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RESUMO

A farinha de trigo é um produto muito importante consumida em muitas partes do
mundo. A determinagdo de seus constituintes é de interesse tanto nutricional como
toxicolégico. No intuito de rastrear nutrientes e contaminantes presentes na
composicdo mineral da farinha de trigo consumida em cidades brasileiras foi
desenvolvido um estudo de investigacdo de forma a ampliar dados sobre tal género
alimenticio. Foram desenvolvidos quatro trabalhos para determinagdo de metais em
farinha de trigo usando técnicas espectrométricas atbmicas. O primeiro trabalho
consistiu na determinacdo de manganés em amostras coletadas na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil - utilizando amostragem suspensdo e detec¢do por
espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS). A concentracdo de
manganés nas amostras variou entre 52 + 0,7 a 7,6 + 0,5 pug g*. Os limites de
deteccdo e de quantificagdo foram 0,13 e 0,44 pg g™, respectivamente. A precisdo
foi expressa através do desvio padrdo relativo (%RSD) foi de 3,5 % (n=10). A
exatiddo foi confirmada através de analise de trés materiais de referéncia
certificados de farinha de arroz. O uso da calibracdo com padrdes aquosos facilitou
um procedimento simples e rapido para determinacdo de manganés em farinha de
trigo. No segundo trabalho, foram comparados dois métodos analiticos para
determinacdo de cddmio empregando a espectrometria de absorcdo atdmica com
atomizacao eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS) sem a digestdo da amostra
de farinha de trigo através da amostragem direta de sélidos (SS) e a amostragem
em suspensao com multiplas injecdes (SIS) como introducédo. Apés a otimizacao das
condi¢cdes usando a mistura paladio e magnésio como modificador quimico, a
temperatura de pirdlise usada foi de 800 °C, e 1600 °C como temperatura de
atomizacdo, sem observacdo de sinal fundo de absorcdo. A calibragcdo versus
padrées aquosos foi utilizado para ambos o0s métodos otimizados. Foram
estabelecidas as figuras de mérito: massa caracteristica 0,6 e 1,0 pg, limite de
deteccdo (30, n = 10) 0,2 e 0,7 ng g}, limite de quantificacdo (100, n = 10) 0,7 e 2,3
ng g e preciséo expressa como desvio padréo relativo (n=5) de 6 — 16% e 9 — 23%
para SS e SIS, respectivamente. As analises de materiais de referéncia certificados
de farinha de trigo, folhas de magcas, farelho de milho e p&o confirmaram a exatidao
dos métodos. Seis amostras de farinha de trigo foram analisadas para determinacgéo
de cadmio coletadas em cidades brasileiras, sendo encontrado a concentracao
desse elemento variando entre 8,9 + 0,5 e 13 + 2 ug kg™ nas amostras. Aplicou-se
teste t-Student aos resultados obtidos pelo os dois métodos propostos, estando os
dados concordantes para nivel de 95% de confianga. O método SS foi escolhido
como método de rotina, devido a sua simplicidade, a velocidade de analise e os
melhores valores de figura de mérito. O terceiro trabalho, a composicdo mineral da
farinha de trigo consumida no Brasil foi avaliada. Na etapa de amostragem foram
coletadas 54 amostras em 15 cidades, incluindo as principais cidades brasileiras
como: Sao Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre, Recife e outras. Os
elementos determinados foram: calcio, cobre, magnésio, manganés, ferro, fésforo,
potassio e zinco. A técnica analitica empregada foi a espectrometria de emissao
optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). A validacdo do método
(incluindo digestéo e determinagé&o) foi confirmada usando um material de referéncia
certificado de farinha de trigo fornecido pelo NIST. Considerando as 54 amostras
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analisadas, os resultados demonstraram que 0s macronutrientes: calcio, magnésio,
potassio e fésforo encontram-se em média de 0,27; 0,35; 1,71 e 1,92 mg g™, com
variacdo da concentracao de 0,11 — 1,96; 0,19 — 0,51; 0,76 — 3,16 e 0,81 — 7,15 mg
g’ respectivamente. Os micronutrientes: cobre, ferro, manganés e zinco
encontram-se em média de 1,84; 37,82; 8,25 e 9,41 pg g*, com a variacdo de
concentracédo de 1,00 — 2,80; 10,46 — 146,58; 3,89 — 14,74 e 5,07 — 13,93 ug g'l,
respectivamente. Os resultados foram avaliados também usando as técnicas de
analise multivariadas: analise de componente principal (PCA) e analise de
agrupamento hierarquico (HCA). Por fim, o quarto trabalho foi desenvolvido para
determinacao de Ba, Cr, Rb, Sr, V, Se e Mo empregando a espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) em 25 amostras de farinha de trigo
coletadas em cidades brasileiras. Foi utilizado o procedimento de digestdo assistida
por microondas em sistema fechado. A validagdo do método foi confirmada através
da adicdo e recuperacdo para todos analitos e analise de material de referéncia
certificado de farinha de trigo NIST 1567a para Se, Mo e Rb. Os valores foram
satisfatorios com uso de germano como padrao interno. Apreciando as 25 amostras
analisadas, os resultados demonstraram que concentracdo variou entre 1,71 — 10,83
ug g™ para Ba; 0,060 — 0,307 ug g para Cr; 0,77 — 4,23 pg g™ para Rb; 0,61 — 5,72
ug g™ para Sr; 0,023 — 0,108 pug g* para V; 0,058 — 0,952 pg g™ para Se e 0,115 —
0,684 ug g* para Mo. Os resultados foram avaliados também usando as técnicas de
andlise multivariadas: PCA e HCA.

Palavras-chaves: farinha de trigo, composi¢cao mineral, amostragem em suspensao,
analise direta de solidos, FAAS, GF AAS, SS-GF AAS , ICP OES, ICP-MS, PCA e
HCA.
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ABSTRACT

The wheat flour is a very important product consumed in many parts of the world.
The determination of its constituents is of interest both nutritional and toxicological. In
order to trace nutrients and contaminants present in the mineral composition of wheat
flour consumed in Brazilian cities was conducted a research study in order to expand
data on such foodstuff. There have been four works for determination of metals in
wheat flour using atomic spectrometric techniques. The first work was the
determination of manganese in samples collected in the city of Salvador, Bahia,
Brazil - using slurry and detection by flame atomic absorption spectrometry (FAAS).
The concentration of manganese in the samples ranged between 5.2 + 0.7 a 7.6 +
0.5 pg g*. The limits of detection and quantification were 0.13 and 0.44 ug g™,
respectively. The precision was expressed by the relative standard deviation (RSD%)
was 3.5% (n=10). The accuracy was confirmed through analysis of three rice flour
certified reference materials. The use of calibration standards agaisnt aqueous
facilitated a simple and rapid procedure for determination manganese in wheat flour
samples. In the second work, were compared two methods to cadmium
determination employing graphite furnance atomic absorption spectrometry (GF AAS)
without the digestion of the wheat flour sample, through direct solid sampling (SS)
and slurry with multiple injections(SIS) as form of introduction. After the optimization
of conditions using a mixture of palladium and magnesium as chemical modjifier, the
temperature pyrolysis used was 800 ° C and 1600 ° C as temperature, atomization,
without remark the of background. The calibration against agqueous standards was
used for both methods optimized. The parameter of merit were established:
characteristic mass of 0.6 and 1.0 pg Cd, detection limit (30, n = 10) of 0.2 and 0.7
ng g*, limit of quantification (30, n = 10) of 0.7 and 2.3 ng g™ and precision
expressed as standard deviation relative (n = 5) between 6-16% and 9-23% for SS
and SIS, respectively. The analysis of certified reference materials of wheat flour,
apples leaves, corn brad and brown bread confirmed the accuracy of the methods.
Six samples of wheat flour were collected in Brazilian cities and analyzed for
determination of cadmium. The cadmium concentration found range between 8.9 +
0.5 and 13 + 2 pg kg™ in the samples. It was applied the Student's t-test results
obtained for two methods proposed, and the data agreement on a 95% confidence
level. The SS method was chosen as routine method, because of its simplicity, speed
of analysis and the best values of parameter of merit. The third work, the mineral
composition of wheat flour consumed in Brazil was evaluated. In the sampling step
54 samples were collected in 15 cities, including principal Brazilian cities such as:
Séao Paulo, Rio de Janeiro, Salvador, Porto Alegre, Recife and others. The elements
determinate were: calcium, copper, magnesium, manganese, iron, phosphorus,
potassium and zinc. The samples were digested using nitric acid and hydrogen
peroxide in open system. The analytical technigue employed was Inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry (ICP OES). The method validation
(including digestion and determination) was performed using a certified reference
material of wheat flour furnished by National Institute of Standards & Technology
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(NIST). Considering the 54 samples analyzed, the results demonstrated that the
macronutrients: calcium, magnesium, potassium and phosphor have average content
of 0.27, 0.35, 1.71 and 1.92 mg g, for concentration ranges of 0.11-1,96, 0.19-0.51,
0.76-3.16 and 0.81-7.15 mg g™, respectively. The micronutrients: copper, iron,
manganese and zinc have average content of 1.84, 37.8, 8.2 and 9.4 g g*, for
concentration ranges of 1.00-2.80, 10.5-146.6, 3.9-14.7 and 5.1-13.9 ug g%,
respectively. The results were also evaluated using the multivariate analysis
techniques: principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis
(HCA). Finally, the fourth work was conducted to determination of Ba, Cr, Rb, Sr, V,
Mo and employing inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) in 25
samples of wheat flour collected in Brazilian cities. The procedure assisted by
microwave digestion in closed system was used. The accuracy of the method was
confirmed by the addition and recovery for all analytes and analysis of certified
reference material of wheat flour NIST 1567 for Se, Mo and Rb. The parameter of
merit were satisfactory with used isotope of german ("*Ge) as internal standard. The
25 wheat flour samples were analyzed, the results showed concentration ranged
between 1.71 - 10.83 ug g for Ba, 0060 - 0307 pg g for Cr, 0.77 - 4.23 uyg g to Rb;
0.61 - 5.72 pg g™ for Sr; 0.023 — 0.108 pg g™ to V; 0.058 — 0.952 ug g™ for Se and
0.115 - 0.684 ug g* for Mo. The results were also evaluated using the techniques of
multivariate analysis: PCA and HCA.

