependente de Ca, o
que pode entdo ser prejudicada pela presenga de Pb, resultando em alteragdes

na comunicagdo intercelular. Além disso, esse metal pode ligar-se a
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componentes enzimaticos como grupo sulfidrila e amidas, levando assim a uma
alteracdo em suas configuragdes e diminuindo as suas atividades [230]. De
acordo com a literatura € possivel verificar que este metal pode causar danos
em diversos sistemas do corpo humano, como o cardiovascular, hematolégico,
renal, enddécrino, neurolégico, imunoldgico, gastrintestinal e reprodutivo [230,
233]. Diante de todos esses efeitos maléficos que esse metal pode trazer a
saude, a World Health Organization (WHO) sugere que deve haver um
monitoramento do sangue de pessoas expostas ao Pb, bem como em produtos
de géneros alimenticios através de métodos analiticos sensiveis, a fim de
identificar tais alimentos comprometidos e as fontes de contaminagao, tornando
assim essas informagdes publicas para que sejam tomadas as medidas mais

apropriadas em cada caso [234].

3.4. Técnicas de analise para determinacao de Cd, Pb e Sn

A escolha da técnica para uma analise quimica elementar € uma etapa
extremamente importante, pois € a partir dessa que sera possivel a obtencéo
dos resultados de interesse para o controle dos constituintes de amostras de
diversos tipos. Diante de uma série de técnicas analiticas, € preferivel pensar
em termos de natureza da amostra e elementos quimicos a serem
determinados, uma vez que assim é possivel restringir essa quantidade de
técnicas e facilitar na escolha de qual sera a melhor para cada caso [75, 235].

Para a determinagao dos trés elementos em questdo nesse capitulo (Cd,
Pb e Sn) uma série de técnicas analiticas podem ser empregadas, onde cada
uma apresenta as suas caracteristicas especificas de operagdo [75]. A
literatura reporta diversos estudo com o emprego de técnicas como o ICP OES
[236-238] ou ICP-MS [239-241] para a determinacdo de Cd e Pb nos mais
variados tipos de amostras. Além desses, também é possivel encontrar estudos
empregando ambas as técnicas analiticas para a quantificagcdo de Sn [241-
243]. Essas técnicas detém de uma grande vantagem que € a capacidade de
analises multielementares em diversos tipos de amostras, o que caracteriza
uma maior rapidez para a obtengdo das informacgdes de interesse. Além disso,

outras vantagens podem ser listadas de acordo com a literatura tais como
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sensibilidade, seletividade e entre outras [244-245].

Considerando andlises por AAS, ja fora mencionado no primeiro capitulo
desta dissertacdo que se trata de uma técnica bastante difundida dentro da
quimica analitica, a qual & caracterizada por apresentar um baixo custo de
operagdo quando comparada com as técnicas de plasma citadas
anteriormente. Além disso, a técnica de AAS pode operar em trés principais
modos de atomizacdo, com as quais é possivel a quantificacdo de diversos
elementos com sensibilidades distintas [64, 71]. A técnica de F AAS & muito
usual e pode ser aplicada para a determinagao de Cd e Pb por meio de uma
chama ar/C;H; e para Sn com essa mesma chama ou N,O/C,H,. Contudo,
muitas vezes as concentragcdes desses elementos presentes em amostras
estdo em um nivel muito baixo, o que torna inviavel a sua quantificagdo por F
AAS, devido a sua baixa sensibilidade quando comparado com as demais
formas de atomizagdo em AAS [71, 246]. Outra forma de quantificacdo desses
elementos é através da técnica de HG AAS, conforme ja fora discutido e
mostrado na Figura 13 (primeiro capitulo), com a qual é possivel alcangar LDs
semelhantes a GF AAS.

Dentre todas as formas de atomizacdo em AAS, a literatura mostra
varios estudos empregando a técnica de GF AAS para a quantificagdo desses
trés metais [150-152, 247, 248]. Tal técnica apresenta vantagens consideraveis
sobre as demais citadas anteriormente, tais como o uso de pequenas
quantidades de amostra, as quais podem ser preparadas de forma mais
simplificada, como por exemplo para o uso de amostragem solida, bem como a
eliminacgao eficiente de interferéncias espectrais e ndo espectrais [153]. Isso faz
com que muitos autores busquem essa técnica para o controle desses metais
em diversos tipos de amostras, uma vez que, conforme mostrado na Figura 7,
baixos LDs podem ser alcangados, facilitando assim a determinacdo em niveis
baixos de concentragdes, na ordem de pg L™ (ppb).

Além dessas técnicas mais usuais para a determinacdo desses trés
elementos, a literatura ainda traz outras possibilidades, como por exemplo o
uso da AFS [249] ou voltametria [250, 251]. Apesar disso, € a técnica de GF
AAS que se credencia como sendo uma das mais utilizadas para o

monitoramento desses metais em amostras de alimentos e entre outras, devido
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as suas caracteristicas positivas, sendo algumas ja citadas anteriormente [153].

3.4.1. Espectrometria de absorcao atdmica em forno de grafite

A GF AAS é uma técnica bastante conhecida e empregada para a
determinacao de metais e metaloides, pois suas caracteristicas operacionais
sdo ideais para diferentes analises quimicas, o que se da devido a grandes
evolugdes dessa técnica ao longo dos anos [105].

Os conceitos basicos da AAS ja foram discutidos no primeiro capitulo
desta dissertagao (se¢éo 3.2.2.), no qual foi possivel conhecer o historico desta
técnica. Alan Walsh desenvolveu condi¢cdes experimentais para AAS na década
de 50, mostrando que se tratava de um campo promissor para analises de
elementos metalicos. Isso veio a chamar a atencdo do cientista russo Boris
L'Vov, o qual confirmou a validade da técnica e dedicou-se com persisténcia na
sua utilizacdo e aperfeicoamento, obtendo assim um espectrometro de
absor¢cdo atdbmica que utilizava um forno de grafite com atomizagéo
eletrotérmica. Seu experimento inicial utilizando GF AAS consistia no uso de
um sal de NaCl para andlise elementar, caracterizando assim um sistema
adequado para analise direta de amostras no estado soélido [71-105]. A Figura
32 ilustra o primeiro equipamento de GF AAS criado e testado por L'Vov, no
qual foi possivel o desenvolvimento do seu trabalho, que consistia na
deposi¢cdo de uma amostra na superficie de um eletrodo moével de grafite,
sendo posteriormente introduzido em um tubo de grafite revestido com uma
folha de tantalo e aquecido eletricamente. Isso fez com que fosse possivel a
atomizagdo da amostra em uma unica etapa, gerando assim uma nuvem
atbmica mais concentrada, que teve como consequéncia a obtengdo de uma
melhor sensibilidade com menor consumo da amostra. Isso foi um marco
importante para a histéria da AAS, pois o sistema desenvolvido inicialmente por
Walsh, que contava com um nebulizador para introduzir amostras para o
processo de leitura instrumental, ndo gerava parametros na magnitude do que
era alcangado por L'Vov e seu GF AAS [71-252].
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Figura 32 - Forno de grafite desenvolvido por L'Vov: (A) tubo de grafite

esquematico e (B) Camara com atomizador. Adaptado de Welz e Sperling [71].

O conceito da técnica de GF AAS apresentado por L'Vov foi melhor
conhecido e compreendido em 1961, quando esse cientista publicou seu
trabalho em uma revista cientifica denominada Spectrochimica Acta [253]. Ao
longo dos anos, essa técnica foi sendo aperfeicoada através de estudos, e em
1970 o primeiro instrumento de GF AAS foi introduzido no mercado pela
empresa Perkin Elmer [71].

Hoje em dia, os equipamentos de GF AAS para analise de solugdes é
operado com o uso de um tubo de grafite cilindrico e aberto nas duas
extremidades, o qual possui um orificio central para a inser¢ao da amostra por
meio de uma micropipeta. Esse tubo é ajustado a um par de contatos elétricos
cilindricos de grafite localizados nas duas extremidades do tubo, sendo que
esses contatos sdo mantidos em um suporte metalico e resfriado com agua.
Além disso, ha também dois fluxos de gas inerte, sendo o fluxo externo o
responsavel por evitar a entrada de ar, o qual poderia incinerar o tubo, e o fluxo
interno que serve para eliminar os vapores gerados pela matriz da amostra
durante os estagios de aquecimento do forno [75]. A Figura 33 ilustra um
esquema de GF AAS, no qual é possivel verificar o posicionamento do tubo de

grafite, bem como o sentido do fluxo interno e externo do gas inerte.
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Figura 33 — Esquema de um forno de grafite. Adaptado de Welz e Sperling
[71].

Logo em seguida da sua criacdo, L'Vov e demais pesquisadores da
época constataram algumas dificuldades durante o processo de leitura
instrumental, o que estava rendendo baixos sinais analiticos. Com isso,
estudos apontaram que modificacbes deveriam ser feitas para melhorar tais
sinais, como por exemplo a interrup¢édo do gas inerte no interior do forno
durante 0 momento da atomizagao. Além disso, L'Vov sugeriu a implementacgao
de uma plataforma de grafite no interior do tubo, gerando assim uma maior
homogeneidade durante o aquecimento interno. Isso fez com que houvesse
uma diminuicdo em interferéncias quimicas, pois a amostra é entdo colocada
sobre essa plataforma que é aquecida gradualmente por meio da radiagéo
vinda das paredes do tubo e, posteriormente, pelo gas aquecido. Esse
aquecimento retardado da plataforma é vantajoso, uma vez que o analito n&o é
atomizado até que o tubo e o gas atinjam uma temperatura final estavel [71,
254].

O uso de tubos de grafite contendo plataforma (que ficou conhecida
como plataforma de L'Vov) €& importante para a obtengdo de uma resposta
analitica desejavel, porém nao € o unico fator consideravel para a realizagao de
uma analise totalmente livre de interferéncias. As condicdes ideais para realizar
uma analise em GF AAS foram estabelecidas por Walter Slavin em 1981, as

quais ficaram conhecidas como o conceito STPF (Stabilized Temperature
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Plataform Furnace) e encontram-se listadas na Tabela 10 [71, 74, 255, 256].

Tabela 10 — Condicdes ideais de GF AAS para atender as condi¢gdes STPF.

