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RESUMO
Titulo: Desenvolvimento de métodos de preparo de amostras de margarina e
chocolate para a posterior determinacdo de elementos com potencial toxico
por ICP-MS
Autor: Carla de Andrade Hartwig
Orientadora: Profé. Dra. Marcia Foster Mesko

Nesse estudo foram desenvolvidos métodos de preparo de amostras de margarina e
chocolate, visando a posterior determinacéo de elementos com potencial toxico por
ICP-MS. Inicialmente, métodos baseados em decomposicbes &acidas com
aguecimento convencional, assistida por radiagdo micro-ondas (MW-AD), assistida
pelas radiacdes micro-ondas e ultravioleta (MW-UV), e assistida por radiacdo micro-
ondas em camara unica de reacdo (SRC) foram avaliados para a decomposicéo de
margarina. Nesses métodos o uso de elevadas massas de amostra e de solugbes
acidas diluidas foi avaliado. Assim, o método MW-UV utilizando HNO3z 4 mol I"* foi
selecionado para a decomposicao de 0,5 g de margarina, tendo em vista o0 uso de
solucéo diluida e os baixos teores de carbono residual obtidos nos digeridos. Esse
método foi também otimizado para amostras de chocolate, sendo possivel decompor
até 0,6 g de amostra, usando HNO3 4 mol I™*. Na etapa de determinacdo por ICP-MS
foi possivel quantificar varios elementos nas amostras de margarina e chocolate,
sendo que nesse ultimo foi observada relacdo entre as maiores concentracdes de
alguns elementos e o conteudo de cacau. A exatidao foi comprovada através da
decomposicdo de um material de referéncia certificado (CRM BCR 414) sob as
mesmas condigbes das amostras, quando nao foram observadas diferengas
significativas entre as concentracdes certificadas e os valores obtidos para todos os
analitos. Além disso, foram realizados ensaios de recuperacdo, obtendo-se
recuperacoes entre 93 e 105% para todos os elementos em ambas as amostras. Os

desvios padrao relativos foram sempre inferiores a 7%.

Palavras-chave: margarina, chocolate, cacau, elementos toxicos, preparo de
amostras, ICP-MS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Tese de Doutorado em Quimica

Pelotas, novembro de 2015.
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ABSTRACT
Title: Development of sample preparation methods of margarine and chocolate for
subsequent determination of potential toxic elements by ICP-MS
Author: Carla de Andrade Hartwig
Supervisor: Dr2, Marcia Foster Mesko

In this study were developed sample preparation methods for margarine and
chocolate, for subsequent determination of potential toxic elements by ICP-MS.
Firstly, methods based on conventional heating, microwave-assisted heating (MW-
AD), microwave and UV-assisted heating (MW-UV), and microwave-assisted heating
in a single reaction chamber (SRC) using acid solutions were evaluated for
margarine decomposition. In these methods, the use of higher sample mass and
diluted acid solution was evaluated. Thus, the MW-UV method using 4 mol It HNO4
was selected for decomposition of 0.5 g of margarine, in view of the use of diluted
solution and the lower residual carbon content obtained in the digests. This method
was also optimized for chocolate samples, being possible to decompose up to 0.6 g
of sample, using 4 mol I'* HNOs. By ICP-MS analysis was possible to determine
several elements in margarine and chocolate samples. For chocolate, a relation
between the higher concentrations of some elements and the cocoa content was
observed. The accuracy was evaluated by decomposition of a certified reference
material (CRM BCR 414) in same conditions of the sample, and no significant
differences were observed between the certified concentrations and the obtained
values for all analytes. Moreover, a spike test was performed and recoveries between
93 and 105% were obtained for analytes in both samples. The relative standard

deviation was always lower than 7%.

Keywords: margarine, chocolate, cocoa, toxic elements, sample preparation, ICP-MS
UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os Oleos vegetais e as gorduras comestiveis, como a margarina,
desempenham papel importante na alimentacdo humana, de forma que, atualmente,
se tem dado especial atencdo ndo somente a composi¢cdo organica destes, mas
também a espécies inorganicas, que possam estar presentes nestes alimentos
desde a matéria bruta, ou serem introduzidas durante os processos industriais. A
presenca de metais pesados ou de transicdo deve ser monitorada neste tipo de
alimento, pois dependendo da concentracdo em que estejam presentes podem
colocar em risco a saude humana, ou mesmo interferir na qualidade (sabor e
estabilidade) dos 6leos e gorduras (BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; SOUZA et al.,

2005; ZHU et al., 2011).

Especialmente no caso das margarinas, a presenca de metais como niquel,
cobre, platina e paladio, pode ser explicada pelo uso destes como espécies ativas
em catalisadores para processos de hidrogenagdo (GABROVSKA et al., 2006). A
hidrogenacéo de Oleos vegetais consiste basicamente em um processo de mudanca
da consisténcia de 6leo liquido para um produto semi-solido, seguida de reducao de
compostos que possam contribuir para a rancidez oxidativa do mesmo (BALAKOS;
HERNANDEZ, 1997; GABROVSKA et al., 2006). Dentre os metais empregados com
a finalidade de catalisar o processo de hidrogenacdo, o niquel é o mais utilizado
devido as suas caracteristicas de disponibilidade, baixo custo e natureza inerte em
relacdo ao 6leo (FERNANDEZ et al., 2005; GABROVSKA et al., 2006).

A presenca de metais e outros elementos potencialmente toxicos também tem
sido relatada em chocolates, geralmente como resultado do processo produtivo,
embalagens utilizadas para estocagem, ou sendo provenientes das matérias-primas
utilizadas na fabricagcdo deste produto alimentar. Assim, considerando-se que 0s
chocolates sdo amplamente consumidos no mundo, por pessoas de todas as idades
e classes sociais, e que contém consideravel teor de gordura (incluindo gordura
vegetal), estes produtos alimentares também se constituem como amostras de

interesse no campo da investigagdo quanto a presenca de elementos
potencialmente toxicos (DAHIYA et al., 2005; WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013).

Neste sentido, dada a importancia da determinacdo de elementos com

potencial toxico em alimentos com elevado teor de gordura e de amplo consumo,
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como margarinas e chocolates, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos sensiveis e exatos, tendo em vista que geralmente se tratam de
determinacdes em nivel de traco, que possam servir de alternativa aos métodos

utilizados atualmente.

De acordo com dados da literatura, dentre as técnicas analiticas disponiveis
para a determinacdo de elementos potencialmente téxicos em margarina, as
técnicas espectrométricas tém sido amplamente utilizadas, fornecendo resultados
satisfatérios, com caracteristicas multielementares. Por sua vez, no que se refere ao
preparo das amostras previamente a determinacdo, alguns dos métodos utilizados
apresentam inconvenientes relacionados principalmente a utilizacdo de
procedimentos demorados ou sujeitos a contaminacdo. Procedimentos de preparo
de amostras alternativos, baseados na formacéo de emulsdes, tém sido propostos
atualmente para amostras de gorduras vegetais, visando a simplificacdo do
procedimento, e aumentando a frequéncia de analise. Porém, este tipo de preparo
de amostras requer cuidados no que se refere & manutencdo da homogeneidade e
estabilidade da emulsdo (BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; SOUZA et al., 2005).

As técnicas espectrométricas também sdo amplamente utilizadas nas
determinacdes elementares em chocolates, sendo geralmente precedidas de
procedimentos de decomposicdo das amostras envolvendo reagentes oxidantes
concentrados (JALBANI et al., 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012; SCANCAR;
ZULIANI; MILACIC, 2013; YANUS et al, 2014). Entretanto, quando as
determinacdes sdo realizadas por técnicas suscetiveis a interferéncias pelo uso de
acidos concentrados, ha a necessidade da realizacdo de etapas adicionais de
diluicho dos digeridos previamente a determinacdo, o que pode inviabilizar a
quantificacdo de elementos presentes em baixas concentracbes (STEWART,;
OLESIK, 1998). Assim, muitos autores tém optado pelo uso de técnicas
espectrométricas sensiveis, que nao sofram interferéncias por acidos, como a
espectrometria de absor¢cdo atomica com forno de grafite (GF AAS), para as
determinacdes elementares em chocolate. No entanto, esta técnica geralmente ndo
permite determinagdes elementares simultaneas, elevando assim o0 tempo
necessario para que sejam realizadas analises multielementares nas amostras
(GULDAS, 2008; IEGGLI et al., 2011 (a); REHMAN; HUSNAIN, 2012; VILLA;
PEIXOTO; CADORE, 2014).
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Neste sentido, a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) merece destaque dentre as técnicas analiticas disponiveis para a
determinacdo de elementos potencialmente toxicos presentes em baixas
concentracbes em margarinas e chocolates, tendo em vista que permite
determinacdes simultaneas dos analitos, com rapidez e sensibilidade adequadas.
Porém, considerando-se que esta técnica € suscetivel a interferéncias pela presenca
de carbono, 0 seu uso requer uma etapa prévia de preparo de amostras, que seja
capaz de converter as amostras em uma solugcdo com baixo teor de carbono
dissolvido (BECKER, 2007; GRINDLAY et al., 2013). Além disso, considerando-se
que as analises por ICP-MS também podem sofrer interferéncias pela presenca de
acidos, a utilizacdo de reagentes diluidos na etapa de preparo de amostras é
desejavel (STEWART; OLESIK, 1998; BIZZI; NOBREGA; BARIN, 2014).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de métodos
de preparo de amostras para a decomposicdo de margarina e chocolate, visando a
posterior determinagdo de elementos com potencial toxico por ICP-MS. Para tanto,
foi investigada a possibilidade de decomposicdo dessas amostras, as quais contém
consideraveis teores de gordura, ou seja, sdo de dificil decomposicao, utilizando
reagentes menos concentrados quanto possivel. Foram avaliadas margarinas com e
sem sal, bem como variados tipos de chocolate, visando a verificagdo da variacédo
das concentracdes elementares nestas amostras. Nas amostras de chocolate, foi
também investigada a relacdo entre as concentracdes elementares observadas e 0
teor de cacau do produto, o que motivou a analise de cacau em p6 quanto a

presenca de elementos com potencial toxico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em trés partes principais. Na primeira
delas, serdo abordados alguns aspectos gerais sobre margarinas e chocolates,
relacionados principalmente ao seu processo de obtengdo e sua caracterizagcdo. Na
segunda parte sera discutida a presenca de elementos potencialmente téxicos em
margarinas e chocolates, destacando sua relacdo com a qualidade dos produtos e
com possiveis riscos a saude humana, bem como os métodos analiticos usualmente
aplicados para a determinagdo elementar nestas amostras. Nessa parte também
serdo abordadas as potencialidades e limitagbes da espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), bem como sua aplicacdo nas
determinacdes elementares em margarinas e chocolates. Em uma terceira e ultima
parte, serdo descritos os métodos de preparo de amostras geralmente utilizados
para este tipo de amostras previamente as determinacdes elementares, bem como
0s métodos de preparo de amostra com potencial aplicacdo neste campo de analise,

avaliados no decorrer deste trabalho.
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2.1 Margarina e chocolate: produtos alimentares co m elevados teores de

gordura

2.1.1 Margarina: aspectos gerais

Segundo a Portaria n°® 372, de 04 de setembro de 1997, do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), entende-se por margarina o produto
gorduroso em emulséo estavel com leite ou seus constituintes ou derivados, e outros
ingredientes, contendo cheiro e sabor caracteristicos, e destinado a alimentacao
humana. A gordura lactea, quando presente, ndo deve exceder 3% (m m™) do teor
de lipideos totais, o qual ndo deve ser superior a 95% (m m™) (MAPA - PORTARIA
372, 1997).

Como descreve Rodrigues et al. (2004), apesar de o conceito de emulsao ser
uma dispersdo de um liquido em outro, ambos imisciveis, quando se trata de
alimentos tem-se um significado mais amplo, visto que sélidos ou gases podem estar
presentes. Assim, na composicdo da margarina, estdo presentes também
aromatizantes, corantes, conservantes e substancias nutricionais, como vitaminas
(MORETTO; FETT, 1998), sendo que a adicdo de vitamina A pode ser exigida por
legislacéo especifica, com a finalidade de atender necessidades nutricionais de uma
populacdo alvo (MAPA - PORTARIA 372, 1997). O cloreto de sodio pode ser
adicionado como contribuinte de sabor, ou como conservante, sendo utilizadas
quantidades entre 0,1 e 0,3% (m m™) (MORETTO; FETT, 1998). Demais aditivos,
quando presentes em margarinas, devem atender as recomendacdes da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), expressas pela Resolugdo n° 04, de 24
de novembro de 1988, do Conselho Nacional da Saude do Ministério da Saude,
(ANVISA — RDC 04 CNS/MS, 1988) e Resolucao n° 23, de 15 de fevereiro de 2005
(ANVISA — RDC 23, 2005).

Considerando-se que o0s maiores componentes da margarina sdo Oleos e
gorduras que sofreram processo de refino, é importante destacar que a proporgéo
destes componentes varia de acordo com a finalidade do produto. Assim, o0s
principais tipos de margarinas e produtos assemelhados sdo as margarinas duras,

que sdo mais adequadas para procedimentos de fritura, cozimento e panificacéao;
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margarinas cremosas, que surgiram no Brasil no principio dos anos 70 e apresentam
alto poder de espalhabilidade, mesmo a temperatura de refrigeragdo; margarinas
“aeradas”, que sao incorporadas de 10 a 40% de nitrogénio, ocasionando um
aumento de volume e consequente diminuicdo da densidade e da quantidade de
calorias por por¢do; margarinas liquidas, compostas de misturas de éleos liquidos ou
levemente hidrogenados, com pequena quantidade (cerca de 5%) de gordura dura,
0 que garante a fluidez do produto em todas as temperaturas; e margarinas para uso
industrial (confeitaria e cozinha profissional), preparadas por misturas contendo de 4
— 8% de gorduras duras. As margarinas industriais contém, normalmente, cerca de
90% de gordura emulsificada em agua ao invés de leite (MORETTO; FETT, 1998;
PAVAN, 2008; SOARES, 2014).

Além destes tipos de margarina, foi lancado no Brasil em 1983 o creme
vegetal, um produto semelhante a margarina, porém com menor teor de gordura (60
— 65%) (MORETTO; FETT, 1998). A Resolucéo n° 270, de 22 de setembro de 2005,
da ANVISA, define creme vegetal como sendo todo produto em forma de emulséo
plastica ou fluida, constituido principalmente de agua e 6leo e/ou gordura vegetal,
podendo ser adicionado(s) outro(s) ingrediente(s) (ANVISA - RDC 270, 2005).

E comum a confusio de margarina com creme vegetal, porém apesar de
apresentarem a mesma origem, sendo frequentemente comercializados juntos,
tratam-se de produtos diferentes. Margarina e creme vegetal diferem no teor de
gordura e na quantidade caldrica, sendo que 0 creme vegetal possui menor
quantidade de gorduras totais e, por isso, € menos calérico que a margarina
(MORETTO; FETT, 1998). Além disso, cremes vegetais apresentam maiores
guantidades de cinzas e de umidade se comparado a margarinas (MORETTO;
FETT, 1998; SHIMIZU, 2009).

Posteriormente, na década de 90, surgiram as halvarinas, com teores ainda
menores de gordura (40 — 45%, m m™), e percentual de umidade superior a 50% (m
m™). Estes produtos, assim como 0s cremes vegetais, nd0 podem receber a
denominacéo de margarina devido ao seu baixo conteudo gorduroso, de acordo com
0 codigo alimentar 256, expresso pela CODEX Alimentarius International Food
Standards, da Food and Agriculture Organization and World Health Organization, em
2007 (FAO/WHO - CODEX STAN 256, 2007). Ainda, devido ao elevado teor de

umidade, estes produtos n&do sao utilizados em frituras ou cozimento. As vantagens
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desses produtos em relacdo a margarina residem em poderem ser mais

econdmicos, e no menor valor calérico (MORETTO; FETT, 1998).

A margarina foi desenvolvida em 1869 pelo quimico francés Hippolyte Mege
Mouries para substituir a manteiga. Na época, a Franca atravessava uma grande
crise econbmica e a manteiga tornou-se um produto caro para 0 consumo das
classes pobres e do exército, de forma que foi necessario o desenvolvimento de um
produto parecido com a manteiga, que fosse mais acessivel e duradouro. O termo
margarina provém da palavra grega “margaron” que significa “pérola” devido ao seu
aspecto perolado. A partir dai, esse produto passou por varias transformacoes, e
novas tecnologias foram descobertas, aumentando assim a producdo e
consequentemente o consumo de margarinas (RODRIGUES et al., 2004; SHIMIZU,
2009).

No trabalho de Chiara, Sichieri e Carvalho (2003), os autores apontam para
um incremento no consumo de margarina no Brasil nas ultimas décadas, através da
substituicdo da manteiga e do crescente aumento na manufatura e na ingestao de
produtos alimenticios industrializados. Esta mudanca nos hébitos alimentares da
populacdo, com consequente aumento do consumo de alimentos industrializados, se
deve principalmente a facilidade e a variedade de produtos disponiveis no mercado,

atendendo a diferentes gostos e classes sociais.

2.1.2 Processo de producdo de margarinas

O processo de obtengédo de margarinas tem evoluido muito nos dltimos anos.
Entretanto, de forma geral, este processo baseia-se na formacado de uma emulséo,
sendo constituido das seguintes etapas, representadas na Figura 1 (MORETTO;
FETT, 1998; PAVAN, 2008; SOARES, 2014):

* Preparacéo da fase lipidica;
* Preparacéo da fase aquosa,
* Preparacdo da emulséo, resfriamento e cristalizacéo;

* Embalagem e armazenamento.
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Fase lipidica Fase aquosa
[ |
I

Emulsificagao
Resfriamento
I
Cristalizagao
I

Embalagem + armazenamento

Figura 1 - Fluxograma geral de producdo de margarina (adaptado de MORETTO;
FETT, 1998).

Nesse processo, a fase lipidica € formada pela mistura de Oleos e gorduras
vegetais modificadas (provenientes de processos de hidrogenacéo, interesterificacao
ou fracionamento), adicionadas de corantes, aromatizantes e outros ingredientes
soluveis. Por sua vez, a fase aquosa é composta de agua, sal (quando presente),
leite (geralmente adicionado na forma de po), conservantes e emulsionantes
(MORETTO; FETT, 1998; SOARES, 2014).

Os processos de emulsificagédo e cristalizacdo tém a finalidade de formar um
produto gorduroso estavel, no qual a fase aquosa se distribui. A emulsificagdo ocorre
a partir da mistura das fases lipidica e aquosa, proporcionalmente dosadas em uma
bomba de aco inoxidavel, na temperatura de 30 — 34 °C, sob agitacdo e elevada
velocidade. A emulsao é entdo levada ao resfriamento em um congelador cilindrico
(-15 & -18 °C), onde solidifica, sendo removida por meio de laminas raspadoras.
Posteriormente, na etapa de cristalizacdo, ha a formacédo de uma rede sélida de
cristais retendo os globulos de agua e Oleo, e estabilizando a emulsédo. Essa etapa
pode ocorrer em sistema estatico ou sob agitacdo. Ao final do processo, o produto é
encaminhado para o envase e armazenagem (MORETTO; FETT, 1998; SOARES,
2014).

As gorduras hidrogenadas sdo a escolha mais comum para a formagéo da
fase lipidica nos processos de obtencdo de margarina e similares. Também outros

produtos comerciais, como por exemplo, combustiveis, farmacos, polimeros, entre
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outros, envolvem em pelo menos uma das etapas do processo, a reagdo de
hidrogenacao (PAVAN, 2008; PINHO; SUAREZ, 2013).

Por hidrogenacdo entende-se o processo quimico de eliminacdo de grupos
funcionais insaturados pela adicdo de atomos de hidrogénio (PINHO; SUAREZ,
2013), sendo que na industria alimenticia, este processo € amplamente utilizado na
elaboracdo de margarinas, gorduras, produtos de panificacdo etc. (STANKOVIC et
al.,, 2009). A hidrogenacdo de Oleos vegetais € de especial interesse no
processamento de gorduras e Oleos comestiveis, por permitir a mudanca da
estrutura, e consisténcia de 6leos vegetais, com o intuito de produzir alimentos com
baixo numero de insaturacdes e elevados pontos de fusdo, aumentando assim sua
estabilidade oxidativa (GABROVSKA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2007).

Assim, a hidrogenacdo é muito utilizada pela indlstria alimenticia para
aumentar o prazo de validade de 6leos ou para produzir as gorduras vegetais
hidrogenadas. A diferenca entre os dois processos € o grau de hidrogenacao. Para
estabilizar dleos, a hidrogenacao é feita de forma parcial, mantendo um determinado
grau de insaturagdo no produto final, de forma que sua fluidez ndo seja
comprometida e ele continue liquido a temperatura ambiente. Para a producédo de
gorduras vegetais hidrogenadas, a hidrogenacdo é realizada de forma quase
completa, o que proporciona a mudanca do estado fisico da gordura, passando para
sélido (PINHO; SUAREZ, 2013).

Basicamente, a hidrogenacao consiste na adicdo de hidrogénios a cada
atomo de carbono das ligagbes duplas, convertendo-as em ligagcdes simples
(SOLOMONS; FRAYHLE, 2001), em um processo em que a obtencdo das
caracteristicas quimicas, fisicas, sensoriais e de textura desejaveis no produto, pode
ser controlada pelas condi¢cbes de reacgéao: (i) temperatura, (ii) concentracéo e tipo de
catalisador, (iii) pressao, e (iv) agitacdo. Desta forma, esse tipo de reacao nao ocorre
a temperatura ambiente e sem a presenca de um catalisador (SOLOMONS;
FRAYHLE, 2001).

O processo de hidrogenacdo consiste em colocar em contato sob certa
temperatura e pressao, o 6leo e o hidrogénio em presenca de um catalisador
metélico finamente dividido, sendo que os mais utilizados sdo platina, niquel,
paladio, rodio e ruténio (MORETTO; FETT, 1998; SOLOMONS; FRAYHLE, 2001). O

catalisador metalico atua adsorvendo os reagentes sob sua superficie, rompendo
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parcialmente as ligacdes C-C e H-H, enquanto ligacdes secundarias se estabelecem
com o catalisador. Forma-se entdo, transitoriamente, um complexo organometalico
de curta vida que nao pode ser isolado. Efetiva-se em seguida a adicdo e o produto
€ dessorvido, deixando a superficie do catalisador livre para adsorver novas
moléculas dos reagentes (MORETTO; FETT, 1998). Dentre os catalisadores
metalicos disponiveis, niquel tem sido a principal escolha da industria para os

processos de hidrogenacdo, em grande parte devido a disponibilidade, baixo custo e

natureza inerte deste metal em relacdo ao O6leo (MORETTO; FETT, 1998;
GABROVSKA et al., 2006).

Assim, dadas as condi¢cdes necessarias para a realizacdo da reacdo de
hidrogenacao, o processo se desenvolve no interior de reatores hermeticamente
fechados, sob agitacdo vigorosa, em temperaturas superiores a 180 °C e com
pressdes entre 0,5 e 4 atmosferas. Apos o término da reacédo, o produto é filtrado
para a retirada do catalisador e branqueado com o intuito de reduzir o teor de
fosfolipidios, evitando assim o0 escurecimento do produto devido as altas
temperaturas utilizadas (SOLOMONS; FRAYHLE, 2001; RIBEIRO et al., 2007).

Nas ultimas décadas o uso da hidrogenagédo para a producdo de gorduras
vegetais na industria de alimentos tem sido cada vez mais questionado. Isto se
justifica, considerando que durante o processo pode ocorrer a reacdo paralela de
isomerizacao de ligacbes duplas, ou seja, parte dos isbmeros cis é convertida em
isbmeros trans, indesejaveis por ocasionarem riscos a saude humana. Esta reacao
acontece porque termodinamicamente o0s isbmeros trans S80 mais estaveis
(STANKOVIC et al., 2009; SHIMIZU, 2009; PINHO; SUAREZ, 2013). Além disso,
outro inconveniente das reacdes de hidrogenacdo na obtencdo de margarinas é a
possibilidade da contaminacdo do produto final por residuos de catalisadores
metalicos que ndo tenham sido completamente removidos no tratamento final, os
quais podem promover riscos ao consumidor, bem como a reducéo da qualidade do
produto (SAVCHENKO; MAKARYAN, 1999; ANWAR et al., 2004).

Assim, considerando as desvantagens associadas aos processos de
hidrogenacéao, principalmente no que se refere ao teor de gorduras trans, tem-se
procurado atualmente a substituicdo do processo de hidrogenacdo por tecnologias
alternativas. Nesse sentido, as modificacbes tecnoldgicas possiveis séo

representadas basicamente por alteracdes no processo de hidrogenacao, uso de
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interesterificagdo, uso de fracionamento, ou uso de Oleos de sementes
geneticamente modificadas (SAVCHENKO; MAKARYAN, 1999; HUNTER, 2006;
PINHO; SUAREZ, 2013).

Modificagbes nas condicoes de hidrogenacdo (pressdo, temperatura e
catalisador) podem levar a obtencdo de gorduras com baixos teores de isbmeros
trans, aumentando o grau de hidrogenacéo e elevando a quantidade de gorduras
saturadas. Por sua vez, 0s processos de interesterificacdo representam a
redistribuicdo dos acidos graxos nos triacilgliceréis, sem alteracdes na composi¢ao
quimica e sem a formacdo de isébmeros trans. Entretanto, a interesterificacdo €&
capaz de promover satisfatorias modificacbes nas propriedades quimicas de 0Oleos e
gorduras (MORETTO; FETT, 1998; HUNTER, 2006).

O fracionamento consiste em uma forma de promover alteragcdes nas
propriedades quimicas de 6leos e gorduras, bem como aumentar a sua estabilidade,
através da separacao fisica entre fracoes soélidas e liquidas por cristalizacéo parcial,
ou simplesmente filtragcdo ou prensagem sob diferentes temperaturas. Também a
utilizacdo de sementes oleaginosas com composi¢cao de 4cidos graxos modificada
por processos de reproducdo de sementes ou engenharia genética podem ser
utilizados, visando a obtencédo de 6leos com acidos graxos saturados (MORETTO;
FETT, 1998; PAVAN, 2008).

2.1.3 Chocolate: aspectos gerais

Segundo a Resolucdo n° 264, de 22 de setembro de 2005, da ANVISA,
entende-se por chocolate o produto obtido a partir da mistura de derivados de cacau
(Theobroma cacao L.), massa (ou pasta, ou liquor) de cacau, cacau em po e ou
manteiga de cacau, com outros ingredientes, contendo, no minimo, 25% (m m™) de
sélidos totais de cacau. Ainda, esta mesma resolucao define chocolate branco como
sendo o produto obtido a partir da mistura de manteiga de cacau com outros
ingredientes, contendo, no minimo, 20% (m m™) de sélidos totais de manteiga de
cacau. Ambos os produtos podem apresentar recheio, cobertura, formato e
consisténcia variados (ANVISA - RDC 264, 2005).
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Do ponto de vista quimico, os chocolates podem ser vistos como suspensdes
de finas particulas soélidas (acucar, cacau e leite em po, dependendo do tipo do
chocolate) em uma fase gordurosa, que representa 30% (m m™) do produto total
(AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007; TORRES-MORENO et al., 2015). O teor
lipidico dos chocolates é proveniente principalmente da manteiga de cacau, porém,
podem estar também presentes gorduras do leite e gorduras vegetais provenientes
de processos de hidrogenacdo (GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK,
2008; REHMAN; HUSNAIN, 2012). Os carboidratos, por sua vez, representados
principalmente por aclcar, constituem cerca de 45% (m m™) da massa total dos
chocolates (TORRES-MORENO et al., 2015). A presenca de aditivos em chocolates
deve atender as recomendacfes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), expressas pela Resolucdo n° 04, de 24 de novembro de 1988, do
Conselho Nacional da Saude do Ministério da Saude (ANVISA — RDC 04 CNS/MS,
1988) e Resolucdo n° 387, de 05 de agosto de 1999 (ANVISA — RDC 387, 1999).

Os chocolates sdo consumidos mundialmente, por pessoas de todas as
idades e classes sociais (DAHIYA et al., 2005; IEGGLI et al., 2011 (b); VILLA;
PEIXOTO; CADORE, 2014), principalmente na forma de barras, ou como
ingredientes de outros produtos alimentares como bolos, bolachas, ou doces
(AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007; TORRES-MORENO et al., 2015). Os
tipos mais comuns de chocolate sédo o chocolate ao leite, chocolate branco e
chocolates a base de cacau, também conhecidos como chocolates “amargos”. Estes
chocolates diferem quanto aos conteudos de cacau, gordura de leite ou manteiga de
cacau (AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007).

O amplo consumo de chocolate ndo é atribuido somente ao sabor e boa
digestibilidade do produto, mas também pelos beneficios que pode trazer a saude
(JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011 (b); WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013;
VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015). Apesar dos elevados teores de gordura e agucar
apresentados pelos chocolates, estes produtos sdo fontes de energia, proteinas,
carboidratos, minerais e vitaminas (AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007;
JALBANI et al., 2009; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014). Além disso, os chocolates
sao reconhecidos pelos teores de flavonodides e polifendis, originarios do cacau, os
quais podem reduzir os riscos de doencas de coracdo, e contribuir para uma vida

mais saudavel. A partir disso, o conteudo de cacau em chocolates tem sido
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considerado uma medida da qualidade deste produto, de forma que os chocolates a
base de cacau sédo considerados como o tipo de chocolate de maior qualidade e
mais saudavel quando comparado aos chocolates dos tipos branco e ao leite
(WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013; YANUS et al., 2014).