Keywords: wheat flour, mineral composition, slurry, direct solid sampling, FAAS, GF
AAS, SS-GF AAS, ICP OES, ICP-MS, PCA and HCA.
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INTRODUCAO

Grande parte da populagcdo mundial consome farinhas de cereais, que
ocupam espaco consideravel na sua alimentacao, sob diversas formas. Com isso, a
farinha de trigo, uma das mais populares farinhas dessa origem, é largamente
consumida diariamente em pées, bolos, biscoitos, molhos, e em massas em geral.
Dada a importancia desse alimento no cotidiano das pessoas, a determinacdo de
seus elementos quimicos é conseqlentemente necessaria, tanto do ponto de vista
nutricional, quanto toxicolégico.

O solo é o principal veiculo de entrada dos diferentes elementos essenciais
para desenvolvimento das plantas. Tais elementos muitas vezes estao presentes na
composicdo dos seus frutos, independente da sua essencialidade e toxicidade. Além
disso, processos de producao, transporte e estocagem, tendem a aumentar 0s riscos
de contaminacdo dos diversos géneros alimenticios. Seja a composi¢cao dos frutos
por processos naturais, seja a sua composicdo apds processos de producao,
transporte e estocagem, é oportuno para a determinacdo dos constituintes dos
alimentos um processo de andlise quimica com preciséo e exatidao desejadas, que
leve em conta fatores diversos, a exemplo da técnica, do tempo empregado da
analise, dos riscos de contaminacao.

A determinacdo dos constituintes de amostras soélidas de alimentos,
convencionalmente requer técnicas de mineralizacédo destas matrizes. Essa etapa de
pré-tratamento da amostra demanda o uso de reagentes de alto grau de pureza, de
alto custo, além de um grande tempo de exposicao do analista.

Atualmente, técnicas que minimizem e/ou eliminem essa etapa de pré-
tratamento sdo almejadas. A analise direta de solido com deteccdo empregando as
espectrometrias de emissédo atomica (AES) [114, 171, 168], de massa (MS) [114,
129, 132] e/ou de absorcéo atébmica (AAS) [48, 69, 114] vém sendo implementadas,

considerando as Obvias vantagens obtidas.

Rennan Geovanny Oliveira Araujo -29 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

Particularmente, a andlise direta de sélido é atrativa segundo a descricdo
sumaria de suas vantagens, uma vez que: (i) reduz o tempo do pré-tratamento e da
analise da amostra; (ii) minimiza riscos de contaminacdo; (iii) usa um sistema
convencional ou adaptado a introducdo da amostra na célula de atomizacao; (iv)
utiliza a calibracdo com padrbes aquosos; e (v) fornece exatiddo e precisdo
aceitdveis [48]. Entretanto, deve-se ressaltar que, durante a sua aplicacdo, a
distribuicdo ndo homegénea do analito de interesse na amostra sélida ou suspensao
e a forma ao qual a espécie quimica se apresenta sao questdes que devem ser
observadas.

As técnicas espectroanaliticas usando amostragem em suspensao, com
deteccdo que precisam de introducdo da amostra na célula de atomizacao utilizando
sistemas de nebulizacdo, apresentam dificuldade adicional, considerando que o
tamanho das particulas é fator critico para tais aplicacdes.

Entre essas técnicas espectroanaliticas, AAS é largamente utilizada na
determinacdo de elementos nas diversas matrizes. Trata-se de uma técnica
relativamente de baixo custo, robusta e bastante disponivel em laboratérios de rotina
[124]. Por outro lado, o emprego das espectrometrias de emissao Optica (OES) e de
massa (MS), ambas com plasma indutivamente acoplado (ICP), apresentam grande
importancia devido a sua capacidade de analise multielementar em diferentes tipos
de matrizes, com baixos limites de deteccao, exatidao e precisdo desejaveis.

Devido a grande quantidade de dados gerados por uma analise utilizando
os sofisticados instrumentos, a técnica exploratéria de dados vem sendo muito
aplicada a quimica de composicdo de combustiveis, bebidas e alimentos nos ultimos
anos. A autenticidade dos produtos é o assunto mais importante de nivel econémico
e social que envolve os setores de producdo e consumo. Ela garante as
caracteristicas e a qualidade originais do produto, ajudando a prevenir possivel
adulteracdo do mesmo para a comercializacdo. Bebidas (vinho, méis, uisque, etc)
sdo alvos mais visados nesse tipo de ato fraudulento. Assim, essa técnica € uma
ferramenta usada para avaliar tendéncias e agrupamentos das amostras, para

futuros estudos de calibragcdes multivariadas.
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Uma aplicacdo crescente na analise de exploracdo de dados esta ligada a
classificacdo da origem e de fatores que influenciam na composicdo quimica das
amostras. A analise de componentes principais (principal component analysis - PCA)
e a andlise de agrupamento hierarquico (cluster analysis hierarchical - HCA) séo
procedimentos de facil aplicacdo, uma vez que a visualizagdo dos dados
multidimensionais poder ser projetada em até duas dimensdes.

Levando em consideracdo os elementos quimicos, tanto do ponto de vista
alimentar como toxicolégico, presentes nas amostras de farinha de trigo e
contextualizando-os no cenario atual, no qual observa-se uma busca por dietas
balanceadas, ricas em proteinas, carboidratos e outros elementos cientificamente
recomendados como essenciais ao bom funcionamento de nossas funcdes
bioldgicas, fato evidenciado pela crescente procura por tabelas de composicédo dos
alimentos, deparamo-nos com uma questdo delicada, referente a lisura dos dados
apresentados em tais tabelas, cuja confiabilidade é afetada pela falta de descricédo
de procedimentos analiticos ou pelo emprego de técnicas analiticas inadequadas a
determinacao dos nutrientes nos alimentos.

Outro fator que levanta davidas sobre a precisdo das informacgfes nelas
contidas é a utilizacdo de dados provenientes de tabelas estrangeiras, que nem
sempre refletem a realidade dos alimentos nacionais, uma vez que o tipo de solo, a
pratica de fertilizacdo, o clima e outras condi¢cdes do processo de producéo diferem
de pais para pais, modificando consequentemente a composicao final do alimento.
No Brasil, existe um projeto denominado BRASILFOODS (Rede Brasileira de
Sistemas de Dados de Alimentos), coordenado pelo Departamento de Alimentos e
Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Séo Paulo (USP), que centraliza informacdes brasileiras sobre composi¢cédo de
alimentos, com o apoio da Organizacdo das NacOes Unidas para Agricultura e
Alimentagdo (FAO) e da Rede Internacional de Sistemas de Dados de Alimentos
(INFOODS). E paralelamente, em parceria com a Rede Latino-americana de
Sistemas de Dados de Alimentos (LATINFOODS), o projeto brasileiro participa da

ampliacdo da Tabela de Composicao de Alimentos da América Latina.
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A situagdo descrita, portanto, ratifica a importancia das metodologias a se
empregar nesse tipo de analise para contribuicdo com informacdes confiaveis para a
composicao dos dados da referida tabela. Por isso, o presente trabalho versa sobre
a analise da farinha de trigo brasileira, priorizando a determinacdo de elementos
quimicos da sua composicdo, observando possiveis variagbes, em diferentes
amostras coletadas em cidades brasileiras.

Este estudo € composto por quatro partes com um total de 9 capitulos. A
primeira, referente aos dois primeiros capitulos, traca o perfil historico de origem,
expansao e distribuicdo atual do trigo e sua utilizagdo no Brasil e no mundo - o0 que
serve para confirmar a sua importancia na nutricdo da populacdo -, e depreende
uma analise descritiva dos elementos essenciais da dieta humana, levando em
consideracao a sua funcéo e principais fontes.