Adaptado de Correia e colaboradores [255].

Condigoes STPF

Observagoes

Uso da plataforma de L'Vov;

Aquecimento mais homogéneo do tubo
durante a atomizacéo;

Sinais de absorvancia registrados
em area, ao inves de altura;

Minimizacdo dos efeitos das variagdes
cinéticas do processo de atomizacgao;

Uso de tubos revestidos com grafite
pirolitico;

Reducao de perdas por difusdo através
da parede do atomizador;

Aquecimento transversal do tubo de

grafite;

de
espacialmente isotérmico;

Estabelecimento um ambiente

Uso de corretor de fundo eficiente;

Correcdes das interferéncias espectrais;

Uso de modificador quimico;

Aumento da eficiéncia do tratamento
térmico durante a etapa de pirdlise;

Interrupgéo do fluxo de gas durante

a etapa de atomizacéo;

Aumento do tempo de residéncia da

nuvem atébmica no caminho 6tico;

Elevada taxa de aquecimento do
tubo de grafite durante as etapas;

Reducéo de interferéncias na fase vapor
e formacdo de uma densa nuvem
atbmica;

Eletrénica rapida e adequada,;

Obtencdo do registro dos sinais de
absorvancia em tempo real.

Para o processo de determinagcédo de metais em uma analise quimica por

GF AAS, o conhecimento da natureza da amostra e as caracteristicas fisico-
quimicas do analito sdo de extrema importancia, uma vez que assim é possivel
definir as melhores condicdes térmicas no procedimento de leitura instrumental.
Sendo assim, para cada tipo de analise a ser realizada, é necessario adotar um
programa de temperatura e tempo especifico, o qual € composto de cinco
etapas essenciais [71, 256]. A Figura 34 mostra um programa tipico de

aquecimento utilizado em GF AAS.
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Figura 34 — Programa de temperatura de uma analise quimica por GF AAS.

Adaptado de Lajunen e Peramaki [256].

Considerando as etapas do programa de temperatura e tempo citadas
na Figura 34, a secagem tem como principal objetivo a eliminagado do solvente
presente na amostra, a qual deve ser efetuada de forma controlada de modo
que a vaporizagdo do solvente seja lenta e uniforme, pois um aquecimento
brusco levaria a fervura da solugdo e consequentemente a perda de amostra
pelas paredes do tubo, refletindo diretamente na diminuicdo da
reprodutibilidade dos resultados. A etapa de pirdlise € a responsavel pela
eliminacdo dos componentes da matriz, mas deve ser conduzida com extrema
atencao, pois objetiva-se alcangar a maxima temperatura possivel, mas sem
eliminar o analito por volatilizagdo. Dentre todas essas etapas, a mais
importante em termos analiticos € a atomizacdo, pois uma temperatura
desejavel é alcangada para a formagdo de uma nuvem atdmica contendo o
analito de interesse, com a qual € entdo possivel gerar um sinal transiente que
representa a quantidade do analito presente na amostra em analise. A etapa
subsequente é a limpeza, na qual qualquer resquicio da amostra é eliminado
por meio do emprego de uma temperatura mais elevada, garantindo assim que
nao havera efeito de memoaria nas posteriores leituras instrumental. A ultima
etapa do programa € o resfriamento, onde ocorre a diminuicédo da temperatura

até chegar ao estado ambiente, deixando assim o tubo de grafite pronto para

97



Capitulo 2

uma nova leitura [256].

A técnica de GF AAS vem apresentando muitas aplicagées dentro do
meio cientifico, pois entrando com as seguintes palavras chaves: “Graphite
Furnace Atomic Absorption Spectrometry” no campo de pesquisa do site de
busca ScienceDirect, mais de dez mil artigos sédo oferecidos para consulta
[257]. Toda essa aplicabilidade da técnica é devido a possibilidade de
determinacgdes de varios metais em diversos tipos de amostras, sejam elas no
estado liquido, sdélido ou gasoso. Um dos recentes destaques da literatura em
GF AAS ¢ a possibilidade de analise direta de sdlidos, ficando assim conhecida
como SS-GF AAS (do inglés Solid Sample Graphite Furnace Atomic Absorption
Spectrometry). Essa alternativa de analise € de grande interesse dos cientistas,
pois € possivel destacar o aumento da frequéncia analitica, a menor
manipulagéo das amostras e entre outras vantagens. Contudo, conforme ja fora
relatado no primeiro capitulo desta dissertagdo, algumas desvantagens estao
relacionadas com essa técnica, o que leva a ser ainda muito atrativo o uso do
método convencional de operacdo em GF AAS [105, 106].

A técnica de GF AAS em geral é muito destacavel para a determinagao
de elementos, pois além das vantagens citadas até aqui, como baixos LDs, uso
de pequenas quantidades de amostras (volumes de 10 a 50 uL) e possibilidade
de analise direta de sdlidos, essa técnica ainda conta com um maior tempo de
residéncia da nuvem atédmica no caminho ético, o que tem por consequéncia
uma maior sensibilidade do que quando comparado com o sistema de
atomizagao em chama [74, 75, 257]. Contudo, uma desvantagem dessa técnica
€ a susceptibilidade a interferéncias advindas da matriz da amostra, podendo
levar a um aumento no sinal do fundo na etapa de atomizacgédo [258]. Uma
alternativa para contornar essa situagdo em uma analise por GF AS é o uso de
sistemas corretores, 0os quais sado responsaveis por medir a intensidade do
fundo separadamente do sinal de absorvancia total, que por subtracdo de
ambos os valores € possivel obter um sinal analitico livre de interferéncias.
Para tal procedimento, existem quatro sistemas corretores disponiveis: fonte
continua, utilizagao do efeito Zeeman, utilizacdo de corrente pulsada e medigao
proxima a linha analitica. Cada um desses corretores apresenta suas

caracteristicas para medir e corrigir o sinal de fundo em AAS, a fim de gerar um
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sinal analitico mais limpo possivel para as analises quimicas [71].

Outra alternativa que também vem a contribuir para a diminuigdo de
interferéncias € o uso de modificadores quimicos, conforme fora citado no
sexto item da Tabela 10, os quais mostram-se eficientes para tal objetivo,
expandindo assim o numero de estudos possiveis em termos de determinagdes
de varios analitos por GF AAS [259].

3.4.2. Uso de modificadores quimicos

A modificagdo quimica foi primeiramente proposta em 1975 por Ediger, o
qual definiu esses modificadores como sendo uma substéncia quimica capaz
de aumentar a estabilidade térmica do analito ou a volatilidade de componentes
da matriz [71, 260]. Essa funcao dos modificadores € de extrema importancia
principalmente para a etapa de pirélise dentro de um programa de aquecimento
do GF AAS, visto que assim € possivel alcangar uma temperatura superior ao
normal para esta etapa, o que reflete em uma remogédo mais eficiente dos
componentes da matriz da amostra e na liberagdo do analito para uma
atomizacao livre de possiveis interferentes [259, 260].

Para um procedimento em GF AAS, a escolha do modificador quimico é
um fator importante, pois ele deve ser compativel com as condigdes
estabelecidas para a analise. Segundo Schlemmer e Welz [261], um
modificador quimico ideal deve apresentar algumas caracteristicas, tais como
estabilizar o analito em temperaturas relativamente elevadas na etapa de
pirdlise, ser efetivo para um grande numero de elementos quimico e para suas
diferentes formas, ser disponivel em um alto grau de pureza, nao conter
nenhum elemento que seja rotineiramente determinado em qualquer
concentragdo, ndo deve reduzir o tempo de vida util do tubo de grafite e nédo
apresentar elevado sinal de fundo no momento de leitura instrumental.
Contudo, ainda segundo esses autores, a maioria dos modificadores quimicos
nao atende a todas essas expectativas citadas [261].

O uso de modificadores quimicos para um procedimento experimental
pode ocorrer de duas diferentes maneiras, sendo que a primeira é conhecida

como o modo convencional, ou seja, o modificador quimico esta presente em

99



Capitulo 2

solugdo e € adicionado antes, depois ou juntamente com a amostra. A outra
forma é a modificagcdo permanente, na qual o modificador é impregnado
previamente na superficie da plataforma do tubo de grafite antes desse receber
a amostra para analise [259, 262]. Considerando o uso de modificador
permanente, esse processo de impregnagao pode ocorrer por meio de
umedecimento da plataforma do tubo com uma solugdo modificadora, por
eletrodeposicdo do elemento quimico ou por deposi¢ao térmica do metal na
superficie do tubo de grafite. Dentre essas trés alternativas, a mais utilizada é
a deposicao térmica, pois é conduzida pelo préprio programa do GF AAS e néo
recobre totalmente a superficie da plataforma [259].

De acordo com a literatura, é possivel conhecer uma série de
modificadores quimicos que podem ser usados para analises em GF AAS,
sendo alguns mais empregados para o modo convencional e outros como
permanentes [263-265]. Segundo Froes e colaboradores [259] os principais
elementos utilizados como modificadores convencionais s&o o Cu, Ni,
Pd/Mg(NOs),, acido citrico e entre outros. Ja como modificadores permanentes,
esses autores citam os elementos do grupo da platina (Pd, Pt, Ir, Ru e Rh) e os
formadores de carbetos (Zr, W, Nb e Ta), bem como uma mistura entre todos
estes citados. Dentre essas solugdes utilizadas, em 1986 Schlemmer e Welz
[261] caracterizaram a mistura Pb/Mg(NO3), como sendo ideal para se utilizar
em procedimentos experimentais. Alguns anos mais tarde (em 1992), Welz e
colaboradores [266] utilizaram essa mistura para a determinacdo de 21
elementos, mostrando ser eficiente principalmente para a etapa de pirdlise,
onde foi possivel obter uma temperatura superior € melhor remogao da matriz
antes do analito ser atomizado. Essa mistura ficou entdo conhecida como
“modificador universal”, sendo muito utilizada em diversos estudos [267-269].