E importante também mencionar que os grdos de cacau contém VAarios
minerais, 0s quais podem permanecer em seus produtos derivados, de forma que
chocolates contendo cacau podem também ser fontes de elementos tanto essenciais
quanto toxicos ao organismo (JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011 (b);
REHMAN; HUSNAIN, 2012; WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013; BARTOS; MAJAK;
LESZCZYNSKA, 2014; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014; YANUS et al., 2014;
VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015).

O plantio e cultivo do cacau foram iniciados no México, bem como a utilizacao
da semente como moeda para pagar impostos e comprar escravos, em rituais de
louvor aos deuses, ou como ingrediente de bebidas picantes. O cacau ganhou o
mundo a partir de 1520, quando remessas foram levadas da América para a Europa,
a partir da conquista do México pelos espanhdis, 0os quais foram os responsaveis
pela abertura das primeiras industrias chocolateiras do mundo, no final do século
XVI (BECKETT, 1994; ABICAB, 2015).

A chegada do cacau ao Brasil ocorreu em 1746, pelo estado do Pard, trazido
pelo francés Louis Frederic Warneaux, sendo que os primeiros cultivos da semente
foram registrados no sul da Bahia, o que contribuiu para o desenvolvimento
econdmico da regido. O clima tropical e a mao de obra abundante e barata
elevaram, na metade do século XIX, o Brasil ao posto de maior exportador de cacau
do mundo, exportando mais de 70 mil toneladas em 1880. Assim, no final do século
XIX e inicio do século XX surgem as primeiras industrias de chocolate no pais,
fundadas por imigrantes da Alemanha, Letbnia e Suica, sendo a primeira fabrica
instalada em Porto Alegre em 1891 (BECKETT, 1994; ABICAB, 2015).

Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Chocolates, Cacau,
Amendoim, Balas e Derivados (ABICAB), a producdo de chocolate no Brasil tem
crescido nos ultimos anos. Em 2014 a producdo de chocolate no pais atingiu a
marca de 731 mil toneladas, o que representa um crescimento de cerca de 20% em
relagdo a producao registrada no ano de 2009. Por sua vez, os dados relativos a

exportacdo do produto apresentaram uma reducao de 15% nestes mesmos 5 anos,
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enquanto que a importacao brasileira de chocolate no mesmo periodo apresentou
crescimento da ordem de 130%. Estes dados refletem um aumento no consumo de
chocolate no pais (ABICAB, 2015).

2.1.4 Processo de producédo de chocolates

O processo de obtencdo de chocolate, de forma geral, envolve algumas
etapas principais. Estas etapas encontram-se apresentadas na Figura 2 (BECKETT,
1994; AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007).

| Mistura dos ingredientes |
I

| Refinamento |

| Conchamento |
I

| Temperagem |
I

| Modelagem |

| Embalagem + armazenamento |

Figura 2 - Fluxograma geral de producédo de chocolate (adaptado de AFOAKWA,;
PATERSON; FOWLER, 2007).

Na primeira etapa do processo de fabricagcdo de chocolate os ingredientes
em pos, liguidos e semiliquidos sdo misturados por tempo suficiente para se
transformarem em uma massa, sob uma temperatura em torno de 40 °C, a fim de
garantir que a manteiga de cacau permaneca fundida. Em seguida, a massa €&
submetida ao processo de refino, onde o tamanho das particulas dos ingredientes é
reduzido com o intuito de torna-las imperceptiveis durante a degustacédo do produto
final. Este processo é realizado de acordo com o tipo de chocolate que se deseja
produzir, sendo que, de forma geral, o tamanho das particulas ndo deve ultrapassar
40 micrébmetros (BECKETT, 1994; AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007).

A etapa seguinte, denominada conchamento, tem por finalidade eliminar os

sabores indesejaveis provenientes de certos componentes naturais, e desenvolver
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ou intensificar os sabores desejaveis e caracteristicos do chocolate. Esta etapa é
realizada em recipientes aquecidos, em formato de conchas, os quais contém pas
agitadoras que trabalham em temperaturas diferentes de acordo com o tipo de
chocolate desejado. Neste processo o conteudo de agua do chocolate é reduzido, e
sdo eliminadas substancias, como &cido acético e aldeidos de baixo ponto de
ebulicdo formados durante o processamento do cacau, 0s quais concedem sabores
indesejaveis ao produto. Ainda nesta etapa, € feita uma nova adicdo de manteiga de
cacau, com o intuito de promover o recobrimento das particulas do produto,
desenvolvendo os sabores desejaveis e caracteristicos do chocolate (BECKETT,
1994; AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007).

7

O processo de temperagem a que o produto é submetido posteriormente,
consiste em uma cristalizagdo parcial da manteiga de cacau, passando o chocolate
do estado liquido para o estado sélido. Este processo € realizado em maquinas que
promovem a troca de temperatura (de 48 °C para 28 °C) de maneira controlada,
favorecendo a cristalizagédo da manteiga de cacau e garantindo a textura e aparéncia
perfeitas do chocolate. No caso de chocolates crocantes ou com frutas, por exemplo,
0s respectivos ingredientes sdo também adicionados nesta etapa, que antecede o
processo de modelagem (BECKETT, 1994; AFOAKWA; PATERSON; FOWLER,
2007).

A etapa de modelagem consiste na transferéncia do produto para moldes que
dardo forma aos diferentes tipos de chocolate, sendo posteriormente embalados. As
embalagens utilizadas devem apresentar barreiras contra vapores de agua,
passagem de luz e de componentes de aroma do préprio chocolate ou de odores
provenientes do ambiente de estocagem, e serem resistentes ao transporte e
distribuicdo. O chocolate deve ser armazenado em locais secos e bem arejados, sob
baixa temperatura e sem exposicdo ao sol ou luminosidade (BECKETT, 1994;
AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007).

2.2 CaracterizacOes de margarinas e chocolates

Dentre as caracterizagbes em alimentos, a determinagao do teor de umidade
tem destaque, devido ao fato de representar um fator de qualidade na preservacao

de alguns produtos, podendo inclusive afetar a estabilidade destes. O teor de
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umidade corresponde a perda em peso ocorrida no produto quando aquecido em
condi¢cdes nas quais a agua total é removida, bem como pela perda de outras
substancias que se volatilizam. O processo mais usual para a determinacdo do teor
de umidade consiste na secagem da amostra em estufa na temperatura aproximada
de 105 °C, o qual apresenta como principais vantagens a facilidade de operagéo, o
baixo custo de analise, e a obtencdo de resultados reproduziveis. Entretanto, no
caso de amostras que se decompdem ou sofrem alteracGes fisicas na temperatura
de secagem, ou ainda amostras contendo quantidades elevadas de gordura ou
substancias volateis ou oxidaveis, outras estratégias podem ser empregadas para a
determinacdo do teor de umidade, tais como o emprego de estufas a vacuo ou

processos de destilacdo com liquidos imisciveis (ZAMBIAZI, 2010).

Para amostras de margarina ou manteiga, o teor de umidade relatado na
literatura esta compreendido em uma faixa de 15 a 20% (m m™) (CECCHI, 2003;
ZAMBIAZI, 2010). Entretanto, segundo o descrito pela Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO), o teor de umidade em margarinas pode
ultrapassar essa porcentagem, dependendo de sua constituicdo lipidica e da
presenca ou auséncia de sal (TACO, 2011). Assim, segundo a TACO, margarinas
que contém o6leo hidrogenado em sua composicdo apresentam teores de umidade
da ordem de 32,2 ou 19,6% (m m™), de acordo com a presenca ou auséncia de sal,
respectivamente. Por sua vez, para margarinas produzidas utilizando 6&leo
interesterificado, séo relatados teores de umidade para produtos com e sem sal da
ordem de 32,0 e 33,4% (m m™), respectivamente (TACO, 2011).

No que se refere ao teor de umidade em chocolate, a Resolugdo n°® 12, de 24
de julho de 1978, da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos
(CNNPA) da ANVISA, recomenda como conteildo maximo de agua no produto 3,0%
(m m™) (ANVISA - RDC 12 CNNPA, 1978). Por sua vez, na TACO s30 expressos
teores de umidade da ordem de 1,3% (m m™) para chocolates ao leite, e 1,0% (m m’
!y para chocolates do tipo amargo (TACO, 2011).

Outro parametro que integra o grupo das caracterizagdes gerais em alimentos
€ a determinacdo do teor de cinzas, o qual corresponde ao contetudo total de
minerais na amostra alimenticia, remanescente da queima da matéria organica em
mufla a temperaturas entre 500 e 600 °C. Entretanto, cabe ressaltar que, nestas

temperaturas, pode ocorrer a volatilizacdo parcial de alguns elementos, de forma
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que o residuo obtido pode ndo representar a totalidade do material inorganico
presente na amostra (ZAMBIAZI, 2010).

Assim como o teor de umidade, o contetdo de cinzas relatado para amostras
de margarina pela TACO, varia de acordo com a constitui¢ao lipidica e presenca ou
auséncia de sal. Assim, segundo esta tabela de composicdo de alimentos,
margarinas que contém o6leo hidrogenado em sua composi¢céo apresentam teores de
cinzas da ordem de 1,9 ou 0,2% (m m™), de acordo com a presenca ou auséncia de
sal, respectivamente; enquanto que margarinas produzidas utilizando o6leo
interesterificado, contém teores de cinzas de 1,2 e 0,1% (m m™), respectivamente,
para produtos com e sem sal (TACO, 2011). Para chocolates, os teores de cinzas
relatados pela TACO sdo da ordem de 1,7 e 1,8% (m m™), para produtos dos tipos
ao leite e amargo, respectivamente (TACO, 2011).

O teor de gordura, expresso em lipideos totais, e passivel de ser determinado
por meétodos variados, também pode ser considerado um parametro de
caracterizacdo de amostras alimenticias. Para amostras de manteiga e margarina,
os valores relatados na literatura para gordura total sdo de aproximadamente 80%
(m m™) (CECCHI, 2003; ZAMBIAZI, 2010), embora segundo a Portaria n° 372, de 04
de setembro de 1997 do MAPA, este teor possa ser de até 95% (MAPA -
PORTARIA 372, 1997). Ainda, de acordo com a TACO, o teor lipidico em margarinas
que contém o6leos hidrogenados em sua composicdo é da ordem de 81,7% (m m™)
para produtos sem sal, e de 67,4% (m m™) para produtos com sal. Entretanto,
qguando a margarina € constituida de 0leos interesterificados, os teores de lipideos
praticamente ndo diferem de acordo com a presenca ou auséncia de sal, sendo
definidos como 67,2 e 67,1% (m m™), para produtos com e sem sal, respectivamente
(TACO, 2011).

Para amostras de chocolate, os teores de lipideos totais sao definidos na
ordem de 35% (ZAMBIAZI, 2010), embora dados da literatura expressem o
percentual de gordura com valores entre 28 e 31% (m m™) para diferentes tipos de
chocolate (AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007; TORRES-MORENO et al.,
2015). Segundo a TACO, o teor de lipideos em chocolates ao leite e amargos € da
ordem de 30,3 e 29,9% (m m™), respectivamente (TACO, 2011).
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2.3 Presenca de elementos potencialmente téxicos e  m margarina e chocolate:
alterac6es na qualidade do produto e riscos a saude humana

Os Oleos vegetais e gorduras comestiveis desempenham um papel vital na
nutricdo humana, sendo que atualmente tem se dado atencdo ndo somente aos
seus compostos organicos, mas também para a presenca de espécies inorganicas
(BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997). Assim, a determinacdo da concentracdo de
metais e outros elementos em margarina justifica-se, tanto do ponto de vista de que
alguns elementos tém importante papel metabdélico no organismo humano, quanto
pela preocupacdo referente a presenca de elementos potencialmente téxicos ao
consumidor (SOUZA et al., 2005; CINDRIC; ZEINER; STEFFAN, 2007).

Além dos aspectos nutricionais e toxicologicos, o teor de alguns elementos
em Oleos e gorduras esta diretamente relacionado com a qualidade destes produtos,
visto que a determinagdo da concentracdo elementar em nivel de traco em tais
amostras € conhecidamente uma forma de avaliar algumas caracteristicas de
qualidade do produto, como frescor, condicbes de armazenamento e adequabilidade
ao consumo (MERTENS; SWINDELLS; TEASDALE, 1971; MORETTO; FETT, 1998;
ANWAR et al.,, 2004; SZLYK; SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2004; SOUZA et al.,
2005). Como exemplo disso, podem ser citados os metais Fe, Cu, Ca, Mg, Co, Ni e
Mn, conhecidos por aumentarem a taxa de oxidacao de 6leos ou gorduras, enquanto
Cd, Cr, Pb, entre outros, apresentam caracteristicas de toxicidade (MERTENS;
SWINDELLS; TEASDALE, 1971; ANWAR et al., 2004; SZLYK; SZYDLOWSKA-
CZERNIAK, 2004; SOUZA et al., 2005; ANTHEMIDIS; ARVANITIDIS; STRATIS,
2005; YASAR; BARAN; ALKAN, 2012). Especialmente no caso dos oOleos
comestiveis, a determinacédo elementar € também utilizada como forma de detectar
adulteracdes do produto, as quais geralmente s&o representadas pela adicdo de
6leos com caracteristicas inferiores e de baixo custo ao produto comercializado,
acarretando em contaminacfes pela presenca de metais (CINDRIC; ZEINER;
STEFFAN, 2007).

A contaminacao por metais e outros elementos em margarina pode acontecer
a partir da matéria-prima (bioacumulag¢éo do solo, ou por pesticidas empregados no
cultivo das plantas fornecedoras da matéria-prima para a obtencdo do 6leo), ou
ocorrer durante o processo de producdo ou armazenamento (SOUZA et al., 2005;
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ZEINER; STEFFAN; CINDRIC, 2005; YASAR; BARAN; ALKAN, 2012). No entanto,
cabe destacar que a forma de contaminagcdo mais comum € a resultante do processo
de hidrogenacédo do 6leo, previamente a fabricacdo da margarina (ANWAR et al.,
2004), no qual geralmente sdo empregados catalisadores a base de Ni, Ru, Rh, Pt
ou Pd. Dentre eles, Ni é o de uso mais comum (MORETTO; FETT, 1998;
SOLOMONS; FRAYHLE, 2001; GABROVSKA et al., 2006).

Da mesma forma, o chocolate, amplamente consumido mundialmente e
reconhecido como fonte de nutrientes e outros compostos benéficos a saude
(IEGGLI et al., 2011 (b); WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013; YANUS et al., 2014;
VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015), tem sido investigado quanto a presenca de
elementos potencialmente toxicos ao organismo humano (DAHIYA et al., 2005;
RANKIN et al., 2005; JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011 (a); WATSON,;
PREEDY; ZIBADI, 2013; YANUS et al.,, 2014). A contaminagdo de chocolate por
elementos téxicos €, geralmente, atribuida as partes metélicas dos intrumentos
utilizados no processo de fabricacdo do produto, as embalagens em que os
chocolates sdo estocados e, principalmente, aos ingredientes utilizados para a
obtencdo do produto (BECKETT, 1994; DAHIYA et al., 2005; AFOAKWA;
PATERSON; FOWLER, 2007; GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK,
2008; JALBANI et al, 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012; VILLA; PEIXOTO;
CADORE, 2014; YANUS et al., 2014).

Assim, alguns ingredientes que participam do processo de fabricacdo do
chocolate, como cacau em p0, manteiga de cacau, leite em po, gordura vegetal e
acucar, tém sido também investigados quanto a concentracdo de elementos
potencialmente toxicos (JORHEM; SUNDSTROM, 1993; MOUNICOU et al., 2003;
RANKIN et al., 2005; GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008;
SCANCAR; ZULIANI; MILACIC, 2013; YANUS et al., 2014; RAMTAHAL et al., 2015).
O cacau tem sido apontado por diversos autores como uma das principais fontes de
contaminagcdo do chocolate, por elementos que se apresentam em elevadas
concentragbes neste produto, geralmente devido as caracteristicas do solo e
processos de cultivo (DAHIYA et al., 2005; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008;
JALBANI et al., 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012; SCANCAR; ZULIANI; MILACIC,
2013; WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014;

YANUS et al., 2014). Este fato corrobora com as maiores concentracdes de alguns
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elementos relatadas na literatura para chocolates que apresentam elevadas
concentracdes de cacau (JORHEM; SUNDSTROM, 1993; DAHIYA et al., 2005;
RANKIN et al., 2005; JALBANI et al., 2007; JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011
(a); REHMAN; HUSNAIN, 2012; WATSON; PREEDY; ZIBADI, 2013; SCANCAR,;
ZULIANI; MILACIC, 2013; BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014; VILLA,
PEIXOTO; CADORE, 2014; YANUS et al., 2014; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015).

Dentre os elementos potencialmente tdxicos ao organismo humano que
devem ser investigados em alimentos de amplo consumo, como margarinas e
chocolates, encontram-se também alguns elementos essenciais a manutencédo das
funcdes fisioldgicas normais, 0s quais podem ser prejudiciais se ingeridos em
quantidades inadequadas. Nesse sentido, o Institute of Medicine of the National
Academies (IOM) descreve sobre micronutrientes presentes em alimentos, com
papel benéfico a salde humana, mas que se ingeridos em excesso podem causar
também inconvenientes ao organismo (IOM, 2002). Como exemplo, pode-se citar 0
Cu, componente de enzimas e necessario para o desenvolvimento correto do tecido
conjuntivo, o qual se ingerido em excesso pode provocar danos ao figado, como
efeito adverso critico (IOM, 2002; LIU; GOYER; WAALKES, 2012; CETESB, 2015).
Assim também o Cr € um elemento reconhecido por melhorar a eficiéncia da
insulina, potencializando sua ag¢do em individuos com intolerdncia a glicose.
Entretanto, sua ingestdo acima dos limites recomendados na forma de Cr VI, é
capaz de produzir irritacdo, além de ser um agente cancerigeno, mutagénico e
promotor de disfuncdes hepaticas (IOM, 2002). Por sua vez, o Fe, responsavel pelo
transporte do oxigénio para os tecidos, e também empregado na prevencdo a
anemia, pode promover problemas gastrointestinais no organismo, se ingerido em
excesso (IOM, 2002; LIU; GOYER; WAALKES, 2012). O Mo atua na formacéo de
enzimas cuja deficiéncia pode resultar em anormalidades neurolégicas. No entanto,
Mo presente no organismo em concentracdes superiores as recomendadas pode
prejudicar a reproducdo e crescimento dos individuos (IOM, 2001). O Zn é
componente de varias enzimas estruturais, porém, em excesso, este elemento pode
levar a manifestacfes tanto no trato intestinal como no pulmao (IOM, 2002; LIU;
GOYER; WAALKES, 2012; CETESB, 2015).

Segundo Liu, Goyer e Waalkes (2012), Mn também pode ser mencionado

como um elemento essencial ao organismo, por participar de processos
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reprodutivos, manutencdo da estrutura éssea e funcionamento do sistema nervoso.
Porém, este elemento apresenta também toxicidade em determinados niveis de
exposicao, relacionadas principalmente a efeitos neurolégicos e neuropsiquiatricos
(CETESB, 2015). Da mesma forma, a exposi¢cao por via oral a elevados niveis de
Co, um nutriente essencial em pequenas quantidades, pode ocasionar efeitos
gastrointestinais, além de ser um potencial carcinogénico (CETESB, 2015).

Sdo também relatados pelo IOM alguns micronutrientes considerados nao
essenciais ao organismo, mas que apresentam alguma relacdo com processos
vitais. Como exemplo, pode-se citar o As, 0 qual quando ingerido em concentracdes
adequadas atua em processos de crescimento. Entretanto, o excesso deste
elemento no organismo pode ser relacionado com encefalopatia, sintomas
gastrointestinais, hepatotoxicidade, e ocorréncia de cancer (IOM, 2002; SALGADO,
2008; LIU; GOYER; WAALKES, 2012; CETESB, 2015). O B tem funcéao fisiologica
relacionada com o metabolismo normal da vitamina D e com o sistema imunologico
do organismo, apesar de ocasionar desconfortos gastricos, convulsdes, depressao e
colapso vascular, quando ingerido em excesso (IOM, 2002). Por sua vez, o V, que
apresenta funcdo semelhante a insulina, quando ingerido em quantidades elevadas
pode causar efeitos gastrointestinais adversos (I0M, 2002; CETESB, 2015).

O Ni atua na regulacdo do conteudo lipidico em tecidos e na sintese de
fosfolipideos (NUNES, 2009), além de ser considerado essencial para animais
devido sua relagédo com o crescimento do organismo (IOM, 2002). Entretanto, sabe-
se que, dependendo da concentracdo ingerida, este elemento também pode causar
efeitos toxicos para os rins, suprimir a imunidade do organismo e ser cardiotoxico e
cancerigeno. Além disso, € um dos alérgenos mais comuns, sendo que a ingestéo
ou as exposicdes cutaneas a este elemento podem levar a dermatite, e sua inalagcéo
causa complicacbes do trato respiratorio (SAVCHENKO; MAKARYAN, 1999;
SOUZA, 2007; NUNES, 2009; LIU; GOYER; WAALKES, 2012; CETESB, 2015).

Ainda, dentre os elementos a que 0 organismo humano encontra-se exposto
através da alimentacdo, pode ser mencionado o Cd. Elevada exposicdo a este
elemento tem sido relacionada com casos de danos renais, doengas pulmonares e
cardiovasculares, osteoporose, e cancer (SALGADO, 2008; LIU; GOYER;
WAALKES, 2012; CETESB, 2015). Da mesma forma, a exposi¢cdo escessiva a Pb,

pode ocasionar efeitos toxicos que vao desde a inibicdo de enzimas até a producao
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de patologias graves ou morte, geralmente relacionada a efeitos neuroldgicos,
nefrolégicos ou danos ao sistema cardiovascular (SALGADO, 2008; LIU; GOYER,;
WAALKES, 2012; CETESB, 2015). Ingestdes excessivas de Al, por sua vez, sao
relacionadas a danos a pulméo, ossos e sistema nervoso central. Aléem disso, uma
possivel relacdo entre as concentracbes de Al no organismo e a Doenca de
Alzheimer vem sendo estudada ha décadas (SALGADO, 2008; LIU; GOYER;
WAALKES, 2012).

Assim, baseado no fato de que a alimentag&o constitui uma importante via de
exposicdo humana a elementos potencialmente téxicos, junto a outras formas de
exposicao, como inalacao e contato dérmico, é de suma importancia a determinacéo
elementar em alimentos em geral, incluindo margarinas e chocolates, a fim de
investigar possiveis contaminagcées com representacdo de perigo para a saude. Este
controle é necessario, pois a ingestao de elementos potencialmente toxicos, mesmo
que em baixas concentracdes, pode ser prejudicial quando realizada por longos
periodos (ZHU et al., 2011).

A regulamentacdo para margarinas quanto a constituicdo inorganica, abrange
poucos elementos. S&o estabelecidos limites maximos neste alimento, apenas para
Fe (1500 ng g), As (100 ng g™), Pb (100 ng g), Ni (4000 ng g*) e Cu (100 ng g™).
Estes limites sdo expressos individualmente pelo Decreto n° 55871, de 26 de marcgo
de 1965, da Presidéncia da Republica (BRASIL - DECRETO 55871, 1965), CODEX
STAN 32-1981, da Food and Agriculture Organization and World Health Organization
(FAO/WHO - CODEX STAN 32, 1981), Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998, do
Ministério da Saude (BRASIL - PORTARIA 685, 1998) e Resolucédo n° 42, de 29 de
agosto de 2013, da ANVISA (ANVISA — RDC 42, 2013).

Para os chocolates, a CODEX expressa, através da norma 97/14, os limites
méaximos permitidos de As, Cu e Pb, como sendo da ordem de 500, 20000 e 1000
ng g*, respectivamente. Este mesmo comité tem recomendacdes diferentes para
chocolates que ndo contém acucar em sua composicdo, sendo que neste caso 0s
limites maximos permitidos sdo de 1000, 35000 e 2000 ng g*, para As, Cu e Pb,
respectivamente (FAO/WHO - CODEX ALINORM 97/14, 1997). Por sua vez, na
legislacdo brasileira, representada pela Resolugcéo n°® 42, de 29 de agosto de 2013,
da ANVISA, sdo expressos os limites maximos de concentracédo de As, Pb e Cd em

chocolates contendo < 40% de cacau, como sendo de 200 ng g* para os trés
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elementos. Quando se tratam de chocolates com mais de 40% de cacau, os limites
maximos expressos pela legislacéo brasileira sdo de 400 ng g™ para As e Pb, e 300
ng g™ para Cd (ANVISA — RDC 42, 2013).

Cabe ressaltar que, embora a legislacdo vigente para margarina e chocolate
nao limite a presenca de muitos elementos potencialmente toxicos nestes alimentos,
orgdos como o IOM e a WHO recomendam niveis seguros de ingestdo diarios para
véarios elementos, de acordo com a idade, sexo e condicdo de gravidez ou lactacéo
do consumidor. De forma geral, o IOM estabelece limites maximos de uma ingestéo
toleravel diaria para adultos (19-70 anos) dos elementos B (20 mg), Cu (10 ug), Fe
(45 mg), Mn (11 mg), Mg (350 mg), Mo (2 pg), Zn (40 mg), V (1,8 mg), Ni (1 mg) e
Se (400 pg) (IOM, 2003). Da mesma forma, a WHO estabelece limites maximos de
ingestao diaria para adultos dos elementos Zn (45 mg), Se (400 ug), Cu (12 mg), Cr
(250 pg), Ni (100 pg) e V (10 mg). Para Mn e B, este Orgao estabelece faixas
aceitaveis de ingestdo diaria (2-5 mg para Mn, e 1-13 mg para B), enquanto que
para Pb, Cd, As, Al e Sn, sdo expressos limites maximos de ingestdo semanal, de
acordo com a massa corpérea do individuo (Pb: 25 pg kg™*; Cd: 7 pug kg*; As: 15 pg
kg™t Al: 7 mg kg™®; e Sn: 14 mg kg™ (WHO, 1996).

Como pode ser observado, os limites maximos de ingestdo de um mesmo
elemento podem variar bastante dependendo do 6rgao regulamentador considerado.
Além disso, € importante enfatizar que estas recomendacdes didrias de ingestédo
elementar consideram toda a exposi¢éo alimentar do individuo, ndo se restringindo a

apenas um tipo de alimento.

2.3.1 Métodos analiticos para a determinacdo de ele mentos potencialmente

toxicos em alimentos com elevado teor de gordura

A partir do que foi descrito anteriormente, pode-se dizer que a disponibilidade
de resultados confidveis com relagdo a concentracdo de metais e outros elementos
potencialmente toxicos em 6leos e gorduras comestiveis, como a margarina, €
importante para que se possa inferir sobre as caracteristicas nutricionais e
toxicolégicas do produto, bem como sobre sua qualidade (ANWAR et al., 2004;
CINDRIC; ZEINER; STEFFAN, 2007). Da mesma forma, para as amostras de

chocolate, é de suma importancia que se conheca a concentracdo dos elementos
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potencialmente toxicos, mesmo que em niveis de traco, nestes produtos
amplamente consumidos mundialmente. Adicionalmente, no caso do chocolate, este
produto € grandemente apreciado e consumido por criancas, 0 que torna o seu
controle de qualidade ainda mais necessario (DAHIYA et al., 2005; IEGGLI et al.,
2011 (b); VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014).

Entretanto, as determinagfes elementares em nivel traco em margarinas e
chocolates ainda constituem um desafio em Quimica Analitica, considerando o
elevado teor de gordura que estas matrizes apresentam. Assim, além da
simplicidade e adequabilidade a matriz da amostra, o método utilizado, idealmente,
deve ter capacidade para determinacdo sensivel e multielementar, ser rapido,
preciso, exato, ter baixos custos operacionais, fornecer seguranca ao analista e
gerar a menor quantidade de residuos possivel (KRUG; NOBREGA, 2010;
NOBREGA et al., 2012).

Os trabalhos publicados na literatura, referentes a determinacfes elementares
em alimentos com elevado teor de gordura, relatam a utilizagdo de técnicas
analiticas de determinacao variadas, sendo que a maioria delas exige procedimento
prévio de preparo da amostra, visando a eliminagcdo da matriz organica. Os
procedimentos de preparo de amostras relatados na literatura para amostras de
0leos e margarinas incluem decomposicéo por via umida (ELSON; BEM; ACKMAN,
1981; ANWAR et al, 2004; SZLYK; SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2004),
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas (ZEINER; STEFFAN; CINDRIC,
2005; CINDRIC; ZEINER; STEFFAN, 2007; ZHU et al, 2011; LODYGA-
CHRUSCINSKA; SYKULA-ZAJAC; OLEJNIK, 2012), dispersdo ou preparo de
emulsdo (NASH; MOUNTS; KWOLEK, 1983; ANTHEMIDIS; ARVANITIDIS;
STRATIS, 2005; SOUZA et al., 2005; IEGGLI et al., 2011 (c)), extragdo (SOULIOTIS,
1964; ELSON; BEM; ACKMAN, 1981; ANWAR et al., 2004), entre outros com menor
aplicacéo.