A segunda parte, composta de trés capitulos, compreende a revisao
bibliografica e discussdo dos métodos para andlise direta de sélido a fim de
determinar elementos quimicos presentes nas amostras de farinha de trigo,
propondo, assim, a otimizacdo de método alternativos para a determinacdo de
manganés e cadmio em amostras de farinha trigo coletadas em supermercados das
cidades de Salvador (BA), Brasilia (DF), Belém (PA), Porto Alegre (RS) e Sao Paulo
(SP), utilizando analise direta de sdlidos e deteccao AAS.

A terceira parte, reportada aos trés capitulos, empreende a analise
exploratéria de dados (PCA e HCA) da composicdo mineral das amostras de farinha
de trigo coletadas em supermercados das cidades brasileiras para observar
tendéncias ou agrupamentos das mesmas. Foram determinados 8 elementos (Ca, K,
Mg, P, Cu, Fe, Mn e Zn) por ICP OES em 54 amostras e outros 7 elementos (Ba, Cr,
Rb, Sr, V, Se e Mo) empregando ICP-MS em 25 amostras. As amostras foram
coletadas em cidades como Salvador (BA), Feira de Santana (BA), Jequié (BA),
Belém (PA), Macapa (AM), Fortaleza (CE), Recife (PE), Aracaju (SE), Rio de Janeiro
(RJ), Niteroi, (RJ), Sdo Paulo (SP), Pocos de Caldas (MG), Brasilia (DF), Porto
Alegre (RS), Natal (RN), e Florianépolis (SC), além de uma amostra a granel da
cidade de Séo Bento (PB).
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Finalmente a quarta parte, o0 nono capitulo desse trabalho, disponibiliza uma
sintese das concentragcbes obtidas para cada elemento determinado na forma de
tabela e graficos relacionando a média, mediana e desvio padrdo, além da
apresentacao de 16 histogramas relacionados ao modelo gaussianico de distribuicdo

das amostras em torno da media das suas respectivas concentragoes.
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CAPITULO 1

O trigo

1.1. O trigo e sua importancia

O trigo € um cereal rico em carboidratos e minerais, da familia das gramineas,
do género Triticum - que inclui o arroz e 0 milho — e soma ao todo 24 espécies.
Deste total, a Triticum aestivum e Triticum durum s&o as espécies mais cultivadas de
trigo. O gréo desse cereal mede de 3 a 6 mm de comprimento e divide-se em trés
principais partes: o germe, o pericarpo e o endosperma [1,2,3].

O produto industrializado mais consumido pelo ser humano derivado dos graos
de trigo é a farinha. Ndo ha grdo, no mundo, mais importante para a alimentacao
humana do que o trigo. Nenhum cereal pode substituir integralmente a farinha de
trigo na producédo de péaes, biscoitos e massas em geral.

A fabricacdo da farinha de trigo esta ligada a moagem dos endospermas que
constituem os grdos do trigo. Os teores elevados de vitaminas, sais minerais,
proteinas e gorduras estdo presentes no embrido e na casca do trigo, que sao
separados na etapa de moagem, dando o aspecto de brancura a farinha de trigo
consumida. Devido a presenca das cascas e aos embrides contidos na sua
composicao, a farinha de trigo integral € mais escura e de um valor nutricional maior.
Entretanto, esse produto é de dificil conservagcdo por ter um conteddo enzimatico

que facilita o seu apodrecimento [1].

1.1.1. A histéria do trigo

A historia desse alimento esta intimamente ligada ao desenvolvimento e
progresso da humanidade. Na Suica e no sul da Franca, escavacgdes arqueoldgicas
descobriram graos de trigo fossilizados junto a ossos humanos. Esses achados e
muitos outros provam que, ja em tempos pré-historicos, o trigo era alimento basico

do homem [1].
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A necessidade do plantio dos vegetais a medida que os encontrava, fez
com que o homem, que deixara de ser nOmade, passasse a cultivar cereais em
algumas regides do mundo para a sua alimentacao. Acredita-se que as civilizacdes e
o cultivo de graos surgiram guase ao mesmo tempo, e talvez um em decorréncia do
outro [1, 3].

Alguns cientistas acreditam que o trigo foi cultivado pela primeira vez entre
os rios Tigre e Eufrates, na antiga Mesopotamia (atual Iraque) . Em 1948, o cientista
norte-americano Robert Braindwood descobriu sementes de trigo no Iraque, as quais
datam de aproximadamente 6700 a.C. Os dois tipos de trigo encontrados por
Braindwood sdo muito semelhantes, em diversos aspectos, ao trigo cultivado
atualmente [1,2,4].

A Biblia faz frequentes referéncias a producdo do trigo, seu uso,
armazenamento e doencas. Ela relata também, que o trigo foi um importante
alimento na Palestina e no Egito. O filosofo grego Teofrasto, que viveu por volta de
300 a.C., escreveu sobre diversos tipos de trigo que cresciam em toda a bacia do
Mediterraneo. Na China, o trigo era plantado muito tempo antes do nascimento de
Cristo [1, 3].

O trigo chegou a América na época dos descobrimentos, sendo que as
primeiras sementes foram trazidas da Europa, em 1493, por Cristovdo Colombo. No
México, o cereal foi introduzido por Hernando Cortés em 1519 [4]. De |4, alguns
missionarios o levaram para os atuais estados norte-americanos do Arizona e
Califérnia. O Brasil foi o pioneiro dos paises das Américas a exportar trigo, gracas as
plantac6es que possuia em Sao Paulo, Rio de Janeiro e outras regides. Ao que tudo
indica as primeiras sementes foram trazidas por Martim Afonso de Sousa, em 1534,
para a capitania de Sao Vicente (S&o Paulo) onde se aclimataram muito bem. A
expansao fez os trigais chegarem até o nordeste brasileiro. O trigo foi plantado em
Garanhuns (Pernambuco), Teixeiras (Paraiba), Meruoca (Ceara) chegando até a llha
de Marajd, no Para. Mais tarde, o cultivo desenvolveu-se também em Minas Gerais e
Goias. Em 1737, colonos acgorianos deram grande impulso ao cultivo desse cereal e

o Brasil exportava grandes quantidades de trigo para a Col6nia Portuguesa [1,2,5,6]
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Nas plantacfes brasileiras, em meados do século XIX, o ataque por fungo
denominado de ferrugem, fez essa cultura praticamente desaparecer,
permanecendo em situacdo critica até a Primeira Guerra Mundial. A partir desse
periodo, o governo brasileiro passou a se interessar mais pela questao, concedendo
prémios aos produtores e estimulando a pesquisa experimental. Com esse estimulo,
a cultura do trigo foi retomada, desenvolvendo novas espécies mais resistentes a
ferrugem [1,6].

Hoje, as regides produtoras do trigo sdo as zonas de clima temperado com
chuvas moderadas. No mundo, a maior producédo desse cereal estd na Russia, nos
Estados Unidos e Canadd, na Europa Ocidental, no sudeste da Australia, nos Vales
do indus e do Ganges, na india e no Paquist&o, nos Pampas da Argentina, no norte
da China e no vale do Nilo [1,4].

1.2. A farinha de trigo brasileira

No Brasil, a farinha de trigo para uso doméstico é comercializada nos tipos
especial ou de primeira (tipo 1), comum (tipo 2) e integral. O tipo 1 é classificado
como produto obtido a partir do cereal limpo, desgerminado com teor maximo de
cinzas de 0,8% na base seca e 95% do produto devera passar através de peneira
com abertura de malha 250 pum. O tipo 2 é obtido a partir do cereal limpo,
desgerminado com o teor de cinzas entre 0,8 e 1,4% na base seca e 95% do
produto devera passar através de peneira com abertura de malha igual a 250 um; o
produto integral € obtido a partir do cereal separados das cascas e com o teor
maximo de cinzas de 2,5% na base seca [10]

Atualmente, existem 202 moinhos responséaveis pela distribuicdo de toda a
farinha de trigo comercializada. Para efeito de cultivo, o trigo brasileiro divide-se em
trés grandes regides. A Regido Triticola Sul, que abrange os estados do Rio Grande
do Sul e de Santa Catarina e o sul do Parana; a Regidao Centro-sul, que abrange o
norte do Parand, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo; e a Regido Triticola Central, que
abrange o planalto central do pais englobando as unidades federativas da Babhia,

Minas Gerais, Goias e Distrito Federal [3, 5]
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Se compararmos o consumo brasileiro de trigo com o dos Estados Unidos,
pais que, além de se manter como maior exportador, apresenta também o maior
consumo per capita/ano, estimado em 65 kg, constataremos que os 56 kg de trigo
agui consumidos anualmente por pessoa correspondem ao que 0S americanos
consumiam ha 40 anos [7].

Segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), a quantidade do consumo brasileiro (56 kg per capita/ano), é

distribuida da seguinte forma no mercado [8]:

e  47% padarias;

e 14% industria de massas;
e 20% consumo domeéstico;
e 8% industria de biscoito;
e 5% industria de paes;

. 6% outros segmentos.