A literatura reporta muito bem a acdo dos modificadores quimicos em
uma analise, porém um melhor entendimento pode ser alcangado por meio de
mecanismos, 0s quais tratam-se de estudos extremamente importantes.
Considerando uma solugcédo de Pd(NO3), como modificador, Qiao e Jackson
[270] em 1991 apresentaram uma proposta de mecanismo, o qual consiste na
reducdo do Pd a sua forma metalica, na etapa de pirdlise, com a posterior
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formacao de uma liga estavel entre o metal modificador e o analito, suportando
assim temperaturas elevadas durante essa etapa de aquecimento.
Subsequentemente, a liberagdo do analito ocorre para que esse possa ser
quantificado na etapa de atomizagdo. Contudo, segundo esses autores,
quando utilizado apenas essa solugdo modificadora, ha uma difusdo muito
lenta do analito para fora da camada de Pd formada, o que reflete um sinal de
absorvancia mais alargado na etapa de atomizagéo. Isso ndo foi observado tao
acentuadamente quando os autores utilizaram uma mistura entre Pd+Mg como
modificador, o que se deve a uma distribuicdo mais uniforme da camada
modificadora sobre a superficie do tubo de grafite, resultando em uma difusao
mais rapida do analito e, consequentemente, na producdo de um sinal de
absorvancia mais estreito [270].

Em um estudo realizado em 1996, Volynsky [271] mostra uma série de
possiveis reagdes quimicas para a agao dos modificadores do grupo da platina.

as quais encontram-se expressas na Equacéao 10.

MXi + NC*s) ——> M + CoXi
AnOh+M — A,O..M
AnOnM + n/2C*s) ——> MAg) + N/2C02) + M
AnOnM +nC%s ——> mMAw)) + NCOxg) + M) Eq. 10*
Asy +zM) —> AMys) (A,B,C,D,EeF)

AMzs) —> jAg) + ZMs,g)

Para as rea¢des quimicas da Equagao 10, M representa o modificador, A
€ o analito, X o ion ligado ao elemento modificador (como por exemplo, NOg’,
CI" e entre outros), C* os sitios ativos na superficie do tubo de grafite, k, m, n, j
e z sdo coeficientes estequiométricos.

A proposta de mecanismo feita por Volynsky [271] tem as suas
semelhangas com a de Qiao e Jackson [270], pois em ambos os estudos os
autores descrevem que ha uma ligagao estavel formada a partir do elemento
modificador, na sua forma metalica, com o analito a ser determinado (Equacéao
10, etapa E). Em seguida essa ligagdo se desfaz e, entdo, o analito esta

liberado para ser quantificado conforme o programa de temperatura
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estabelecido no procedimento de analise (Equacéao 10, etapa F).

Para a determinacdo de Cd, Pb e Sn, Volynsky [265] relata em seu
estudo uma série de alternativas para se utilizar como modificadores, tanto pelo
modo convencional como permanentes. Apesar disso, 0 autor cita o uso da
mistura Pd+Mg como modificador comum para a determinagdo dos trés
elementos citados, visto que com esta mistura os resultados mostraram-se
satisfatorios. Além da escolha de qual o melhor modificador, a atengado também
deve ser voltada para uma etapa anterior a de leitura instrumental, a qual trata-
se do preparo das amostras que serao analisadas, visto que o estado da

amostra vai contribuir para o andamento da anélise quimica [272].

3.5. Avaliacao de métodos de preparo de amostras

Conforme ja comentado no primeiro capitulo desta dissertacéo, a etapa
de preparo de amostra pode ser considerada como uma das mais importantes
dentro da sequéncia analitica. Um dos fatores que elevam o nivel de
importancia desta etapa € avaliar qual o melhor procedimento a ser adotado
em cada analise quimica, visto que essa tarefa ndo é facil diante de muitos
procedimentos que sao trazidos na literatura [15]. Informag¢des bastante
detalhadas sobre a etapa de preparo de amostra ja foram discutidas em toda a
secao 3.3. do primeiro capitulo. Contudo, nesta secao serdo considerados os
procedimentos mais empregados de preparo de amostra para analises em GF
AAS, principalmente para o tratamento de amostras de natureza biologica.

Um dos métodos bastante empregados para o tratamento de amostras é
a decomposicao acida, o qual envolve a adicdo de um acido mineral oxidante
adequado e energia para que a amostra passe por uma transformagao quimica
[13]. A literatura traz muitos trabalhos que envolvem diferentes procedimentos
de decomposicao de amostras para determinacdo de metais pela técnica de
GF AAS [273-275]. Em um estudo de revisdo, Sardans e colaboradores [275]
apontam uma lista com 143 trabalhos cientificos que relatam a determinacgéo
de diversos elementos em matrizes biolégicas por GF AAS. Dentre todos os
trabalhos citados pelo autor, a grande maioria envolve processos de

decomposigéo acida por via umida no tratamento das amostras. Ja os demais
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trabalhos tratam-se de procedimentos como calcinagao, lixiviacdo, diluigao,
amostragem direta de sélidos ou a formagao de suspensao [275].

Processos de solubilizagdo, seja em meio acido ou basico, também séo
atrativos dentro da etapa de preparo de amostras, visto que na maioria das
vezes trata-se de um procedimento simples e seguro [108]. Considerando tal
processo em meio alcalino, a literatura reporta em muitos estudos o uso de
TMAH para amostras biologicas e determinacdo de metais por GF AAS [110,
155, 276]. Além desse reagente, também & possivel empregar outros reagentes
basicos para o tratamento de amostras, tais como as aminas terciarias soluveis
em agua (CFA-C) e reagentes fortemente alcalinos (NaOH, KOH, entre outros)
[108]. Ja em meio acido, o processo de solubilizagdo de amostras bioldgicas
pode se dar com o uso de HCOOH, o qual vem apresentando resultados
satisfatorios para analises em espectrometria atbmica, incluindo GF AAS [159].

Diante de muitas alternativas para o preparo de amostras, muitos
pesquisadores buscam a fundo as potencialidades de um determinado
procedimento e acabam adotando-o para seu estudo. Contudo, € interessante
0 emprego de mais de um procedimento, a fim de compara-los diante das
mesmas condi¢cées de analises. Recentemente, Nunes e colaboradores [110,
188] publicaram dois trabalhos envolvendo procedimentos de decomposicao
acida e solubilizagdes com TMAH e HCOOH. Nestes estudos, os autores
avaliaram a concentracdo de diferentes metais em amostras de carnes reais
através da técnica de espectrometria atdmica (F AAS e GF AAS), onde em
ambos os estudos, os autores concluem sobre a eficiéncia e simplicidade do
uso de TMAH para tal etapa de preparagcdo de amostras bioldgicas.

3.5.1. Solubilizagao alcalina com TMAH

O TMAH é uma base organica forte (pH entre 13,4 a 14,7) soluvel em
agua e alcodis, o que leva a formagado de uma solugéo incolor e com odor
caracteristico de amina. Sua férmula quimica é (CH3)sNOH, com massa molar
de 91,15 g mol™, e encontra-se comercialmente vendida na forma de uma
solugdo aquosa ou alcodlica com concentragao de 25 % (m/v), a qual é estavel

a temperatura ambiente [108, 156]. Com relagdo aos efeitos desse reagente a
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saude humana, ele pode apresentar um nivel considerado de toxicidade, o que
reflete em maiores cuidados ao manipular tal reagente, pois seus vapores
podem causar irritacdes nas vias respiratorias e a exposi¢cao dérmica pode
levar a efeitos adversos [108, 277]. Lee e colaboradores [278] descrevem em
seu estudo de revisdo dois casos fatais de exposicado dérmica com TMAH,
onde ambas as vitimas apresentaram sintomas comuns como queimaduras de
terceiro grau e problemas respiratérios e cardiacos. Além disso, os autores
ainda trazem indicag¢des de letalidade, onde testes com a finalidade de expor a
pele de ratos a solu¢gdes de TMAH em concentragdes de 2,38 e 25 % (m/v)
foram realizadas e registrando resultados de 85,9 e 28,7 mg kg'1 para LDsg
(que significa a dose letal capaz de matar 50 % dos individuos de uma
populacdo em teste), respectivamente. Para fins de comparagéo, testes com a
injecao subcutadnea dessas solu¢gdes de TMAH também foram realizados e os
resultados observados para LDsy foram de 129 e 11,9 mg Kg'1,
respectivamente.

O uso desse reagente no preparo de amostras para espectrometria
atbmica vem sendo utilizado ja faz alguns anos. Um dos primeiros trabalhos foi
publicado em 1973 por Murthy e colaboradores [279], onde esses autores
solubilizaram amostras de figado, rim e cabelo de rato para a determinagao de
Zn, Cu, Cd e Pb por F AAS. Nesta mesma década, mais especificamente em
1979, Julshamn e Andersen [280] utilizaram TMAH para solubilizar amostras de
musculo humano obtidos em biopsias para a determinag¢ao de Cu, Cd, Mn e Al
pela técnica de GF AAS. Segundo esses autores, o procedimento envolvendo o
meio alcalino mostrou-se ineficiente apenas para a quantificacdo de Al nas
amostras em questdo. Desde entdo, muitos trabalhos até a atualidade vem
sendo apresentados com o uso desse reagente alcalino para o preparo de
diversos tipos de amostras. Recentemente, Nébrega e colaboradores [108]
publicaram um artigo de revisdo mostrando a grande aplicabilidade do TMAH,
no qual é possivel ter acesso a uma tabela que detalha o procedimento de
preparo de amostras envolvendo tal reagente para uma série de estudos.

Considerando o procedimento experimental, as amostras de natureza
bioldgicas sdo facilmente solubilizadas com TMAH em temperatura ambiente,

ou seja, nao ha necessidade do emprego de algum tipo de energia para o
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aquecimento. As solugbes resultantes apresentam uma caracteristica de
suspensao, as quais sdo capazes de permanecer estaveis durante meses,
mesmo quando acondicionadas em temperatura ambiente [156]. De acordo
com a literatura, muitos procedimentos experimentais diferem-se na quantidade
em volume do TMAH necessario para o tratamento da amostra, visto que isso é
um fator importante de se avaliar a fim de evitar possiveis interferéncias nao
espectrais. Contudo, uma propor¢cao atrativa para o preparo de amostras
biolégicas e que vem sendo aplicada em outros estudos, foi relatado em 2005
por Torres e colaboradores [17], os quais descrevem que para cada miligrama
de amostra seca sao necessarios 5 pyL da solugéo 25 % (m/v) de TMAH para
uma solubilizagéo efetiva. Ainda sobre este estudo, os autores afirmam que em
apenas duas horas ja € possivel obter uma solubilizagdo das amostras em
temperatura ambiente. Entretanto, é possivel diminuir ainda mais esse tempo
de tratamento das amostras, através do auxilio de aquecimento em sistema
aberto com bloco digestor [281], em banhos ultrassénicos [282], assistido por
micro-ondas [283] e entre outros. Em todos esses procedimentos envolvendo o
auxilio de sistemas para aquecimento, o tempo de solubilizagao é acelerado e
sendo inferior a uma hora.