Por sua vez, como exemplos de técnicas de determinacdo nestas amostras,
podem ser citadas a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com atomizacao por
chama (F AAS) ou forno de grafite (GF AAS) (ELSON; BEM; ACKMAN, 1981; NASH;
MOUNTS; KWOLEK, 1983; ANWAR et al., 2004; NASH; SZLYK; SZYDLOWSKA-
CZERNIAK, 2004; ZEINER; STEFFAN; CINDRIC, 2005; CINDRIC; ZEINER;
STEFFAN, 2007; IEGGLI et al.,, 2011 (c); ZHU et al., 2011), espectrometria de
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emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (ANTHEMIDIS;
ARVANITIDIS; STRATIS, 2005; SOUZA et al., 2005; ZEINER; STEFFAN; CINDRIC,
2005; CINDRIC; ZEINER; STEFFAN, 2007; ZHU et al., 2011), espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (SOUZA, 2007; LLORENT-
MARTINEZ et al., 2011), cromatografia de ions (IC) (BULDINI, FERRI, SHARMA,
1997), analise por ativacdo neutronica (NAA) (SOULIOTIS, 1964), entre outros. As
técnicas analiticas de determinacdo baseadas em espectrometria de absorcéo
atdmica (AAS) ainda sdo as mais empregadas atualmente para a determinacao de
metais em 6leos e margarinas, embora seu uso tenha reduzido recentemente, com o
advento das técnicas que empregam plasma indutivamente acoplado (ICP) (YASAR,;
BARAN; ALKAN, 2012).

Com relacdo as determinacdes elementares em chocolates, assim como
observado para as amostras de 6leo e margarina, na maioria dos relatos da literatura
0s experimentos sdo conduzidos utilizando as técnicas analiticas de determinacéo
baseadas em AAS (JALBANI et al., 2007; GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN;
BIRICIK, 2008; JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011 (a); REHMAN; HUSNAIN,
2012; BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014;
RAMTAHAL et al.,, 2015). Entretanto, o uso da ICP-MS para a determinacao
elementar nestas amostras tem se destacado (RANKIN et al.,, 2005; SCANCAR,;
ZULIANI; MILACIC, 2013; YANUS et al., 2014; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015),
devido principalmente a sua elevada sensibilidade e capacidade de determinacoes
sequenciais (BECKER, 2007), enquanto que a ICP OES ainda encontra pequena
aplicacdo, sendo utilizada somente para a determinagédo dos elementos presentes
em maiores concentragcdes em chocolates (VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015).

No que se refere ao preparo das amostras de chocolate previamente a
determinacao dos analitos, séo relatadas a utilizacdo de decomposicao por via seca
(JORHEM; SUNDSTROM, 1993; GULDAS, 2008), formagdo de suspensdo ou
emulsdo (KARADJOVA et al., 2000; IEGGLI et al., 2011 (a); IEGGLI et al., 2011 (b)),
extracdo (VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015), ou decomposi¢éo &cida por via umida,
com aguecimento convencional (KARADJOVA et al.,, 2000; DAHIYA et al., 2005;
GULDAS, 2008; JALBANI et al., 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012; YANUS et al.,
2014; RAMTAHAL et al., 2015) ou assistido por radiagdo-micro-ondas (GULDAS,
2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008; JALBANI et al., 2009; SCANCAR,;
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ZULIANI; MILACIC, 2013; BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014; VILLA,
PEIXOTO; CADORE, 2014; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015). Entretanto, é
importante destacar que quando a ICP-MS é utilizada para a determinacdo dos
analitos, os procedimentos de preparo das amostras de chocolate ainda sé&o

restritos.

Cada técnica analitica de determinacdo utilizada tem requisitos especiais,
vantagens e desvantagens, segundo seu principio basico. Desta forma, a
espectrometria de absorcdo atdbmica em forno de grafite (GF AAS) apresenta-se
como uma das técnicas mais utilizadas para as determinacdes elementares em
margarina e chocolate, devido suas caracteristicas de elevada sensibilidade,
adequabilidade a introducao de amostras de forma direta ou como emulséo, além de
requerer pequena quantidade de amostra para analise (IEGGLI et al., 2011 (a);
YASAR; BARAN; ALKAN, 2012). Ainda, esta técnica ndo sofre interferéncias por
acidos concentrados, ou presenca de carbono caracteristico de decomposi¢des
incompletas, o que faz com que seja adequada ao uso apés o preparo das amostras
em sistemas de decomposicdo com baixa eficiéncia, ou que utilizem acidos
concentrados ou outros reagentes oxidantes (GULDAS, 2008; GULDAS;
DAGDELEN; BIRICIK, 2008; REHMAN; HUSNAIN, 2012; VILLA; PEIXOTO;
CADORE, 2014). Entretanto, pode-se destacar como principais desvantagens do
uso desta técnica a impossibilidade de determinacdes elementares sequenciais, € 0
tempo elevado de analise, quando comparado as técnicas que utilizam ICP. Além
disso, quando sao realizadas andlises diretas de solidos, ou emulsdes, tem-se ainda
as dificuldades de calibragdo do equipamento, devido a n&do disponibilidade de
padrdes com estas caracteristicas (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002). E importante
destacar que, mais recentemente, as determinacdes multielementares sequenciais
tém sido realizadas por AAS, mais precisamente através do uso de espectrometria
de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS), mediante
0 uso de uma unica fonte de radiacdo para todos os elementos (BORGES et al.,
2005).

A técnica de ICP OES apresenta como principais caracteristicas a rapidez, a
capacidade de determinacdo multielementar simultanea e a reduzida interferéncia de
matriz. Entretanto, possui menor poder de deteccdo se comparado a ICP-MS e GF

AAS, de forma que sua aplicacdo na determinacdo elementar em amostras de
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margarina e chocolate é dependente da concentracdo dos analitos (SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2002; CINDRIC; ZEINER; STEFFAN, 2007; VILLA; PEREIRA;
CADORE, 2015).

Por sua vez, a técnica de ICP-MS apresenta a exigéncia de um preparo de
amostra eficiente previamente a determinacdo dos analitos, a fim de eliminar a
matriz da amostra, é suscetivel a interferéncias pelo uso de acidos concentrados, e
apresenta limitagcdes quanto a analise direta de amostras ou emulsfes, o que a torna
menos atrativa do que a GF AAS quando se almeja andalise com minima
manipulacdo da amostra (STEWART,; OLESIK, 1998; SKOOG; HOLLER; NIEMAN,
2002; BECKER, 2007; NUNES, 2009; YASAR; BARAN; ALKAN, 2012). Entretanto,
essa técnica apresenta-se com elevada sensibilidade, limites de detec¢do (LOD)
inferiores aos obtidos com o emprego de outras técnicas, rapidez de analise, e
capacidade de determinacdes multielementares sequenciais (SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2002; BECKER, 2007; NUNES, 2009).

E importante ressaltar também que a técnica de ICP-MS ndo é livre de
problemas durante as determinacées elementares, devido a ocorréncia de
interferéncias denominadas como espectrais ou nao espectrais. Dentre as
interferéncias nao espectrais, podem ser mencionadas a ocorréncia de
discriminacbes de massa na entrada do separador; a repulsdo eletrostatica das
cargas no cone de amostragem, ocasionando desvios na trajetéria dos ions; e a
ocorréncia de depdésitos, dificuldades no transporte de amostra, entupimentos e
interferéncias na ionizacdo dos analitos, causados pela elevada viscosidade da
solucdo de amostra, devido ao uso de elevadas concentracdoes de acido, ou pela
presenca de matéria organica ndo decomposta (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002;
BECKER, 2007).

Como interferéncias espectrais, podem ser mencionadas as interferéncias
isobaricas, poliatbmicas ou por ions de dupla carga. A interferéncia isobarica
acontece quando dois elementos possuem isotopos de mesma carga como, por
exemplo In e *3Cd, ou “°Ar e “°Ca, e pode ser corrigida pela escolha de outro
isétopo livre de superposicdo isobérica. A interferéncia por ions poliatdmicos
acontece quando espécies presentes no plasma reagem entre si formando um novo
fon como, por exemplo, “°Ar®*Na*, “°Ar®>Cl*, **CI*®0, “°Ar*?C, os quais interferem nas

determinacées de ®Cu, "As, °'V, °°Cr, respectivamente. A correcdo deste tipo de
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interferéncia se da pela utilizacdo de um equipamento de alta resolu¢do, ou o
emprego de celas de colisdo ou reacdo. Por sua vez, as interferéncias por ions dupla
carga acontecem com elementos de baixo potencial de ionizacdo, os quais se
ionizam duas vezes formando ions com carga dupla, com consequentes espectros
com metade da massa esperada, 0 que pode gerar perda de sinal ou interferéncias
na determinacdo de outros elementos. Este tipo de interferéncia pode ser corrigida
pelo aumento da vazdo do gas carregador e/ou diminuicdo da poténcia de
radiofrequéncia (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002; BECKER, 2007; NUNES, 2009;
GRINDLAY et al., 2013).

De forma geral, o principal inconveniente do uso das técnicas de
espectrometria atbmica com ICP, sendo este mais evidente na técnica de ICP-MS, é
a necessidade de um pré-tratamento da amostra com o intuito de minimizar a carga
organica introduzida no equipamento, visto que esta pode diminuir a estabilidade do
plasma, reduzir a energia disponivel para ionizacdo dos analitos, facilitar a formacao
de depdsitos de carbono em partes internas do instrumento, ou promover
interferéncias nas determinacdes (BECKER, 2007; SOUZA, 2007; GRINDLAY et al.,
2013). Desta forma, a sua utilizacdo para determinacdes elementares em
margarinas e chocolates, a qual € desejavel, dadas as vantagens que apresenta
frente a outras técnicas analiticas de determinacéo, é dependente de um preparo de
amostras adequado e eficiente.

2.4 Preparo de amostras

Dentro da sequéncia analitica, uma das etapas de maior destaque € o preparo
da amostra, visto que se trata da etapa que pode ser considerada como a mais
demorada, de maior custo, e onde se cometem mais erros, 0s quais frequentemente
limitam a exatiddo que pode ser alcangcada em uma analise (KRUG; NOBREGA,
2010). De forma geral, nesta etapa séo realizados o0s procedimentos necessarios
para a conversdo da amostra em uma forma adequada para que a espécie quimica
de interesse possa ser determinada. Entretanto, cabe salientar que existem
situacdes em que a amostra pode ser analisada sem qualquer tipo de pré-tratamento
(KRUG; NOBREGA, 2010).
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Com relacdo a determinacdo de elementos em amostras de natureza
organica, é importante ressaltar que, normalmente, esta matriz exige a
transformacdo dos analitos presentes em uma forma inorganica simples.
Geralmente, a amostra original ndo € adequada para analise direta devido a fatores
diversos, representados principalmente pela caracteristica de heterogeneidade dos
materiais biolégicos (MAGALHAES et al., 2010). Assim, de maneira geral, ndo existe
um procedimento de preparo de amostras Unico que possa ser utilizado para
diferentes tipos de matrizes. A escolha do procedimento esta relacionada com o tipo
e faixa de concentragdo do analito, bem como com a técnica de determinacéo a ser

utilizada.

No campo das andlises em margarinas e chocolates, tém se destacado como
técnicas de preparo de amostras o preparo de suspensdes, e as decomposi¢des por
via Umida tanto com aquecimento convencional, como assistido por radiacdo micro-
ondas. Entretanto, quando se almeja a determinacdo elementar nestas amostras
utilizando a técnica de ICP-MS, a utilizacdo de sistemas de decomposi¢do assistida
por radiacdo micro-ondas associados ao uso de radiacdo ultravioleta (FLORIAN;
KNAPP, 2001), ou a utilizaco de elevadas pressées e temperaturas (NOBREGA et
al., 2012), podem ser consideradas importantes alternativas aos métodos
usualmente utilizados. A descricdo destas técnicas de preparo de amostras, até
entdo nunca aplicadas para a decomposicao de produtos alimentares com elevado

teor de gordura, como margarinas e chocolates, sera feita a seguir.

E importante também destacar, que a utilizacdo destas técnicas de preparo de
amostras mencionadas pode permitir a utilizacdo de solucdes acidas diluidas para a
satisfatoria decomposicdo da matéria organica, evitando assim o uso de reagentes
concentrados (NOBREGA et al., 2012; MESKO et al., 2015; PEREIRA; WILTSCHE;
KNAPP, 2014). Dessa forma, o uso de solucdes diluidas representa mais uma
vantagem destas técnicas de preparo de amostras, frente as demais técnicas,
quando se pretende a determinacdo dos analitos por ICP-MS, considerando a
suscetibilidade desta técnica de determinacdo a interferéncias pelo uso de acidos
concentrados (STEWART; OLESIK, 1998; BECKER, 2007).

A eficiéncia de um método de decomposicdo de amostras pode ser avaliada
pela determinacdo da quantidade de carbono remanescente ao final do

procedimento, a qual pode ser expressa em concentracdo de carbono em solucéo,
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percentual de carbono por massa de amostra decomposta, ou mais frequentemente,
por percentual de carbono n&o oxidado em relagcdo ao carbono inicial, denominado
teor de carbono residual (RCC). Esta quantidade de carbono, ndo eficientemente
oxidado, pode ser quantificada utilizando, por exemplo, ICP OES (WURFELS;
JACKWERTH; STOEPPLER, 1989; KRUSHEVSKA et al., 1992; PEREIRA et al.,
2013).

2.4.1 Preparo de suspensdes ou emulsdes

As suspensoes utilizadas em analises quimicas séo representadas por fluidos
heterogéneos contendo particulas maiores que 1 um dispersas em suspensao por
agitacdo mecanica, as quais tendem a sedimentar por repouso, quando agentes
estabilizantes ndo sdo empregados (SANTOS JR.; KRUG, 2010). Como principais
vantagens do uso de suspensbes em Quimica Analitica, alternativamente aos
processos de decomposicdo acida convencionais, podem ser mencionadas (i) a
diminuicdo do tempo de preparo da amostra, (i) 0 menor consumo de reagentes, (iii)
facilidade de preparo, e (iv) menor possibilidade de contaminacdo. Entretanto, o
emprego da amostragem de suspensfes também traz caracteristicas restritivas
como, por exemplo, (i) a falta de homogeneidade da suspensao, (ii) a dificuldade de
obtencdo de materiais de referéncia certificados (CRMs) adequados para a
calibracao, (iv) a impossibilidade de emprego em algumas técnicas de determinacéo,
devido ao tamanho das particulas, (v) a diminuicdo da vida util de atomizadores em
AAS, quando comparada a utilizacdo de amostras decompostas, e (vi) a baixa
estabilidade da suspensdo, o que pode comprometer a precisdo dos resultados
(SANTOS JR.; KRUG, 2010; NOMURA; OLIVEIRA, 2010).

Apesar das limitacbes apresentadas, determinacdes elementares a partir de
amostragem direta de suspensao tém sido relatadas, por exemplo, em amostras
biolégicas (JANUZZI; KRUG; ARRUDA, 1997; LIMA et al., 1999) e alimentos (VINAS
et al., 1993), empregando como técnica de determinacdo dos analitos a GF AAS ou
a espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F AAS). Entretanto, outras
técnicas espectrométricas envolvendo acoplamento indutivo de plasma (ICP) podem
também ser aplicadas (SANTOS JR.; KRUG, 2010).
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No caso de amostras de Oleos ou gorduras comestiveis, € comum a
preparacdo de dispersbes da amostra na forma de emulsGes, empregando
surfactantes ou outros reagentes com vistas a obtencdo de maior estabilidade
(SOUZA et al., 2005; VIANA et al., 2014). Entretanto, como descrevem Yasar, Baran
e Alkan (2012), apesar das vantagens relatadas, como economia de reagentes,
seguranca, baixos niveis de contaminagfes e reduzido tempo de preparo, 0 uso
deste procedimento pode ndo ser bem sucedido, principalmente quando se usam
técnicas de determinacdo de analito com ICP, visto que nem sempre ocorre a
destruicdo completa da matriz da amostra no plasma. Além disso, um grande desafio
quando se trata da aplicacdo de emulsfes em analises quimicas € a obtencao de
estabilidade suficiente para que a analise possa ser realizada (SOUZA et al., 2005;
VIANA et al., 2014).

Nash, Mounts e Kwolek (1983) realizaram a determinacéo de Ni, Cr Cu e Fe
em Oleos vegetais, gorduras e margarinas por GF AAS, ap0s preparo de emulsdes.
Da mesma forma, Souza (2007) empregou o preparo de emulsdes seguido de GF
AAS para a determinacdo de Al, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, V, Zn em
margarinas e 0leos vegetais. Determinacbes elementares em emulsdes de
margarina utilizando F AAS foram relatadas por leggli (2011 (c)), quando a autora
quantificou Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe, os quais estavam presentes em concentragoes
elevadas na amostra. O preparo de emulsdes de Oleos vegetais, margarinas e
manteigas, seguido por determinacédo de Cd, Co, Cr, Cu, Ni e Mn por ICP OES foi
relatado por Souza et al. (2005). Porém, neste caso, as determinacdes foram
realizadas em amostas fortificadas, considerando que os LODs obtidos pelos

autores foram superiores as concentracdes dos elementos nas amostras.

O preparo de emulsbes também tem sido relatado para amostras de
chocolate, seguido por determinacdes elementares utilizando técnicas de AAS
(IEGGLI et al., 2011 (a); IEGGLI et al., 2011 (b)). Elementos presentes em elevadas
concentracdes em chocolates, como Na, K, Ca, Mg, Zn e Fe foram determinadas por
leggli et al. (2011 (b)) por F AAS, apds preparo de emulsédo. Este mesmo grupo de
pesquisa relatou também o uso de GF AAS apds preparo de microemulsado, para a
quantificacdo de elementos traco, como Al, Cu e Mn, em chocolates branco, ao leite
e a base de cacau (IEGGLI et al., 2011 (a)).
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2.4.2 Decomposic¢ao por via Umida

Os procedimentos de decomposicdo por via Umida constituem uma das
formas de preparo de amostras comumente aplicadas para amostras em geral.
Neste procedimento, a decomposi¢cdo de materiais organicos ou bioldgicos é
realizada mediante aquecimento, geralmente em presenca de acido mineral oxidante
concentrado, de misturas de acidos oxidantes, ou mistura de um acido oxidante com
peroxido de hidrogénio. Assim, tem-se a oxidacdo completa da maioria das
amostras, deixando os analitos na solucdo acida em formas inorgénicas apropriadas
para analise. No entanto, € importante ressaltar que este resultado positivo depende
do quéo oxidantes forem os &cidos utilizados, do tempo e temperatura do

aguecimento empregado, e das caracteristicas da amostra (FLORES et al., 2010).

Os acidos com propriedades oxidantes comumente empregados nas
decomposicdes por via Umida de amostras organicas ou biolégicas sdo o &cido
nitrico, acido sulfarico ou acido perclérico. Com excecéao do HCIO,4, os demais acidos
podem ser usados individualmente. Porém, € bastante comum a utilizacdo destes
acidos misturados entre si, ou combinados com peréxido de nitrogénio, como forma
de elevar o poder oxidante do meio (FLORES et al., 2010; MULLER et al., 2014). O
HNO3; concentrado é o reagente mais frequentemente utilizado nos procedimentos
de decomposicdo por via Umida, sendo aplicado para o preparo de amostras
organicas variadas. Seu uso apresenta algumas vantagens como: a solubilizacéo da
maioria dos elementos, e a possibilidade de ser obtido comercialmente com pureza
adequada (FLORES et al., 2010; MULLER et al., 2014).

A decomposicdo por via umida em frascos abertos € um dos métodos mais
antigos e mais aplicados para a decomposicdo de amostras organicas. Entretanto,
exige atencdo do operador devido ao risco de trabalhar com substancias oxidantes
em sistema aberto e, para que bons resultados sejam alcancados, é necessério a
escolha criteriosa do acido ou mistura a serem empregados, visto que deles
depende a taxa e a extensdo da decomposicdo obtida. Aléem disso, cabe destacar
que a escolha do agente oxidante utilizado também deve estar de acordo com a

técnica de determinacdo a ser empregada (FLORES et al., 2010).

Como vantagens da decomposi¢cdo por via Umida em sistemas abertos, em

relacdo aos sistemas de decomposi¢do em frascos fechados, podem ser citadas a
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decomposicdo de elevadas massas de amostra, visto que O sistema opera em
pressao atmosférica e ndo ha riscos de exploséo, e a possibilidade da adicdo de
reagentes durante a etapa de decomposi¢cao (MATUSIEWICZ, 2003; FLORES et al.,
2010). Entretanto, embora a decomposicédo por via Umida em sistema aberto seja
amplamente aplicada para a determinacdo elementar de uma variedade de amostras
como, por exemplo, previamente a determinacdo de metais e semi metais em
amostras de Oleos vegetais, margarinas e chocolates (ELSON; BEM; ACKMAN,
1981; ANWAR et al., 2004; SZLYK; SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2004; DAHIYA et
al., 2005; GULDAS, 2008; JALBANI et al., 2009; YANUS et al., 2014; RAMTAHAL et
al., 2015), existem inconvenientes inerentes ao procedimento, 0s quais o0 deixam em
desvantagem quando comparado, por exemplo, aos procedimentos de
decomposicédo assistida por radiagcdo micro-ondas (YASAR; BARAN; ALKAN, 2012).
Um dos inconvenientes do uso de decomposicdo por via Umida em sistema aberto é
a necessidade do uso de elevadas quantidades de reagentes oxidantes, ou
misturas de reagentes, sempre na forma concentrada. Além disso, também pode ser
considerada uma desvantagem o elevado tempo necessario para que ocorra a
degradacdo da matéria organica e, em muitos casos, a ocorréncia de
decomposic¢des incompletas (MATUSIEWICZ, 2003; FLORES et al., 2010; YASAR,;
BARAN; ALKAN, 2012). Nesse sentido, é importante ressaltar que o conhecimento
da eficiéncia de decomposicdo de um método s6 pode ser obtido pela deteccéao e
identificacdo de material organico residual presente na solucdo acida ao final do
procedimento (FLORES et al., 2010).

Os sistemas de decomposic¢ao por via umida realizados em frascos fechados
apresentam vantagens em relagdo aos frascos abertos, tais como a presenca de
uma atmosfera isolada e fechada, reduzindo a possibilidade de contaminacdes e a
perda de espécies volateis, e a maior eficiéncia de decomposicdo da matéria
organica, promovida pelo aumento da temperatura de ebulicdo dos reagentes,
decorrente de elevacdes de temperatura e pressao interna dos frascos. Entretanto, a
elevacdo da pressdo nos sistemas fechados aumenta os riscos de explosado, além
de limitar a massa de amostra a ser decomposta (MATUSIEWICZ, 2003; FLORES et
al., 2010).
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2.4.3 Decomposicéo assistida por radiacdo micro-on  das

Desde a década de 90, o numero de aplicagcbes envolvendo o uso de
radiagdo micro-ondas para o preparo de amostras variadas tem crescido, se
expandindo nos diversos ramos da quimica (NOGUEIRA et al., 2010). Neste sentido,
Luque-Garcia e Castro (2003) atribuem o advento do uso da radiacdo micro-ondas a
sua alta eficiéncia para transferéncia de calor, acelerando assim a etapa de

decomposicdo da amostra.

A radiacdo micro-ondas é uma radiacdo ndo ionizante, com energia muito
menor do que a necessaria para promover a quebra das ligacdes das moléculas
organicas comuns. Porém a alta eficiéncia alcancada em procedimentos de
decomposicdo de amostras assistidos por radiacdo micro-ondas € resultante da
interacdo dessa radiacdo eletromagnética com ions dissolvidos e solvente,
provocando os fenbmenos de migracdo i06nica e rotacdo de dipolos,
respectivamente. Estes dois processos ocasionam um movimento molecular no
material, contribuindo para o aquecimento deste (ARRUDA; SANTELLI, 1997,
BULDINI; RICCI; SHARMA, 2002; NOGUEIRA et al.,, 2010; MELLO; BARIN;

GUARNIERI, 2014).

As decomposic¢des assistidas por radiagdo micro-ondas (MW-AD) podem ser
promovidas em sistemas abertos ou fechados, sendo que este Ultimo é o mais
recomendado, principalmente para decomposi¢cdes com vistas a determinagcdo de
elementos volateis. As principais vantagens de uma decomposicdo assistida por
radiacdo micro-ondas em frasco fechado sao: (i) a maior eficiéncia de decomposicao
em altas temperaturas, se comparado ao sistema com aquecimento convencional,
(i) reducao do risco de perda de analitos volateis, (iii) menores contaminagdes pelo
ambiente, e (iv) menor consumo de reagentes de alta pureza, visto que ndo ha
necessidade de acréscimo ou reposicdo destes durante a decomposicdao (KORN et
al., 2008; NOGUEIRA et al., 2010; MULLER et al., 2014).

Por outro lado, como os demais sistemas de decomposicdo em frascos
fechados, o sistema traz algumas desvantagens, representadas principalmente pela
limitacdo da massa de amostra a ser decomposta, visto que pode ocorrer aumento
da pressao interna dos frascos de decomposicao, e o alto custo de instrumentacao

se comparado a decomposicdo por via Umida com aquecimento convencional
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(BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; SOUZA et al., 2005; NOGUEIRA et al., 2010;
YASAR; BARAN; ALKAN, 2012).

A decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas tem sido utilizada para o
preparo de amostras de Oleos vegetais e gorduras comestiveis (CINDRIC; ZEINER,;
STEFFAN, 2007; ANSARI et al., 2009; LLORENT-MARTINEZ et al., 2011; ZHU et
al.,, 2011) visando a posterior determinacdo elementar por técnicas analiticas
diversas como, por exemplo, ICP OES e GF AAS. Amostras de chocolate
pertencentes a tipos variados também tém sido digeridas em sistemas assistidos por
radiacdo micro-ondas, previamente a determinacdo dos analitos por técnicas
baseadas em AAS (GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008;
JALBANI et al., 2009; BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014; VILLA; PEIXOTO;
CADORE, 2014). E importante ressaltar que na imensa maioria das decomposicdes
de margarina ou chocolate utilizando micro-ondas relatadas na literatura, é utilizado
HNO3; concentrado, ou mistura deste com outro acido forte ou com reagente

oxidante.

Técnicas espectrométricas utilizando ICP sdo também relatadas para
determinacdes elementares em amostras de chocolate digeridas em sistemas
assistidos por radiacdo micro-ondas (SCANCAR; ZULIANI; MILACIC, 2013; VILLA;
PEREIRA; CADORE, 2015). Scancar, Zuliani e Milacic (2013) descrevem em seu
trabalho a determinacdo de Ni em chocolate por ICP-MS, apds a decomposi¢do
assistida por radiacdo micro-ondas utilizando uma mistura de reagentes
concentrados (HNO3, HF e H,0;). Da mesma forma, no trabalho de Villa et al.
(2015), a determinacdo de varios elementos é realizada por ICP OES e ICP-MS,
apos decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas, como comparacdo a um
procedimento de extracdo com solucdo acida quente, proposto pelos autores. Nesse
caso, 0s autores promovem a decomposicéo assistida por radiacdo micro-ondas das
amostras de chocolate utilizando uma mistura de 4 ml de HNO3; e 2 ml de H,0Oo,
ambos na forma concentrada, com 2 ml de H,O. Esta pode ser considerada a
primeira utilizacdo de solugdo oxidante diluida para a decomposicdo de chocolate
utilizando esta técnica de preparo de amostras, considerando o volume de agua
adicionado ao sistema (VILLA et al., 2015).
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2.4.4 Decomposicéao assistida por radiacdo micro-ond  as e radiacao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta geralmente possui energia suficiente para promover
transicdes eletrbnicas nas ligagbes quimicas de uma série de compostos,
especialmente organicos. A partir desta absor¢cdo de energia, ha a formacdo de
espécies excitadas, instaveis, que evoluem por processos nao fotoquimicos
resultando em rearranjos internos, ionizacao ou dissociacdo das ligacdes quimicas.
Com a cisdo homolitica destas liga¢c6es ha a formacao de radicais livres (moléculas
dotadas de um elétron desemparelhado em um de seus orbitais externos)
extremamente reativos, com caracteristica de potente oxidante, receptor de elétrons
de moléculas organicas. De modo geral, o radical hidroxila (-OH) pode ser
considerado a principal espécie oxidante formada (GOLIMOWSKI; GOLIMOWSKA,
1996; NOGUEIRA; CAVICCHIOLI; KAMOGAWA, 2010; PEREIRA; WILTSCHE;
KNAPP, 2014). Diversos mecanismos sdo propostos para a decomposicao da
matéria organica pelos radicais livres, sendo que para moléculas alifaticas o
processo se da por sucessivas clivagens, resultando na decomposi¢cdo do composto
organico, com consequente diminuicdo do teor de carbono da amostra (NOGUEIRA;
CAVICCHIOLI; KAMOGAWA, 2010).

A partir disto, visando decomposicdes mais eficientes de amostras com
matrizes organicas de dificil decomposicéo, Florian e Knapp (2001), propuseram um
procedimento de preparo de amostras utilizando simultaneamente as radiacfes
micro-ondas e ultravioleta. Nesse procedimento, denominado decomposicao
assistida por radiacdo micro-ondas e radiacdo ultravioleta (MW-UV), séo utilizadas
lampadas de emissdo de radiacdo ultravioleta inseridas dentro dos frascos de

decomposicdo convencional em forno micro-ondas, como apresentado na Figura 3.
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Bulbo de quartzo

Solucéo digestora

Figura 3 — Frasco de quartzo e lampada de emissdo de radiagdo ultravioleta
utilizados no procedimento de decomposicdo de amostras assistido
pelas radiacdes micro-ondas e ultravioleta (adaptado de Instruction
Sheet B83IB51A, Anton Paar, http://www.anton-paar.com).