O levantamento sistematico da producéo agricola referente ao ano de 2006,
realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), informou que a
safra de trigo foi de 4.916.921 toneladas cultivados, tendo um rendimento médio de
2.203 kg de trigo por hectare cultivado [9]. A producao brasileira de trigo vem sendo
aprimorada e maximizada através da acdo das 40 unidades de pesquisa da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), e principalmente pela
unidade EMBRAPA Trigo (Centro Nacional de Pesquisa Agropecuaria), que
desenvolve pesquisa na producdo de grdos no inverno (trigo e outros cereais de
inverno).

A Embrapa Trigo foi a primeira unidade descentralizada estabelecida pela
Embrapa, em 1974, implantada na cidade Passo Fundo, RS, com a misséo de gerar,

adaptar e difundir tecnologias para a cultura de trigo [6].
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1.2.1 A regulamentacéao técnica de identidade e qualidade da farinha de
trigo brasileira

A farinha de trigo especial (tipo 1) é a mais consumida no Brasil. A anélise
de conformidade relacionada as caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas e
microscopicas da farinha, a fim de avaliar a tendéncia de qualidade do produto
disponivel no mercado consumidor nacional, é regulamentada pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento.

Conforme anexo da Instru¢do Normativa n° 8, de 2 de junho de 2005 do
Diario Oficial da Unido, foi aprovado o regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade da Farinha de trigo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento disposto na Lei n° 9.972, de 25 de maio de 2000, no Decreto n°
3.664, de 17 de novembro de 2000.

Este regulamento tem por objetivo definir as caracteristicas de identificacao
e qualidade da farinha de trigo destinada a comercializac&o interna e a importacao.
A partir dele, a farinha de trigo brasileira € conceituada como o produto elaborado
com graos de trigo (Triticum aestivum) e/ou outras espécies do trigo do género
Triticum, ou ainda combinagdes por meio de trituracdo/moagem e outras tecnologias.
O regulamento ressalta que o mesmo ndo se aplica as farinhas elaboradas com
grdos de trigo da espécie Triticum Durum, que é um género muito utilizado
mundialmente [10].

Varios requisitos gerais sdo observados no regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade da Farinha de trigo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. acerca do produto, tais como: a classificacdo da farinha integral, o
preparo da farinha de trigo para alimentacdo humana, os ingredientes (todas as
substancias e aditivos) empregados na fabricacdo da farinha de trigo, aditivos
alimentares, coadjuvantes de tecnologia (substancias adicionadas que podem estar
presentes no final do processo tecnolégico de fabricacdo), teores de cinza,
granulometria, teor de proteinas, acidez graxa, matérias macroscopicas, matérias
microscopicas, substéncias nocivas a saude, isen¢gdo de substancias nocivas a

saude, o lote, a embalagem e o produto embalado.
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O regulamento também traz a classificacdo e tolerdncias limite
estabelecidas para a identificacdo e comercializacdo da farinha de trigo brasileira,
dispostos na Tabela 1.1:

Tabela 1.1. Limites de tolerancia para a Farinha de Trigo

Tipos Teor de  Granulometria Teor de Acidez graxa Umidade
cinzas * proteinas (mg de KOH/100g do (maximo)
(maximo) (minimo) produto) (maximo)

Tipo 1 0,8% 95 % do 7,5%

produto deve
passar pela 15%
. 1,4% peneira com 8,0% 50
Tipo 2
abertura de
malha de 250
um
Integral 2,5% - 8,0% 100

Fonte: [10] * Os teores de cinzas e de proteina deverdo ser expressos em base seca.

Cabe ressaltar que sera considerada fora de tipo, toda farinha de trigo que
nao se enquadrar nos limites de tolerancia estabelecidos na Tabela 1.1, conforme
paragrafo 3.2 do regulamento técnico de identidade e qualidade da farinha de trigo
brasileira [10].

1.2.2. A fortificagcdo da farinha de trigo

O enriguecimento desse alimento faz parte do programa governamental que
tem como objetivo diminuir a anemia ferropriva e o déficit de outros nutrientes na
populacdo, sendo regulamentada a adicdo de ferro em farinhas de trigo e milho.
Segundo estudos locais ja realizados pelo Ministério da Saude brasileiro, a anemia é
predominante em mulheres gravidas e em criancas pré-escolares — de todas as
classes sociais — e, atualmente, até em adolescentes, vorazes consumidores de fast-
food (comidas rapidas), pobres em nutrientes.

Os dados indicam que cerca de 50% das criancas menores de 5 anos tém
anemia. Em gestantes este indice chega a 30%. Neste contexto, as farinhas de trigo
e de milho, pelo seu largo consumo, foram identificadas como veiculos adequados

para a estratégia de fortificacdo alimentar. Nos Estados Unidos a adicao de ferro foi
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obrigatoria de 1940 a 1970 e atualmente é voluntaria. Na América Latina, 22 paises
ja fazem a fortificagdo com ferro [11].

Com isso, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), por meio da
Portaria n.° 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no Diario Oficial da Unido de
22 de dezembro de 2000, determina a fortificagcdo com ferro de farinhas de trigo e de
milho e seus subprodutos com pelo menos 4,2 mg do mineral a cada 100 g de
farinha, para o combate da anemia ferropriva que representa um problema
nutricional relevante no Brasil, com severas consequéncias econémicas e sociais
para a populagao.

Outra medida da ANVISA, tendo em vista o grande potencial alimentar da
farinha de trigo, foi o acréscimo do acido félico, uma vitamina do complexo B, que
estd presente em todas as farinhas de trigo e milho, além dos demais produtos
derivados destas. A fortificagdo desses alimentos com a vitamina € regulamentada
no Diario Oficial pela mesma Portaria citada anteriormente. Tal medida da ANVISA
pretende aumentar a ingestdo do acido folico ou folato pela populacéo,
especialmente de mulheres em idade fértil, sendo que a vitamina previne a ma
formacao do feto. A importancia da complementacao da dieta com o folato, deve-se
ao fato de a média de consumo diario da vitamina ser de 0,2 mg quando o
recomendado é de 0,4 mg para gestantes [12].

1.3 Andlise da farinha de trigo

7

Desde a ultima década, é crescente a necessidade de se intensificar a
busca de informacf6es mais adequadas para uma qualidade de vida traduzida em
boa salude e bem-estar. Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos para avaliar
0s constituintes dos alimentos é oportuno. O principal objetivo da determinacao da
composi¢cdo dos alimentos esta ligado as informacOes geradas para qualificar e
guantificar os elementos presentes no alimento de modo a criar tabelas de
composicdo quimica e identificar os contaminantes que venham a interferir na boa
gualidade desse alimento.

A farinha de trigo, com o seu grande potencial de consumo, também ¢é alvo

de analise laboratorial, sendo desenvolvidos diversos métodos para avaliar a sua
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integridade. A avaliagdo da identidade e qualidade é realizada de acordo com o0s
planos de amostragem e métodos de analise adotados e/ou recomendados pela
Asssociacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC), pela Organizacao
Internacional de Normalizacéao (ISO), pelo Instituto Adolfo Lutz, pelo Food Chemicals
Codex [13], pela Associacdo de Saude Publica Americana (APHA), pelo Manual
Analitico Bacterologico (BAM) e pela Comissdo do Codex Alimentarius e seus
comités especificos, até que venham a ser aprovados planos de amostragem e

meétodos de analise pelo Ministério da Saude [14,15].

1.3.1. Composicédo quimica da farinha de trigo

A composicdo de um mesmo alimento pode variar de regido para regiao ou
de pais para pais, por causa das condi¢cdes do solo, do cultivo e do clima. A farinha
de trigo ndo foge a regra. Anderson e colaboradores em 1992 na Suécia
demonstraram que a variabilidade natural da composicdo quimica de amido,
polissacarideos insollveis e sollveis e proteinas em 49 amostras de farinha de trigo
em relacdo as colheitas variou do inverno em relacdo a primavera de 1987 e 1988.
Foi aplicada a andlise de componentes principais no procedimento de
reconhecimento [16]. Composicao quimica pode também ser uma ferramenta muito
poderosa para classificar a origem dos alimentos, citado por Fernandez-Torres e
colaboradores, que classificaram méis de origem botanica através da variacdo de
minerais contidos em 40 amostras de lugares da Espanha, aplicando também a
andlise multivariados de dados. [17].

O uso de tabelas estrangeiras também nao reflete a composicdo dos
alimentos de cada paises, devido essa variacdo estd associada ao cultivo, solo e
clima. Por isso, cada pais vem desenvolvendo tabelas de informacfes sobre a
composicao dos seus alimentos. No Brasil, o Projeto Integrado de Composicéo de
Alimentos, coordenado pelo Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP e BRASILFOODS (Rede Brasileira de
Sistemas de Dados de Alimentos) tem o objetivo de atualizar e melhorar a qualidade
dos dados e implementa-los a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos —
TBCA-USP.
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O projeto TCBA-USP tem o apoio da Organizagao das Nacdes Unidas para
Agricultura e Alimentagédo (FAO) e Rede Internacional de Sistemas de Dados de
Alimentos (INFOODS). Paralelamente, em parceria com a Rede Latino-americana de
Sistemas de Dados de Alimentos (LATINFOODS), o projeto brasileiro participa da
ampliacdo da Tabela de Composicao de Alimentos da América Latina [18].