De um modo geral, o processo de tratamento de amostras bioldgicas
com TMAH apresenta vantagens destacaveis como simplicidade, rapidez e
seguranga, pois tal pratica pode ser realizada em um frasco fechado sem risco
de contaminagao ou qualquer perda de analito por volatilizagdo. Além disso, é
possivel acompanhar na literatura muitos trabalhos que trazem resultados
satisfatérios para analises de amostras solubilizadas com este meio alcalino
[108]. Contudo, como desvantagem desse reagente € possivel citar o forte odor
e a alta viscosidade da solugao resultante, o qual pode vir a influenciar no
processo de leitura instrumental. Além disso, para analises utilizando a técnica
de GF AAS, é necessario o emprego de um modificador quimico compativel
com o meio alcalino de TMAH, pois assim € possivel evitar problemas como
formacgao de precipitados no interior do tubo de grafite e geragdo de um sinal

analitico indesejavel [108, 156].
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3.5.2. Solubilizagao acida com HCOOH

O HCOOH ¢é um acido organico relativamente fraco (pKa = 3,77) de
baixa massa molecular (45,025 g mol™), incolor e com odor caracteristico
pungente. Comercialmente pode ser encontrado nas concentracdes de 85 %
(v/v) até aproximadamente 98 % (v/v), mas também pode ser facilmente
purificado através de um destilador subebulicdo. Esse reagente permanece
estavel a temperatura ambiente e ao ar, sob condi¢des normais de uso e
armazenamento, mas € sensivel a luz, ao calor e a umidade. Em relacédo a
exposicao humana, deve-se ter uma atengdo ao manipular o respectivo acido,
uma vez que pode ser absorvido pelas vias oral, dérmica e inalatoria,
apresentando irritabilidade local e, possivelmente, o desenvolvimento de
sintomas sistémicos [284-285].

O uso desse acido organico vem se destacando em diversas aplicagdes
na etapa de preparo de amostras, principalmente na solubilizagdo de materiais
biolégicos para posterior determinacdo de metais [19, 157, 158]. Como
procedimento experimental, o uso de HCOOH é semelhante ao descrito para o
TMAH, pois é realizado com a adi¢do do acido sobre a amostra e deixando em
repouso até a formacdo de uma solugdo com caracteristica de suspensao.
Entretanto, a proporgéo de acido em relagdo a quantidade de amostra biolégica
€ descrita por Scriver e colaboradores [159], os quais relatam que para um
grama de amostra seca, sdo necessarios 40 mL desse reagente. Nesse estudo,
os autores determinaram 15 elementos metalicos em amostras de tecidos
biolégicos marinhos por GF AAS e ICP OES, apdés a comparagdo entre o
procedimento utilizando HCOOH para a solubilizagdo e uma digestdo acida
convencional assistida por micro-ondas, apresentando resultados satisfatorios
para ambos os procedimentos adotados. Essa proporgcdo descrita também foi
adotada por Kan e colaboradores [19], os quais determinaram a concentracao
de Hg total em amostras de tecido biolégico. Se comparado com o
procedimento envolvendo TMAH, é necessario um volume bem maior de
HCOOH para a solubilizagdo da mesma quantidade de amostra. Apesar disso,
€ possivel chegar ao tratamento da amostra por ambos os procedimentos, mas

obter diluicdes diferentes para as solugdes, ou seja, a solugado resultante em
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meio acido ira conter a amostra de uma forma mais diluida e,
consequentemente, a concentragao de todos os analitos ali presentes.

Ainda com respeito ao estudo realizado por Scriver e colaboradores
[159], esses autores concluem algumas vantagens em se utilizar o acido
organico no preparo de amostra do que a utilizagado de TMAH para analises por
GF AAS. Segundo eles, o HCOOH nao exala um odor muito forte durante a
execugao do programa de aquecimento, além de n&o necessitar de uma
limpeza frequente do tubo de grafite, conforme é requerido quando se utiliza o
meio alcalino.

O uso desse acido organico no preparo de amostras nao é uma pratica
muito recente, pois em 1991 o pesquisador Von Piechowski realizou uma
dissolucédo de Oleos para analise de fosforo e outros elementos por ICP OES
[286]. Até os dias atuais, novos estudos vem surgindo com aplicagcdo de
HCOOH no preparo de amostras, principalmente em estudos relacionados com
a photo-CVG [8, 287], que trata-se de uma técnica de geragédo de vapor apos
as amostras serem expostas a radiagao UV, conforme ja fora citada no primeiro
capitulo desta dissertacdo. Segundo Guo e colaboradores [69], acidos
organicos de baixa massa molecular tais como o acido férmico, acético,
propiodnico e maldnico s&o capazes de gerar radicais por meio da radiagédo UV
e obter resultados satisfatorios na redugcédo dos analitos e geragao de vapor.

Apesar da literatura ndo dispor um numero tado elevado de estudos
envolvendo HCOOH para a solubilizagdo de amostras biolégicas, esse
procedimento caracteriza-se por possuir vantagens tdo boas quanto as
apresentadas para o processo envolvendo TMAH, pois com o acido organico é
também possivel obter uma solubilizagdo simples e segura [157]. Contudo, a
solubilizagdo em meio acido € um processo mais demorado do que relatado
para o emprego de TMAH, uma vez que Scriver e colaboradores [159]
empregaram um banho ultrassénico a 50 °C para acelerar esse procedimento,
chegando a um tempo final que variou de 2 a 4 horas. Ja Tormen e
colaboradores [157, 158] conseguiram reduzir esse tempo para uma hora,

porém com a adi¢cao de 90 °C de temperatura em “banho-maria”.
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3.5.3. Decomposicao acida

Para o processo de decomposicdo acida, a literatura reporta muitos
estudos envolvendo diferentes condicdes experimentais, tais como o meio
oxidante e o sistema de aquecimento [15, 103]. Esse procedimento pode ser
realizado tanto em sistemas aberto ou fechado, onde a escolha vai depender
do tipo de analise quimica que sera realizada [15]. Uma discussao bastante
detalhada sobre esse processo que envolve a decomposi¢cao acida de
amostras bioldgicas foi apresentada no primeiro capitulo desta dissertagcéo
(secédo 3.3.1.1), onde € possivel obter a definicdo, vantagens e desvantagens
desse método de tratamento de amostras.

Apesar disso, cabe salientar o uso de sistema com dedo frio conectados
a tubos digestores convencionais, que proporciona uma digestdo acida com
minimas perdas de analitos e acidos por volatilizagdo. Esse sistema vem a ser
uma alternativa viavel ao modo convencional aberto de tratamento das
amostras, além de ser de facil manuseio e barato, quando comparado com
sistemas fechados sofisticados [137]. A se¢édo 3.3.1.2 (capitulo 1) traz uma
revisdo importante sobre esse sistema, mostrando as principais aplicagdes
recentes. Dentre essas recentes aplicacdes, € importante avaliar os estudos
que utilizaram tal sistema para decomposicao de diferentes tipos de amostra e
determinacao de Cd e Pb por GF AAS [128, 129, 134, 135], onde em todos foi
possivel a obtencdo de resultados satisfatorios. Para Sn ndo ha registros do
emprego desse sistema para decomposi¢cdo das amostras e posterior analise
por GF AAS.

De um modo geral, o processo de decomposi¢cao acida contribui para
uma analise menos suscetivel a interferéncias por GF AAS, pois grande parte
da matriz ja é eliminada na etapa de preparo da amostra [288]. Isso se
caracteriza como uma vantagem desse procedimento, visto que 0s processos
de solubilizagbes acabam mantendo todos os componentes da matriz em
solugcdo. Apesar de cada procedimento apresentar suas limitagdes, nada
impede de serem empregados para o tratamento de amostras, uma vez que
deve ser realizado otimizagdes operacionais prévias, a fim de que as analises

quimicas sejam conduzidas da melhor maneira possivel.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Instrumentagao

Todas as medidas foram realizadas em modo &rea do pico no
espectrometro de absorgdo atdbmica modelo AA-6300 (Shimadzu, Japao),
equipado com um forno de grafite com aquecimento longitudinal (modelo GFA-
EX7i), um amostrador automatico modelo ASC-6100, uma l&mpada de arco de
deutério como corretos de fundo e lampadas de catodo oco para cada
elemento estudado (Hamamatsu Photonics K. K., Japado). Para todas as
leituras instrumentais, foram utilizados tubos revestido de grafite pirolitico com
plataforma de L'Vov (Shimadzu 65F191). Como gas suporte, foi utilizado
Argbnio com uma pureza de 99,996 % (Linde, Barueri, SP). Algumas condi¢des

de operagao do espectrdmetro estao listadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Parametros operacionais para a determinacéo de Cd, Pb e Sn.