Como observado na Figura 3, a lampada de emissdo de radiacdo UV,
denominada lampada de descarga sem eletrodos, possui uma lamina de Mo,
conectada a uma antena de W. A radiacdo micro-ondas é absorvida pelo Mo, e
transmitida para a antena de W que libera uma descarga elétrica no interior do bulbo
da lampada preenchida com vapor de Cd a baixa presséo, emitindo assim radiacéo
UV no interior do frasco (FLORIAN; KNAPP, 2001; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP,
2014). Desta forma, as lampadas de emissao de radiacao ultravioleta sao ativadas
pela radiacdo micro-ondas e, a partir disto tem-se um interessante sinergismo entre
o efeito térmico e a acdo fotoquimica, capaz de promover elevada eficiéncia de
decomposicdo (NOGUEIRA; CAVICCHIOLI; KAMOGAWA, 2010). Uma ilustracao do
sistema de decomposicao assistido pelas duas radiacdes € apresentada na Figura 4.
E importante ressaltar que nesse sistema a amostra a ser decomposta sofre a agéo
simultanea de ambas as radiacfes, o que tem sido relacionado com as satisfatorias
decomposi¢cdes obtidas quando o sistema é utilizado (FLORIAN; KNAPP, 2001;
MESKO et al., 2015).
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Figura 4 — llustracdo do interior do frasco de quartzo no sistema de decomposicao

de amostras assistido pelas radiacbes micro-ondas e ultravioleta.

As principais vantagens do uso da decomposi¢cdo por MW-UV, descritas por
Pereira, Wiltsche e Knapp (2014), quando comparadas aos sistemas convencionais
de decomposicdo com UV séo a possibilidade de associar elevadas temperaturas e
reacOes fotoquimicas, o baixo custo do sistema, e a maxima absorcédo de UV pela
solucdo de decomposicdo, considerando que as lampadas de emissédo de radiacéo
UV encontram-se dispostas dentro do frasco reacional (FLORIAN; KNAPP, 2001;
PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP, 2014).

Ainda, o uso desta combinacéo entre as radiagdes micro-ondas e ultravioleta
para o preparo de amostras, fornece digeridos com menores teores de C, e em
menor tempo do que as decomposicOes realizadas em sistemas que utilizam
somente uma das radiacbes. Além disso, este sistema permite a utilizacdo de
solugdes diluidas, inclusive sem a necessidade de utilizar reagentes oxidantes
auxiliares (PEREIRA et al., 2013; MESKO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015).
Entretanto, como desvantagens, sado relatadas a impossibilidade de ativar as
lampadas de emissado de radiacdo UV em baixas temperaturas, a necessidade de
atencdo quanto a amostras inflamaveis, e a possibilidade de superaquecimento da
lampada com consequente prejuizo a emissédo de radiacdo UV (FLORIAN; KNAPP,
2001; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP, 2014).

E importante enfatizar que existem na literatura poucos trabalhos utilizando
este procedimento de decomposicdo de amostras (FLORIAN; KNAPP, 2001;
LIMBECK, 2006; PEREIRA et al., 2013; MESKO et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015),

sendo que em nenhum deles foi utilizada amostra com elevado teor de gordura,
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como margarinas e chocolates. Em suas primeiras aplicacdes, a MW-UV foi utilizada
para o preparo de leite em pd desnatado (FLORIAN; KNAPP, 2001) e &gua
(LIMBECK, 2006), visando a posterior determinacdo de elementos potencialmente
toxicos por ICP OES ou técnicas baseadas em AAS. A decomposicdo de petroleo
bruto por MW-UV visando a posterior determinacdo de elementos terras raras por
ICP OES também é relatada na literatura (PEREIRA et al., 2013), bem como, mais
recentemente, a decomposicédo de coque de petroleo para a determinacao de Ni, V
e S, utilizando esta mesma técnica de determinacdo (OLIVEIRA et al., 2015). A MW-
UV também foi utilizada recentemente para a decomposi¢do de algas marinhas, com
posterior determinacdo de As, Cd e Pb por ICP-MS (MESKO et al., 2015), sendo
esta a primeira aplicacdo desta técnica de determinacdo em digeridos em sistema
assistido pelas radiagcbes micro-ondas e ultravioleta. Além disso, essa foi também a
Unica aplicagdo da MW-UV para a decomposi¢cdo de massas de 0,7 g de amostras
utilizando apenas HNO3 diluido como solucéo digestora, sem a adi¢do de reagentes

oxidantes auxiliares como verificado nos outros trabalhos.

2.45 Decomposicdo assistida por radiacdo micro-on das em sistema de

camara unica de reacao

O sistema de decomposicdo de amostras em camara Unica de reacdo (SRC)
foi desenvolvido recentemente como um avanco dos sistemas de decomposicao de
amostras assistidos por radiacdo micro-ondas (NOBREGA et al., 2012;
MATUSIEWICZ, 2014). Este sistema, que permite temperatura e pressédo de 300 °C
e 199 bar, respectivamente, tem como principais vantagens a capacidade de
decomposicdo de elevadas massas de amostra, a obtencdo de digeridos
compativeis com variadas técnicas de determinacdo, seguranca ao operador,
facilidade de uso, concordancia com os principios de Quimica Verde e alta
frequéncia analitica. Além disso, pode também ser mencionada como vantagem do
sistema a possibilidade de decomposicdo em uma mesma rodada de variadas
massas de amostra, ou amostras com diferentes matrizes (NOBREGA et al., 2012;
MATUSIEWICZ, 2014; ULTRAWAVE - Single Reaction Chamber, Milestone,

http://www.milestonesci.com).
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No sistema SRC, apresentado na Figura 5, os frascos de decomposi¢cao sdo
dispostos fixos em um rotor, dentro de uma céamara de reagdo contendo uma
solucdo composta principalmente por agua e reagente oxidante. Esta camara, que
atua tanto como uma cavidade para distribuicdo da radiagcdo micro-ondas, como um
vaso de reacdo, é pressurizada com gas inerte, com o objetivo de manter os frascos
de decomposicdo fechados, prevenir ebulicbes e projecbes, e eliminar a
possibilidade de contaminacdes. A radiacdo micro-ondas é distribuida eficientemente
no sistema por uma fonte posicionada na base da camara de reacdo (NOBREGA et
al., 2012; MATUSIEWICZ, 2014; MULLER et al.,, 2014; ULTRAWAVE - Single

Reaction Chamber, Milestone, http://www.milestonesci.com).

l l l \ Pressurizacdo do

—i sistema com gas
inerte

Incidéncia de radiacdo
micro-ondas

\ Camara Unica de

reacdo

Frascos para a
decomposicao das
amostras

Rotor para frascos
de decomposicao

Solucéo de preenchimento
da cAmara de reacéo

Figura 5 — Sistema de decomposicdo de amostras em camara Unica de reagdo
(adaptado de Ultrawave — Single Reaction Chamber (SRC), Milestone,

http://www.milestonesci.com).

Os relatos da literatura, referentes a utilizacdo do sistema SRC, indicam a
possibilidade de decomposi¢cdo de amostras variadas utilizando HNO3 concentrado,
misturas &cidas, ou solucdo 4cida diluida acrescida de H,O,, com a finalidade de
suprir a necessidade de oxigénio no interior dos frascos, considerando que a
pressurizacdo do sistema com oxigénio deve ser evitada. Segundo esses relatos, o
sistema SRC tem promovido decomposicdes eficientes das amostras organicas,
permitindo a obtencdo de digeridos com reduzidos teores de carbono em solucao
(NOBREGA et al., 2012; MULLER et al., 2014; MULLER et al., 2015).
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Nobrega et al. (2012) utilizou o sistema de decomposicdo por SRC para o
preparo de materiais de referéncia certificados de folhas de macieira, figado bovino e
leite em po integral, para posterior determinacéo elementar por ICP OES ou ICP-MS.
Neste procedimento os autores utilizaram HNOj; diluido, acrescido de H,0O;
(NOBREGA et al., 2012). Posteriormente, o sistema foi aplicado para a
decomposicdo de nozes utilizando HNO3; concentrado, para posterior determinagéo
de diversos elementos téxicos por ICP OES (MULLER et al., 2014), bem como para
a decomposicao de principios ativos farmacéuticos, mediante o uso deste mesmo
reagente concentrado, ou mistura de acidos, com subsequente determinacdo de
impurezas elementares por ICP-MS (MULLER et al., 2015). Entretanto, ndo ha na
literatura relatos da utilizacdo de SRC para a decomposicdo de amostras com

elevado teor de gordura, como por exemplo, margarina e chocolate.

2.4.6 Uso de acidos diluidos no preparo de amostra s

O uso de acidos diuidos na etapa de preparo de amostras organicas
previamente as determinacdes elementares é desejavel por diversos fatores, dentre
eles a seguranca, a menor geracdo de residuos, a minimizacdo de danos aos
equipamentos de determinacdo, a reducao de custos e a obtencdo de menores
valores para os brancos analiticos. Além disso, digeridos com menor acidez também
sdo atrativos quando se almeja a determinacdo elementar por técnicas analiticas
suscetiveis a interferéncias acidas (NOGUEIRA et al., 2010; BlZZl; NOBREGA;
BARIN, 2014).

Apesar de terem sido inicialmente propostos para procedimentos de extracao,
os acidos diluidos tem sido também aplicados em decomposi¢des por via Umida ou
seca (NOGUEIRA et al, 2010). Particularmente no caso de sistemas de
decomposicédo assistidos por radiacdo micro-ondas, a utilizacdo de acidos diluidos é
interessante em funcgdo do alto poder calorifico da agua que, quando adicionada ao
sistema, facilita o aquecimento. Ainda, em sistemas fechados, esse aguecimento
provoca 0 aumento da presséo interna do frasco pela geracdo de gases, e a
consequente elevacao do ponto de ebulicdo da mistura de decomposicéo e de seu
poder oxidante (NOGUEIRA et al., 2010; BIZZl; NOBREGA; BARIN, 2014).
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Outros processos quimicos envolvidos também devem ser considerados para
o entendimento da eficiéncia das decomposi¢cdes quando &cidos diluidos séo
utilizados, sendo que a explicagdo mais aceita para este comportamento esta
baseada em uma série de reacbes que acontecem no interior do frasco reacional,
resultando na regeneragao do HNO3. Durante a oxidagcdo dos compostos organicos
da amostra por agcdo do HNO3 ocorre a formacéo de NO gasoso. Esse, reage com 0
O, presente na fase gasosa do frasco de reacdo, formando NO,. Posteriormente, o
NO, gerado é reabsorvido na solugdo, com formacdo de NOj3 e NO. O ciclo de
reaclOes se repete até que ndo haja a presenca de O, na fase gasosa do sistema,
como demonstrado nas reacfes a seguir (NOGUEIRA et al.,, 2010; BIzZI;
NOBREGA; BARIN, 2014).

(CHo)n + 2 HNOg(aq) — COyg) + 2 NO(g) + 2 H2O,
2 NO(g) +0,— 2 NOz(g)
2 NOz(g) + H20(|) — HNOg(aq) + HNOz(aq)

HNO2(ag) = H20¢) + NOzg) + NO(g)

Dessa forma, pode-se afirmar que, além do uso de sistemas assistidos por
radiagcdo micro-ondas potencializarem a acdo oxidante de alguns reagentes, pela
utilizacao de elevadas temperaturas e pressoes, 0 que permite inclusive a utilizagao
de acidos diluidos como solucao digestora, o sucesso do procedimento, sem perda
da eficiencia de decomposicdo € dependente de dois fatores: (1) a presenca de
oxigénio na fase gasosa dentro do frasco de decomposicdo, e (2) o gradiente de
temperatura entre as fases liquida e gasosa ao longo do frasco de decomposicao. O
primeiro deles € responsavel pela reacdo de oxidagdo do NO( originado na
decomposicdo da matéria organica, e o segundo contribui para o aumento de
pressao, pois esta associado com a absorcdo de espécies oxidadas na fase gasosa
(BIZZI; NOBREGA:; BARIN, 2014).

A partir disso, a utilizacdo de reagentes diluidos estd associada a fatores
dependentes de tecnologias mais recentes, como sistemas que permitem a
utilizacdo de maiores temperaturas e pressdes, e frascos com volume interno

suficiente para disponibilizar uma grande quantidade de O, a ser utilizada no
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mecanismo de regeneracao do HNO3, e que apresentem um intenso gradiente de
temperatura durante a etapa inicial de decomposicdo, promovendo a condensacgao
dos produtos gasosos oriundos do processo de regeneracdo. Ainda, partindo do
conhecimento de que o aumento da quantidade de O, disponivel na fase gasosa
favorece a regeneracdo do &cido, o que pode melhorar a eficiéncia da
decomposicdo das amostras com HNOg3, 0 uso de reagentes que atuem como fonte
de O, no meio reacional, como o H,O,, bem como a utilizacdo de sistemas que
permitam a pressurizacao dos frascos com O,, sdo importantes alternativas a serem
consideradas nos estudos com reagentes diluidos (BlZZI et al., 2014 (a); BlZZI et al.,
2014 (b); BIZZI; NOBREGA; BARIN, 2014).

E importante ressaltar que amostras com elevado teor de gordura ou com
matriz complexa constituem ainda um desafio quanto a aplicacdo de acidos diluidos
no preparo de amostra, tendo em vista que nhestes casos, sdo geralmente
necessérias condi¢des drasticas de reacdo, as quais tém sido obtidas pelo uso de
reagentes concentrados (GONZALEZ et al.,, 2009). Especialmente no caso de
amostras de chocolate, existe na literatura um unico relato do uso HNOj3 diluido no
preparo da amostra por decomposicdo assistida por radiagdo micro-ondas,
previamente a determinacdes elementares por ICP OES e ICP-MS (VILLA et al.,
2015). Entretanto, nesse caso, 0s autores adicionam H,O, a mistura, como reagente
oxidante auxiliar. Cabe ressaltar que neste mesmo trabalho, os autores propdem
também uma extracdo dos analitos a partir das amostras de chocolate, mediante
aquecimento, utilizando solugdo de HNOj; diluido. Entretanto, como ndo ha a
decomposicao da matéria organica, faz-se necessaria a introdu¢do de uma etapa de
filtracdo dos digeridos previamente a determinacdo dos analitos por técnicas

espectrométricas que utilizam ICP (VILLA et al., 2015).



3 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, reagentes e amostras
utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho. Além disso, sdo também
relatados os métodos empregados para o preparo de amostras e determinacéo de

elementos potencialmente toxicos em margarinas e chocolates.

E importante destacar que em um momento inicial as amostras foram
submetidas a determinagfes com vistas a sua caracterizagdo. Posteriormente,
visando a determinacdo dos analitos por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), foram avaliados diferentes métodos para o
preparo de amostras de margarina, como a decomposicdo acida convencional,
decomposicao acida assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD), decomposicao
acida assistida por radiagdo micro-ondas e radiacdo ultravioleta (MW-UV), e
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema de camara Unica de
reacao (SRC). Nos procedimentos de preparo de amostras empregando a radiacao
micro-ondas foram avaliadas diferentes concentragbes de solucdo acida, com o
intuito de selecionar a menor concentracdo necessaria para decompor a amostra de
maneira eficiente. A partir dos resultados obtidos para as amostras de margarina, foi
selecionado o melhor método de preparo de amostras, o qual foi otimizado para a

sua aplicacao nas amostras de chocolate.

Em sua maioria, as atividades descritas foram realizadas na Universidade
Federal de Pelotas, nas dependéncias do Laboratério de Controle de Contaminantes
em Biomateriais (LCCBio). Entretanto, devido a indisponibilidade de alguns
equipamentos na UFPel, parte das atividades foi realizada no Laboratorio de
Andlises Quimicas, Industriais e Ambientais (LAQIA) da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), com o apoio do grupo coordenado pelo Prof. Dr. Erico M. M.

Flores.
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3.1 Instrumentagao

Um forno com aquecimento por radiagdo micro-ondas do tipo cavidade
(Multiwave 3000", Anton Paar) foi utilizado para os estudos de preparo das amostras
por decomposi¢do acida assistida por radiacdo micro-ondas associada ou ndo a
radiacdo ultravioleta (Fig. 6a). Um sistema equipado com oito frascos de quartzo,
com volume interno de 80 ml foi utilizado nesses procedimentos, sendo que para a
decomposicdo associando as radiagcdes micro-ondas e ultravioleta, foi utilizada uma
lampada de emissao de radiacdo ultravioleta (Fig. 6¢) inserida dentro do frasco de
decomposicdo, conforme proposto por Florian e Knapp (2001). As condicdes
maximas de temperatura, pressdo e poténcia de operacdo utilizadas nos
procedimentos de decomposicdo assistida por radiagdo micro-ondas foram,
respectivamente, 280 °C, 80 bar e 900 W, sendo estes com ou sem 0 uso de

radiacdo ultravioleta.

Multiwave =

Figura 6 - Forno de micro-ondas comercial Multiwave 3000® (Anton Paar) (a); rotor
equipado com 8 frascos de quartzo (b); e lampada de emissdo de

radiacdo ultravioleta em quartzo, com acessorios (anel e base) em PTFE

(c).

As decomposicbes acidas com aquecimento convencional foram feitas com
auxilio de um bloco digestor com controlador de temperatura (modelo MA 4025,
Marconi) (Fig. 7). Este equipamento foi equipado com 40 frascos de vidro com
diametro de 22 mm, profundidade de 25 cm e capacidade aproximada de 80 ml

cada.
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Figura 7 - Bloco digestor MA 4025 (Marconi), equipado com frascos de vidro.

Para a decomposi¢ao das amostras no sistema SRC, foi utilizado um forno de
micro-ondas com camara Unica de reacdo (Ultrawave®, Milestone) (Fig. 8a). O
equipamento foi equipado com um rotor com capacidade para 5 frascos de quartzo,
com volume interno de 40 ml cada (Fig. 8b). A pressdo, temperatura e poténcia
méaximas recomendadas pelo fabricante deste sistema sdo de 199 bar, 300 T e
1500 W, respectivamente.

Figura 8 — Sistema SRC comercial Ultrawave® (Milestone) (a); e suporte equipado

com 5 frascos de quartzo (b).

Um banho-maria (modelo 18 BU, Thermomix®, B. Braun Biotech International)
foi utilizado para a homogeneizacdo de amostras de margarina pertencentes a um
mesmo lote, mas adquiridas em embalagens separadas. Uma estufa convencional
(modelo 400/2ND, DelLeo), uma bomba de vacuo (EXIPUMP), uma manta de
aguecimento (modelo 52, Fisatom) e um forno mufla (MAGNUS) foram utilizados nos
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procedimentos de determinacdo dos teores de umidade, gordura e cinzas das

amostras.

Os procedimentos de aquecimento de solugbes e descontaminacéo das
lampadas emissoras de radiacéo ultravioleta foram realizados com o auxilio de uma
chapa de aquecimento (modelo RH basic 2, IKA). Todos os procedimentos de
pesagem efetuados durante este trabalho foram feitos em balanca analitica (modelo
AY220, Shimadzu), com resolucdo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g. Uma
capela de fluxo laminar classe 100 (modelo CSLH-12, Veco) foi utilizada para a

secagem de materiais diversos, apos procedimentos de descontaminacao.

Os teores de carbono nas amostras solidas, previamente a decomposicao
foram determinados em um analisador elementar (Truspec, LECO). Por sua vez, os
teores de carbono nos digeridos foram determinados por ICP OES (Spectro Ciros
CCD, Spectro Analytical Instruments). O equipamento foi utilizado na configuracéo
axial e com sistema otico selado, sendo equipado com camara de nebulizacdo de

vidro de duplo passo e nebulizador do tipo cross-flow.

Os analitos foram determinados por ICP-MS (Elan DRC I, PerkinElmer
SCIEX). Este espectrometro foi equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard
Associates tipo C), uma camara de nebulizagéo do tipo cicldnica (Glass Expansion,
Inc.) e uma tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc.) com tubo injetor de quartzo (2
mm d.i.). A otimizacdo dos parametros instrumentais utilizados para as
determinacdes, incluindo vazado do gas de nebulizacdo, voltagem da lente i6nica e
alinhamento da tocha, foi feita de acordo com as recomendacbes do fabricante
(PerkinElmer-SCIEX, 2003).

3.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Acido
nitrico bidestilado (Merck) foi utilizado para o preparo das soluc¢des digestoras com
concentracfes variadas avaliadas nos sistemas de decomposicdo em SRC,
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas com e sem uso de radiacéo

ultravioleta (MW-UV e MW-AD, respectivamente), e no sistema de decomposi¢cao
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com aquecimento convencional. Neste ultimo sistema de decomposi¢do foram

utilizados também acido sulfurico (Merck) e peréxido de hidrogénio (Merck).

As solucdes de calibracdo para o ICP-MS foram preparadas a partir da
dissolucdo em série de solugbes de referéncia multielementares contendo os
analitos (SPEX Certiprep) em &cido nitrico 5% (v v'). Para as determinacdes de
carbono foram preparadas curvas de calibracdo em &cido nitrico 5% (v v''), a partir
da diluicdo de uma solucdo estoque preparada pela dissolu¢cdo de acido citrico
(Merck). As solugBes de calibragdo de carbono foram acrescidas de itrio (Merck)

como padréo interno.

Nas determinacdes por ICP-MS, o plasma foi gerado a partir de argénio de
alta pureza (99,998%, White Martins). O mesmo gas foi utilizado no procedimento de
expulsdo do CO, presente nas amostras decompostas, previamente a determinacéo
do teor de carbono por ICP OES.

A solucao de AgNOs; utilizada nos procedimentos de determinacao dos teores
de gordura das amostras foi preparada a partir da dissolucdo do respectivo sal
(Merck) em agua ultrapura. Esses procedimentos envolveram também a utilizacao
de solucdo de HCI preparada a partir da diluicdo do reagente (Merck), e éter de
petrdleo (Merck).

A solucéo de KOH utilizada no procedimento de determinagéo da acidez dos
digeridos foi preparada pela dissolucdo do respectivo sal (Merck) em &gua, e
padronizada com o padrdo primario biftalato de potassio (Merck). A solucdo
indicadora de fenolftaleina 1% (m v%), utilizada nesta determinacéo, foi preparada

pela dissolucéo do respectivo reagente (Merck) em &lcool etilico (Synth).

Acido nitrico (Merck), na forma concentrada ou em solucdo aquosa 10% (v v°
1, foi utilizado para a descontaminacdo dos materiais de laboratério utilizados neste
trabalho. A dgua de alta pureza utilizada nos procedimentos foi destilada, deionizada
em coluna de troca i6nica e, adicionalmente, purificada em um sistema MegaUP®

(Megapurity), com resistividade final de 18,2 MQ cm.
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3.3 Materiais diversos

A vidraria utilizada e outros materiais comuns de laboratério foram
descontaminados por imersdo em &cido nitrico 10% (v v'*) por, pelo menos, 24 horas
e, posteriormente, lavados com agua ultrapura. Os frascos de vidro utilizados na
decomposicdo acida com aquecimento convencional foram descontaminados com
acido nitrico concentrado, sob aguecimento convencional a temperatura de 90 °C

por 30 min.

Os frascos de quartzo do forno de micro-ondas (Multiwave”) e os acessoérios
em PTFE das lampadas de emissao de radiacdo UV foram descontaminados com
acido nitrico concentrado e aquecimento no forno de micro-ondas usando o0 seguinte
programa de irradiacdo: i) 1400 W por 10 min; e ii)) 0 W por 20 min (etapa de
resfriamento). Posteriormente, os materiais foram lavados com agua ultrapura. As
lampadas de emissdo de radiacdo ultravioleta foram descontaminadas por imersao
em HNOj3; concentrado sob temperatura de ebulicdo, por 30 min, seguida de lavagem

com agua ultrapura.

A descontaminacdo dos frascos de quartzo do sistema SRC também foi
conduzida utilizando acido nitrico concentrado, sob aguecimento no proprio sistema
pressurizado com 30 bar de Ar, de acordo com o programa a seguir: i) rampa de 10
min até 250 °C; e ii)15 min a 250 °C (presséo e poténcia maximas limitadas em 160
bar e 1500 W, respectivamente). A seguir, os frascos foram lavados com agua

ultrapura.

3.4 Amostras

Neste trabalho, foram utilizadas 6 amostras de margarina, incluindo produtos
com e sem sal, destinadas a alimentacdo humana e obtidas no comércio local. Os
procedimentos de otimizacdo dos métodos foram realizados utilizando uma amostra
de margarina sem sal, escolhida aleatoriamente, e adquirida em duas embalagens

de aproximadamente 1 kg cada, pertencentes ao mesmo lote de fabricacao.

Inicialmente, o contetudo das duas embalagens foi homogeneizado em banho-

maria, em temperatura aproximada de 50 °C sob agitacdo frequente, segundo
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adaptacdo do método 938.05 recomendado pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2011). A agitacdo foi mantida durante o resfriamento, até que se
obtivesse novamente a consisténcia inicial, quando a amostra foi, entao,
armazenada a -4 °C até o momento da analise. Previamente aos procedimentos de
preparo das amostras, as mesmas foram retiradas da condicdo de resfriamento e
mantidas a temperatura ambiente. Ap6s a homogeneizacdo, uma parte da amostra

foi separada a fim de que se realizassem 0s ensaios de caracterizacédo desta.

As amostras de chocolate utilizadas neste trabalho totalizaram 4 chocolates
do tipo ao leite, 3 chocolates do tipo branco, e 12 chocolates a base de cacau, ou
com informacdo a respeito da concentracdo deste constituinte (quantidades de
cacau variando entre 28 e 85%). Além disso, foram utilizadas também 4 amostras de

cacau em po. Todas as amostras foram adquiridas no comércio local.

Inicialmente, foram caracterizadas fisico-quimicamente: uma amostra de
chocolate ao leite, uma amostra de chocolate branco, e quatro amostras de
chocolates com concentracdes crescentes de cacau (28%, 40%, 70% e 85%). Estas
amostras foram selecionadas aleatoriamente, da mesma forma que foi escolhida
uma amostra de chocolate ao leite para os procedimentos de otimizacdo do método

de decomposicéo.

Para a avaliagdo da exatiddo dos métodos foi utilizado o CRM BCR 414
(Plankton). Esse CRM foi escolhido para uso no trabalho, considerando a nao
existéncia de um material com matriz semelhante a margarina ou chocolate que
contivesse concentragdes certificadas dos analitos investigados nestas amostras.
Assim, a escolha pelo CRM BCR 414 foi motivada pela presenca dos analitos com
concentracfes certificadas neste material, bem como pela sua disponibilidade no
laboratorio. Visando sanar as inconveniéncias inerentes ao uso de um CRM com
matriz diferente da amostra para a avaliacdo da exatiddo dos métodos, este material
foi também decomposto misturado as amostras na forma de ensaios de recuperagéo

dos analitos.
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3.5 Caracterizagcédo das amostras

3.5.1 Determinacao do teor de umidade ou substanci  as volateis

O teor de umidade da amostra de margarina foi determinado, de acordo com
0 método 920.116, recomendado pela AOAC (2011). Cerca de 5 g de amostra foram
submetidos a temperatura de 105 °C, em estufa, até peso constante. O
procedimento foi realizado em triplicata, sendo que a diferenca entre a massa de
amostra inicial e a massa de amostra seca representa o teor de umidade ou
substancias volateis presentes na margarina. A massa de amostra seca, obtida no
procedimento de determinacdo do teor de umidade ou substéncias volateis foi

armazenada para determinagdes posteriores.

Para a determinagcdo do teor de umidade nas amostras de chocolate foi
utiizado o método 931.04, também recomendado pela AOAC (2011). Neste
procedimento, 2 g de amostra foram submetidos a temperatura de 100 °C, em
estufa, até peso constante, sendo a diferenca gravimétrica entre a massa inicial e a
massa seca, correspondente a massa de umidade ou substancias volateis. Esse

procedimento também foi realizado em triplicata.

3.5.2 Determinacéo do teor de gordura

A determinacgdo do teor de gordura da amostra de margarina foi realizada de
acordo com o0 método 938.06, recomendado pela AOAC (2011). Nesse
procedimento, a massa de amostra seca proveniente da determinacdo do teor de
umidade ou substancias volateis, realizada anteriormente, foi macerada com éter de
petréleo, filtrada, e lavada repetidamente com o mesmo solvente. A massa de

residuo retido no filtro, apds seca, representa as impurezas insolaveis em éter.

Posteriormente, por meio de uma equacdo matemética, onde a partir de um
percentual de 100% sé&o subtraidos os teores ja calculados de umidade e impurezas
insoliveis em éter, foi possivel obter, de forma indireta, o teor de gordura da
amostra. O residuo seco, obtido neste procedimento, realizado em triplicata, foi

armazenado para determinagao posterior.
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Para a determinacéo do teor de gordura em chocolates, foi aplicado o método
963.15, recomendado pela AOAC (2011). Nesse método, uma massa entre 9 e 10 g
de chocolate, adicionada de 45 ml de agua fervente e 55 ml de solu¢do de HCI na
concentracdo de 8 mol I* foi levada & ebulicdo por 15 minutos, na presenca de
pérolas de vidro. Em seguida a mistura foi filtrada, sendo o residuo retido no filtro
lavado com agua para a remocao do total do Cl, o que foi confirmado pela auséncia
de precipitacdo de AgCl na agua de lavagem quando adicionada de solucdo de
AgNO3. Posteriormente, o papel filtro com o residuo foi seco em estufa por 6 — 18 h,
e levado a extracdo da gordura pelo método de Soxhlet, utilizando éter de petrdleo
como solvente. Apos cerca de 4 h de extragdo, o baldo contendo a gordura foi seco
em estufa, tendo sua massa final comparada a massa seca do baldo ao inicio do
procedimento. A diferenca gravimétrica, obtida no procedimento realizado em

triplicata, foi equivalente a massa de gordura extraida.

3.5.3 Determinacéo do teor de cinzas

O teor de cinzas da amostra de margarina foi determinado de acordo com o
meétodo 920.117, recomendado pela AOAC (2011). Nesse procedimento, os residuos
provenientes da determinagdo indireta do teor de gordura, foram calcinados em
forno mufla a 550 °C, até a obtencao de residuo correspondente a matéria mineral,

com peso constante. O procedimento foi realizado em triplicata.