Segundo informagdes contidas na FAO/INFOODS [19] e o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA) [20] e outras agéncias a composi¢cao mineral
da farinha de trigo (Triticum estivum) consumida na Argentina, Equador, México,
Columbia, Peru, Venezuela, Estado Unidos (E.U.A), Finlandia, Dinamarca esta
apresentada na Tabela 1.2. Alguns dados da Tabela apresentam-se incompletos por
falta de informacao.

O valor encontrado sobre a composi¢cao mineral da farinha de trigo brasileira
esta disponivel na tabela de composi¢cdo dos alimentos, desenvolvida pelo Nucleo
de Estudos e Pesquisas em Alimentacdo (Nepa/Unicamp) com apoio do Ministério
da Saude e parceria do Ministério de Desenvolvimento Social denominada de TACO
— Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos, que também faz parte do projeto
desenvolvido pela TBCA-USP [21].

Rennan Geovanny Oliveira Araujo -42 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

Tabela 1.2. Composicdo mineral da farinha de trigo por 100 g de parte
comestivel:

Pais Ca Fe Mg P K Zn Cu Mn Ref.
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Brasil 18,0 1,00 31,0 115,00 151,0 0,80 0,15 - 21
Argentina 10,9 0,80 - 91,0 144,0 1,20 - - 19
México 17,0 0,90 - - 95,0 - - - 19
Uruguai 26,6 3,30 - 267,0 605,0 3,8 - - 19
Equador 176 2,30 - 192,0 870 0,6 - - 19
Columbia 52,0 2,40 - 170,0 - - - - 19
Peru 36,0 0,60 - 108,0 - - - - 19
Venezuela 15,0 1,90 - 104,0 104,0 0,70 - - 19
Dinamarca 17,0 1,17 250 117,0 1550 0,80 0,130 0,510 22
Finlandia 23,0 4,1 91,0 280,0 280,0 3,10 - - 23
E.UA 15,0 1,17 22,0 108,0 107,0 0,70 0,144 0,682 20

Existem paises que ainda ndo apresentaram os dados referentes a farinha
de trigo e de outros alimentos, demonstrando assim, a dificuldade de saber a
composicéo dos alimentos locais. Boa parte deles se encontra na Africa e Asia. A
tabela brasileira ndo especifica a concentracdo de manganés na farinha de trigo.
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CAPITULO 2

Os elementos quimicos essenciais a vida

2.1. Elementos essenciais na dieta humana

Nas ultimas décadas, ha uma busca por dietas balanceadas, ricas em
proteinas, carboidratos e principalmente dos elementos macros e micros de
essencialidade. Elas sdo fundamentais para o bom desempenho das nossas
funcdes biologicas e fisiologicas. E uma tendéncia mundial, num futuro ndo muito
distante, os alimentos terdo tanta importancia quanto os remédios, porém, ao
contrario destes, atuando de forma preventiva.

A estimativa da essencialidade e toxicidade dos elementos é estabelecida
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), através de estudos existentes sobre os
niveis de consumo diario dos elementos. Tais valores séo fornecidos por diferentes
organizacdes envolvidas no tabelamento [24]. A propria OMS recomenda os valores
de ingestédo dietética de referéncia (IDR) em que cada valor de referencia o consumo
médio diario de nutrientes que cada individuo para diferentes grupos populacionais.
Existem também valores de ingestédo diaria recomendados, do inglés reccommended
dietary allowances (RDA), determinados com base em pesquisas cientificas
elaborados e expressos pelo National Research Council, importante 6rgao
americano [25, 26]. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
através da resolucdo de diretoria colegiada n® 269, de 22 de setembro de 2005,
atualizou os valores da IRD brasileira, regulamentando parametro de ingestdo de

nutrientes diario [27].
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2.1.1. Célcio

O calcio é o quinto elemento mais abundante no organismo. Constitui cerca
de 1,5 a 2% do peso corporeo - 99% do célcio estd nos 0ssos e dentes e 0 1%
restante esta no sangue e liquidos extracelulares e dentro das células dos tecidos
moles. Laticinios sdo uma fonte conhecida de calcio. Outras fontes incluem algas,
nozes, feijoes, verduras, pao integral e peixe.

O calcio também é necessario para o funcionamento adequado do sistema
nervoso e imunolégico, contracdo muscular, coagulacdo sangliinea e pressao
arterial. Sua deficiéncia na dieta provoca nas criangcas uma ma formacao 6ssea e
dentes, enquanto o excesso pode ocasionar pedras nos rins [28]. Em adultos,
principalmente em mulheres na pos-menopausa, a deficiéncia do calcio causa a
osteoporose, que é uma doenca esquelética sistémica, caracterizada por massa
Ossea baixa e deterioracdo microarquitetural do tecido 60sseo, conduzindo a
fragilidade do osso e ao aumento do risco de fratura [29]. A ingestdo de calcio

recomenda é de 1000 mg dia™* para adultos [26]

2.1.2. Fosforo

O fésforo € um dos elementos mais essenciais, estando em segundo lugar
(depois do célcio) em abundancia nos tecidos humanos. O elemento na forma de
fésforo branco é altamente venenoso. Uma dosagem de 50 mg é fatal, mas nao é
téxico quando ingerido como fosfato na dieta. Principais fontes desse elemento séo:
carne de porco, de frango, de peixe, cereal de trigo, legumes, castanhas ovos e leite.

Fosforo tem um papel importante na producéo de energia juntamente com o
calcio. A energia quimica do corpo é armazenada em combinagfes de "fosfato de
alta energia", como adenosina trifosfato (ATP) e do adenosina difosfato (ADP),
nucleotideos presentes nos tecidos, que desempenham funcdo essencial tanto no
metabolismo molecular como na regulacdo entre absorcéo e liberacdo energéticas.
Assim, claramente o fésforo € um elemento essencial na nutricdo. Cerca de 70% do
fésforo absorvido pelo nosso organismo é destinado aos 0ssos e 0s 30% restantes

para metabolizar gorduras e acucares. A deficiéncia de fosforo na infancia pode
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levar a uma ma formacao da denticdo e causa o raquistismo. Ja em adultos, leva a
osteoporose, mal que alids, atinge uma grande parte da populagéo brasileira [30]. A
ANVISA recomenda a IDR de 700 mg dia*de fésforo para um adulto [26].

2.1.3. Magneésio

Sem magnésio ndo haveria vida possivel sobre a Terra, ndo sé por este
elemento fazer parte da composicdo dos pigmentos verdes dos vegetais superiores,
permitindo a utilizacdo da energia solar e sintese das substancias organicas
indispensaveis a vida vegetal e animal, como pelo seu papel de coenzima em
diversos processos metabdlicos, especialmente no metabolismo de acucares [31].
As principais fontes de obtencdo desse elemento na alimentacdo humana séao:
legumes, nozes, verduras, alimentos de gréos integrais, frutos do mar.

No organismo humano, o magnésio esta presente em todas as células,
fluidos, e em especial, nos 0ssos e musculos do corpo, aonde ajuda na contracéo
muscular e metabolismo energético. Sua presenca dificulta a formacdo de calculos
renais. A deficiéncia de magnésio diminui a resisténcia uma vez que o baixo nivel
deste mineral na circulacao esta associado a diminuicdo da capacidade aerdbica. O
excesso de magnésio € prontamente eliminado pelo corpo. No entanto, deve-se ter
em atencdo que compostos de magnésio como o sulfato ou o hidréxido séo laxantes
e purgativos bastante eficazes. O valor brasileiro de consumo de magnésio
recomendado é de 260 mg dia™ [26]

2.1.4. Cobre

A essencialidade desse metal deve-se a sua incorporagcdo a um grande
namero de enzimas (co-fator em alguns processos de acdo catalitica) e proteinas
estruturais. Sua presenca € essencial para processos fisioldgicos normais como
respiracaéo celular, sintese de melanina, biossintese de tecido conectivo, defesa de
radicais livres e metabolismo de ferro intracelular. O cobre € fundamental para
assimilacao do ferro na formagédo da hemoglobina. A sua obtencédo provém da dieta.

A concentracdo de cobre em alimentos varia de pais para pais de acordo com o tipo
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de produto, as condi¢fes de cultivos (solo, &gua, uso de fertilizante e fungicidas que
contenham cobre), o tipo de processamento e a utilizagdo do produto [32]. Os
cereais, a carne-ave-ovos e 0s grupos do vegetal fornecem 75% da entrada de
cobre (respectivamente 32, 28 e 15%) [25]. Aproximadamente 30% do cobre
ingerido é absorvido. A Organiza¢do Mundial de Salude estima a cota de ingestédo de
cobre (em alimentos) entre 1-3 mg dia™. A IDR brasileira para cobre é de 0,9 mg

dia™ para adultos [16].

2.1.5. Manganés

Esse elemento quimico esta presente nas células dos organismos vivos, sendo
essencial para o funcionamento fisiologico normal em todas as espécies animais [25,
12]. O manganés participa como co-fator para enzimas e estd presente em
metaloproteinas, tais como piruavato carboxilase e glutamina sintetase. No homem,
0 manganés é necessario para o crescimento e no sistema reprodutivo. Entretanto,
doses elevadas causam anomalias nos pulmdes (pneumonia quimica) e cérebro [25,
31].