Elemento
Condig¢o6es de Trabalho
Cd Pb Sn
Comprimento de onda (nm) 228,8 283,3 2246
Fenda espectral (nm) 0,5 0,5 0,7
Corrente da lampada (mA) 8 10 20

Todas as amostras reais adquiridas em comércio local foram trituradas
utilizando um mini-processador de alimentos (Black & Decker, Brasil) e
pesadas em uma balanga analitica Ohaus Adventurer modelo AR 2140 (Pine
Brook, NJ, EUA) com uma resolugao de 0,1 mg e maximo de tara de 210 g.
Para o processo de decomposicido acida das amostras, foi utilizado um bloco
digestor modelo MA-4025 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil), adaptando um
sistema com dedo frio para cada tubo de digestédo, a fim de evitar perdas de
analito e reagente por volatilizagdo durante o aquecimento. Esse sistema com
dedo frio, o qual fora desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa, esta descrito
na parte experimental do primeiro capitulo desta dissertacéo e representado na

Figura 16. No processo de solubilizagdo das amostras, foi utilizado um banho
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ultrassénico modelo S40H (Helmasonic, Alemanha), a fim de auxiliar no

tratamento das amostras.
4.2. Reagentes e Materiais

Todos os reagentes utilizados no presente estudo foram de grau
analitico. Para o preparo de todas as solugdes, utilizou-se agua de alta pureza,
tratada em um sistema Direct-Q 3 de purificagcdo (Millipore Corporation,
Bedford, USA), com resistividade de 18,3 MQ cm. Solug¢des de trabalho para
Sn foram preparadas por diluigdes feitas a partir de uma solugéao estoque para
AAS contendo 1000 mg L™ (Fluka, Buchs, Alemanha). Para Cd e Pb, as
solucdes de trabalho foram obtidas de forma semelhante, a partir de solugdes
estoques que foram preparadas a uma concentragdo de 1000 mg L™ Tritisol
(Merck, Darmstadt, Germany) em agua deionizada. Como modificador quimico
foram usados uma solucdo de Pd 1000 pg L' em HCI 5,1 % (m/v) e Mg 1000
ug L™ (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany), pipetando um volume especifico
para cada uma das solugdes durante as analises.

Para a etapa de preparo das amostras, os acidos nitrico (Synth, Brasil) e
formico (Vetec, Brasil), foram bidestilados abaixo do seu ponto de ebuligdo em
um destilador de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Além
desses, uma solugcédo aquosa de 25 % (m/v) de hidroxido de tetrametilaménio
pentahidratado (Sigma Aldrich, Alemanha) também foi utilizado para o
tratamento das amostras.

Assim como descrito para o experimento do primeiro capitulo desta
dissertacao, toda a vidraria e materiais de laboratério, utilizados para o preparo
das amostras e padrdes, foram primeiramente limpos com agua e detergente e
subsequentemente imersos em uma solu¢do de HNO3 10 % (v/v) por, pelo
menos, 48 horas, sendo posteriormente lavados com agua deionizada e secos

antes de seu uso.
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4.3. Amostras e procedimentos de preparo

Foram utilizadas para o desenvolvimento dos procedimentos propostos
neste estudo, amostras processadas e enlatadas de carne bovina fatiada,
salsicha e alméndega, bem como uma amostra de carne bovina In Natura,
todas adquiridas em comércio local. As amostras foram lavadas com agua
deionizada, cortadas, trituradas em um processador comercial e logo apos,
homogeneizadas. Em seguida, foram armazenadas e estocadas a -16 °C em
potes de plasticos previamente limpos e descontaminados. Para os devidos
procedimentos de analise, as amostras foram naturalmente descongeladas
minutos antes dentro dos frascos fechados para evitar acumulo de umidade
antes das pesagens.

Uma informacgédo importante sobre essas amostras reais é o teor de
umidade, uma vez que isso pode influenciar na quantidade de reagente
adicionado para o tratamento da amostra em seu estado seco. Sendo assim,
aproximadamente 1 g de todas as amostras foi pesado em vidro de relogio, as
quais foram levadas diretamente para uma estufa a temperatura de
aproximadamente 100 °C por no minimo 2 horas. Em seguida, as amostras
foram retiradas da estufa e deixadas em um dessecador até chegarem a
temperatura ambiente para proceder a pesagem das mesmas. Esse processo
foi realizado até as amostras adquirirem peso constante, ou seja, até a certeza
de que toda a massa relativa a umidade foi eliminada. Através disso, foi
possivel avaliar que o teor de umidade presente em todas as amostras ficou
proximo dos 70 % (m/m), o qual sera levado em consideragdo para os
préximos procedimentos de preparo.

Para validar a metodologia proposta, os seguintes materiais de
referéncia certificados (CRM) foram utilizados: DOLT-4 (figado de peixe),
DORM-3 (proteina de peixe) e TORT-2 (hepatopancreas de lagosta),
produzidos pelo National Research Council (NRC, Canadda); 8414 (musculo
bovino), 2976 (tecido de mexilhdo) e 1577C (figado bovino), produzidos pelo
National Institute of Standards and Technology (NIST, Gaithersburg, MD, USA).

Todas as amostras citadas, tanto as reais como os CRM's, foram

preparadas em trés diferentes meios, onde os procedimentos que envolvem
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solubilizagdo foram realizados para avaliar a exatiddo do método proposto, que
trata-se da decomposigcdo acida empregando o sistema com dedo frio. Todos

esses procedimentos estdo apresentados a seguir.
4.3.1. Procedimento 1: Mineralizagao com sistema de dedo frio

Para todas as amostras, aproximadamente 0,50 g foram pesados
diretamente em frascos digestores com a posterior adi¢do de 2,0 ou 4,0 mL de
HNO3; para a mineralizacdo das amostras reais e CRM’s, respectivamente. Em
seguida, foi acoplado o sistema de dedo-frio a esses frascos e aquecidos a
uma temperatura de 220 °C do bloco digestor por uma hora. Foram
adicionados volumes diferentes de acido devido a massa referente a umidade
nas amostras reais, a qual deve ser desprezada no calculo da adicdo dos
reagentes. Apos o resfriamento das amostras a temperatura ambiente, a
solucdo resultante foi transferida para frascos volumétricos e o volume
completado a 10,0 mL com agua deionizada.

Para avaliar a concentracdo final das solugcbes resultantes da
decomposicdo acida com o sistema de dedo frio, foi realizada uma titulagéo

com uma solugdo padronizada 0,1 mol L' de NaOH (Synth, SP, Brasil)
4.3.2. Procedimento 2: Solubilizagdo com HCOOH

Neste procedimento, foi pesada a mesma massa de amostra utilizada no
procedimento anterior, porém foram necessarios 6,0 mL para a solubilizacéo
das amostras reais, uma vez que esta detém de apenas 30 % de massa seca.
Tal propor¢cado adotada segue a descrita por Scriver e colaboradores [159], a
qual também foi empregada para a solubilizagdo das CRM’s, sendo entédo
necessarios 20 mL do acido. Todas as solu¢des foram encaminhadas para um
banho ultrassénico a uma temperatura de 60 °C por no minimo trés horas, a fim
de acelerar o processo de solubilizacdo. Ao final, as solugcbes das amostras
reais e CRM'’s foram avolumadas a 10,0 e 30,0 mL, respectivamente, com agua
deionizada.
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4.3.3. Procedimento 3: Solubilizagao com TMAH

A mesma quantidade de massa foi pesada diretamente em frascos
volumétricos, com a posterior adigao de 750 uL e 2,5 mL da solugdo aquosa de
TMAH 25 % (m/v) para as amostras reais e CRM'’s, respectivamente. Todas as
amostras foram deixadas em repouso por pelo menos 2 horas a temperatura
ambiente. Subsequentemente, as solugcdes foram avolumadas a 10,0 mL com
agua desionizada, conferindo uma concentragao final de 1,9 e 6,2 % (m/v) para
as solucdes de amostras reais e de CRM, respectivamente.

Apoés a realizagdo dos trés procedimentos descritos, foi possivel obter
solugdes com diferentes caracteristicas, conforme podem ser visualizadas na

Figura 35.

Figura 35 — Amostras biologicas tratadas por diferentes procedimentos.
Decomposigcao acida (A), solubilizagdo com HCOOH (B) e solubilizagdo com
TMAH (C).

4.4. Metodologia

Conforme descrito anteriormente, as amostras foram submetidas a trés
diferentes procedimentos de preparo, as quais foram encaminhadas ao
processo de leitura instrumental apds a construgcao de curvas de calibragao dos

respectivos analitos. Essas curvas foram preparadas no mesmo meio em que
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as amostras foram tratadas, a fim de minimizar ao maximo a diferenga entre as
solucdes.

Para a determinacdo dos elementos em estudo, as amostras foram
analisadas em triplicata, introduzindo 20 pL de cada solugdo da amostra no
interior do tubo de grafite e submetendo a um programa de temperatura e
tempo. As etapas de pirdlise e atomizagdo desse programa de temperatura,
foram otimizadas para todos os meios de preparo das amostras e para os trés
analitos, a fim de garantir a melhor temperatura segura em cada etapa. Além
disso, para garantir uma melhor eliminagédo da matriz na etapa de pirdlise sem
perda do analito por volatilizagdo, foi avaliado o uso de modificador quimico
usando uma mistura de 5 ug de Pd + 3 ug de Mg, o qual foi adicionado a cada
leitura dos padrbes e amostras.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Otimizagao do programa de temperatura e tempo do GF AAS

Estudos para identificar a melhor temperatura das etapas de pirdlise e
atomizagdo foram realizados, a fim de avaliar o melhor programa de
aquecimento a ser adotado para a determinacdo de Cd, Pb e Sn em amostras
biolégicas. Para isso, foi adicionada uma quantidade conhecida dos analitos
em meio aquoso € na presenga de uma das amostras (carne bovina
processada e enlatada), as quais foram tratadas por cada um dos processos de
preparo de amostras citados (HNO3;, HCOOH ou TMAH). Isso foi realizado com
o intuito de obter um unico programa de temperatura para cada analito, de
modo a satisfazer todos os diferentes meios de tratamento de amostra
empregados. Além disso, também foi estudado o uso do modificador universal,

em uma proporgao de 5 ug de Pd + 3 pg de Mg.

5.1.1. Otimizagao do programa para a determinagao de Cd

O estudo realizado para a determinagdo de Cd esta apresentado na
Figura 36, na qual é possivel avaliar o comportamento do sinal analitico para
os trés procedimentos de preparo das amostras. Estes estudos foram
realizados em uma faixa de temperatura de 300 a 900 °C para a etapa de

pirdlise, enquanto que para a atomizacao variou de 900 a 2000 °C.
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Figura 36 - Curvas de pirdlise (solido) e atomizagao (aberto) para 0,5 ug L™ de
Cd na presenca de HNO; (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solugdo aquosa
(-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adicdo de modificador quimico e
solugdo aquosa (-A-)(- A -) e da amostra (-0-)(-#-) com a adi¢ao de 3 ug de Mg +

5 yug de Pd como modificador quimico.
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De acordo com os graficos apresentados na Figura 36, percebe-se que,
para a etapa de pirdlise, o sinal analitico tende a diminuir conforme o aumento
da temperatura. Nesta etapa, um sinal mais intenso e comum para todos os
meios foi de 600 °C, mas foi registrado para as curvas realizadas sem a adigéo
de modificador quimico. Para a etapa de atomizagdo, um comportamento
semelhante pode ser observado, uma vez que o sinal mais intenso registrado
foi em temperaturas relativamente baixas.