Para a determinac&o do teor de cinzas em chocolates, foi utilizado o método
972.15, também recomendado pela AOAC (2011). Nesse procedimento, realizado
em triplicata, massas de 2 — 5 g de amostra foram levadas ao forno mufla, com
aumento vagaroso de temperatura até 600 °C, sendo mantidas nesta temperatura

por 2 horas.

3.5.4 Determinagao do teor de carbono nas amostras

Previamente aos procedimentos de decomposicdo, uma amostra de
margarina sem sal e uma amostra de chocolate ao leite, aleatoriamente

selecionadas para os procedimentos de otimizacdo dos meétodos, tiveram seus
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teores de carbono determinados por meio de analise elementar. Esta determinagéo
foi realizada com o intuito de se obter um valor de carbono inicial para as amostras,
a ser comparado com o carbono restante ao final dos procedimentos de
decomposicéo, estimando-se assim o RCC de cada condi¢cédo e, consequentemente,

a eficiéncia do método.

Nesse procedimento, massas de 0,5 g a 1,5 g de amostra sdo inicialmente
introduzidas no sistema de analise elementar através de um amostrador. Apds o
processo de purga, com vistas a retirada do ar atmosférico, a amostra deixa o
amostrador, sendo levada a um forno com temperatura de 900 °C, em presenca de
oxigénio, para que ocorra a combustao. Os produtos da combustdo passam para um
forno secundario, denominado Afterburner, a uma temperatura de 850 °C para a
oxidacao adicional e remocédo de particulas. Os gases da combustdo sédo coletados
em um recipiente denominado ballast, sendo posteriormente transferidos para a fase
de analise. Nessa fase, o carbono € medido como CO, em um detector de
infravermelho. O resultado final da andlise é exibido como porcentagem em peso ou
em partes por milhdo, conforme determinado pelo operador. Cabe ressaltar que este

mesmo equipamento, permite também a determinacgéo dos teores de H e N.

3.6 Preparo de amostras por decomposicdo &cida com aquecimento

convencional

Foram avaliados dois procedimentos de preparo de amostra de margarina por
decomposicdo convencional, realizados mediante aquecimento em bloco digestor.
Estes procedimentos foram adaptados de método descrito na literatura para
amostras de 6leos e gorduras, no qual a determinacdo de metais em nivel de traco
foi realizada por AAS (ANWAR et al., 2004).

3.6.1 Decomposi¢do com &cido nitrico sob aqueciment o convencional

Neste procedimento, foram pesadas massas de 1 g de amostra, as quais
foram transferidas para frascos de vidro com capacidade aproximada de 80 ml,

juntamente com 7 ml de HNO3 bidestilado. O conjunto foi mantido em repouso a
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temperatura ambiente por 2 h e, posteriormente, levado ao bloco digestor onde foi
programada a temperatura de 90 °C por 3,5 h, seguida de 150 °C por 4 h.

Apbs este periodo, os tubos resfriados, sofreram a adi¢cdo de 2 ml de HNOs,
sendo levados novamente ao bloco digestor, onde permaneceram por 2 h na
temperatura de 150 °C. O procedimento, realizado em triplicata, teve seus digeridos
e brancos avolumados com &gua ultrapura e armazenados em frascos de

polipropileno para posterior determinacao dos analitos, por ICP-MS.

3.6.2 Decomposi¢cdo com acido nitrico em presenca de acido sulfarico e
peréxido de hidrogénio sob aquecimento convencional

Assim como no procedimento de decomposicdo com aquecimento
convencional descrito no item anterior, neste procedimento foram pesadas massas
de 1 g de amostra, as quais foram transferidas para frascos de vidro com
capacidade aproximada de 80 ml, juntamente com 7 ml de HNO;3 bidestilado. O
conjunto foi mantido em repouso a temperatura ambiente por 2 h e, posteriormente,
levado ao bloco digestor onde foi programada a temperatura de 90 °C por 3,5 h,
seguida de 150 °C por 4 h.

Apés este periodo, os tubos resfriados, foram adicionados cuidadosamente
de 2 ml de H,SO,4 e 1 ml de H,0O,, sendo levados novamente ao bloco digestor, onde
permaneceram por 2 h na temperatura de 150 °C. O procedimento, realizado em
triplicata, teve seus digeridos e brancos avolumados com &gua ultrapura e
armazenados em frascos de polipropileno para posterior determinagao dos analitos,
por ICP-MS.

3.7 Preparo de amostras por decomposicdo acida assi  stida por radiagdo micro-

ondas

Nesse trabalho foram avaliados trés diferentes métodos de preparo de
amostras baseados em decomposicao acida assistida por radiacdo micro-ondas. Em
um deles, a decomposicao da amostra foi realizada no modo assistido unicamente

por radiacdo micro-ondas (MW-AD); no segundo método a decomposicdo da
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amostra foi assistida por uma combinacao das radia¢gées micro-ondas e ultravioleta
(MW-UV); e no terceiro método, a amostra foi decomposta em um sistema SRC

assistido por radiacado micro-ondas e sob elevadas temperaturas e pressoes.

3.7.1 Decomposicao 4cida assistida por radiacdo mic  ro-ondas (MW-AD)

Neste procedimento, foram transferidas massas de 0,5 g de amostra de
margarina para frascos de quartzo com capacidade de 80 ml, junto a 8 ml de solucao
acida (HNO3; em concentracdes crescentes de 2 a 14,4 mol I'Y). A seguir, os frascos
foram fechados e submetidos ao seguinte programa de irradiacdo com micro-ondas,
denominado “programa de irradiacao A”: i) rampa de 20 min até atingir a poténcia de
550 W (FAN 1)* ii) 550 W por 10 min (FAN 1); iii) rampa de 10 min até atingir a
poténcia de 900 W (FAN 1); iv) 900 W por 20 min (FAN 1); v) 0 W por 15 min (etapa
de resfriamento, FAN 3). A temperatura maxima de decomposicao foi limitada em
280 °C, e empregou-se uma taxa de aumento de pressdo da ordem de 0,5 bar s™.
Este programa foi adaptado a partir de indicacdes do fabricante do forno micro-
ondas, para a decomposicdo de gorduras em geral (Anton Paar, 2003).
Adicionalmente, foi avaliada a possibilidade de decomposicdo de massas mais
elevadas de margarina utilizando este método. Apés o término do programa, 0s
digeridos obtidos em triplicata e os brancos foram avolumados com agua ultrapura e
armazenados em frascos de polipropileno, para posterior determinacdo de metais
por ICP-MS. A possibilidade de decomposicdo por MW-AD de 1 g de margarina
utilizando a maior concentracéo acida (HNO; 14,4 mol I'Y) também foi avaliada, para

fins comparativos.

Esse mesmo procedimento foi aplicado para a decomposicdao do CRM BCR
414, o qual foi submetido a melhor condicdo de decomposicédo selecionada dentre
as condicdes avaliadas, a fim de comprovar a exatiddo do método proposto. Ainda,
como forma de avaliar possiveis interferéncias da presenga da matriz da amostra

nas determinacdes elementares, foi realizada a decomposi¢cdo de massas de 0,35 g

' FAN — Modo de circulacdo de ar utilizado na cavidade do forno micro-ondas (FAN 1: 63,3 m*> h';
FAN 2: 126,6 m? h_l; FAN 3: 190 m® h_l) (MULTIWAVE 3000, 2006; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP,
2014).
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de margarina, acrescida de 0,15 g de CRM BCR 414, na forma de um ensaio de

recuperacéao.

Este método de preparo de amostras também foi aplicado para a
decomposicdo de chocolate, como uma comparacdo ao método MW-UV. Nesse
caso, foi avaliada a decomposicdo de massas de 0,6 g de chocolate ao leite,
utilizando 10 ml de HNO3 na concentracdo 4 mol I*, como solucdo digestora. O
programa de irradiagcdo com micro-ondas utilizado para a amostra de chocolate foi o
mesmo aplicado para a amostra de margarina (programa de irradiacéo A).

3.7.2 Decomposicdo &cida assistida por radiacdo mic  ro-ondas e ultravioleta
(MW-UV)

Nesse procedimento de preparo de amostras, que associa 0 uso das
radiacdes micro-ondas e ultravioleta, foram transferidas massas de 0,5 g de amostra
de margarina ou chocolate para frascos de quartzo com capacidade de 80 ml, as
quais foram acrescidas de 10 ml de solugdo acida (HNOs; em concentracdes
crescentes de 2 a 14,4 mol I'Y). A seguir, foram introduzidas |ampadas de emiss&o
de radiacdo ultravioleta no interior dos frascos, os quais foram fechados e
submetidos ao programa de irradiacdo A, descrito no item anterior. A temperatura
méxima de decomposi¢do foi limitada em 280 °C, e empregou-se uma taxa de
aumento de press&o da ordem de 0,5 bar s™. Nesse procedimento de decomposicdo
foi utilizado volume de solucédo acida mais elevado do que no procedimento de
decomposicdo descrito anteriormente, o que se justifica pela necessidade de cobrir a
lampada de emissao de radiac&o ultravioleta presente no interior do frasco, com o
intuito de otimizar o aproveitamento das radiacbes emitidas. Apds o término do
programa, os digeridos obtidos em triplicata e os brancos foram avolumados com
agua ultrapura e armazenados em frascos de polipropileno, para posterior

determinacao dos analitos por ICP-MS.

Assim como no procedimento descrito no item anterior, a avaliacdo da
exatiddo de condicdes de decomposicdo selecionadas foi também conduzida
através da decomposicdo somente do CRM BCR 414, ou de uma mistura deste

material com a amostra. Além disso, foi também avaliada a possibilidade de
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decomposicdo de massas mais elevadas de amostra de margarina e chocolate

utilizando este sistema.

Considerando-se relatos da literatura, 0s quais mencionam que a
decomposicdo por MW-UV pode ser otimizada pela utilizacdo de uma maior
circulacdo de ar no interior da cavidade durante a irradiagcdo com micro-ondas
(PEREIRA et al.,, 2013; PEREIRA; WILTSHE; KNAPP, 20), foi avaliada a
substituicdo do modo de circulacdo de ar FAN 1 (63,3 m® h™) pelo modo FAN 2
(126,6 m* h™') nas etapas i e ii do programa utilizado (programa de irradiacdo A).
Ainda, outros programas de irradiacdo com micro-ondas foram avaliados, visando
verificar a possibilidade de promover a decomposicdo das amostras de maneira
eficiente, utilizando menor tempo. Nesses programas, a poténcia maxima foi
programada em 550 W, considerando que esta foi a maxima poténcia atingida no
programa avaliado inicialmente (programa de irradiacdo A), embora 900 W tenha
sido programado como poténcia maxima de irradiacdo naquele programa, o que sera
melhor descrito no préoximo capitulo (Resultados e Discussdo). Assim, foram
avaliados programas de irradiagao totalizando 55 minutos (programa de irradiacéo
B): i) rampa de 20 min até atingir a poténcia de 550 W (FAN 1); ii) 550 W por 20 min
(FAN 1); iii) 0 W por 15 min (etapa de resfriamento, FAN 3); e 45 minutos (programa
de irradiacéo C): i) rampa de 20 min até atingir a poténcia de 550 W (FAN 1); ii) 550
W por 10 min (FAN 1); iii) 0 W por 15 min (etapa de resfriamento, FAN 3).

3.7.3 Decomposicéo acida assistida por radiagdo mi  cro-ondas em sistema de
camara Unica de reacao (SRC)

O método de decomposicdo assistida por radiagdo micro-ondas em sistema
SRC foi aplicado para amostras de margarina. Inicialmente, foram avaliadas no
sistema massas de 0,5 g de amostra, na presenca de 10 ml solucdo acida (HNO3z; em
concentracdes crescentes de 2,0 a 14,4 mol I'Y). Os frascos contendo amostra e
solucdo acida foram cobertos com a tampa, fixados no rotor e levados para a
decomposicdo na camara Unica de reagdo. Previamente a inser¢cdo do suporte com
os frascos, o copo reacional em PTFE, interno a camara, foi preenchido com 2 ml de
H.SO,4, 5 ml de H,O, e 120 ml de agua. ApGs a alocagcdo do copo na camara de

reacao e a insercado do rotor com as amostras, o sistema foi fechado manualmente,
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e pressurizado com 30 bar de Ar. O programa de aquecimento utilizado no sistema
foi: i) rampa de 10 min até 150 °C; ii) 150 °C por 10 min; iii) rampa de 10 min até 250
°C; iv) 250 °C por 15 min; v) resfriamento até a temperatura atingir 50 °C. A presséo
e poténcia de irradiacdo maximas programadas no sistema foram de 160 bar e 1500
W, respectivamente. Este programa foi adaptado a partir de relato da literatura
(NOBREGA et al., 2012).

Apoés o término do programa de aguecimento, o resfriamento foi feito pela
circulacdo de agua no sistema. A temperatura minima para inicio da
despressurizacdo, bem como a taxa de despressurizacado foram de 50 € e 1 bar
min™, respectivamente. Os digeridos, obtidos em triplicata, e os brancos foram
avolumados com agua ultrapura e armazenados em frascos de polipropileno, para

posterior determinacéo dos analitos por ICP-MS.

Assim como descrito nos demais métodos de preparo de amostras assistidos
por radiacdo micro-ondas, neste sistema de decomposicdo foi também avaliada a
possibilidade de decomposicdo de massas mais elevadas de amostra. A exatidao
dos resultados obtidos em condigbes de decomposicado selecionadas foi avaliada
através da decomposicdo somente do CRM BCR 414, ou de uma mistura deste

material com a amostra.

3.8 Forma de introdugao das amostras nos sistemas de decomposigéo acida

As amostras de margarina e chocolate foram introduzidas em temperatura
ambiente, em todos os sistemas de decomposi¢ao avaliados, seja com aguecimento
convencional ou assistido por radiacdo micro-ondas. Dessa forma, dadas as
caracteristicas de elevado teor de gordura e facil adesdo as superficies em geral
apresentadas pelas margarinas, a fim de que fosse realizada a transferéncia de
pequenas massas de amostra (£ 1 g), foi necessario o desenvolvimento de um
sistema de transferéncia da massa de amostra a ser decomposta para o tubo de
decomposicdo, sem que houvesse perdas. Dessa forma, a transferéncia das
amostras de margarina para os frascos de decomposi¢ao foi realizada usando
solucdo digestora acida quente, a partir de canaletas, construidas com ponteiras de
polipropileno com capacidade para 5 ml, proprias para pipetadores automaticos (Fig.
9).
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Figura 9 — Canaletas construidas a partir de ponteira de polipropileno, com e sem
massa de amostra a ser transferida pra frasco de decomposicéo.

Para as amostras de chocolate, ndo foi necesséario o uso deste sistema de
transferéncia, tendo em vista que o chocolate ndo apresenta a mesma propriedade
de aderéncia as superficies verificada para a margarina. Dessa forma, as amostras
de chocolate foram raspadas com o auxilio de uma espatula, pesadas em papel
apropriado e transferidas para os frascos de decomposi¢céo, sem a necessidade de
utilizar solugéo digestora quente para facilitar o processo.

3.9 Determinacao da acidez dos digeridos

A determinacédo da acidez dos digeridos de chocolate foi conduzida com o
intuito de, juntamente aos resultados de RCC, avaliar a eficiéncia de decomposi¢ao
dos métodos. Este procedimento foi feito por titulagdo em meio aguoso com solugao
de referéncia de KOH. A titulacéo foi feita com volumes de amostra entre 100 e 200
Ml em um frasco contendo 20 ml de agua, sob agitacdo magnética e em presenca de
fenolftaleina como indicador &cido-base. O ponto final da titulacdo foi determinado

visualmente.

3.10 Determinacdo do teor de carbono residual nos digeri dos de margarina e

chocolate

Além da verificacdo da acidez dos digeridos, a eficiéncia dos métodos de

decomposicdo foi também avaliada através da determinagcéo do C por ICP OES e
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posterior célculo dos valores de RCC, baseado no teor de carbono original da
amostra, o qual foi quantificado por determinacdo elementar. Previamente a
determinacao da concentracdo de C nos digeridos por ICP OES, as solucdes foram
purgadas com Ar durante 2 minutos para remover o CO; presente, a fim de que este
nao fosse determinado como C dissolvido. As determinagbes foram realizadas
utilizando-se as condi¢des apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1- Parametros operacionais para a determinacao de C por ICP OES.

Parametros ICP OES

Camara de nebulizacao Duplo passo
Poténcia (W) 1400
Vaz&o da solucdo (ml min™) 2,10
Vaz&o principal de argdnio (I min™) 15,0
Vazo auxiliar de argénio (I min™) 1,00
Vazdo de argonio do nebulizador (I min™) 0,70
Nebulizador Cross-flow

A curva de calibragéo foi construida por utilizacdo de solugdes preparadas a
partir de solucdo de referéncia contendo 1000 mg I* de C, perfazendo uma curva
com concentracdes de 10 a 250 mg I* de C, tendo Y adicionado como elemento
padrdo interno, na concentracdo fixa de 1 mg I*. As linhas de emissdo monitoradas
foram 193,094 nm para C, e 371,029 nm para Y.

3.11 Determinacdo de elementos potencialmente toxi cos nos digeridos de

margarina e chocolate por ICP-MS

Depois de submetidos aos diferentes procedimentos de decomposicdo, 0s
digeridos de margarina e chocolate foram levados ao ICP-MS para a determinacao
de elementos potencialmente tdxicos. Foram monitorados os isétopos °As, *'Cd,
9Co, >Cr, ®Cu, >*Mn, ®Mo, *Ni, 2°®pb, °°pd, *°pt, 1Rh e ®Sr selecionados por
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apresentarem menor ocorréncia de interferéncias, ou maior abundancia natural. As

determinacdes foram feitas utilizando-se as condi¢cdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros operacionais para a determinacdo de elementos

potencialmente toxicos por ICP-MS.

Parametros ICP-MS
Camara de nebulizacao Ciclonica
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1300
Vaz&o principal de argénio (I min™) 15,0
Vaz&o auxiliar de argénio (I min™) 1,20
Vazdo de argdnio do nebulizador (I min™) 1,10
Nebulizador Concéntrico
Cones de amostragem (sampler e skimmer) Pt
Lente idnica Auto lens on
Tempo de permanéncia (ms) 40
NUumero de replicatas 3

A curva de calibragdo foi construida por utilizacdo de solugdes preparadas a
partir de solugbes de referéncia contendo os analitos, perfazendo curvas com
concentracdes de 0,025 a 10 ug I'* para todos elementos, exceto Pd, Pt e Rh, cuja

curva de calibracéo foi preparada com concentracées entre 0,1 e 5,0 ug I

E importante destacar que em um experimento adicional, em que elementos
potencialmente toxicos foram determinados em amostras de cacau em p0, foram
realizadas curvas de adicao de analito. Estas curvas foram preparadas pela adicao
de solugdo de referéncia as amostras, perfazendo curvas diferenciadas para

elementos minoritarios (0,5 a 10 pg I'") e majoritarios (100 a 1000 pg I™).

No fluxograma da Figura 10 encontram-se apresentados, de forma resumida,
0s meétodos de preparo de amostra utilizados no presente trabalho, bem como os
parametros avaliados em cada método, os quais serdo discutidos no proximo

capitulo (Resultados e Discussao).
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Obtengao das amostras

Caracterizagio Fisico-Quimica

com aquemmento

Chocolates

convencional

v 4

Parametros: Parametros: Parametros:

-HNO;; -Massade amostra; -Massade amostra;
-HNQO3/H,80,4/H,0,. | | -Concentragaode HNO,. | | -Concentragio de HNO;;
-Programade aquecimento.

v v

Determinagaode C Determinagio de elementos potencialmente téxicos

Figura 10 — Fluxograma simplificado dos métodos de preparo de amostras e
respectivos parametros avaliados neste trabalho.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos a partir
da realizacdo dos procedimentos descritos no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Para
uma melhor compreensdo, o0s resultados obtidos a partir dos ensaios de
caracterizagdo das amostras, as observacdes acerca dos métodos de preparo de
amostra avaliados para a decomposi¢ao de margarinas e chocolates, bem como os
resultados referentes a quantificacdo de elementos potencialmente toxicos nestas

amostras serao discutidos separadamente.

Dessa forma, na primeira parte do capitulo, sera realizada a apresentacao e
discusséo a respeito dos resultados obtidos nas investigagdes feitas utilizando as
amostras de margarinas. A seguir, na segunda e Ultima parte, serdo apresentados e

discutidos os resultados obtidos para as investigacdes em chocolates.
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4.1 Margarina: Avaliacdo de métodos de preparo de  amostras para a posterior
determinacao de elementos potencialmente toxicos po r ICP-MS

Nesta parte inicial, serdo descritos os resultados obtidos para todos os
ensaios realizados com as amostras de margarina. Cabe ressaltar que os ensaios de
caracterizacdo foram conduzidos com uma amostra do produto do tipo sem sal,
denominada M1, aleatoriamente selecionada n&o somente para estas
determinacdes, mas também para os procedimentos de otimizacdo dos métodos de
preparo de amostras. As demais amostras de margarina utilizadas no trabalho foram

decompostas utilizando o método selecionado e otimizado.

4.1.1 Caracterizacdo da amostra de margarina

As caracterizagOes realizadas na amostra de margarina M1 se restringiram as
determinacdes dos teores de umidade ou substancias volateis, gordura, cinzas e
carbono, como descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Os resultados obtidos

para estes teores encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultados obtidos para os ensaios de caracterizacdo de amostra de

margarina sem sal (média + desvio padrado, n = 3).

Parametro Concentrac&o (%, m m™)
Umidade ou substancias volateis 19+2

Gordura 80+9

Cinzas <1

Carbono 64 +5

Como pode ser observado na Tabela 3 obteve-se um teor de umidade da
ordem de 19% para a amostra de margarina avaliada. Este valor € muito proximo do
teor de umidade definido pela TACO (2011) para amostras de margarina sem sal
(19,6%). Ainda, o resultado é também concordante com os relatos de Zambiazi
(2010), quando menciona o teor de umidade para amostras de margarina com

valores compreendidos em uma faixa de 15 — 20%. Entretanto, € importante
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destacar que teores de umidade da ordem de 30% também sdo relatados na
literatura para algumas margarinas (SHIMIZU, 2009; TACO, 2011).

Um segundo parametro avaliado dentro do campo das caracterizacbes da
amostra de margarina, foi o teor de gordura, o qual foi de cerca de 80%, sendo
expresso em lipideos totais. Este valor, encontra-se de acordo tanto com o valor
expresso no rétulo do produto (gorduras totais = 80%), referente a rotulagem
nutricional obrigatéria, quanto com o teor relatado na literatura para amostras de
margarina que contém em sua composicdo gorduras hidrogenadas (ZAMBIAZI,
2010; TACO, 2011). Alem disso, este resultado também esta de acordo com o teor
recomendado pela Portaria n® 372, de 04 de setembro de 1997 (MAPA - PORTARIA
372, 1997) para gorduras em margarinas (< 95%), e com os valores obtidos no
trabalho de Shimizu (2009). Entretanto, é importante destacar que, segundo descrito
pela TACO (2011), margarinas que contém gorduras interesterificadas em sua
composicado apresentam teores de gorduras totais em torno de 67%, 0 que sugere
gue a amostra selecionada para os procedimentos de otimizacao ndo tenha este tipo
de gordura em sua composi¢do, embora ndo se tenha este tipo de informacéo a

respeito do produto.

O teor de cinzas determinado na amostra de margarina (< 1%) foi
concordante com os valores relatados por Shimizu (2009) para quatro diferentes
marcas de margarina comerciais, quando em nenhuma das amostras foi verificado
teor de cinzas superior a 1%. Ainda, este valor € semelhante ao descrito pela TACO
(2011) para o teor de cinzas em margarinas sem sal. No entanto, cabe ressaltar que
o valor determinado para o teor de cinzas pode nao representar a totalidade do
material inorganico presente na amostra, visto que é possivel a volatilizacédo parcial
de alguns minerais durante o aguecimento requerido no procedimento (ZAMBIAZI,
2010).

Quanto a determinacdo do C elementar, por se tratar de uma amostra com
elevado teor de gordura, era esperado um percentual consideravel relativo a este
elemento. Essa é uma informacédo importante para a avaliacdo da eficiéncia de
decomposicado dos métodos de preparo de amostra investigados, considerando que
€ possivel comparar o teor de C elementar obtido para a amostra sélida com o teor
de C nos digeridos obtidos com cada método utilizado (WURFELS; JACKWERTH,;
STOEPPLER, 1989; KRUSHEVSKA et al., 1992).
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Cabe também destacar que alguns destes parametros investigados, além de
ter relacé@o direta com a qualidade do alimento analisado, podem também influenciar
na etapa de preparo das amostras, previamente as determinagcdes elementares em
margarina. O teor de gordura elevado, por exemplo, caracteriza uma amostra de
dificil decomposicdo, exigindo a utilizacdo e desenvolvimento de métodos

adequados para a sua decomposicao.

4.1.2 Avaliacdo dos métodos de preparo de amostras utilizados para a

decomposicéo de margarina

A amostra de margarina sem sal M1, selecionada para os procedimentos de
otimizacdo dos métodos propostos neste trabalho, foi submetida a decomposicéo
acida em sistemas com aquecimento convencional ou assistidos por radiagdo micro-
ondas. Cada um desses métodos teve a sua eficiéncia de decomposicéo avaliada a
partir do RCC determinado nos digeridos, o qual foi calculado pela diferenca entre o
carbono elementar quantificado na amostra previamente & decomposi¢cdo, e 0

carbono presente nas solucdes obtidas apos os procedimentos de decomposicao.

Assim, os resultados obtidos para a avaliacdo de cada um dos métodos de
preparo de amostras aplicados para a decomposicdo de margarina serao
apresentados a seguir, em topicos distintos. E importante destacar que os resultados
referentes a aplicabilidade do método selecionado para as demais margarinas, bem
como 0s ensaios de avaliacdo da exatiddo conduzidos em cada caso, serdo tambéem

abordados em topicos especificos.

4.1.2.1 Decomposi¢ao acida com aquecimento convenci  onal

Os primeiros métodos de decomposi¢cdo avaliados para massas de 1 g de
amostra, envolvendo aquecimento convencional em bloco digestor: i) decomposicéo
com acido nitrico e, ii) decomposicdo com &cido nitrico em presenca de &cido
sulfarico e peroxido de hidrogénio, apresentaram concentracdes de C nos digeridos
da ordem de 10000 e 5000 mg I, respectivamente. Considerando o teor de C

elementar na amostra previamente a decomposicao (aproximadamente 64%), estas
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concentragdes correspondem a RCCs de 47% para o método de decomposicdo
empregando somente acido nitrico, e 23% para o método que utiliza a mistura de
reagentes. O menor valor de RCC obtido com o procedimento que envolve a adicao
de outros reagentes além do HNO3; pode ser explicado pelo fato de os reagentes
adicionados, H,SO, e H,O,, serem conhecidos por aumentarem a eficiéncia dos
procedimentos de decomposicdo em geral, devido as suas respectivas
caracteristicas de aumento do ponto de ebulicio do meio digestor, e alto poder
oxidante (COSTA et al., 2010).

Entretanto, apesar do menor RCC observado pelo emprego do procedimento
de decomposicdo convencional com HNO3; em presenca de H,SO4 e H,O,, em
comparacao ao procedimento de decomposi¢cao convencional somente com HNOg,
verificou-se uma menor precisao entre seus resultados, visto que o desvio padrao
relativo (RSD) obtido nas determinacdes de C apds decomposicdo convencional
somente com HNO3 foi da ordem de 8%, enquanto que o uso dos outros reagentes,
somado ao HNOg3, forneceu resultados com RSD de 30%. Desta forma, foi possivel
perceber que, embora o uso dos outros reagentes junto ao HNO3; tenha promovido
uma decomposicédo mais eficiente, o que é claramente visualizado a partir dos RCCs
obtidos para os digeridos de cada um dos métodos, seu uso reduziu a precisdo dos
resultados, visto que para massas iguais de amostra, obtiveram-se valores para C

com variacao consideravel.

Além disso, embora o uso de H,SO,4 e H,O, promova maior eficiéncia de
decomposicdo, sua aplicagdo em procedimentos que visam a determinacdo de
elementos em nivel de traco pode fornecer desvantagens, relacionadas
principalmente a ocorréncia de contaminacdes ou interferéncias. Apesar de H,O, ser
um reagente disponivel com alto grau de pureza, o mesmo néo € observado para a
maioria das formas comerciais de H,SO,4, de forma que podem ocorrer alteracbes
nos resultados, devidas a contaminacdo pelo reagente. Além disso, deve ser
considerada a possibilidade de ocorréncia de interferéncias né&o espectrais nas
determinacdes por ICP-MS, considerando a elevada viscosidade da solugdo em
presenca de H,SO, a qual pode interferir no transporte da amostra até o
equipamento (COSTA et al., 2010; KRUG, SANTOS JR., 2010; MULLER et al.,
2014).
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4.1.2.2 Decomposicao 4cida assistida por radiacdo m  icro-ondas (MW-AD)

As decomposicOes de margarina por MW-AD foram realizadas inicialmente
utilizando 0,5 g de amostra, sob aquecimento por micro-ondas segundo o0 programa
de irradiacdo A, descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Neste estudo foram
avaliadas diferentes concentragbes de HNOj; como solucdo digestora, sendo
possivel a obtencdo de um perfil de reducdo do RCC, de acordo com o0 aumento da

concentracéo de acido utilizada, como demonstra a Figura 11.

61 |
51 |1
S
3
x 3 1
2_
1- L
0 [ s
4 6 8 10 14,4
HNOs5 (mol | %)

Figura 11 — Teores de carbono residual obtidos nos digeridos de 0,5 g de margarina,
apos decomposicao por MW-AD, utilizando variadas concentracdes de

acido nitrico como solucao digestora (n = 3).