Os alimentos sao a principal fonte de absor¢cdo de manganés pela populacéo
em geral, chegando apenas a indices entre 3% e 5%. A dose referéncia de
manganés absorvido em alimentos recomendada pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) é de 2,0-9,0 mg/dia para um adulto [33]. No Brasil, a ANVISA
recomenda IDR de 2,3 mg dia™.

As principais fontes alimenticias de manganés sao nozes, legumes, cereais,
frutas, carne bovina, peixes, ovos, leite e outros. Desses géneros alimenticios, 0s
cereais (50%) e os vegetais (25%) sédo responsaveis por 75% da ingestao total
desse elemento [25].
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2.1.6. Zinco

O zinco é um elemento de traco necessario para a atividade enzimatica
entre mamiferos, sendo requerido por de mais de 300 metaloenzimas [34]. Estudos
consideram que o homem esta principalmente exposto ao zinco através da ingestdo
de alimentos, sendo que 10-30% do valor do elemento é absorvido pelo homem
[25,31]. Produtos marinhos, carnes, graos, laticinios, nozes e legumes apresentam
altos teores de zinco. Outros alimentos podem conter na faixa entre 2,0 mg Kg™
(vegetais) a 29,0 mg Kg™ (em carnes, peixes e aves). Dentre os alimentos, o grupo
dos carne-ave-ovos fornece 58% da entrada dietética total do zinco [25].

A deficiéncia elevada do zinco conduz a um desenvolvimento lento ou a ma
formacao congénita. A recomendacédo de ingestdo diaria (RDA) do metal é de 11,0
mg dia™para homens e 8,0 mg dia™ para mulheres (néo gestantes ou lactantes) [32].
A IDR recomendada pela ANVISA é de 7,0 mg dia™ [25].

2.1.7. Ferro

O ferro é um elemento essencial para seres humanos. A hemoglobina é a
uma metaloproteina bastante conhecida do ferro, principalmente no transporte de
oxigénio para as células. Além da hemoglobina, a mioglobina, o citocromo e um
namero de enzimas utilizam esse metal na sua constituicédo [35].

A deficiéncia da ingestdo dietética do ferro constitui-se um problema de
saude da populacdo mundial, denominado anemia ferropriva. A Organizacdo
Mundial de Saude estima que 2 bilhdes de pessoas desenvolvem essa deficiéncia
em diversos paises. Aproximadamente 60% dos afetados por essa deficiéncia sédo
criancas e mulheres na idade reprodutiva [34]. A ingestédo diaria recomendada é de
10-20 mg de ferro para adultos. Entretanto, em mulheres gravidas essa necessidade
diaria aumenta para 30 mg [31].

O ferro é um elemento essencial, e por isso, suas necessidades diarias
devem ser supridas. Alimentos como feijdo, soja, leite, ovos, frutos do mar, vegetais
verdes e frutas sdo as principais fontes desse metal [31]. No Brasil, a ANVISA
recomenda o consumo de 14 mg/dia para adultos. Programas de saude para a

fortificacdo de alimentos também sdo meios para suprir a caréncia diéria do ferro,
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como o enriquecimento de farinha de trigo e leite e seus derivados que sao
largamente consumidos pela populacdo [27]. O RDA para o ferro para mulheres na
idade de 19-50 é de 18 mg/dia. [24,25].

2.1.8. Potassio

O potassio é um elemento importante que constitui cerca de 5% do
contetdo total de minerais no organismo. Assim, como o cloro e o sbdio, esta
envolvido no balanco e distribuicdo de agua, no equilibrio osmético, no equilibrio
acido-base, na regulacdo da atividade neuromuscular e na transmissao nervosa. O
potassio promove também, o crescimento celular. Sintomas de deficiéncia de
potassio incluem fraqueza muscular, desorientacdo e fadiga. Suas principais fontes
de potassio estdo no pao e nos cereais integrais, verduras, leguminosas e feijoes,
carne, leite e frutas, principalmente a banana e laranja. A RDA recomendada é de
2000mg dia™ [25].

2.1.9. Bario

O bario é um elemento metalico quimicamente semelhante ao calcio,
pertencente a familia dos metais alcalinos terrosos, contudo é macio e, na forma
pura, apresenta aspecto branco prateado semelhante ao chumbo. Sdo conhecidos
22 isétopos de bario. O bario natural € uma mistura de 7 isétopos estaveis. Alguns
dos compostos de béario sao notaveis pela elevada massa especifica, como o sulfato
de bario , BaSO, ( barita ).

E considerado um quimico toxico. Os compostos de bario quando
dissolvidos em agua séo extremamente venenosos. Na medicina, o sulfato de bario
€ aplicados por via oral, aumentam o contraste para o raio-X no diagnostico médico
do sistema digestivo. O elemento bario fixa-se nos ossos da mesma maneira que o
calcio. Alta concentracdo desse metal pode causar graves alteracdes no coracgao,
veias, artérias e sistema nervoso, podendo causar paralisacdo nas terminacoes

nervosas quando em altas doses [36, 37].
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Principais fontes de bario sdo de origem vegetais, como alface, soja, café. O
indice do bério da dieta ndo foi determinado, mas os autores notaram que uma dieta
tipica do hospital forneceu 0,75 mg/dia de bario, ou 0,011 mg/kg/dia, usando 70
quilogramas de peso de corpo [38]. Uma dose de 550 a 600 mg é fatal para o ser

humano [39].

2.1.10. Cromo

Este elemento € encontrado naturalmente em rochas, animais, solo, poeira,
plantas e nevoa vulcanica. S0 encontrados trés is6topos estaveis na natureza: >°Cr,
3Cr e **Cr. O mais abundante é o *°Cr ( 83,789% ). Geralmente, ndo se considera
gue o cromo metélico e os compostos de cromo lll sejam, especialmente, um risco
para a saude. Trata-se de um elemento essencial para o ser humano, porém em
altas concentracdes é téxico. Os compostos de Cr (VI) séo téxicos quando ingeridos,
sendo a dose letal de algumas gramas. Em niveis néo letais, o Cr (VI) é carcind6geno
[ 37, 36].

Varias evidéncias foram acumuladas sobre a essencialidade do cromo no
metabolismo e em nutricho. Suas principais funcdes estdo associadas ao
metabolismo de glicose e a potencializa acdo a insulina. A deficiéncia causa
resisténcia a insulina. Oleo de milho, cereais integrais, levedo de cerveja, carne sdo
fontes naturais desse elemento [32, 40].

O teor maximo permitido pela legislacdo brasileira é de 1,0 ug mL™ para Cr
(1) e 0,05 1,0 pg mL™ para Cr (IV) em aguas. A media diaria de ingresso de cromo
por meio do ar, da agua e do alimento foi estimada em aproximadamente 0,3 ug, 4,0
Hg e 280 g, respectivamente [32]. Segundo a legislacéo brasileira a ingestao diaria
recomendada (IDR) para adultos é de 200 ug [ 41]

Rennan Geovanny Oliveira Araujo -50 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

2.1.11. Rubidio

O rubidio ( do latim "rubidus" , vermelho escuro ) foi descoberto em 1861
por Robert Bunsen e Gustav Kirchhoff na lepidolita utilizando um espectroscopio -
inventado um ano antes - ao detectar as raias caracteristicas do espectro de
emissao deste elemento, que é a razdo do seu nome. Conhece-se 24 isétopos de
rubidio, existindo na natureza somente dois, 0 *Rb e o radioativo 8’Rb. Na medicina
nuclear, o is6topo radiativo ®'Rb é usado no exame tomografia de emissdo de
positrdes (PET). Is6topos ndo radioativos sao ulitizados para tratamento da
epilepsia e na separacao por ultracentrifugacéo de acidos nucleicos e virus [36].

Biologicalmente, o rubidio parece ser um substituto aceitavel no lugar do
potassio em muitas funcdes fisioldgicas, porém ndo existe evidéncia da sua
essecialidade. Ele é encontro naturalmente a niveis tragco em carnes, graos, leites,
frutas e vegetais com valores significantes [37].

Em 1970, Dike encontrou concentracdes de rubidio (partes por milhdo em
material seco) em: fruta-pdo (2-10), coco (3,0), mandioca (10,0), banana (1,0),
abacate (20,0), feijdao seco (3,0), grédos de milho (3,0), e outros [42]. HaA muitas
controveérsias as funcgdes fisiologicas do Rb. No Brasil, ndo existe lesgislacao vigente
sobre a IDR.

2.1.12. Estroncio

E um elemento traco, abundante na natureza, representando uma média de
0,034% de todas as rochas igneas e € encontrado majoritariamente na forma de
sulfato (celestita) e carbonato (estroncianita). A similaridade dos raios iGnicos do
calcio e estréncio permite que este substitua o primeiro nas redes idnicas de suas
espécies minerais, 0 que provoca a grande distribuicdo do estréncio. O estréncio tem
quatro is6topos naturais estaveis: *Sr (0,56%), %°Sr (9,86%), 'Sr (7,0%) e ®sr
(82,58%).