Com a adi¢ao da mistura Pd + Mg como modificador quimico, percebe-
se um registro de sinal mais intenso em temperaturas mais elevadas, tanto
para a etapa de pirdlise quanto para atomizagao, resultando em temperaturas
de 800 e 1600 °C, respectivamente, em todos os meios de preparo de
amostras. Esse comportamento de maior resisténcia do analito a altas
temperaturas garante uma maior eficiéncia de eliminagao da matriz na etapa de
pirélise, minimizando interferéncias na etapa de atomizagéo.

Considerando todos os analitos estudados, esse estudo do programa de
aquecimento foi avaliado para solugdes aquosas e no meio da amostra, a fim
de verificar uma temperatura ideal para uma melhor eliminagdo da matriz na
etapa de pirdlise sem haver diferengas significativas na intensidade do sinal
analitico no meio aquoso. Com isso, € possivel realizar uma calibragdo com
solugdes aquosas para a posterior analise das amostras biologicas.

Apoés avaliar os resultados obtidos no estudo apresentado na Figura 36,
o programa de temperatura e tempo completo adotado para a determinagao de

Cd esta apresentado na Tabela 12.
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Tabela 12 — Programa de temperatura e tempo utilizada para a determinagao

de Cd em amostras bioldgicas.

Etapa Temperatura Modo de Tempo  Vazao de Gas
(°C) Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 1* 120 Rampa 20 0,1
Secagem 2* 250 Rampa 10 0,1
Pirdlise 1* 300 Step 10 0,1
Pirdlise 2 800 Step 10 0,1
Atomizacéao 1600 Step 5 0
Limpeza 2200 Step 3 0,1

* Etapas e temperaturas recomendada pelo fabricante do equipamento.

Uma observacado importante que cabe salientar na Tabela 12 € o modo
de aquecimento, o qual pode se dar na forma de rampa, que atingira a
temperatura desejada ao final do tempo estabelecido, e a forma step, que
mantera o forno na temperatura selecionada durante todo o tempo

estabelecido.

5.1.2. Otimizagao do programa para a determinagao de Pb

Para o estudo realizado para a determinacdo de Pb, o comportamento
do sinal analitico em fungdo da temperatura, tanto de pirdlise como de
atomizacao, foi semelhante ao observado para o Cd. Este estudo esta
apresentado na Figura 37, o qual foi realizado variando a temperatura de 300 a

1300 °C para a etapa de pirdlise e de 1300 a 2300 °C para a atomizagao.

118



Capitulo 2

©

©

©

N

‘©

S

@]

Z

©

©

c

«©

2

8 ) 28

9 0,01

< I"I"I"I"I"I"I"A

300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
Temperatura, °C
1,01 -‘r**\gﬂ% s

© >~ -9 S

o ] \ : 8 V%

T * ’

€ 0,61 \

5 \

2 ]

o 0,4-

2 _

@

E 0,2' .

8 | S

9 0,04

< I"I"I"I"I"I"I"B

300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400

Temperatura, °C

©

©

©

N

©

£

o

zZ

.©

O

C

«©

c

o

g Cc

<

300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
Temperatura, °C

Figura 37 - Curvas de pirdlise (sdlido) e atomizagado (aberto) para 20,0 pg L™
de Pb na presenga de HNOj; (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solugdo aquosa
(-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adicdo de modificador quimico e
solugdo aquosa (-A-)(- A -) e da amostra (-0-)(-#-) com a adi¢ao de 3 ug de Mg +

5 yug de Pd como modificador quimico.
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De acordo com os graficos referentes ao estudo de temperatura
apresentado na Figura 37, percebe-se que é possivel alcangar temperaturas
mais elevadas para ambas as etapas quando se faz o uso de modificador
quimico. Sendo assim, as temperaturas adotadas foram 1100 e 2100 °C para a
etapa de pirdlise e atomizacdo, respectivamente, uma vez que estas
mostraram-se ideais para todos os meios de preparo das amostras. O
programa de temperatura e tempo final para a determinacdo de Pb esta

apresentado na Tabela 13.

Tabela 13 — Programa de temperatura e tempo utilizada para a determinagao

de Pb em amostras biologicas.

Etapa Temperatura Modo de Tempo  Vazao de Gas
(°C) Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 1* 120 Rampa 20 0,1
Secagem 2* 250 Rampa 10 0,1
Pirdlise 1* 300 Step 10 0,1
Pirolise 2 1100 Step 10 0,1
Atomizacéao 2100 Step 5 0
Limpeza 2500 Step 3 0,1

* Etapas e temperaturas recomendada pelo fabricante do equipamento.

5.1.3. Otimizagcao do programa para a determinagao de Sn

O estudo para selecionar a melhor temperatura de pirdlise e atomizacao
também foi realizado para Sn, onde, conforme pode ser visualizado na Figura
38, o comportamento das curvas foi semelhante ao observado para os demais
analitos. Para o referido analito, esse estudo foi realizado em uma faixa de
temperatura que vario de 400 a 1500 °C e de 1800 a 2700 °C para as etapas

de pirdlise e atomizacao, respectivamente.
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Figura 38 - Curvas de pirdlise (sdlido) e atomizagado (aberto) para 50,0 pg L™
de Sn na presenga de HNOj; (A), HCOOH (B) e TMAH (C). Solugdo aquosa
(-o-)(-m-) e da amostra (-o-)(-e-) sem a adicdo de modificador quimico e
solugdo aquosa (-A-)(- A -) e da amostra (-0-)(-#-) com a adi¢ao de 3 ug de Mg +

5 yug de Pd como modificador quimico.
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Para o estudo apresentado na Figura 38, é possivel notar que a adigao
do modificador quimico influencia positivamente na escolha de uma
temperatura mais elevada, principalmente para a etapa de pirdlise.
Especificamente para esse analito, ndo houve diferengas muito significativas na
intensidade do sinal analitico entre as solu¢des avaliadas para a etapa de
atomizagao. Sendo assim, as temperaturas selecionadas apés a avaliagcéo do
estudo apresentado foram 1400 e 2500 °C para a pirdlise e atomizacao,
respectivamente. O programa completo de aquecimento adotado para a

determinacao de Sn esta apresentado na Tabela 14.

Tabela 14 — Programa de temperatura e tempo utilizada para a determinagéo
de Sn em amostras biologicas.

Etapa Temperatura Modo de Tempo  Vazao de Gas
(°C) Aquecimento (s) (L min™)
Secagem 1* 120 Rampa 20 0,1
Secagem 2* 250 Rampa 10 0,1
Pirdlise 1* 300 Step 10 0,1
Pirolise 2 1400 Step 10 0,1
Atomizacao 2500 Step 5 0
Limpeza 2800 Step 3 0,1

* Etapas e temperaturas recomendada pelo fabricante do equipamento.

De um modo geral, os estudos realizados para selecionar a temperatura
ideal para essas duas etapas sdo de extrema relevancia, uma vez que essas
podem ser consideradas as etapas mais importantes de um programa de
aquecimento em GF AAS. Com isso, as temperaturas adotadas para os
analitos em questdo podem ser comparadas com outros estudos apresentados
na literatura, como o de Azevedo e colaboradores [247], os quais empregaram
temperaturas de 1300 e 2200 °C para a etapa de pirdlise e atomizacao,
respectivamente, na determinacdo de Sn em sangue e urina por GF AAS e
utilizando modificador universal. Ja para os demais analitos, Dessuy e
colaboradores [151] estabeleceram a temperatura de 700 e 900 °C na etapa de

pirdlise e de 1300 e 2000 °C para atomizag¢ao de Cd e Pb, respectivamente, na
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andlise de amostras de bebidas, na qual também foi utilizado o modificador
universal para os procedimentos de leitura instrumental. A literatura ainda
reporta estudos para a temperatura de pirélise e atomizagdo em muitos outros
trabalhos, os quais sao utilizados para a determinacao desses trés analitos em
diversos tipos de amostras ou utilizando outros tipos de modificadores quimicos
[150, 152, 248].

De acordo com as temperaturas citadas em estudos relatados na
literatura, € possivel notar que ndo ha diferengas muito significativas para o
valor estabelecido no presente trabalho e indicados nas Tabelas 12, 13 e 14.
Apesar das condi¢des de andlises, como a natureza da amostra, ndo serem as
mesmas, € possivel ter uma ideia dos valores geralmente estabelecidos para

essas etapas na determinacao de Cd, Pb e Sn.

5.2. Parametros de Mérito

Para a determinacédo de Cd, Pb e Sn em amostras de carne, curvas de
calibragao foram construidas no mesmo meio de preparo das amostras e em

um faixa linear especifica para cada analito. Os parametros de mérito para o

presente estudo estdo apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Parametros de mérito para a determinacdo de Cd, Pb e Sn em

diferentes meios.

Faixa Linear Preparo de a LD LQ

: _ _ R
(ug L) Amostra  (Lug™") (Mgg") (Mgg™)

Analito

HNO3 0,1342 0,0006 0,0020 0,999
Cd 0,25-1,0 HCOOH 0,1026 0,0008 0,0026 0,995
TMAH 0,0804 0,0010 0,0034 0,998

HNO3 0,0042 0,0164 0,0546 0,995
Pb 5,0-30,0 HCOOH 0,0037 0,0178 0,0594 0,998
TMAH 0,0028 0,0224 0,0746 0,999

HNO3 0,0007 0,0520 0,1734 0,999
Sn 10,0-70,0 HCOOH 0,0004 0,0660 0,2200 0,993
TMAH 0,0006 0,0620 0,2066 0,997

De acordo com a Tabela 15, foi possivel alcancar 6timos coeficientes de
correlacao linear nas curvas de calibragao para todos os analitos (R > 0,99) e
independente do método empregado para o preparo das amostras. Com
relacdo a sensibilidade, a qual é dada pelo coeficiente de correlagdo angular

das curvas de calibragao (a), percebe-se que esse valor foi maior para o meio

que utiliza HNO3; no preparo de amostra. Com essas informacgdes, é possivel
afirmar que o sistema de decomposi¢cdo acida, o qual faz o uso do eficiente
sistema de dedo frio, € muito atrativo para o controle desses metais pela
técnica de GF AAS. Além disso, o LD e LQ para este meio apresentaram-se
menores do que quando comparado com os demais.