Como pode ser observado, na Fig. 11 sdo apresentados apenas os RCCs
obtidos nos digeridos de margarina por MW-AD utilizando concentracdes de HNO3
iguais ou superiores a 4 mol I*. Cabe ressaltar que o teor de C nos digeridos por
MW-AD com HNOj3 2 mol I'* ndo foi determinado devido a uma visivel decomposicédo
incompleta da amostra, resultando em uma solugcdo com coloracdo amarelada e

presenca de materiais insolluveis, como demonstrado na Fig. 12. A introducdo de
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digeridos com estas caracteristicas no espectrbmetro poderia acarretar em
entupimento do sistema de nebulizagdo deste.

Figura 12 — Aspecto da solucdo obtida pelo tratamento de 0,5 g de margarina por
MW-AD utilizando HNO3 2 mol I"* como solugéo digestora.

Ainda com relacdo aos resultados apresentados na Fig. 11, é possivel
observar uma grande diferenca entre 0 RCC obtido nos digeridos de margarina por
MW-AD empregando as solucdes de HNO3; com concentracéo de 4 mol I* (RCC:
5,5%, correspondente a um teor de C de 591 mg I* em solug&o) ou 6 mol I'* (RCC:
1,4%, correspondente a um teor de C de 147 mg I'* em soluc&o). Esta diferenca vai
sendo amenizada com o aumento da concentracdo acida, de forma que o uso de
HNO5 com concentracdo igual ou superior a 8 mol I'* forneceu digeridos com RCCs
inferiores a 0,6%, sendo correspondentes a um teor de carbono dissolvido em
solucdo menor ou igual a 60 mg I*. Além disso, é importante destacar que, além do
maior RCC apresentado, a utilizacdo de HNO3 4 mol I™* no procedimento de MW-AD
também demonstrou RSDs mais elevados (da ordem de 15%) se comparados aos

RSDs observados com o uso das demais condicfes acidas avaliadas (até 10%).

Posteriormente, como forma de avaliar a eficiéncia da decomposicdo em
sistema fechado assistido por radiacdo micro-ondas, em comparacao ao sistema de
decomposicao por via Umida com aquecimento convencional avaliado anteriormente,
foi conduzido um estudo comparativo, pela decomposicdo de massa aproximada de
1 g de margarina por MW-AD, utilizando HNOs 14,4 mol I'* (condicdes utilizadas no

procedimento de decomposicdo com aquecimento convencional). Assim, utilizando
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esta condi¢do acida, foram obtidos teores de carbono em solug¢édo da ordem de 620
mg I*, os quais correspondem a um RCC de 3%. Este residual de carbono obtido
por MW-AD é bastante inferior ao apresentado pelo método de decomposi¢cdo com
aguecimento convencional (47%), demonstrando que o0 uso de sistema de
decomposicdo em frasco fechado e assistido por radiacédo micro-ondas possibilitou a
obtencdo de uma maior eficiéncia de decomposi¢cdo, estando de acordo com 0s
relatos da literatura (KORN et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2010; MULLER et al.,
2014).

Ainda é importante ressaltar que o residual de carbono (3%) obtido pela
decomposicdo de 1 g de amostra por MW-AD utilizando HNO3 14,4 mol I}, a qual
pode ser considerada a condicdo de decomposicdo mais drastica dentre as
avaliadas, representa em torno de 20 vezes o residual obtido pela decomposi¢céao de
0,5 g de amostra, sob as mesmas condi¢cbes (aproximadamente 0,15%). Dessa
forma, esse experimento permitiu observar que o método avaliado (MW-AD com
HNO; 14,4 mol I'') apresenta 6tima eficiéncia de decomposicéo para massas de 0,5
g, ndo sendo, no entanto, adequado para a massa de 1 g. Cabe ressaltar que
massas intermediarias ndo foram decompostas por MW-AD neste trabalho com o
intuito de averiguar os teores de C que apresentariam. Além disso, € importante
enfatizar que esta condicdo é dependente do tipo de amostra decomposta e da
técnica de determinacdo pretendida. Quanto ao uso de solugdes diluidas de HNO3,
foram obtidas decomposicdes satisfatorias (RCC < 1,4%) para a massa de 0,5 g de

amostra, utilizando HNO3; em concentracdes iguais ou superiores a 6 mol I

Assim, o uso de HNO3 na concentracéo de 6 mol I"* para a decomposicéo de
0,5 g de margarina por MW-AD, mostrou-se como a melhor condicdo dentre as
avaliadas. Esta condigéo foi escolhida por ser a menor concentracdo acida em que
se obteve RCC inferior a 1,4%, sendo correspondente a um teor de carbono
dissolvido em solucdo da ordem de 147 mg I'*, o qual provavelmente ndo acarretaria
em interferéncias nas determinacdes por ICP-MS, permitindo a determinacao direta
nos digeridos, sem a necessidade de diluicdo previamente a andlise.
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4.1.2.3 Decomposicdo acida assistida por radiagd 0 micro-ondas e ultravioleta
(MW-UV)

Outro método de preparo de amostras avaliado para a decomposi¢cdo de
margarina foi a MW-UV. Este procedimento foi realizado inicialmente pela
decomposicdo de 0,5 g de margarina, utilizando diferentes concentracfes de HNO3
(2, 4, 6, 8, 10 e 14,4 mol I'"), sob aquecimento assistido por radiagcdo micro-ondas
segundo o programa de irradiacdo A, descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos) e
em presenca de radiagao ultravioleta. Os RCCs observados para os digeridos sob
estas condicbes apresentaram comportamento semelhante ao verificado nas
decomposicdes por MW-AD, considerando que menores valores de C foram obtidos
com o0 uso de maiores concentragfes acidas como solucdo digestora. Os RCCs
obtidos nestes ensaios conduzidos por MW-UV estao apresentados na Fig. 13.
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Figura 13 — Teores de carbono residual obtidos nos digeridos de 0,5 g de margarina,
apos decomposicao por MW-UV, utilizando variadas concentracdes de

acido nitrico como solucao digestora (n = 3).

Cabe destacar que utilizando MW-UV foram obtidas solu¢cbes com aspecto

limpido em todas as concentracdes acidas avaliadas (Fig. 14). Entretanto, quando



90

utilizou-se HNO3 na concentracéo de 2 mol I, apesar do aspecto limpido, o RCC
determinado nos digeridos (~100%), demonstrou que nesta condicdo ndo houve
decomposicdo da matéria organica. No entanto, observando os RCCs obtidos com o
uso das demais concentracdes de HNOg, foi possivel verificar que utilizando HNO3
em concentracao igual ou superior a 4 mol I, foram obtidos RCCs inferiores a 1,4%
(condicao alcancada por MW-AD somente para digeridos com HNO3; em
concentracdo igual ou superior a 6 mol I'Y). Assim, pode-se verificar que o uso da
radiacdo ultravioleta associada a radiacdo micro-ondas promoveu decomposicao
mais eficiente da amostra de margarina, em todas as concentracdes de HNOj;
avaliadas, se comparada ao procedimento de decomposi¢cdo assistido apenas por
radiacdo micro-ondas. Este fato corrobora com relatos da literatura, os quais
recomendam a associacao destas radiagcdes como forma de aumentar a eficiéncia
de decomposicdo de amostras com elevado teor de carbono, diminuindo assim os
RCCs dos digeridos (FLORIAN; KNAPP, 2001; NOGUEIRA; CAVICCHIOLI;
KAMOGAWA, 2010; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP, 2014; MESKO et al., 2015).

Figura 14 — Aspecto dos digeridos de 0,5 g de margarina por MW-UV, independente
da concentragdo de HNO3 avaliada como solucao digestora.

Outro fato importante observado refere-se aos RSDs obtidos para as medidas
de carbono por ICP OES nos digeridos por MW-UV, se comparados aos digeridos
obtidos por MW-AD. Enquanto nos digeridos pelo método assistido somente pela
radiacdo micro-ondas foram verificados RSDs de até 15%, as concentracdes de C

nos digeridos por MW-UV apresentaram o percentual de 8% como valor maximo de
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RSD. Este valor de RSD representa uma maior precisdo dos resultados referentes a
determinacao de C, caracteristica de uma decomposicdo mais homogénea do que a
verificada por MW-AD. Assim, considerando os RCCs inferiores a 1,4% obtidos para
a decomposicdo de 0,5 g de margarina por MW-UV utilizando HNOjz; com
concentracdo igual ou superior a 4 mol I, esta condicéo foi selecionada para a
continuidade dos experimentos por MW-UV, considerando ser a menor concentracéo
acida dentre as avaliadas onde foi possivel a decomposicéo eficiente de 0,5 g de

margarina.

A partir disto, foram conduzidos estudos visando a decomposi¢cao de maiores
massas de amostra nesta condi¢cdo. Avaliou-se, entdo, a decomposicdo de massas
de 0,6 e 0,7 g de margarina, obtendo-se digeridos com RCCs de 6,4 e 52%,
respectivamente. Estes valores, bastante superiores aos obtidos para a
decomposicdo de 0,5 g sob as mesmas condic¢des (1,3%), motivaram a escolha de
0,5 g como a maior massa de margarina a ser eficientemente decomposta por MW-
uVv.

Posteriormente, foram realizados ensaios com o objetivo de verificar a
influéncia do volume de circulacdo de ar dentro da cavidade do forno micro-ondas,
durante a irradiacdo das amostras. Desta forma, como sugerido na literatura
(PEREIRA et al., 2013; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP, 2014), foi avaliado o uso da
circulacdo de ar no modo FAN 2, em substituichio ao modo FAN 1, durante a
irradiagdo com micro-ondas. Para esta avaliacdo, massas de 0,5 g de margarina,
foram decompostas por MW-UV utilizando HNO3 4 mol !, como solugéo digestora.
Neste procedimento, cuja Unica alteracdo em relacdo ao anteriormente utilizado, foi
0 uso de circulacdo de ar no modo FAN 2, foram obtidos digeridos com RCC de
1,5%, os quais ndo diferem significativamente dos valores observados quando a
decomposicédo foi realizada mediante o uso de circulacdo de ar no modo FAN 1.
Dessa forma, observou-se que esta alteracdo no volume de ar no interior da
cavidade durante a irradiacdo das amostras com micro-ondas n&do promove
beneficios para a decomposi¢do de 0,5 g de margarina, como descrito na literatura
para outras amostras (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA; WILTSCHE; KNAPP, 2014).

Um outro parametro investigado foi o tempo de decomposi¢do das amostras.
Considerando que o programa de irradiacéo A, utilizado nos estudos iniciais, totaliza

75 min, incluindo rampas de aquecimento, irradiacdo com micro-ondas e
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resfriamento do sistema, foi avaliada a eficiéncia de decomposi¢cdo das amostras
utilizando os programas de irradiacdo B e C, descritos no capitulo 3 (Materiais e
Métodos), os quais tém duracdo total de 55 e 45 min, respectivamente. Cabe
ressaltar que a poténcia maxima de irradiacdo nesses programas (B e C) foi fixada
em 550 W, partindo do que foi observado no primeiro programa avaliado (programa
A), no qual apesar de programada a poténcia maxima de irradiagdo em 900 W, n&do
foi verificada irradiacdo em poténcia superior a 550 W, durante o tempo de
decomposicdo das amostras. Isto ocorreu devido ao alcance da pressdao maxima
estabelecida (80 bar) nos primeiros minutos de irradiagcdo com 550 W, de forma que
a poténcia de irradiacdo foi reduzida para cerca de 500 W até o final do programa,
como forma de seguranca (Fig. 15). E importante destacar que nos programas de
irradiacdo B e C, foi mantida a rampa de aquecimento utilizada no programa de
iradiacdo A, como forma de evitar a ocorréncia de reagbes espontaneas, dado o
elevado teor organico da amostra. A maxima temperatura alcancada em quaisquer
dos 3 programas de irradiacdo avaliados foi de 200 °C, a qual foi atingida juntamente

com o alcance da pressdo maxima do sistema.
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Figura 15 — Representacéo do perfil grafico da decomposicéo de 0,5 g de margarina
utilizando o programa de irradiacdo com micro-ondas denominado

como “programa de irradiacao A”.

Com relacdo aos RCCs determinados nos digeridos de 0,5 g de margarina
utilizando os programas de irradiagdo B e C, observou-se perda na eficiéncia da
decomposicdo de acordo com a reducdo de tempo aplicada. Para os digeridos
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utilizando o programa de irradiagcdo B (55 min de duragcédo) o RCC foi da ordem de
6,9%; enquanto que para o programa de irradiacdo C (45 min de duragcédo) o RCC
determinado foi de 8,6%. Ambos os valores de RCC obtidos nestas condi¢cdes séo
superiores ao valor obtido para os digeridos utilizando o programa de irradiacdo A
(duracdo de 75 min), que foi de 1,3%. Desta forma, dentre os programas de
irradiagdo com micro-ondas avaliados, o programa A foi considerado o mais

adequado, considerando-se os reduzidos RCCs obtidos.

Dessa forma, apds os procedimentos de otimizacdo do método de
decomposicdo por MW-UV, foram selecionadas como melhores condi¢cdes o uso de
10 ml de HNO3 na concentracéo de 4 mol I, sob aquecimento segundo o programa
de irradiacdo A. Usando estas condi¢cfes foi possivel a decomposicédo eficiente de
0,5 g de margarina.

4.1.2.4 Decomposicdo 4cida assistida por radiacdo micro-ondas em sistema

de camara Unica de reacao (SRC)

A amostra de margarina M1, selecionada para os procedimentos de
otimizacdo dos métodos foi também submetida ao procedimento de decomposicéo
assistida por radiagcdo micro-ondas, sob altas temperaturas e pressfées em um
sistema de camara unica de reacdo (SRC), sob aquecimento segundo programa
descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Nesse procedimento, foram avaliadas
diferentes concentracdes de HNOs (2, 4, 6, 8, 10 e 14,4 mol I'"), bem como a maior
massa de amostra possivel de ser decomposta no sistema com eficiéncia (reduzidos
RCCs).

Assim, inicialmente foi realizada a decomposicéao de 0,5 g de margarina, com
10 ml de solucdo de HNO3, sendo os RCCs obtidos nos digeridos de cada condi¢ao
acida avaliada apresentados na Fig. 16. Cabe enfatizar que os digeridos de
margarina utilizando HNO3; na concentracdo de 2 mol I* ndo tiveram o RCC
determinado, considerando a visivel decomposicdo ineficiente, evidenciada pelo
aspecto escuro da solugio obtida pelo uso desta concentracdo &cida. E importante
também destacar que em todas as condi¢Bes avaliadas foram atingidas presséo,

poténcia e temperatura maximas de 70 bar, 1500 W e 250 °C, respectivamente.
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Figura 16 — Teores de carbono residual obtidos nos digeridos de 0,5 g de margarina,
apos decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema
SRC, utilizando variadas concentracbes de HNOjz; como solucao

digestora (n = 3).

Como pode ser observado, utilizando solucdo de HNO3; em concentracao
igual ou superior a 8 mol I*, foram obtidos RCCs inferiores a 1% (correspondentes a
um teor de C dissolvido menor ou igual a 107 mg I'), compativeis com uma boa
eficiéncia de decomposicdo. Por sua vez, o uso de HNO3; nas concentracdes 4 e 6
mol I, consideradas satisfatérias para as decomposicées de 0,5 g de margarina por
MW-UV e MW-AD, respectivamente, apresentaram RCCs > 5% (correspondentes a
um teor de C dissolvido de no minimo 555 mg I™!). Assim, a concentracdo 4cida de 8
mol I'* foi escolhida para a continuidade dos estudos, tendo em vista que foi a menor
concentracdo de HNOj3; dentre as avaliadas em que foi possivel a obtencdo de

resultados compativeis com uma decomposicao eficiente da matéria organica.

A partir disso foram avaliadas as decomposicdes de massas mais elevadas
(até 1 g) de margarina por SRC, utilizando 10 ml de HNO3; na concentracéo de 8 mol
I como solucéo digestora. Este estudo foi realizado visando o conhecimento da

maior massa de amostra que poderia ser eficientemente decomposta utilizando o
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sistema. Assim, quando foram avaliadas as decomposi¢cdes de massas de 0,6; 0,7;
0,8; 0,9 e 1,0 g de amostra por SRC obteve-se digeridos com RCCs da ordem de
0,61; 0,63; 0,64; 1,34 e 2,65%, respectivamente. Como pode ser observado, o0s
RCCs obtidos para os digeridos de até 0,8 g de amostra praticamente mantiveram-
se inalterados, além de corresponderem a uma eficiente decomposi¢éo. Por sua vez,
0 RCC obtido para a decomposicao de 0,9 g (1,34%), apesar de percentualmente
corresponder a uma eficiéncia de decomposicdo considerada satisfatéria para a
decomposicdo de menores massas de amostra, esta, neste caso, relacionado a um
teor de C dissolvido da ordem de 260 mg I}, o qual pode acarretar em interferéncias
por ICP-MS. Este fato € coerente com a maior massa de amostra decomposta nesta
condicdo, demonstrando que considerar somente o RCC na avaliagdo de
decomposicdes de massas diferentes de uma mesma amostra pode ser uma

conduta inadequada.

Assim, a massa de 0,8 g de margarina foi considerada como a maior massa
possivel de ser eficientemente decomposta do sistema SRC, considerando nao
somente o0 RCC obtido nesta condicdo, mas também o teor de C dissolvido nos
digeridos (aproximadamente 110 mg I™). Cabe ressaltar que essa massa é 60%
maior do que a massa possivel de ser decomposta por MW-UV, sendo, portanto,
mais adequada para a determinacdo de elementos presentes em baixas
concentracbes, considerando que a decomposicdo de massas mais elevadas
contribui para a reducdo do LOD. Entretanto, a decomposi¢cdo desta massa de
amostra por SRC esta condicionada ao uso de uma solugcéo acida com o dobro da
concentracdo da solucdo utilizada por MW-UV (4 mol '), o que pode elevar as
concentracbes elementares nos brancos analiticos e, assim, contribuir

negativamente para os valores de LOD.

4.1.3 Brancos analiticos e limites de deteccéo obt  idos com o uso dos variados

meétodos de decomposi¢cdo das amostras de margarina

Com o objetivo de realizar determinacées elementares em margarinas, a
amostra M1, selecionada para os ensaios de otimizacdo dos procedimentos, foi
decomposta por diferentes métodos utilizando aquecimento convencional ou

assistido por radiagcao micro-ondas. No grupo das decomposi¢cdes com aguecimento
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convencional foram utilizados dois diferentes métodos, diferenciados apenas pelos
reagentes utilizados, enquanto que no grupo das decomposi¢cdes assistidas por
radiacdo micro-ondas, foram avaliadas diferentes concentracdes de acido como
solucédo digestora, bem como a utilizacdo de uma fonte de radiacdo ultravioleta,

juntamente com a radiagédo micro-ondas, ou ainda o uso de SRC.

Apés a avaliacdo da eficiéncia de decomposicdo dos variados métodos
investigados neste trabalho e, consequente otimizagdo da maior massa possivel de
ser decomposta em cada caso, assim como da menor concentracdo de solucao que
poderia ser utilizada, os métodos de decomposicdo foram avaliados quanto aos
valores de LODs, e concentracdes elementares nos brancos analiticos. Assim, na
Tabela 4 encontram-se apresentadas as concentragcées elementares nos brancos
analiticos, e os LODs obtidos com o0 uso das concentra¢fes acidas otimizadas para
0s métodos MW-AD, MW-UV e SRC. Para o calculo dos LODs foram considerados a
concentracdo dos elementos no branco analitico, o volume de afericdo dos
digeridos, e a massa de amostra utilizada. E importante destacar que tanto os LODs
quanto as concentracdes elementares nos brancos analiticos obtidos para cada
meétodo diferem entre si, provavelmente devido a concentracdo de solucao digestora

utilizada e a massa possivel de ser eficientemente decomposta em cada método.

Cabe destacar, que os digeridos obtidos com os métodos de decomposicao
por via umida com aquecimento convencional ndo foram avaliados segundo estes
parametros, considerando a elevada concentracdo de acidos e H,O, utilizada
nesses procedimentos, e a baixa eficiéncia de decomposicdo da matéria organica
verificada pelo uso desses métodos. E sabido que o uso desses reagentes com
elevadas concentracdes, tornaria necessaria a introdu¢do de uma etapa de diluicdo
previamente as determinagdes em ICP-MS devido a possibilidade da ocorréncia de
interferéncias fisicas ou espectrais por uso de acidos concentrados durante a
determinacao, além de elevar as concentracdes elementares nos brancos analiticos,
ocasionando o aumento dos LODs do método e impossibilitando a quantificacdo de
elementos traco nessas amostras (COSTA et al., 2010; KRUG, SANTOS JR., 2010).
Além disso, o elevado RCC determinado nestes digeridos também acarretaria na
necessidade de diluicdes previamente as determinacdes elementares nos digeridos
por ICP-MS, devido aos riscos de depdsitos de C na interface do instrumento ou

interferéncias nas determinacdes (SOUZA, 2007), o que também contribuiria para o
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aumento dos LODs. Assim, considerando que o trabalho tem como um dos objetivos
a decomposicdo das amostras utilizando reagentes tao diluidos quanto possivel,

esses métodos baseados em aquecimento convencional foram desconsiderados.

Tabela 4 — Limites de deteccdo e concentragfes elementares médias nos brancos
analiticos obtidos utilizando as concentracdes de &cido selecionadas
para cada método de preparo da amostra avaliado (média + desvio

padrdo, n = 3).

Elemento LOD (ng g™ Concentracdo média dos
brancos analiticos (ug 1)

MW-AD® MW-UV® SRC® MW-AD?® MW-UV®  SRC®

As 1,08 1,04 0,788 <0,01* <0,01* <0,01*
Cd 1,26 1,18 1,01 0,012 0,010 0,018
Co 1,50 1,30 1,16 0,019 0,015 0,025
Cr 19,9 18,9 15,2 0,194 0,178 0,268
Cu 66,1 59,3 57,2 0,895 0,781 1,320
Mn 21,7 18,9 14,2 0,289 0,243 0,306
Mo 2,14 1,90 1,52 0,026 0,022 0,031
Ni 42,7 35,6 32,4 0,585 0,467 0,739
Pb 10,0 9,42 7,87 0,089 0,078 0,132
Pd 0,301 0,264 0,225 0,005 0,004 0,006
Pt 0,360 0,302 0,263 0,006 0,005 0,007
Rh 0,299 0,283 0,225 0,005 0,005 0,006
Sr 18,7 17,9 14,1 0,291 0,278 0,356

Massa de amostra: %0,5 g; °0,5 g; °0,8 g.
Solucao digestora: *HNO3 6 mol I'; PHNO3 4 mol I'; CHNO3 8 mol I,
*LOD da técnica de determinacao para o elemento.

Como pode ser observado, os maiores LODs s&o obtidos com o uso do
método de decomposicdo da amostra por MW-AD, se comparado aos valores

obtidos com os demais métodos avaliados. Este fato provavelmente esta relacionado
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ao uso de HNO; na concentracdo de 6 mol I como solucdo digestora, o que
ocasiona uma pequena elevacdo no valor na concentracdo dos brancos, se
comparado, por exemplo, ao uso de HNO3 na concentracdo de 4 mol I, como no
método MW-UV. Por sua vez, os menores LODs sdo observados quando é utilizado
0 sistema SRC, apesar de neste método a decomposicdo ser efetuada utilizando
solugdo de HNO3; com o dobro da concentracdo utilizada por MW-UV. Isto pode ser
explicado pela elevada massa de amostra possivel de ser decomposta
eficientemente no sistema, a qual representa 60% a mais que a massa decomposta
pelos demais métodos. Ainda, cabe enfatizar que LODs mais elevados para alguns
elementos foram ocasionados pela obtencdo de concentragdes também superiores

nos brancos analiticos.

4.1.4 Avaliacao da exatidao

Com o objetivo de avaliar a exatiddo dos resultados obtidos pelo uso de
cada um dos métodos de decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas
investigados neste trabalho, foi realizado inicialmente um ensaio de recuperacéo de
analitos. Neste procedimento, a amostra de margarina M1 foi enriquecida com
concentracdes conhecidas dos analitos (10 a 80 ng g*, de acordo com as
concentracbes dos elementos na amostra), atravées da adicdo de solucdo de
referéncia multielementar, previamente a decomposicédo utilizando cada um dos
meétodos otimizados. Cabe ressaltar que os referidos métodos sao: i) MW-AD
utilizando HNO3 na concentracéo de 6 mol I* (decomposicdo de 0,5 g de amostra);
i) MW-UV utilizando HNO3 na concentracdo de 4 mol I'* (decomposicéo de 0,5 g de
amostra); e iii) SRC utilizando HNO3 na concentracéo de 8 mol I (decomposicéo de
0,8 g de amostra). Os resultados obtidos neste ensaio encontram-se apresentados
na Fig. 17.
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Figura 17 — Recuperacdes para As l, Cd, Col, Crid, Cul, Mnd, Mo, Ni,
PbO, PO, Pl , R e SMA determinadas por ICP-MS em amostras
de margarina adicionadas de solu¢cdo com concentracdo conhecida dos

analitos, decompostas por métodos variados (n = 3).

Como pode ser observado, os resultados obtidos com a realizagdo dos
ensaios de recuperacdo, apresentados na Figura 17, demonstram recuperacoes
entre 94 e 99% para todos os analitos, indiferente do método de decomposicéo
utilizado. E importante também destacar que os resultados obtidos para as
recuperacoes utilizando o método MW-AD apresentaram RSDs de até 9%, enquanto
que os métodos de decomposi¢do por MW-UV e SRC apresentaram resultados com
RSDs inferiores a 7%, o que confirma a boa precisdo de todos os métodos
avaliados.

Assim, pode-se estimar que os trés métodos otimizados sejam capazes de
fornecer resultados exatos. Isto foi comprovado pela decomposicdo do CRM BCR
414 utilizando as solugBes &cidas otimizadas em cada método. Os resultados
obtidos para as determinacbes elementares por ICP-MS no CRM apés a

decomposicao pelos variados métodos estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Concentragcbes elementares determinadas por ICP-MS no CRM BCR

414, ap6s decomposi¢cdo utilizando diferentes métodos de preparo de

amostra (média + desvio padrao, n = 3).

Elemento Concentracdo obtida (ng g7) Concentracao
MW-AD MW-UV SRC certific?ida
(ngg”)
As 6465 + 381 6670 £ 379 66154 + 4101 6820 + 280
Cd 369 + 23 365 +17 379 £ 22 383 +14
Co 1417 + 89 1384 + 65 1357 + 66 1430 + 60*
Cr 23395 + 1427 23347 + 1144 23086 + 969 23800 £1200
Cu 29205 + 1519 29205 + 1489 28408 + 1704 29500 + 1300
Mn 291525 + 14285 291824 +17509 286442 + 15468 299000 + 13000
Mo 1305 £ 73 1363 + 72 1378 £ 69 1350 + 200*
Ni 19364 + 1258 18067 + 831 18612 + 1117 18800 £ 800
Pb 3926 £ 177 3856 + 201 3859 + 166 3970 £ 190
Sr 256824 + 12841 256824 + 15666 256563 + 14367 261000 + 25000*
\% 7816 + 437 8043 + 386 8019 + 441 8100 + 180
Zn 110149 £+ 6609 107024 + 5886 112716 + 7214 111600 + 2500

*Valores informados.

Como pode ser observado na Tabela 5, ndo houve diferenca significativa

(teste t de Student, ao nivel de 95% de confianca) entre as concentracbes

certificadas no CRM BCR 414 e os valores obtidos por ICP-MS apds os variados

métodos de preparo de amostra otimizados avaliados. E importante também

ressaltar que, considerando que o CRM utilizado néo apresenta matriz semelhante a

margarina, foi realizada também a decomposicdo deste material misturado a

amostra, na forma de um ensaio de recuperacédo. Neste caso, as recuperacoes

observadas apresentaram valores entre 93 e 105% para todos os analitos. Estes

resultados confirmam a exatiddo dos resultados obtidos utilizando os métodos

investigados.
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Assim, considerando que os trés métodos de decomposicdo assistida por
radiacdo micro-ondas otimizados forneceram digeridos com baixos RCCs, e
resultados com satisfatoria exatiddo e precisdo, selecionou-se o método de
decomposicdo por MW-UV como o mais adequado para os ensaios de aplicabilidade
em margarinas pertencentes a outras marcas. Este método de decomposi¢édo foi
escolhido frente aos demais métodos avaliados, por possibilitar 0 uso de solugéo
com menor concentracdo acida, sem perda da eficiéncia de decomposicédo, e
resultados com RSDs adequados (< 6,1%). Além disso, a MW-UV apresentou LODs
adequados para determinacdes elementares em nivel traco, os quais nao diferem
significativamente dos LODs obtidos com os demais métodos avaliados, nem
mesmo por SRC, onde foi possivel a decomposi¢cdo de massa mais elevada de

amostra.

4.1.5 Determinagbes elementares em margarinas por | CP-MS apoés
decomposicao por MW-UV

Apés as avaliagbes dos diferentes meétodos para a decomposicdo de
margarina previamente a determinacdo elementar por ICP-MS, os quais foram
otimizados quanto a maior massa possivel de ser decomposta, menor teor de C em
solucéo, e uso de solugdo com menor acidez, selecionou-se o uso da MW-UV para a
decomposicdo de amostras de margarina variadas. Nesse método, foi possivel a
decomposicdo eficiente de até 0,5 g de margarina, utilizando apenas HNO3 na
concentracdo de 4 mol I*, como solucdo digestora. Na Tabela 6 encontram-se
apresentadas as concentracdes elementares determinadas nas amostras avaliadas,

as quais foram obtidas com RSDs inferiores a 6,5%.
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Tabela 6 — Concentracdes elementares determinadas por ICP-MS em digeridos de 0,5 g de margarina por MW-UV utilizando

HNOs 4 mol I* como solucéo digestora (média + desvio padrédo, n = 3).