O corpo absorve estréncio como o calcio, especialmente no que diz respeito

ao 0sso. As formas estaveis (ndo radioativas) de estroncio ndo provocam efeitos
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adversos significativos na satde, porém o *°Sr radioativo se acumula no corpo. A
exposi¢cdo prolongada a radiacdo provoca diversas desordens, incluindo o cancer de
0ssos [36, 37].

O estroncio estd presente em muitos alimentos. Duke reportou a
concentracdo encontrada em material seco (parte por milhdo) de: fruta-pao (7,0),
coco (0,15), banana (1,5), arroz (0,2), acabate (1,0), feijao seco (1,5), milho (0,06) e
outros [42]. Sua toxicidade € desconhecida. No Brasil, ndo existe lesgislacédo vigente
sobre a IDR.

2.1.13. Vanadio

O vanadio é um microelemento essencial em alguns organismos. Em
humanos nédo esta demonstrada a sua essencialidade, ainda que existam compostos
de vanadio que imitam e potencializam a atividade da insulina. E encontrado em
algumas enzimas de diferentes seres vivos. Por exemplo, nas "haloperoxidases"
(geralmente bromoperoxidases) de algumas algas, que reduzem perdxidos e
halogenam um substrato organico. Na natureza se encontra um Unico is6topo
estavel, o V. S&do conhecidos quinze radioisétopos, sendo 0s mais estaveis o *°V
[36, 37].

Segundo Duke, em géneros alimenticios foram encontrados teores de
vanadio material seco (parte por milhdo): fruta-pdo (0,1), coco (0,004), banana
(0,01), arroz (0,2), acabate (0,1), feijdo seco (0,5), milho (0,07), e outros [42].
Vanadio tem afinidade natural por 6leo e gorduras. Muitos Oleos comestiveis tém
grande concentragao desse elemento [37].

O vanadio é um elemento toxico. Uma variedade de sinais de toxicidade
existe porque variam tanto em espécie quimica quanto em dose. Os efeitos toxicos
resultante da ingestdo de quantidade desse elemento na dieta sdo improvaveis.
Sabe-se que uma ingestao diaria de 10 mg de vanadio produziu sinais de toxicidade
patente em humanos [43]. No Brasil, ndo existe lesgislagéo vigente sobre a IDR.
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2.1.14. Selénio

O selénio é um microelemento essencial para todas as formas de vida. E
encontrado nos cereais, produtos lacteos, nos pescados, nas carnes e ovos. Sua
importancia nutricional esta ligada tanto a deficiéncia como ao excesso. Solos
deficientes em selénio podem causar deficiéncia em animais que se alimentam de
plantas [44]. E antioxidante, ajuda a neutralizar os radicais livres, estimula o sistema
imunolégico e intervém no funcionamento da glandula tirebide. Estd no aminoécido
selenocisteina. As investigacfes realizadas tém mostrado a existéncia de uma
correlacdo entre o consumo de suplementos de selénio e a prevencgédo do cancer em
humanos, motivo pelo qual tem recebido muita atencéo recentemente. O selénio tem
28 is6topos, dos quais 5 sdo estaveis. O "°Se é empregado em radiodiagndstico
como tracador na visualizagéo de tumores malignos [36].

A doenca de Keshan (aumento do coracdo e mau funcionamento) € um
estado de deficiéncia. A deficiéncia de selénio também pode afetar a funcédo da
tiredide porque o selénio € essencial para a sintese do horménio ativo. A ANVISA

especifica a IDR de 70 pg para adultos [41] .

2.1.15. Molibdénio

E o Unico elemento da segunda série de transi¢do cuja essencialidade é
reconhecida. O molibdénio se encontra no chamado cofator de molibdénio (coMo)
em diferentes oxotranserases, com a funcédo de transferir atomos de oxigénio da
agua que por sua vez produz a transferéncia de dois elétrons. Algumas das enzimas
gue contém este cofator sédo a xantina oxidase que oxida a xantina a acido Urico, a
aldeido oxidase que oxida aldeidos, assim como aminas e sulfetos no figado, a
sulfito oxidase que oxida sulfitos no figado, e a nitrato redutase, importante no ciclo
do nitrogénio nas plantas [36].

As principais fontes desse elemntos s&o: legumes, cereais, leite e
derivados, vegetal de folha verde-escuro. A deficiéncia de molibdénio no organismo

pode produzir graves problemas, porém € encontrado em todos os alimentos

tornando esta deficiéncia muito rara. Ele é toxico quando ingerido em quantidades
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relativamente elevadas, existe grande diferenca entre as espécies quanto a
susceptibilidade a intoxicagdo. Seu acumulo esta relacionado a hipercupriria no
organismo. O molibdénio tem 6 isétopos estaveis e cerca de duas dezenas de
radioisotopos, a maior parte com tempo de vida médio da ordem de segundos.
Segundo fontes da ANVISA, 250 pg sao recomendados como IRD [41].

2.1.16. Cadmio

O cadmio € um metal pesado que produz efeitos tOxicos nos organismos
vivos, mesmo em concentracdes muito pequenas. A exposicdo ao cadmio nos
humanos ocorre geralmente através de duas fontes principais: a primeira é por via
oral (por agua e ingestao de alimentos contaminados), e a segunda por inalacdo. Os
fumantes sdo 0s mais expostos ao cadmio porque 0S cigarros contém este
elemento. Nos minerais normalmente € substituido pelo zinco devido a semelhanca
quimica [32, 36].

A concentracdo de cadmio em diferentes aliementos varia muito com a
origem do mesmo, processo de producdo, as concentracfes deste no solo e com a
disponibilidade do metal no meio em condigbes de ser incorporado a planta. A
aplicagéo de certos fertilizantes ou de excrementos de animais no solo destinado ao
cultivo de alimentos pode aumentar o nivel de cadmio que, por sua vez, causa um
aumento no nivel deste elemento nos produtos cultivados. Grdos e cereais
constituem a maior porcentagem da ingestao desse metal [32, 36].

O limite méaximo de residuo constitui uma estimativa maxima da exposi¢ao
humana diaria que néo signifique risco de aparecimento toxicolégico, no caso o dano
renal expresso por proteindria, sendo o valor estimado em 0,0002 mg Kg™ dia™[32)].

O limite estabelecido pela legislacéo brasileira que é de 1,0 pg g™ [45].

Rennan Geovanny Oliveira Araujo -54 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

CAPITULO 3

Amostragem de solidos

3.1. Andlise de soélidos

A maioria das analises de solido requer a amostra na forma de solucéo.
Assim, ela € preparada por meio de técnicas de decomposicdo que transformam o
sélido com a espécie quimica de interesse para uma forma apropriada a aplicacédo
do método analitico escolhido para analise, considerando a precisdo e exatidao
desejadas.

Os métodos de decomposicdo de amostras sdo bem estabelecidos para
digestdo dos diversos tipos de matrizes, organicas e inorganicas. Esses métodos
envolvem varias etapas preliminares ao procedimento aplicado as amostras sélidas,
como moagem dos sélidos, secagem, separacdo de componentes e filtracdo, até o
procedimento de decomposicdo dito, como calcinacdo da amostra, solubilizacdo de
sélidos inorganicos, decomposicao por fusdo ou via acidos (misturas) minerais.

O pré-tratamento da amostra influenciara diretamente na qualidade analitica
dos resultados obtidos. Por isso, € recomendado o uso de &cidos de alto grau de
pureza, além de analistas experientes durante o processo, para que nao ocorram
contaminacgdes e perdas dos analitos de interesses, principalmente por volatilizacao.
Outro fator determinante sera a complexidade da matriz, que tornara essa etapa um
processo longo, responsavel pelo maior do tempo gasto por analise.

Uma alternativa para reducédo do tempo de andlise € o uso de fornos de
microondas para o0 preparo de amostras. Os aquecimentos produzidos por
microondas proporcinam digestdes rapidas e seguras comparadas a aguecimentos
“convencionais”, quando realizados em equipamentos adequados para tal finalidade.
Este procedimento pode ser aplicado para os diversos tipos de matrizes organicas e

inorganicas em sistemas de cavidades aberta e / ou fechada [46, 47].

Rennan Geovanny Oliveira Araujo -55 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

3.1.1. Anélise direta de sélido

Uma alternativa viavel para minimizar e/ou eliminar os problemas gerados
pela etapa de pré-tratamento da amostra € a utilizacdo da técnica de analise direta
de solido, na qual a determinacdo do analito é feita diretamente pela técnica
espectroanalitica escolhida. A aplicacdo dessa alternativa reduz o tempo de analise
e 0S provaveis riscos de contaminacao, pois envolve um menor volume de reagentes
e exposicdo do analista, além de ser aplicada aos diversos tipos de amostras
organicas e inorganicas [48, 49, 62, 68, 91].