Considerando os outros dois métodos de preparo de amostras (HCOOH
e TMAH), ndo foram registradas diferengas significativas para os parédmetros
avaliados, fazendo com que esses métodos também possam ser empregados
para o controle da concentracdo desses analitos. Para a determinacdo de Sn
percebe-se uma sensibilidade baixa independente do método empregado para
o tratamento das amostras, uma vez que a faixa linear empregada é
relativamente alta, quando comparada com a dos demais elementos. Esse fato

esta diretamente ligado com o baixo sinal de absorvancia registrado para esse
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analito em concentragdes baixas, o que faz com que seja necessario o

emprego de uma faixa linear mais acentuada.

5.3. Efeito da temperatura de decomposicao acida das amostras

O efeito da temperatura na decomposigcdo de amostras de carne foi
estudado em fungéo do sinal analitico na determinagao de Cd, Pb e Sn, a fim
de avaliar a eficiéncia do sistema de dedo frio no tratamento da amostra, bem
como verificar se ha algum risco de perdas de analito por volatilizagao durante
essa etapa. Para isso, uma amostra real (carne bovina fatiada processada e
enlatada) foi preparada em triplicata, conforme descrito no procedimento 1,
porém com a adicdo de uma concentracdo conhecida dos analitos e levadas ao
aquecimento em diferentes temperaturas do bloco digestor (de 100 a 220 °C).
Para cada temperatura empregada foi verificado visualmente o término do
processo por meio da coloracdo da solugao resultante, o qual foi diminuindo
conforme era aumentada a temperatura empregada no bloco digestor. A Figura
39 mostra este estudo realizado para o processo de tratamento das amostras
bioldgicas.
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Figura 39 - Efeito da temperatura de mineralizacdo de amostra bioldgica (carne

bovina enlatada), em meio de HNO3; e utilizando o sistema de dedo frio, para a
determinagéo de 0,5 ug Cd L™ (-o-), 20 ug Pb L™ (-0-) € 50 ug Sn L (-A-).
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Conforme verificado no estudo apresentado na Figura 39, ndo ha
diferengas significativas nas concentracbes dos analitos adicionados as
amostras, uma vez que boas recuperagdes foram obtidas em todas as
temperaturas estabelecidas no bloco digestor para o processo de
decomposicdo das amostras de carne. Por uma observagdo visual, foi
verificado também que a medida que a temperatura de decomposi¢cédo era
aumenta no bloco digestor, o tempo gasto no processo era menor, uma vez que
para a mineralizagcdo das amostras em 100 °C foram necessarias duas horas e
meia, mas ja para o mesmo processo em 220 °C foi preciso apenas uma hora
para a realizagao do experimento. Esse estudo sé foi possivel de ser realizado
devido ao sistema desenvolvido com acoplamento do dedo frio aos frascos de
digestéo, pois assim os vapores gerados durante o processo de aquecimento
podem ser condensados, aproveitando ao maximo a capacidade de digestao
do &cido utilizado. Com isso ndo ha necessidade de reposicdo de acidos
durante o processo de mineralizacdo, o que iria refletir em um aumento
consideravel dos brancos analiticos. Além disso, esse sistema de dedo frio
opera a pressao atmosférica, o que garante uma maior seguranca durante o
processo, visto que nao ha risco de explosdes por aumento da pressao interna
nos frascos durante o aquecimento.

Quando fora estabelecido uma temperatura de 220 °C no bloco digestor
(100 °C acima do ponto de ebulicdo do acido empregado), percebeu-se uma
diminuicdo no tempo de decomposi¢gdo da matéria organica presente na
amostras. Apesar da temperatura da solugdo nao ultrapassar os 120 °C,
conforme mostrado no estudo realizado no experimento do primeiro capitulo
desta dissertacdo e apresentado na Figura 21, foi observado que a taxa de
refluxo no interior do frasco era muito superior do que quando comparado com
o emprego de temperaturas menores do que 220 °C. Possivelmente, isso
também fez com que o processo de decomposi¢cdo pudesse ser realizado em
um menor tempo, contribuido também por uma maior turbuléncia que
certamente propiciou uma melhoria cinética nas reagdes de decomposi¢ao. O
sistema de dedo frio mostrou-se muito eficiente ao ponto de n&o registrar
perdas significativas no volume de acido inicialmente adicionado, mantendo os

analitos estaveis sem perdas por volatilizagao.
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Diante da eficiéncia no tratamento das amostras, a temperatura de 220
°C em um periodo de uma hora foi fixada para a realizagdo do processo de
decomposicdo de todas as amostras analisadas, caracterizando-se assim
como um procedimento relativamente rapido e seguro para a determinagédo dos
analitos em estudo.

O procedimento de titulagdo acido/base foi realizado com uma solugéo
de NaOH como titulante, com concentracdo aproximada de 0,1 mol L
previamente padronizada com ftalato acido de potassio (KHCgH4O4), € 0 uso de
uma solugdo de fenolftaleina 1 % (m/v) como indicador. Sendo assim, uma
amostra real (carne bovina processada e enlatada) e um CRM (TORT 2 -
hepatopéncreas de lagosta) foram tratados conforme descrito no procedimento
1 de preparo, sendo posteriormente encaminhadas para a titulagdo. Esse
procedimento de decomposigcdo acida foi realizado utilizando o sistema com
dedo frio e o convencional aberto, sendo possivel assim avaliar eficiéncia do
sistema proposto. Segundo os resultados obtidos, a concentragdo média de H*
encontrada nas amostras digeridas no sistema com dedo frio foi de 3,6422 mol
L enquanto que para o convencional foi de 0,2316 mol L. Essa grande
diferenga entre ambas as concentragbes acidas, aproximadamente 93 %, é
devido ao emprego de temperatura elevada no bloco digestor (220 °C), o que
levou a secura do frasco utilizado no sistema convencional aberto. Tal resultado
mostra que com o uso do sistema proposto €& possivel evitar perdas
significativas de acido, além de n&o necessitar de reposicdo de volumes de

acido durante a digestbes das amostras.

5.4. Resultados analiticos para a determinagao de Cd, Pb e Sn em

amostras de carne

A concentracdo de metais em produtos alimenticios enlatados pode
variar conforme varios fatores, tais como a origem do alimento, o pH do produto
enlatado, a qualidade da embalagem e o tempo de armazenamento [109].
Sendo assim, €& de extrema importadncia o monitoramento de metais,
principalmente de carater toxico, em alimentos, a fim de preservar a saude do

consumidor. Com isso, para obter informacdes com respeito a concentracao de
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Cd, Pb e Sn em amostras reais de carne, foram empregados os trés
procedimentos citados para o tratamento das mesmas e os resultados obtidos
estdo listados na Tabela 16. Conforme os resultados obtidos, a concentracao
encontrada para Cd e Pb em todas as amostras reais analisadas ficou abaixo
do LD, ou seja, ndo pode ser detectado e/ou quantificado com uma apropriada
certeza. Ja para a concentracdo de Sn, foi encontrada uma concentragao
relativamente baixa, mas acima do LD em duas das amostras processadas e
enlatadas. Esse elemento possivelmente se faz presente nas amostras
analisadas, devido a composicdo do recipiente onde a amostra ¢é

comercializada.

Tabela 16 - Resultados analiticos para Sn em amostras reais de carne apos
diferentes procedimentos de preparo e determinados por GF AAS, (n = 3).

Valor Encontrado, x + SD, mg Kg'1
Amostra (RSD, %)

HNO; HCOOH TMAH

Salsicha 02616 +0,0033 (1,1)  0,2407 +0,0182 (7,5)  0,2470 + 0,0308 (12,6)
Alméndega 15710 +0,0738 (4,7) 1,6390 +0,1176 (7,2)  1,6158 % 0,0868 (5,4)

Os valores de concentracdo encontrados em duas amostras reais de
carne nao apresentam riscos ao consumo humano, uma vez que encontram-se
abaixo do limite maximo imposto pela UE, que trata-se de 200 mg Kg'1 de Sn
em alimentos enlatados em geral. Para essas concentragcées de Sn detectadas
nas amostras de carnes, foi aplicado o teste estatistico t pareado para um limite
de confianga de 95 %, pelo qual foi possivel verificar que ndao ha diferencas
significativas entre os resultados encontrados para a concentragdo desse
analito em todos os meios de tratamento das amostras.

Para fins de validagao dos procedimentos empregados, testes de adi¢cao
e recuperacgao dos analitos foram realizados para todos os meios de tratamento
das amostras. Concentragcbes de 0,5, 20 e 50 g L™ para Cd, Pb e Sn
respectivamente, foram adicionadas a todas as amostras reais de carne
estudadas. A Tabela 17 mostra os valores em concentracdo obtidos apds as

leituras em triplicata para cada caso avaliado.
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Tabela 17 — Teste de adi¢ao e recuperagao para Cd, Pb e Sn em amostras de

carnes tratadas em diferentes meios de preparo, (n = 3).

Valor Encontrado, x + SD, ug L™

(RSD, %)

Amostra

HNO;

HCOOH

TMAH

Adigdo de 0,5 ug L' de Cd

O O o >

0,5342 £ 0,0412 (7,7
0,5089 + 0,0338 (6,6
0,5168 + 0,0026 (0,5

)
)
)
0,5082 + 0,0200 (3,9)

0,5373 + 0,0352 (6,6)
0,4798 + 0,0423 (8,8)
0,5364 + 0,0366 (6,8)
0,4973 + 0,0272 (5,5)

0,4967 + 0,0294 (5,9)
0,4828 + 0,0323 (6,7)
0,5216 + 0,0507 (9,7)
0,5147 + 0,0254 (4,9)

Adigao de 20,0 ug L™ de Pb

O O o >r

21,4985 + 1,0219 (4,8)
20,6600 + 0,1414 (0,7)
20,9109 + 2,4047 (11,5)
21,8016 + 2,2330 (10,2)

18,8703 + 1,3390 (7,1)
19,3032 + 0,0765 (0,4)
18,7756 + 0,4017 (2,1)
19,6278 + 1,7598 (9,0)

19,8259 + 2,3460 (11,8)
20,4083 + 1,7073 (8,4)
21,3125 + 0,8396 (3,9)
19,5119 £ 2,2167 (11,4)

Adigao de 50,0 ug L™ de Sn

O O o >r

47,6662 + 2,1004 (4,4)
51,8166 + 3,8867 (7,5)
47,6404 + 4,0724 (8,5)
52,2500 + 2,1213 (4,1)

50,8286 * 5,5957 (11,0) 51,5833 * 5,6662 (11,0)
50,3918 + 2,7014 (5,4)
46,8463 + 4,8194 (10,3)
53,2845 + 5,0336 (9,4)

49,0102 £ 0,5303 (1,1)
47,1416 + 4,3546 (9,2)

50,2917 £ 5,0381 (10,0)

Amostras: A = Carne Bovina Processada; B = Salsicha; C = Aiméndega; D = Carne Bovina In Natura.