Concentracéo (ng g'l)

As Cd Co Cr Cu Mn Mo Ni Pb Pd Pt Rh Sr

Amostras de margarina sem sal

M1 <1,04* <1,18* <1,30* 515+2,7 <593 276+14 <1,09* 159 +8 498+26 <0,264* <0,302* <0,283* 39,9+272

M2 <1,04* <1,18* <1,30* 348+16 <59,3* 383+19 <1,09* < 35,6* 33,2+2,1 <0,264* <0,302* <0,283* 346+1,7

M3 < 1,04* <1,18* <1,30* 629+36 <593 <18,9* < 1,09* 121 +7 336+19 <0,264* <0,302* <0,283* 33,6+1,6

M4 < 1,04* 11,9+£0,7 <1,30* 135+8 <59,3* 33415 <1,09* 1709 58,4+2,7 <0,264* <0,302* <0,283* 454+2,6

M5 < 1,04* 4,34+£0,21 <1,30% 131+6 <59,3* <18,9* < 1,09* 120+ 6 39,0+£19 <0,264* <0,302* <0,283* 50,3+24
Amostras de margarina com sal

M6 273+125 485+0,29 <130 292+14 <59,3* 599+29 3,15+0,15 74,7+40 86,3+49 <0,264* <0,302* <0,283* 290+13

M7 29,9+158 <1,18* <1,30* 56,7+2,7 <59,3* < 18,9* 7,38+0,37 70,4+4,1 654+40 <0,264* <0,302* <0,283* 606+ 28

*Limites de deteccdo do método para os respectivos elementos.
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Cabe ressaltar que as determinagdes elementares em margarinas do tipo com
sal foram precedidas de um estudo visando verificar a ocorréncia de possiveis
interferéncias por Na nas determinacdes por ICP-MS (FRASER; BEAUCHEMIN,
2000). Desta forma, as amostras foram analisadas em diluicées decrescentes, sendo
adicionadas de solugéo de referéncia contendo os analitos, com o intuito de verificar
a ocorréncia de interferéncias a partir das recuperacdes obtidas. Assim, foi possivel
obter recuperacfes satisfatorias (95 - 101%) para todos os analitos, tanto nas
amostras diluidas com fatores diversos, quanto nas amostras analisadas na forma
concentrada, o que permitiu verificar a auséncia de interferéncia pela presenca de
Na. Este fato pode ser explicado pelos baixos teores de Na presentes nas amostras
(0,6%, segundo informacdo dos fabricantes), os quais provavelmente ndo sao
passiveis de promover interferéncias perceptiveis nas determinacdes por ICP-MS.
Cabe ainda ressaltar que, considerando os teores de NaCl adicionados as
margarinas, os quais segundo a literatura correspondem a 0,1 - 0,3% da massa do
produto (MORETTO; FETT, 1998), acredita-se que existam outras fontes de Na que

justifiguem o teor de Na, informado pelos fabricantes.

Como pode ser observado a partir dos resultados obtidos para as
determinacdes elementares nas amostras de margarina avaliadas, As e Mo foram
detectados apenas nas amostras que contém sal em sua composi¢do. Da mesma
forma, maiores concentragcdes de Pb e Sr foram verificadas nesse tipo de amostra,
se comparado ao produto sem sal, sugerindo, assim, uma relacdo da presenca
desses elementos com o sal adicionado ao produto. Cabe ressaltar que,
especialmente no caso do As, este resultado pode estar vinculado a ocorréncia de
uma interferéncia do tipo poliatdmica, entre argénio e cloro, a qual pode ser
verificada promovendo-se a determinacdo de As utilizando uma técnica livre deste

tipo de interferéncias.

No que se refere aos relatos da literatura para a presenca destes elementos
em margarinas, foi possivel a comparacdo somente das concentracbes de Pb,
considerando que nao foram encontrados trabalhos que se referissem a
determinacdes de As, Mo e Sr em margarina. Assim, os resultados obtidos para Pb
em margarinas no presente estudo foram sempre superiores aos relatos da literatura
para este tipo de amostras (BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; SZLYK;
SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2004; MARTORELL et al., 2011; MENDIL, 2012).
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Diferentemente do que foi observado para As, Mo, Pb e Sr, as concentragbes
de Cr e Ni obtidas para as margarinas avaliadas, apresentaram-se em menores
valores nas amostras com sal, se comparadas as amostras sem sal. Em
comparacdo com os relatos da literatura, os valores obtidos para Cr foram
superiores ao informado por Souza (2007), enquanto que os valores obtidos para Ni
foram inferiores ao relatado pela maioria dos autores (ELLEN; BOSCH-TIBBRESMA,;
DOUMA, 1978; KREBS, 1987; ANWAR et al.,, 2004; SOUZA, 2007; LODYGA-
CHRUSCINSKA; SYKULA-ZAJAC; OLEJNIK, 2012). Assim, o fato da concentracéo
de Ni obtida nessas amostras ser superior apenas ao relatado por Buldini, Ferri e
Sharma (1997), pode estar relacionado com o tipo de margarina utilizado e seu
processo de fabricacdo, considerando que as altas concentracdes deste elemento
observadas por alguns autores podem ser atribuidas a um tratamento ineficiente
apos processo de hidrogenacao utilizando Ni como catalisador (ANWAR et al.,
2004).

Céadmio, quando detectado nas amostras, ndo apresentou diferenca de
concentracdo entre as margarinas com e sem sal. As concentra¢gbes obtidas para
este elemento em margarinas, quando detectaveis foram concordantes com relatos
de outros autores (BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; SOUZA, 2007; MARTORELL
et al., 2011; MENDIL, 2012). Por sua vez, Mn, quando detectado nas amostras,

mostrou-se inferior ao relatado na literatura (SOUZA, 2007).

Os elementos Co e Cu, apesar de determinados em margarina por outros
autores (BULDINI; FERRI; SHARMA, 1997; ANWAR et al., 2004; SZLYK;
SZYDLOWSKA-CZERNIAK, 2004; SOUZA, 2007; MENDIL, 2012), ndo foram
detectados nas amostras avaliadas neste estudo. Também apresentaram
concentragdes inferiores aos LODs do método os elementos Pd, Pt e Rh, os quais
foram investigados por serem possiveis escolhas da industria em um provavel

processo de hidrogenacéao.

Com relacdo a legislacdo, considerando que sdo expressas concentracdes
maximas em margarina apenas para alguns elementos, pode-se considerar que as
amostras avaliadas encontram-se de acordo com os limites estabelecidos para As,
Cu, Ni e Pb (ANVISA — RDC 42, 2013; BRASIL — DECRETO 55871, 1965; BRASIL —
PORTARIA 685, 1998; FAO/WHO CODEX STAN 32, 1981). Para os demais
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elementos, ndo foi possivel a comparacdo com a legislagédo, considerando que néo

sdo expressos limites maximos para suas concentracdes em margarinas.

Assim, a partir dos resultados referentes as concentracdes elementares em
margarinas apresentados na Tabela 6, pode-se estimar que as recomendacfes
diarias de ingestdo para Mn, Mo, Ni e Cr podem ser atingidas pela ingestédo
aproximada de 183, 0,3, 6 e 3,5 kg de margarina, respectivamente. Além, destes
elementos, sdo também recomendados limites para a ingestdo semanal de As, Cd e
Pb, de acordo com a massa corpérea do individuo. Dessa forma, considerando-se
uma pessoa com aproximadamente 70 kg, seria necessaria a ingestdo de cerca de
35, 41 e 20 kg de margarina por semana para que fossem atingidos os limites
maximos de ingestdo recomendados para As, Cd e Pb, respectivamente (WHO,
1996; I0M, 2003).

4.1.6 Consideracgdes Finais

Neste estudo, em que foi avaliada a possibilidade de decomposicdo de
amostras de margarina por diferentes métodos, para a posterior determinacdo
elementar por ICP-MS, foram obtidos resultados satisfatorios quanto ao uso de acido
diluido como unica solucéo digestora. No método de decomposi¢do assistido por
radiacdo micro-ondas, foi possivel decompor 0,5 g de margarina utilizando HNO3 6
mol I'*. Quando a decomposic&o foi assistida tanto pela radiacdo micro-ondas quanto
pela radiacdo ultravioleta, pode-se utilizar HNO3 na concentracdo de 4 mol I'* para a
decomposicdo da mesma massa de amostra. Por sua vez, no método assistido por
radiagdo micro-ondas em camara Unica de reacdo, a massa maxima de amostra
decomposta no sistema foi de 0,8 g, utilizando para isto HNO3 na concentragéo de 8
mol I'*. Cabe ressaltar que pelo uso dos métodos otimizados foi verificado um teor de

carbono nos digeridos sempre inferior a 150 mg I™.

Assim, considerando que em todos os métodos foi possivel a decomposicao
satisfatoria de margarina, com resultados com boa precisdo e exatiddo, o método
por MW-UV foi selecionado como o mais adequado dentre os avaliados, devido ao
uso da menor concentracdo acida possivel. Utilizando esse método, foi possivel a
decomposicdo de 0,5 g desta matriz com elevado teor de gordura, utilizando apenas

acido nitrico diluido (4 mol ) como solucdo digestora, e posterior determinacao
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elementar em amostras dos tipos com e sem sal. As determinacbes realizadas
apresentaram adequada exatiddo, baixos valores de RSD e LOD, bem como

reduzidos valores de branco.

Com relacdo as determinacbes elementares nas amostras de margarina,
foram verificadas concentracdes variadas para diversos elementos, sendo que
alguns valores possivelmente tém relagdo com a presenca de sal no produto. Dentre
0s elementos que podem estar relacionados com processos de hidrogenacdo dos
ingredientes da margarina, foi verificada a presenca de Ni em praticamente todas as
amostras, ainda que de acordo com os limites estabelecidos pela legislacao,
permitindo estimar que os fabricantes destes produtos ainda utilizam a hidrogenacao

como forma de preparo da fase lipidica componente da margarina.
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4.2 Chocolate: Avaliagcdo da decomposicdo 4cida assi  stida pelas radiactes
micro-ondas e ultravioleta para a posterior determi nacdo de elementos

potencialmente toxicos por ICP-MS

Considerando os resultados satisfatorios obtidos com a utilizagdo do método
de preparo de amostras por MW-UV nos estudos com margarina, este método foi
selecionado para a aplicacdo em amostras de chocolate. Assim, os estudos com
chocolate se restringiram a otimizacdo do método MW-UV e sua aplicacdo em
diferentes tipos de chocolate, visando a subsequente determinacdo de elementos

potencialmente toxicos por ICP-MS.

Cabe ressaltar que para os procedimentos de otimizacdo do meétodo, foi
selecionada aleatoriamente uma amostra de chocolate ao leite, denominada CL1. As
demais amostras de chocolates ao leite, chocolates brancos e chocolates a base de
cacau foram decompostas por MW-UV utilizando as condi¢cdes otimizadas. Além
disso, amostras de cacau em po, o qual constitui um importante ingrediente dos
chocolates ao leite e a base de cacau, foram também avaliadas neste trabalho,
sendo submetidas aos mesmos procedimentos otimizados para as amostras de

chocolate.

4.2.1 Caracterizacdo das amostras de chocolate

Os primeiros ensaios realizados com as amostras de chocolate visaram a
caracterizagao destes produtos. Estes ensaios foram conduzidos utilizando amostras
aleatoriamente selecionadas, sendo uma amostra de chocolate ao leite, uma
amostra de chocolate branco, e quatro amostras de chocolate a base de cacau, ou
com concentracdo informada deste constituinte (28%, 40%, 70% e 85%). Cabe
ressaltar que a amostra de chocolate ao leite caracterizada fisico-quimicamente € a
mesma que foi posteriormente utilizada nos procedimentos de otimiza¢cdo do método

de preparo de amostras (CL1).

Os ensaios de caracterizacdo realizados com as amostras de chocolate
restringiram-se as determinagcfes dos teores de umidade, cinzas e gordura, cujos

resultados encontram-se apresentados na Tabela 7. Além disso, foi tambéem
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determinado o teor de carbono elementar na amostra CL1, com 0 objetivo de
promover sua comparacao com os teores de C dissolvido nos digeridos obtidos com

cada condicdo avaliada e, assim, verificar a eficiéncia do método.

Tabela 7 — Resultados obtidos nos procedimentos de caracterizagdo das amostras

de chocolate (média * desvio padréo, n = 3).

Amostra Umidade Cinzas Gordura Carbono
(%) (%) (%) (%)

Chocolate ao leite 1,7+0,2 19%0,1 34+3 49+ 3

Chocolate branco 22+02 16+0,1 34+2 -

Chocolate (28% de cacau) 3,5+0,3 1,9+0,2 332 -
Chocolate (40% de cacau) 1,7+£0,1 15%0,1 32+2 -
Chocolate (70% de cacau) 16+£0,1 24+0,2 40+ 3 -
Chocolate (85% de cacau) 21+02 26+0,3 39+3 -

Como pode ser observado na Tabela 7, com excecdo do chocolate com 28%
de cacau, todos os demais chocolates apresentaram teores de umidade inferiores a
3,0%, como preconizado pela ANVISA (ANVISA — RDC 12 CNNPA, 1978).
Entretanto, os valores obtidos neste trabalho para os teores de umidade em
chocolates ao leite e chocolates a base de cacau foram um pouco superiores aos
relatados para estes produtos na TACO (2011), os quais sdo de 1,3% para

chocolates ao leite, e 1,0% em chocolates do tipo amargo.

Com relacéo aos teores de cinzas obtidos para as amostras avaliadas, pode-
se observar valores semelhantes aos relatados pela TACO (2011) para chocolates
ao leite (1,7%) e chocolates & base de cacau (1,8%), considerando os desvios
padrdo obtidos para os resultados. No entanto, € interessante enfatizar que as
amostras com maior conteuddo de cacau em sua composicdo (70 e 80%),
apresentaram teor de cinzas um pouco superior as demais amostras avaliadas,

sugerindo a presenca de maior contetdo mineral nestes chocolates.

No que se refere as determinacdes dos teores de gordura, com excec¢do dos
chocolates contendo 70 ou 85% de cacau em sua composi¢do, as demais amostras
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apresentaram valores inferiores a 35%, estando de acordo com o descrito por
Zambiazi (2010). Ainda, considerando os desvios padrdo dos resultados, esses
teores aproximam-se bastante dos valores expressos pela TACO para chocolates ao
leite e chocolates a base de cacau (30,3 e 29,9%, respectivamente), assim como
dos teores expressos para gordura em chocolate descritos em outros trabalhos da
literatura (AFOAKWA; PATERSON; FOWLER, 2007; TORRES-MORENO et al.,
2015).

Por sua vez, o teor de carbono obtido por andlise elementar para a amostra
de chocolate ao leite selecionada para os ensaios de otimizacdo do método (CL1),
foi da ordem de 49%. Como esperado, este valor € um pouco inferior ao observado
para a amostra de margarina sem sal (64%), a qual contém também maiores

concentragdes de gordura (cerca de 80%), e menor conteudo mineral.

4.2.2 Otimizacdo do método de decomposicdo &cida as  sistida por radiacdo

micro-ondas e ultravioleta

Os ensaios de otimizagdo do método MW-UV para a decomposicdo de
chocolate foram conduzidos utilizando a amostra de chocolate ao leite, denominada
como CL1. Nesses ensaios preliminares, foram avaliados a concentracdo de HNO;3
utilizada como solucao digestora (2, 4, 7 ou 14,4 mol I'"), a maior massa possivel de
ser eficientemente decomposta no sistema, e o tempo de irradiagdo com micro-

ondas.

Inicialmente, massas de 0,5 g de chocolate foram decompostas por MW-UV,
segundo o programa de irradiagdo A, descrito no capitulo 3 (Materiais e Métodos),
utilizando diferentes concentracdes de HNOj;. Este estudo foi conduzido, com o
intuito de conhecer a menor concentracdo &cida em que seria possivel a
decomposicéo eficiente desta massa de amostra. Assim, foi determinado o RCC e a
acidez dos digeridos obtidos com cada condicdo &acida avaliada, os quais

encontram-se apresentados na Figura 18.
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Figura 18 — Teores de carbono residual (3 e acidez - dos digeridos de 0,5 g de
chocolate ao leite por MW-UV, utilizando concentracdes variadas de

HNO3; como solucéo digestora (n = 3).

Como pode ser observado, utilizando HNO3 na concentracdo de 2 mol I}, néo
foi obtida uma boa eficiéncia de decomposicao, considerando-se que nesta condi¢ao
foi verificado um RCC de aproximadamente 95%, o qual corresponde a um teor de
carbono dissolvido nos digeridos da ordem de 7800 mg I*. Entretanto, quando foi
utilizado HNO3 nas concentragdes 4, 7 ou 14,4 mol I, o RCC obtido foi sempre em
torno de 0,8% (correspondente a um teor de carbono dissolvido nos digeridos inferior
a 70 mg I'Y), o qual usualmente ndo causa interferéncias nas anélises por ICP-MS
(VANHOE et al.,, 1994; GRINDLAY et al., 2013). A elevada eficiéncia de
decomposicdo observada nessas condicdes, pode ser atribuida ao sinergismo entre
as radiacdes micro-ondas e ultravioleta, com a formacdo de espécies altamente
oxidantes, permitindo assim a eficiente decomposi¢édo da amostra, mesmo utilizando
somente acido diluido como solugéo digestora (FLORIAN; KNAPP, 2001; PEREIRA
et al., 2013; MESKO et al., 2015).

Com relacdo a acidez dos digeridos, como esperado, foi verificado um
aumento dos valores com o uso de solugdes acidas mais concentradas, apesar do
RCC nestas condi¢des ser praticamente o mesmo (~ 0,8%) para concentracdes de
HNOj; iguais ou superiores a 4 mol I'. E importante destacar que quando essa
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concentracdo acida (4 mol I'*) foi utilizada, um consumo de cerca de 0,025 mol de
HNO; (correspondente a aproximadamente 85% da quantidade de acido adicionada)
foi observado para a eficiente decomposicédo de 0,5 g de chocolate, resultando em
digeridos com acidez em torno de 0,5 mol I*. Entretanto, utilizando HNO;3; na
concentracéo de 2 mol %, foram obtidos digeridos com acidez em torno de 0,045 mol
I*, a qual corresponde a um consumo de cerca de 98% da quantidade de A&cido
utilizada. Assim, este reduzido valor para a acidez dos digeridos obtidos utilizando
HNOs 2 mol I*, pode explicar a baixa eficiéncia de decomposicdo (RCC de
aproximadamente 95%) verificada com o uso desta concentracdo de solucéo,
considerando que, provavelmente, ndo houve &acido suficiente no meio reacional

para que ocorresse uma eficiente decomposicao da amostra.

Assim, considerando a boa eficiéncia de decomposicéo de 0,5 g de chocolate
obtida utilizando-se HNO3; em concentracdes iguais ou superiores a 4 mol I, foram
realizados posteriormente, ensaios de recuperacdo dos analitos nestas condicbes
acidas. Estes ensaios de recuperacédo foram realizados apds uma varredura prévia,
realizada por ICP-MS nos digeridos de chocolate por MW-UV utilizando HNO3 na
concentracdo de 4 mol I, com o intuito de verificar quais analitos poderiam ser
quantificados na amostra. Dessa forma, as determinacbes elementares nos
digeridos de chocolate contemplaram os seguintes elementos: As, Cd, Co, Cr, Cu,
Mn, Mo, Ni, Pb e Sr.

Os resultados obtidos com a realizagdo dos ensaios de recuperacéo,
apresentados na Figura 19, demonstram recuperacdes entre 95 e 99% para todos
os analitos, utilizando HNO3; em concentracdo igual ou superior a 4 mol I* como
solucdo digestora. Assim, a solucdo de HNO; com concentracdo de 4 mol I* foi
selecionada para a continuidade dos estudos, tendo em vista que foi a menor
concentracdo acida dentre as avaliadas, onde foi possivel a obtencdo de adequada
eficiéncia de decomposicdo (RCC ~ 0,8%), com satisfatoria recuperacdo dos

analitos.
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Figura 19 — Recuperacdes para AsE, Cdlll, Cod, Cril, Cull, MnE, Mo, Ni O,
PbC e Srd determinadas por ICP-MS em amostras de chocolate
adicionadas de solucdo com concentracdo conhecida dos analitos,
decompostas por MW-UV utilizando HNOj3 nas concentracdes de 4, 7 ou
14,4 mol I'* como solucéo digestora (n = 3).

E importante destacar que usando a solucdo de HNOz com concentragio
igual a 4 mol I"*, ndo foi necessario o ajuste de acidez previamente as determinacées
por ICP-MS. Isto foi possivel, considerando que para a construcdo da curva de
calibracéo foi utilizada solugcdo de HNO3; 5% (aproximadamente 0,7 mol %), a qual
tem praticamente a mesma acidez dos digeridos de chocolate utilizando HNO3; 4 mol
It (aproximadamente 0,5 mol I'). Entretanto, quando foram utilizadas solucées de
HNO; mais concentradas (7 ou 14,4 mol I') para a decomposicdo do chocolate por
MW-UV, foi necesséaria a realizacdo de diluicdo dos digeridos previamente a
determinacdo dos analitos por ICP-MS, tendo em vista a elevada acidez destas
solucbes (aproximadamente 1,5 e 3,0 mol I, respectivamente), em comparacéo

com a acidez dos padrdes da curva de calibragao.

Tendo selecionado a solucdo de HNO3; com concentracdo de 4 mol I'* para a
decomposicdo das amostras de chocolate, o segundo parametro avaliado foi a
massa maxima de amostra a ser eficientemente decomposta no sistema. Esta
avaliacao foi realizada considerando a acidez determinada nos digeridos de 0,5 g de
chocolate (aproximadamente 0,5 mol '), a qual sugere a disponibilidade de &cido

para a decomposicdo de maiores massas de amostra. Assim, foi avaliada a
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decomposicdo de massas de 0,6 e 0,7 g de chocolate por MW-UV, utilizando a
solucdo acida previamente selecionada. Os digeridos obtidos com essas condi¢cdes

tiveram o RCC determinado.

Desta forma, quando massas de 0,6 g de chocolate foram decompostas por
MW-UV, foi verificado um RCC bastante semelhante ao obtido para a decomposicao
de 0,5 g de amostra (0,8%, correspondente a um teor de carbono dissolvido nos
digeridos de cerca de 80 mg I''). Estes digeridos apresentaram acidez em torno de
0,3 mol I, Entretanto, quando massas de 0,7 g de amostra foram decompostas,
apesar da acidez presente nos digeridos (em torno de 0,17 mol I''), o valor de RCC
obtido para os digeridos foi de cerca de 2% (2,5 vezes o RCC observado para a
decomposicao de 0,6 g de chocolate). Apesar desse ser um baixo valor numérico, é
importante ressaltar que representa um teor de carbono dissolvido nos digeridos da
ordem de 230 mg I}, sendo bastante superior ao observado para os digeridos de 0,6

g de chocolate (80 mg I'Y).

Assim, considerando que o teor de carbono obtido nos digeridos de 0,7 g de
chocolate pode causar problemas na determinagéao por ICP-MS, como por exemplo,
depositos na interface do instrumento, reduzindo a sensibilidade das determinacdes
(GRINDLAY et al., 2013), a massa de 0,6 g foi selecionada como a maior massa
possivel de ser decomposta eficientemente pelo método MW-UV utilizando HNO3 4
mol I como solucéo digestora. E importante mencionar que, de acordo com os
trabalhos presentes na literatura, essa é a maior massa de chocolate efientemente
decomposta em sistemas fechados (JALBANI et al., 2009; GULDAS, 2008;
GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008; SCANCAR; ZULIANI; MILACIC, 2013;
BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014,
VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015).

Posteriormente, assim como para a amostra de margarina, avaliou-se a
decomposicdo de chocolate por MW-UV utilizando a circulagéo de ar no modo FAN
2 durante a irradiacdo com micro-ondas, considerando que uma melhora nas
decomposicdes utilizando a MW-UV sob esta condicdo tem sido relatada na
literatura (PEREIRA et al., 2013; PEREIRA; WILTSHE; KNAPP 2014). Entretanto,
para a decomposicdo de chocolate, da mesma forma que o verificado para a
amostra de margarina, a utilizacdo do modo de circulacdo de ar FAN 2 na cavidade

do forno durante a irradiacdo com micro-ondas ndo promoveu melhorias na
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decomposicdo da amostra. Os valores de RCC obtidos para os digeridos de 0,6 g de
chocolate sob essa condi¢éo foram da ordem de 0,8%, assim como o0 observado nas
decomposicdes anteriores, utilizando a circulacdo de ar no modo FAN 1. Assim,
acredita-se que a influéncia de uma maior circulacdo de ar na cavidade do forno
durante a irradiagdo com micro-ondas esteja relacionada ao tipo de amostra a ser
decomposta, sendo que para chocolate e margarina, ndo foram verificadas

alteracdes na eficiéncia de decomposicédo, mediante a alteracdo desta condicao.

Ainda, visando a redugcdo do tempo de decomposicdo das amostras, foi
avaliada a decomposicao de 0,6 g de chocolate por MW-UV, utilizando os programas
de irradiacdo B e C, descritos no capitulo 3 (Materiais e Métodos). Cabe enfatizar
gue, assim como ocorreu com a amostra de margarina, quando foi utilizado o
programa de irradiacdo A para a decomposi¢cao de chocolate, ndo foi atingida a
poténcia maxima de irradiacdo programada (900 W). Isto ocorreu por causa da
elevacdo da pressédo do sistema ao nivel maximo programado (80 bar) logo apos o
alcance da poténcia de 550 W. Desta forma, como medida de seguranca do sistema,
a irradiacao foi reduzida para cerca de 500 W, a qual foi mantida até o final do tempo
de decomposicdo estabelecido. Assim, a poténcia maxima de irradiacdo nos
programas B e C foi estabelecida em 550 W, enquanto que o tempo de permanéncia
sob esta irradiagéo foi reduzido para 20 min (programa de irradiagdo B) ou 10 min
(programa de irradiagéo C), em detrimento dos 40 min de irradiacdo observados no
programa de irradiacdo A. A rampa de aquecimento foi mantida, considerando a
possibilidade da ocorréncia de reacdes violentas, dado o elevado conteudo organico
da amostra (IEGGLI et al., 2011 (a)). A temperatura maxima alcancada em todos os
programas de irradiacado avaliados foi da ordem de 200 °C, sendo atingida com o

alcance da pressdao maxima do sistema.

Entretanto, assim como verificado para a amostra de margarina, os valores de
RCC para os digeridos de 0,6 g de chocolate obtidos pela utilizagcdo dos programas
de irradiagéo B e C, foram da ordem de 1,6 e 2,7%, respectivamente. Esses RCCs,
correspondentes a teores de carbono dissolvido nos digeridos da ordem de 133 e
267 mg I, respectivamente, representam no minimo o dobro do RCC observado
para a decomposicdo da mesma massa de chocolate utilizando o programa de
irradiacdo A. Dessa forma, dentre os programas avaliados, o programa de

irradiacdo com 40 min de permanéncia na maxima poténcia de irradiagdo alcancada
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(programa de irradiagdo A), foi selecionado como o mais adequado para a
decomposicdo de chocolate, tendo em vista a maior eficiéncia de decomposi¢céo

verificada nesta condicao.

4.2.3 Método comparativo: Decomposicdo acida assi  stida por radiagdo micro-
ondas (MW-AD)

Como forma de avaliar a influéncia da radiacéo ultravioleta na decomposicao
da amostra de chocolate, foi realizado um ensaio comparativo através da
decomposicdo de 0,6 g de chocolate por MW-AD, utilizando 10 ml de HNO3; na
concentracdo 4 mol I*, e sob irradiacdo de acordo com o programa A (condi¢des
otimizadas para o método MW-UV). Dessa forma, a Unica diferenca nesse
procedimento foi a auséncia da lampada emissora de radiagéo ultravioleta no interior
do frasco de decomposicao.

Os digeridos obtidos pelo método MW-AD apresentaram aspecto limpido, e
acidez da ordem de 0,24 mol I'*. Entretanto, como esperado, a decomposicdo por
MW-AD foi menos eficiente (RCC da ordem de 1,6%, correspondente a um teor de
carbono dissolvido de cerca de 160 mg I'') quando comparada a decomposicdo por
MW-UV. Este RCC verificado para os digeridos por MW-AD, correspondente ao
dobro do valor obtido para os digeridos por MW-UV, nas mesmas condi¢coes,
confirma o efeito da radiacdo ultravioleta na decomposicdo de chocolate, mesmo

utilizando solucao &cida diluida como agente digestor.

4.2.4 Avaliacdo da exatidao

A exatiddo do método utilizando MW-UV foi avaliada pela decomposi¢cdo do
CRM BCR 414 sob as condi¢cdes otimizadas para a amostra de chocolate. Os
resultados obtidos para as determinacbes elementares neste CRM encontram-se
apresentados na Tabela 8, onde se pode verificar que ndo houve diferenca
significativa (teste t de Student, ao nivel de 95% de confianca) entre as

concentracOes certificadas no CRM e os valores obtidos para todos os analitos.
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Considerando-se que o CRM BCR 414 nao tem matriz semelhante a amostra,
foi realizada também a decomposicéo deste misturado ao chocolate, na forma de um
ensaio de recuperacao. Ainda, podem também ser considerados na avaliacdo da
exatidao, os ensaios de recuperacéao realizados com solucéo de referéncia, descritos
no item 4.2.2, referentes a otimizacdo da concentracdo da solucdo digestora. Tanto
no ensaio de recuperacdo realizado utilizando solugédo de referéncia, quanto no
ensaio de recuperacdo utilizando CRM, foram obtidas recuperacfes entre 95 e
104%, comprovando a exatiddo do método MW-UV utilizando HNO;3; na

concentracéo de 4 mol I, como solucéo digestora.

Tabela 8 — Determinagfes elementares em CRM BCR 414 por ICP-MS, apés
decomposicdo por MW-UV (média + desvio padrédo, n = 3).

Elemento Concentracado obtida  Concentracao certificada
(ng g™ (ng g™

As 6670 = 379 6820 + 280

Cd 365+ 17 383+14

Co 1384 + 65 1430 + 60*

Cr 23347 £1144 23800 +1200

Cu 29205 + 1489 29500 £ 1300

Mn 291824 + 17509 299000 + 13000

Mo 1363 £ 72 1350 £ 200*

Ni 18067 + 831 18800 + 800

Pb 3856 + 201 3970 + 190

Sr 256824 + 15666 261000 £ 25000*

*Concentracdes informadas.

4.2.5 Determinacbes elementares em chocolates por | CP-MS apés
decomposicéo por MW-UV

Apés a otimizagdo do método de decomposi¢do por MW-UV e avaliacdo da
sua exatidao, foi realizada a sua aplicacdo para amostras de chocolate branco e

chocolate ao leite, pertencentes a marcas variadas. Essas amostras foram
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escolhidas para os ensaios iniciais de aplicabilidade do método, por representarem
os tipos de chocolates mais consumidos no Brasil. Os resultados obtidos nestas

determinacdes encontram-se apresentados na Tabela 9.

Como pode ser observado, alguns elementos, como Cu, Mn e Sr, podem ser
considerados majoritarios em chocolates, dadas as elevadas concentracbes em que
se encontram, as quais sdo sempre superiores as concentracfes dos demais
elementos avaliados. Concentacdes de Cu semelhantes as obtidas neste trabalho
sao relatadas na literatura para chocolates ao leite, por autores variados (IEGGLI et
al., 2011 (a); REHMAN; HUSNAIN, 2012; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015).
Entretanto, existem também na literatura relatos de concentracdes de Cu neste tipo
de chocolate que diferem bastante das obtidas neste trabalho (JORHEM;
SUNDSTROM, 1993; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008), o que pode estar
associado a origem do chocolate avaliado. Da mesma forma, para os valores de Mn
obtidos neste trabalho em chocolates ao leite, foi observada concordancia com
alguns relatos da literatura (IEGGLI et al., 2011 (a); VILLA; PEREIRA; CADORE,
2015), embora em outros trabalhos sejam relatadas concentracdes diferentes para
este elemento (JORHEM; SUNDSTROM, 1993; REHMAN; HUSNAIN, 2012). Quanto
as concentracfes destes elementos em chocolates do tipo branco, os valores
obtidos neste trabalho foram de acordo com os valores expressos por Villa et al.
(2015). Por sua vez, os resultados obtidos para Sr, em ambos os tipos de chocolate
avaliados, ndo puderam ser comparados com dados da literatura, devido a

inexisténcia de trabalhos que relatem esta determinacdo nesse tipo de amostra.
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Tabela 9 — Resultados das determinacdes elementares realizadas por ICP-MS em chocolates brancos e ao leite decompostos por

MW-UV (média * desvio padrdo, n = 3).

Concentracéo (ng g*)

As Cd Co Cr Cu Mn Mo Ni Pb Sr

Amostras de chocolates brancos

CB1 15,3+0,7 <0,981* 7,75+£0,33 71,1+29 681 £ 30 229 +11 61,4+4,1 1055 <7,85* 1619 £ 81

CB2 12,4+0,8 < 0,981* 5,98 £ 0,29 104 £5 304 £ 15 175+8 85,4+4,3 108 £ 6 15,3+0,9 976 +51

CB3 21,7+1.2 < 0,981* 9,18 £ 0,47 142 +7 328 +19 264 + 16 118+7,3 97,3+6,7 13,7+0,8 1593+75
Amostras de chocolates ao leite

CL1 151+10 7,41+036 46,224 255+15 2164 +£136 2524 +144 104 £6 559+33 15,1+0,7 2619zx141

cL2 11,7+0,8 13,7+ 0,7 53,8 + 3,3 212 +11 2867 +186 2594 +127 77,8+4,6 538+29 14,0+£0,9 154675

CL3 13,0+0,8 16,1+0,8 42,0+£2,0 352 +17 2635+ 129 1872+84 80,3+48 381+23 13,2+0,6 1912+101

CL4 13,6+0,9 18,2+1,0 78,8142 227 +12 2719+141 3004+156 67,2+3,6 652+41 152+0,9 2188+133

*Limites de deteccédo do método para os respectivos elementos.
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Cabe também ressaltar que as concentracdes observadas para esses
elementos (Cu, Mn e Sr) sdo também mais elevadas em chocolates ao leite, se
comparadas aos chocolates brancos. Este mesmo comportamento foi verificado para
outros elementos determinados nessas amostras, podendo ser citados Cd, Co, Cr e
Ni, sendo verificadas alteragbes na concentracdo em até 10 vezes, para alguns
elementos, quando comparados os dois tipos de chocolate.

As concentra¢cdes obtidas nesse estudo para Cd em chocolates ao leite sao
concordantes com relatos da literatura (JORHEM; SUNDSTROM, 1993; GULDAS;
DAGDELEN; BIRICIK, 2008; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015). Entretanto, como
para 0os demais elementos investigados nessas amostras, relatos divergentes
também s&o encontrados na literatura (DAHIYA et al., 2005; JALBANI et al., 2009;
REHMAN; HUSNAIN, 2012). O mesmo pode ser observado com relacdo aos
resultados obtidos para Ni em chocolates ao leite, os quais apesar de mostrar
semelhanca com alguns relatos da literatura (JORHEM; SUNDSTROM, 1993;
DAHIYA et al., 2005), foram inferiores ao relatado por outros autores (GULDAS;
DAGDELEN; BIRICIK, 2008; JALBANI et al., 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012). Por
sua vez, os resultados obtidos para Co e Cr nos chocolates ao leite, puderam ser
comparados com apenas um trabalho existente na literatura, mostrando-se inferiores
aos valores relatados (JORHEM; SUNDSTROM, 1993). E importante ressaltar que
nao existem relatos quanto a determinacéo de Cd, Co, Cr e Ni em chocolates do tipo
branco, sendo que os resultados obtidos para estes elementos ndo puderam ser

comparados com dados da literatura.

Por sua vez, as concentracdes de As, Mo e Pb ndo mostraram diferencas
significativas nos dois tipos de chocolate avaliados. Os resultados obtidos nessas
determinacdes em chocolates ao leite foram concordantes com relatos da literatura
para As (GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008) e Pb (RANKIN et al., 2005; VILLA;
PEREIRA; CADORE, 2015). No entanto, € importante destacar que alguns autores
relatam concentracdes de Pb em chocolates ao leite, bastante superiores as obtidas
neste estudo (DAHIYA et al, 2005; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008;
REHMAN; HUSNAIN, 2012). Por sua vez, nao foram encontrados na literatura
relatos de determinacdo de Mo em chocolates, impedindo a comparagédo dos

resultados. Da mesma forma, a auséncia de relatos de determinacfes destes
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elementos em chocolates brancos, impediu a comparacado dos resultados obtidos
para este tipo de chocolate.

E importante ressaltar que os valores para Cd, Cu, Mn e Ni, obtidos para
chocolates ao leite neste trabalho, sdo inferiores aos valores relatados pela U.S.
Food and Drug Administration (FDA) Total Diet Study (TDS) para este tipo de
chocolate (24, 3900, 4540 e 921 ng g*, respectivamente). Entretanto, para Pb, a
concentracdo obtida neste estudo é bastante semelhante ao valor reportado pela
FDA (Pb: 13 ng g*) (FDA, 2014). As concentracdes de As e Mo em chocolates ao
leite sdo relatadas pela FDA como inferiores aos limites de quantificagdo dos
métodos utilizados por este érgdo, enquanto que para as concentracdes dos demais
elementos investigados neste trabalho, ndo ha relatos por parte da FDA (FDA,
2014).

Com relacao aos elementos cujas concentragdes sao limitadas em chocolates
pela ANVISA (As, Cd e Pb), foram obtidos resultados inferiores ao limite maximo
recomendado (200 ng g para qualquer um destes trés analitos em chocolates com
teor de cacau inferior a 40%) (ANVISA — RDC 42, 2013). Desta forma, no que se
refere a concentragéo destes elementos, os produtos avaliados estdo de acordo com
a legislagéo.

De forma geral, pode-se dizer que as concentragcbes da maioria dos
elementos avaliados € menor no chocolate branco, se comparado ao chocolate ao
leite, sendo que no caso do Cd, no chocolate branco foram obtidas concentracbes
inferiores ao LOD do método para este elemento (0,98 ng g). Assim, pode-se
estimar que estes elementos presentes em concentragdes mais elevadas em
chocolates ao leite, tenham como fonte os ingredientes utilizados na fabricacéo
deste produto, principalmente o cacau, como relatado na literatura (JALBANI et al.,
2009; DAHIYA et al., 2005; REHMAN; HUSNAIN, 2012, BARTOS; MAJAK;
LESZCZYNSKA, 2014; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014). Entretanto, é importante
mencionar que variacbes na concentracdo de elementos toxicos em chocolates
podem também estar associadas ao processo de fabricacdo do chocolate assim

como as embalagens em que os produtos sdo estocados (JALBANI et al., 2009).

Assim, a partir destes resultados, foi investigada a presenca destes mesmos
elementos em chocolates contendo diferentes concentracbes de cacau, visando

relacionar as possiveis diferencas nas concentracdes obtidas com o aumento da
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concentracdo de cacau apresentada pelo produto. Os resultados obtidos nestas
determinac¢des encontram-se apresentados na Tabela 10.

Como pode ser observado, a partir dos resultados expressos na Tabela 10, foi
possivel a quantificacdo de todos os elementos investigados nos chocolates a base
de cacau, sendo que em sua maioria foi verificado um aumento de concentracéao de
acordo com a concentragdo de cacau informada. Esse aumento de concentragdo so
nao foi verificado para As, o qual foi determinado com valores na mesma faixa de
concentracdo observada para os chocolates brancos e ao leite; e Pb, para o qual,
apesar de apresentar concentracdes mais elevadas nos chocolates a base de cacau
se comparado aos chocolates ao leite, ndo foi observada uma relacdo direta da

concentracéo deste elemento com o teor de cacau informado no produto.

E importante destacar que as concentragdes de As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e
Pb, determinadas em chocolates a base de cacau apresentaram concordancia com
valores relatados da literatura para estes elementos em chocolates com esta
caracteristica (JORHEM; SUNDSTROM, 1993; DAHIYA et al., 2005; RANKIN et al.,
2005; JALBANI et al., 2009; IEGGLI et al., 2011 (a); REHMAN; HUSNAIN, 2012;
SCANCAR; ZULIANI; MILACIC, 2013; BARTOS; MAJAK; LESZCZYNSKA, 2014;
VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014; YANUS et al, 2014; VILLA; PEREIRA;
CADORE, 2015). Entretanto, para a maioria desses elementos (Cd, Co, Cr, Mn e
Pb), foram também encontrados na literatura relatos com concentracbes
discrepantes das determinadas neste trabalho (JORHEM; SUNDSTROM, 1993;
DAHIYA et al., 2005; JALBANI et al., 2009; REHMAN; HUSNAIN, 2012; YANUS et
al., 2014). Molibdénio foi determinado em concentragdes inferiores ao Unico relato
encontrado na literatura para a quantificacdo deste elemento em chocolates a base
de cacau (YANUS et al., 2014). Por sua vez, as concentracfes de estréncio néo
puderam ser comparadas com a literatura, devido a auséncia de trabalhos que

relatassem esta determinacao.
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Tabela 10 — Resultados das determinacfes elementares realizadas por ICP-MS em chocolates com diferentes concentracfes de

cacau decompostos por MW-UV (média + desvio padrao, n = 3).

Amostra Concentracao (ng g*)

(% cacau) As cd Co Cr cu Mn Mo Ni Pb Sr

A (28) 155+0,8 125+0,76 549+29 346+17 2691 +134 2838+128 47,721 949 + 47 450+2,4 2424 +145
B (40) 9,82+0,46 21,7+1;3 1306 465 + 19 5587 + 335 6114 £366 64,9+3,4 1583+71 551+25 3139+141
C (40) 9,60+£0,46 31915 2109 293 +£13 7517 +£338 7250 + 362 98,9+6,0 1812+105 51,4+3,1 3304 172
D (41) 6,14+024 30,1+1/4 198 £ 10 369+ 19 7251 + 377 7894 £394 725+35 1940+105 50,3+3,0 3304 %165
E (43) 459+0,24 388+19 226 +13 525+24 6329 £ 291 7142 +321 71,1+3,0 1883+93 51,2+29 3427 +202
F (50) 957+0,51 322x1,7 213+11 539+34 7037 £ 380 6979 +418 939+85 1816+94 62,9+3,0 2882+173
G (70) 8,60+0,48 454+19 273+12 445 + 24 8213 £492 9218 + 599 1035 2150 +133 55,3+25 4371+197
H (70) 229+1,0 448 +23 286 +11 1309+68 8479441 10458 £471 132+6 2448 £130 49,2+2,6 4412 +255
I (70) 20,2+1,0 48,6 +2.8 275+17 1138+52 7558 £453 9752 +507 94,0+6,1 2189+122 421+24 4457 +201
J (70) 10,6 £ 0,6 53,2+3,2 418+21 1222 +59 11545+531 13896 £ 667 114 +7 4427 +265 39,8+1,6 44241234
K (85) 8,97+047 53,0+£3;3 354 +16 952 +57 12098 +629 14062+801 97,7+4,8 3260+166 47,8+2,5 5765271
L (85) 6,62+0,38 54,1+24 486 £ 19 929 +48 13451 +659 15075+919 94,8+50 3196+153 46,9+2,2 5824 +361
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Com relacdo aos limites méaximos estabelecidos pela ANVISA para a
presenca de As (400 ng g*), Cd (300 ng g™) e Pb (400 ng g*) em chocolates com
mais de 40% de cacau em sua composi¢cdo, pode-se destacar que todos o0s
chocolates a base de cacau avaliados neste trabalho estdo de acordo com a
legislacdo (ANVISA — RDC 42, 2013). No entanto, para os demais elementos nao

sdo expressos pela legislacdo limites maximos de concentragéo.

Assim, a partir dos resultados referentes as concentracdes elementares em
chocolates apresentados nas Tabelas 9 e 10, pode-se estimar que pela ingestéo de
25 g de chocolate ao leite ou 15 g de chocolate a base de cacau, podem ser
atingidas as recomendacOes diarias de ingestdo para Cu e Mo. Por sua vez, a
ingestao diaria recomendada para Cr, Ni e Mn pode ser atingida pelo consumo de
3,5 kg de chocolate ao leite, ou 1 kg de chocolate a base de cacau. Além, destes
elementos, sdo também recomendados limites maximos de ingestdo semanal para
As, Cd e Pb, de acordo com a massa corporea do individuo. Dessa forma,
considerando-se uma pessoa com aproximadamente 70 kg, seria necessaria a
ingestdo de cerca de 70, 27 e 117 kg de chocolate ao leite por semana para que
fossem atingidos os limites maximos de ingestdo recomendados para As, Cd e Pb,
respectivamente. No que se refere a ingestdo de chocolates a base de cacau, as
recomendacdes de ingestdo maxima para As, Cd e Pb podem ser atingidas pelo
consumo semanal respectivo de 46, 9 e 32 kg do produto (WHO,1996; IOM, 2003).

Posteriormente, considerando a relagdo observada entre as elevadas
concentracbes da maioria dos elementos com o teor de cacau informado nos
produtos analisados, foi também investigada a presenca destes elementos em
amostras de cacau em po. Essas amostras foram submetidas ao mesmo método
otimizado para as amostras de chocolate, sendo que os resultados obtidos para as
determinacdes por ICP-MS encontram-se expressos na Tabela 11. Cabe ressaltar,
gue mesmo sendo observadas elevadas concentractes dos elementos investigados
nas amostras de cacau avaliadas, o que permite estimar que o cacau pode ser uma
importante fonte desses elementos para o chocolate, ndo é possivel correlacionar 0os
resultados obtidos para as amostras de cacau com as amostras de chocolate, tendo
em vista que ndo se tem conhecimento sobre a origem do cacau utilizado para a

producédo dos chocolates analisados.
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Tabela 11 — Concentracdes elementares determinadas por ICP-MS em amostras de

cacau em p6 decompostas por MW-UV (média + desvio padréo, n = 3).

Elemento Concentracéo (ng g™)

Cacau 1 Cacau 2 Cacau 3 Cacau 4
As 49,1+25 50,2+£2,2 775132 102+ 6
Cd 376 +23 174 +9 123 +6 192 +7
Co 995 +45 118 £ 6 903 +44 1298 £ 70
Cr 36300 £ 2105 18494 +1202 34078 +1908 51774 +£3106
Cu 31971 +£2014 35901 +2082 24834 +1192 44829 £ 2510
Mn 31952 £1502 73199 +2928 28764 +1898 53877 +2748
Mo 451 + 23 329 +15 391+21 703 +41
Ni 14589 £+ 613 12605 +668 11082 +665 23839 + 1454
Pb 314 £20 387 +£21 703 £ 28 1125 + 46
Sr 20135 +1188 24865+ 1492 13279+664 26129 +1019

E importante também enfatizar que para as determinacdes elementares em
cacau por ICP-MS foi observada a ocorréncia de interferéncias na etapa de
determinacdo. Estas interferéncias, ndo identificadas, foram sanadas através da
calibracdo por adicdo de analito, utilizando a propria amostra, como descrito no
capitulo 3 (Materiais e Métodos).

Assim como foi observado para as amostras de chocolate, os elementos
presentes em maiores concentragdes nas amostras de cacau foram Cr, Cu, Mn, Ni e
Sr, confirmando que esta pode ser uma importante fonte destes elementos para o
chocolate. E importante ressaltar que as concentracées obtidas para As, Cd, Co, Mn
e Ni, foram concordantes com relatos da literatura para a determinacdo destes
elementos em cacau em p6é (GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008;
SCANCAR; ZULIANI; MILACIC, 2013; YANUS et al., 2014). Entretanto, para Cr, Mo
e Pb, foram obtidas concentracdes superiores as relatadas na literatura (RANKIN et
al., 2005; GULDAS, 2008; GULDAS; DAGDELEN; BIRICIK, 2008; YANUS et al.,
2014). Cobre e Sr ndo puderam ter suas concentragdes comparadas com relatos da
literatura para amostras de cacau, devido a auséncia de trabalhos que expressem

estas determinacoes.
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Cabe ainda enfatizar que além das determinacdes elementares em
chocolates e seus ingredientes, principalmente cacau, os trabalhos da literatura tém
abrangido também as amostras de chocolate em pé e achocolatados utilizados para
o preparo de bebidas (ONIANWA et al., 1999; PEDRO; OLIVEIRA; CADORE, 2006;
SILVA et al.,, 2006; PEIXOTO; OLIVEIRA; CADORE, 2012; SCANCAR; ZULIANI;
MILACIC, 2013). Nesses produtos, compostos basicamente de cacau, agucar, soja,
lecitina, sabor e vitaminas, sendo muitas vezes acrescidos de soro de leite ou leite
em poé (PEDRO; OLIVEIRA; CADORE, 2006), os autores indicam a presenca de
elevadas concentragbes de Cu e Mn, em comparagcdo as demais concentracdes
elementares avaliadas, sendo semelhante ao observado neste trabalho para

amostras de chocolate e cacau.

4.2.6 Brancos analiticos e limites de deteccao

O meétodo otimizado permitiu a decomposicdo de chocolates de diversos tipos
para a posterior determinacdo de varios elementos, utilizando apenas acido diluido
como solucdo digestora. Os resultados obtidos apresentaram RSDs sempre
inferiores a 7%, e LODs apresentados na Tabela 12.

Estes LODs permitiram a determinagdo dos analitos em quase todas as
amostras avaliadas, com excec¢ao dos casos verificados para a determinacdo de Cd
e Pb em chocolates brancos, os quais apresentaram concentracdes para estes
elementos inferiores ao LOD. Além disso, os valores de branco para todos os
analitos (Tabela 12) obtidos pelo uso de acido diluido na etapa de preparo da
amostra foram sempre inferiores aos obtidos pelo uso de acido concentrado (cerca
de 4 vezes inferior). Ainda, cabe enfatizar que LODs mais elevados para alguns
elementos foram ocasionados pela obtencdo de concentracbes um pouco mais

elevadas nos brancos analiticos.
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Tabela 12 — Limites de deteccdo e concentracdes elementares nos brancos
analiticos obtidos com a utilizagdo do método de decomposicdo por
MW-UV com HNOs 4 mol I'* e determinacao por ICP-MS (n = 3).

Elemento LOD (ng g} Concentracdo média dos brancos

analiticos (u 1)

As 0,873 0,008
Cd 0,981 0,010
Co 1,01 0,015
Cr 15,7 0,178
Cu 49,4 0,781
Mn 15,8 0,243
Mo 1,58 0,022
Ni 29,7 0,467
Pb 7,85 0,078
Sr 14,9 0,278

Quanto aos LODs para as determinacbes em cacau, realizadas mediante
calibracdo com curva de adicdo de analito, estes foram considerados como iguais
aos obtidos para as determinacbes em chocolates. Esta medida foi tomada
considerando que, como o branco analitico nestes casos ndo sofre interferéncia da
matriz, ndo necessita ter as concentragbes determinadas por meio de curva de

adicao de analito.

4.2.7 Consideracdes Finais

Utilizando o método otimizado nesse estudo, foi possivel pela primeira vez, a
decomposicéo eficiente de amostras de chocolate, utilizando apenas acido diluido e
sem a adi¢do de outros agentes oxidantes. E importante destacar que ndo houve a
necessidade de introducdo de etapas adicionais previamente as determinacfes por
ICP-MS, como dilui¢cdes ou filtragbes, como citado em outros trabalhos da literatura
(YANUS et al., 2014; VILLA; PEREIRA; CADORE, 2015). Assim, a andlise direta dos
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digeridos foi possivel tendo em vista que uso de &cidos diluidos evitou a ocorréncia
de interferéncias por &cidos concentrados na etapa de determinacdo, e a boa
eficiéncia de decomposicdo observada permitiu a obtencédo de digeridos com baixos

RCCs e sem a presenca de material particulado em solucéo.

Dessa forma, foram determinadas as concentracdes de diversos elementos
presentes em chocolates dos tipos branco, ao leite e a base de cacau, por ICP-MS
apo6s decomposi¢do por MW-UV utilizando somente 10 ml de HNO3 4 mol I, como
solucdo digestora para a decomposicdo eficiente de até 0,6 g de amostra. Foi
possivel também verificar que a concentragdo da maioria dos elementos
investigados apresenta relacdo com a quantidade de cacau no produto, 0o que
motivou a realizacdo de analises em amostras de cacau em po, confirmando que
esta pode ser uma das principais fontes de contaminacao elementar dos chocolates.
Assim, o método otimizado para as determinacdes elementares em chocolate tem
potencial para aplicabilidade em industrias, dadas as vantagens que apresenta em

relacdo aos métodos comumente utilizados com esta finalidade.



5 CONCLUSOES

De forma geral, os resultados obtidos neste trabalho comprovam a
possibilidade de decomposicdo de amostras de margarina e chocolate, as quais
contém elevado percentual de gordura em sua composi¢do, utilizando apenas
acidos diluidos. Este foi um dos objetivos do trabalho, considerando que essas séo
matrizes de dificil de decomposi¢éo e, também, porque o uso de acidos diluidos na
etapa de preparo de amostras tem sido encorajado atualmente, buscando condi¢des
de decomposicdo menos drasticas, com maior seguranca, menor geracao de

residuos, menores custos, menores valores de branco e reduzidos LODs.

Ainda, os resultados obtidos nesse trabalho permitiram o conhecimento da
possibilidade da decomposicdo de amostras de margarina e chocolate utilizando
meétodos ainda ndo mencionados na literatura para este tipo de amostra. Esses
meétodos geraram digeridos compativeis com a determinacdo elementar direta por
ICP-MS, sem necessidade de etapas de diluicAo ou filtracdo previamente as

analises.

As amostras de margarina puderam ser decompostas eficientemente por trés
métodos assistidos por radiacdo micro-ondas, sendo que em todos foi possivel a
utiizacdo de apenas acidos diluidos como solugdo digestora. No método de
decomposicdo por MW-AD, foi realizada a decomposicao eficiente de 0,5 g de
margarina utilizando HNO; na concentracdo de 6 mol I*, enquanto que no
procedimento por MW-UV, esta mesma massa de amostra p6de ser decomposta
utilizando HNO3 na concentracdo de 4 mol I'*. A possibilidade de uso de solucédo
mais diluida por MW-UV, sem perda de eficiéncia de decomposicdo pode ser
atribuida ao sinergismo entre as radiacbes micro-ondas e ultravioleta, contribuindo

assim para uma maior eficiéncia na decomposi¢do da matéria organica.

Por sua vez, utilizando SRC, foi possivel a decomposicéo eficiente de até 0,8
g de margarina, mediante o uso de HNO3; com concentracdo igual a 8 mol I'*. Apesar
desta ser uma concentracdo acida mais elevada, se comparada a utilizada nos
demais métodos avaliados, este método pode ser uma importante alternativa
quando se objetiva a determinacdo de elementos em baixas concentragoes,
considerando os menores LODs obtidos com sua utilizagdo, decorrentes da maior
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massa decomposta no sistema. Entretanto, devido a necessidade de uso de acido
mais concentrado, o qual promove um aumento da concentragcdo elementar nos
brancos, esta diminuicdo do valor dos LODs acaba ndo sendo muito pronunciada.
No caso da decomposicdo das amostras de margarina, por exemplo, esta diferenca
entre os LODs dos métodos avaliados nao foi significante o suficiente para motivar a
escolha do método SRC como o mais satisfatorio.

Assim, o método de decomposicdo por MW-UV foi selecionado para a
decomposicdo de margarina neste trabalho, devido a possibilidade da decomposicéo
eficiente (reduzidos RCCs) de 0,5 g de amostra utilizando apenas HNOs; na
concentracdo de 4 mol I*, como solucdo digestora. Nesta condicdo foram
decompostas por MW-UV marcas variadas de margarina, dos tipos com e sem sal,
sendo que as determinagfes elementares puderam ser realizadas de forma direta

por ICP-MS, sem a ocorréncia de interferéncias.

Considerando os resultados satisfatorios obtidos pela aplicacdo deste método
para a decomposicdo de margarinas e posterior determinacdo elementar nas
amostras por ICP-MS, o método foi também otimizado para a aplicacdo em amostras
de chocolate em barra. Assim, massas de até 0,6 g de chocolates dos tipos branco,
ao leite e a base de cacau foram eficientemente decompostos (reduzidos RCCs) por
MW-UV utilizando apenas HNO3; com concentracéo igual a 4 mol I* como solucéo

digestora.

Com os resultados obtidos para os diferentes tipos de chocolate, foi possivel
perceber uma possivel relacdo entre a concentragcdo de alguns elementos
determinados e o teor de cacau nestes produtos. Dessa forma, amostras de cacau
em po6 foram também avaliadas utilizando o método proposto, como forma de
comprovar os relatos de que este ingrediente do chocolate pode ser uma das

principais fontes de contaminac¢éo do produto final.

Assim, cabe ressaltar que o método de decomposicdo por MW-UV,
selecionado neste trabalho para aplicacdo em amostras de margarina e chocolate, €
bastante seguro, e proporciona elevada frequéncia analitica, podendo ser realizadas
até 8 decomposicbes simultaneamente. Além disso, o procedimento permitiu a
obtengéo de resultados satisfatorios a partir do uso de solu¢des acidas diluidas e
sem a necessidade de reagentes auxiliares de decomposi¢do, 0 que vai ao encontro
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dos requisitos preconizados pela Quimica Verde, visto que € utilizada uma reduzida
quantidade de reagentes, com consequente menor geracao de residuos.

Os resultados obtidos para os elementos regulamentados pela legislacao
vigente em margarinas e chocolates foram concordantes com as concentracdes
maximas permitidas. Entretanto, € importante ressaltar que ndo existem
recomendacdes legais quanto a presenca de muitos elementos sabidamente toxicos
a saude, que sao encontrados nesses produtos. Além disso, mesmo para 0sS
elementos controlados pela legislacdo, ha de se considerar que muitas vezes as
recomendacdes sdo baseadas em dados ultrapassados, ou ndo estao relacionadas
ao consumo atual dos produtos. Como exemplo, pode ser mencionado a presenca
de Ni, observada em margarinas e chocolates, a qual apesar de ser regulamentada
em margarina, por uma legislacdo de 1965, e que néo reflete a realidade dos
produtos atuais, sequer é mencionada na legislacdo vigente para chocolates.
Considerando que este elemento € um conhecido alérgeno, e que as dermatites
relacionadas ao seu contato ou ingestdo acometem grande parte da populacao,
seria adequado que fossem feitas atualizacbes das legislacbes a respeito deste

elemento nos alimentos em geral.

Finalmente, € importante destacar que o uso de MW-UV e ICP-MS permitiu a
determinacdo de varios elementos em margarinas com e sem sal, chocolates de
diversos tipos, e cacau em po, evidenciando que este € um procedimento adequado
para a introdugdo em anadlises de rotina. Ainda, a possibilidade de utilizar somente
acidos diluidos como reagentes digestores, faz deste método uma importante

alternativa aos procedimentos usualmente aplicados a estas amostras.
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