Conforme os resultados apresentados na Tabela 17, é possivel notar

que foram obtidas boas recuperacdes para a concentragcao adicionada de cada

analitos nas amostras reais. Contudo, essa recuperagdo pode ser melhor

visualizada em termos de porcentagem, conforme esta listada na Tabela 18, o

qual mostra uma faixa de recuperacao que variou de 93,7 a 109 %.

Ainda com base na Tabela 17, é possivel perceber que o método que

utiliza a decomposicao acida com sistema de dedo frio apresenta uma melhor

precisdo do que os demais métodos, uma vez que este apresenta uma média

entre o RSD para os trés analitos de 5,9 %, enquanto que os demais métodos
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apresentaram médias de 6,9 e 7,8 % para HCOOH e TMAH, respectivamente.

Tabela 18 - Percentual de recuperacao do teste de adigao de analito.

Recuperacgdes™ (%)

Amostra HNO3; TMAH HCOOH
Cd Pb Sn Cd Pb Sn Cd Pb Sn
A 106,8 107,5 95,3 99,3 99,1 103,2 107,5 94,4 101,6
B 101,8 103,3 103,6 96,6 102,0 98,0 96,0 96,5 100,8
C 103,4 104,6 95,3 104,3 106,6 94,3 107,3 93,9 93,7

D 101,6 109,0 104,5 1029 97,6 100,6 99,5 98,1 106,6
* Recuperacdes referente a adicdo de 0,5 ug L™ de Cd, 20,0 ug L™ de Pb e 50,0 ug L™ de Sn.

Amostras: A = Carne Bovina Processada; B = Salsicha; C = Aiméndega; D = Carne Bovina In Natura.

Ainda no intuito de validar os procedimentos empregados para a
determinacdo de Cd, Pb e Sn, diferentes CRM’'s foram utilizados e os

resultados obtidos encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19 - Resultados analiticos obtidos para Cd, Pb e Sn em CRMs tratados

por diferentes procedimentos e determinadas por GF AAS, (n=3).

Valor Cert. Valor Encontrado, ¥ + SD, mg Kg™
Amostras mg Kg™ (RSD, %)
(x £ SD) HNO; TMAH HCOOH
Determinacao de Cd
TORT-2 26,7+0,6 26,4+0,1(0,4) 25,8+0,5(1,9) 27,8 +0,7 (2,5)
DORM-3 0,290 £0,020 0,305 +0,006 (2,0) 0,270+0,011 (4,1) 0,288 £ 0,020 (6,9)
DOLT-4 24,3+0,8 242+19(7,8) 23,8 £1,3(5,5) 255+2,0(7,8)

8414  0,013+0,011 0,009 0,001 (11,1) 0,013 0,001 (7,7) 0,015 + 0,004 (26,7)
2976 0,82+0,16 0,86+ 0,09 (10,5) 0,84 + 0,04 (4,8) 0,66 + 0,03 (4,5)
1577C* 97,0+ 14 97,4 + 3,4 (3,5) 95,8 + 4,4 (4,6) 98,4 +7,1(7,2)

Determinacéo de Pb

TORT-2  0,35%0,13 0,41 £ 0,02 (4,9) 0,33 £ 0,01 (3,0) 0,34 £ 0,02 (5,9)
DORM-3 0,395 +0,050 0,405 + 0,028 (6,9) 0,383 + 0,004 (1,0) 0,342 + 0,027 (7,9)
DOLT-4 0,16 % 0,04 0,19 £ 0,01 (5,3) 0,15 + 0,01 (6,7) 0,14 £ 0,01 (7,1)
8414 0,38 + 0,24 0,48 + 0,02 (4,2) 0,30 + 0,02 (6,7) 0,32 + 0,02 (6,2)
2976 1,19+ 0,18 1,12 £ 0,06 (5,4) 1,19+ 0,03 (2,5) 1,28 + 0,05 (3,9)
1577C*  62,8%1,0 64,0 £ 5,6 (8,8) 65,6 + 2,2 (3,4) 59,3 + 4,6 (7,8)
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Determinacdo de Sn

TORT-2 N&o Inf. — — —
DORM-3 0,066 £0,012 0,055 +0,011 (20,0) 0,068 + 0,013 (19,1) <LD
DOLT-4 N&o Inf. — — —
8414 N&o Inf. 0,692 + 0,038 (5,5) 0,615+ 0,088 (14,3) 0,626 + 0,102 (16,3)
2976 0,096 + 0,039 0,084 +0,035 (41,7) 0,067 +0,021 (31,3) <LD
1577C* N&o Inf. — — —

* Valor informado em ug Kg™.

Para os resultados apresentados na Tabela 19, também foi aplicado o
teste estatistico t pareado para um nivel de confianga de 95 %,0 qual mostrou
que nao ha diferengas significativas entre os valores encontrados para esses
trés analitos nos diferentes meios de tratamento das amostras de CRM’s.

Assim como ja mostrado no teste de adigao e recuperacao realizado e
apresentado na Tabela 17, a exatiddo dos procedimentos também pdde ser
avaliada pela anadlise de CRM’s. Os resultados encontrados para as
concentragdes dos analitos estudados ficaram dentro da faixa esperada e
certificada. Isso mostra que qualquer um dos trés procedimentos pode ser
empregado com a garantia de uma boa exatidao para o controle desses metais
em amostras de origem bioldgica. Com relagdo a precisao e tomando base os
resultados da Tabela 19, é possivel perceber que para a determinagao de Cd e
Pb em todas os CRM’s, a média entre os RSDs para os trés procedimentos de
tratamento das amostras € inferior a 10 %, mostrando assim uma o6tima
precisdo. Contudo, para a determinacdo de Sn essa média € superior aos 10
%.

De acordo com os valores certificados para Sn, nota-se que apenas
duas das amostras informam os valores certificados. Contudo, para a amostra
8414 (musculo bovino) ndo foi informado esse valor certificado, porém foi
possivel a sua quantificacdo para todos os meios estudados. Tais
concentracbes de Sn encontradas para essa amostra também foram
submetidas ao teste estatistico t pareado, o qual, em comparagao entre os
procedimentos empregados para o tratamento das amostras, o valor de t

calculado é inferior ao t critico para um nivel de confianga de 95 %. Para as
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demais amostras analisadas para a determinagao de Sn (DORM-3 e 2976),
nao foi possivel sua quantificagdo quando as amostras foram tratadas em meio
de HCOOH, pois, como ja mencionado anteriormente, as CRMs foram aferidas
a um volume final de 30 mL, uma vez que se fez necessario um volume maior
do acido orgénico para o tratamento. Com isso, a concentragao esperada para
esse elemento acabou sendo diluida e o seu valor ficando inferior ao LD.
Contudo, para os demais meios de tratamento das amostras, a quantificacédo

desse elemento foi possivel, visto que as amostras foram avolumadas a 10 mL.
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6. Consideragoes Finais

Foram desenvolvidos trés diferentes procedimentos de preparo de
amostras para a determinagdo de Cd, Pb e Sn em amostras bioldgicas, os
quais foram validados com resultados satisfatérios para a analise de amostras
enriquecidas com os analitos, bem como com a andlise de CRMs. Em
comparagao entre os procedimentos, bons resultados foram obtidos quando
uma suspensao foi preparada, tanto com o uso de TMAH ou HCOOH. Contudo,
uma maior sensibilidade e menores LDs foram obtidos quando se fez o uso de
mineralizagao acida com HNOj;, o que torna indispensavel o emprego de tal
procedimento para determinacdo de metais em amostras e determinagcdo por
GF AAS. Além disso, o TMAH apresenta um alto custo e grande risco a saude
do analista devido a sua toxicidade. Ja em relacdo ao HCOOH, o volume
necessario de reagente e o tempo gasto sdo muito inferiores para o método de
digestdo acida, o que pode ser considerado mais um fator positivo para se
empregar tal procedimento para o preparo de amostras bioldgicas.

O processo de mineralizagédo acida empregado nesse trabalho conta
com um sistema de dedo frio, o qual mostrou-se eficiente em tal experimento.
Foi possivel ajustar uma temperatura no bloco digestor a 100 °C acima do
ponto de ebulicdo do unico acido empregado, sem risco de haver perdas desse
reagente por volatilizacdo devido a condensagdo dos vapores gerados
internamente. Esse sistema vem mostrando-se como uma étima alternativa a
sistemas mais sofisticados e fechados para mineralizagao acida. Através dele é
possivel obter uma decomposig¢ao satisfatéria da matéria organica sem perda
de analito e reagente, além de caracterizar-se como um sistema barato e que
pode ser empregado em qualquer laboratério de pesquisa e/ou anadlises de
rotina. Com isso, novos estudos serdo desenvolvidos, explorando mais o
sistema de dedo frio desenvolvido para determinagdo de metais em diferentes
tipos de matrizes.

O presente estudo gerou publicagdo em uma revista internacional

denominada Analytical Methods, a qual pode ser visualizada no Anexo 2.
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ANEXO 1

Artigo referente ao primeiro capitulo desta dissertagao, o qual foi aceito para

publicacado na revista cientifica Microchemical Journal.



ANEXO 2

Artigo referente ao segundo capitulo desta dissertagcéo, o qual foi aceito para

publicagdo na revista cientifica Analytical Methods.