Dentre as técnicas espectroanaliticas mais utilizadas para analise direta de
sélidos, a espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS) ganha destaque, por permitir
diferentes tamanhos e quantidade de amostra introduzidas na célula de atomizacéao
[48, 49, 50, 51, 52, 68, 69].

A espectrometria de absor¢cdo atdmica com atomizacao eletrotérmica em
forno de grafite (GF AAS) é muito aplicada para os diferentes tipos de andlise direta
de solidos, devido a vantagens como a amostra € introduzida e incinerada na célula
de atomizacdo, a plataforma que torna o aquecimento da amostra uniforme, a
temperatura controlada durante as etapas de pré-tratamento da amostra no tubo
utilizado e o tempo maior de residéncia do vapor atbmico no caminho do feixe Optico.

Segundo Welz, os fatores supracitados usando GF AAS contribuem ainda
mais para os baixos limites de deteccdo alcancados quando combinados com a
técnica amostragem direta de sélido (SS-GF AAS). Os resultados satisfatério dessa
técnica sdo comparados a métodos de decomposicdo e o emprego de técnicas
espectroanaliticas que apresentam caracteristicas analiticas compativeis de
deteccéo (ng g), como cromatografia idnica acoplada espectrometria de emiss&o
otica com plasma indutivamente acoplado (IC-ICP OES) e a espectrometria de
massa com descarga luminescente (GD-MS), na determinacéo de Ca, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn em trioxido de tungsténio apresentadas na Tabela 3.1
[49].
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Tabela 3.1. Comparacao dos limites de deteccdo em ng g empregando GF
AAS, IC-ICP OES e GD-MS para os diferentes elementos quimicos determinados a
partir do trioxido de tungsténio azul:

Elementos SS- Sol-a Suspensao Sol-b Sol-¢ IC-ICP
GF AAS GF AAS GF AAS GF AAS GF AAS OES GD-MS

(ng g™ (ng g™ (ng g™ (ngg™ (ngg? (ngg?) (ngg?)

Ca 0,05 10 1 20 10 22 100
Co 0,2 10 20 300 100 78 3
Cr 0,4 80 20 120 70 28 100
Cu 0,09 10 210 230 200 11 10
Fe 1,7 200 4 80 - 20 200
K 0,3 10 1 30 20 260 20
Mg 0,02 5 1 10 10 2.5 50
Mn 0,07 10 - - - 3.8 5
Na 0,01 15 1 60 30 55 50
Ni 0,4 20 10 120 130 50 10
Zn 0,01 20 - - - 17 40

Sol-a: Solucdo preparada pela digestdo da amostra com HF e HNOg;
Sol-b: Solucdo preparada pela digestdo da amostra com H,O,;

Sol-c: Solugéo preparada pela digestdo da amostra com NHa.

Fonte [49]

Por outro lado, os trabalhos ressaltam que a ndo homogeneidade da
amostra e a baixa precisdo nas medidas causadas pelas micropesagens sao fatores

a serem observados durante a escolha dessa alternativa [48, 49, 69].

3.2. Analise direta de solidos utilizando a técnica de vaporizacéo
eletrotérmica combinada as técnicas espectromeétricas
multielementares

Na dultima década, estudos demonstram a eficiéncia da vaporizacao
eletrotérmica de solidos combinados a diversas técnicas analiticas de emissao
atbmica e massa, que facilitam a decomposicdo de diferentes sélidos e deteccéo
multielementar [53 - 59].

Malschat e colaboradores propuseram um método de validacdo e
padronizacao interlaboratorial para determinacdo multielementar em amostras de
ceramica constituidas de carbeto de silicio (SiC), através da analise direta de solido
empregando a vaporizacao eletrotérmica combinada as espectrometria de emissao

Optica com plasma indutivamente acoplado (ETV-ICP-OES) e com arco de corrente
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continua (ETV-DC arc OES). O método demonstrou-se eficiente na repetitibilidade e
reprodutividade nas técnicas avaliadas [53].

A Tabela 3.2 apresenta trabalhos que empregaram a vaporizacao
eletrotérmica acoplada as técnicas instrumentais para as determinacdes de
elementos quimicos.

Tabela 3.2. Trabalhos desenvolvidos utilizando a técnica de vaporizagao
eletrotérmica

Matriz Elemento Técnica analitica Referéncias
sic Especiacdode g1y, icp oEs 54
) aluminio
Aguas naturais, materiais Th, U, Ph ETV-ICP-MS 55
bioldgicos e clinicos
Sedimentos de rio, amostras Hg ETV-ICP-MS 56
de cabelo e de peixes
Materlgls de referen_czla lodo ETV-ICP-MS 57
certificados naturais
Materiais de referéncia Cd, Cu, Hg, Mn,
certificados bioldgicos e Pb, Sb, Se, Sn, ETV-ICP-MS 58
inorganicos T,UeV
. Ca, Fe, Ga, Mg,
Alumina Mn, Na, Ni e V ETV-ICP OES 59
SiC Al, Ni, Fe, TieV ETV-DC arc OES 60

Os trabalhos supracitados demonstram a eficiéncia de vaporizacdo das
diferentes matrizes por um processo eletrotérmico e, depois, a quantificacdo desse
vapor por técnicas de deteccdo multielementar.

A viabilidade do emprego do ETV esta ligada a criacdo de programas de
temperaturas de especificos para o tratamento de cada tipo de matriz (ceramica,
materiais biolégicos e geoldgicos, cabelos, alumina etc) e analito de interesse, além
do aumento da sensibilidade, uma vez que a amostra sera analisada em seu estado
natural, sem o acréscimo de regantes, reduzindo assim, o risco de contaminacéo e o
tempo de andlise. As técnicas instrumentais de ICP-MS, ICP OES, DC arc OES
combinadas com a vaporizacao eletrotérmica sdo atrativas como técnicas rotineiras,

porém apresentam custo elevados dos instrumentos de sua manutencgao [54 - 60].
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3.3. Emprego da analise direta de solido utilizando deteccéo por
espectrometria de absorcéo atbmica

3.3.1. Amostragem direta de sélido usando a espectrometria de absorcéo
atdmica com atomizacéo eletrotérmica em forno e grafite

A possibilidade da analise direta de pequenas massas de amostra ampliou 0
universo de aplicacdo da espectrometria de absor¢cdo de atbmica com atomizagao
eletrotérmica em forno de grafite. Amostragem direta de sélidos (SS-GF AAS) é
muito eficiente para analise de diversos tipos de amostras, por permitir suas
determinacdes sem pré-tratamento da mesma, reduzindo assim, o tempo de analise
e riscos de contaminacgfes, além de apresentar baixos limites de detecgéo [52].

A SS-GF AAS possibilita a determinacao de elementos trago e ultratrago em
materiais biolégicos e ambientais, sendo de grande importancia para gerar
informacdes relacionadas a estudos nutricionais, toxicolégicos e bioquimicos, uma
vez que muitas investigacdes sdo limitadas pela pequena quantidade da amostra
[50, 51,52,114].

A amostragem direta de solido foi empregada pela primeira vez usando um
aparelho comercial com atomizador para sélidos em 1971 [48]. Durante a década de
1970, as investigacdes focalizaram, em maior grau, o desenvolvimento de
atomizadores e sistemas apropriados da introdugcdo da amostra. Encontraram
problemas enormes relacionados a quantidade de amostra usada, a
heterogeneidade, distribuicdo ndo homogénea das particulas em sub-amostra,
niveis do fundo elevado, métodos da calibracédo, etc [51, 52].

Recentemente, procedimentos analiticos foram propostos para determinar
elementos demonstrando a praticidade do uso de SS-GF AAS. Maia e colaboradores
determinaram mercurio na analise direta de carvao, abordando aspectos como o0 uso
de modificador de paladio para a transferéncia de analito para as paredes do tubo e
evitar interferéncia espectral e ndo espectral causado pelos concomitantes. A
determinacdo de mercurio foi feita usando material de referéncia certificada [61].

Assim, para alguns métodos de determinacdo elementar com SS-GF AAS, o

uso do material de referéncia certificado € necessério para a calibragdo analitica do
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espectrometro e indispensavel para a validacdo dos mesmos. Porém, a dificuldade
de encontrar materiais de referéncia iguais e / ou similares para todas as matrizes
analisadas torna a técnica limitada, no caso de nao haver a possibilidade da
calibracédo padréao.

A obtencéo de resultados precisos e exatos pode ser comprometida pelo
uso de massas inferiores a 100 mg, devido ao fato de a representatividade estar
ligada a erros associados as varias pesagens, como a falta de homogeneidade de
certos materiais para alguns elementos. Logo, a precisdo das medidas tende a

diminuir com a reducdo da massa de amostrada.

3.3.2. Amostragem direta de so6lido usando espectrometria de absorcéo
atbmica com chama

Outros procedimentos diferentes foram desenvolvidos para a andlise direta
de sélido aplicando a espectrometria absorcdo atbmica com chama (FAAS),
recebendo assim, a atencdo crescente durante os Ultimos anos, por apresentar
baixos limites de deteccdo nesta técnica espectroanalitica [62 - 66].

A técnica espectroanalitica FAAS € uma robusta, com boa precisédo e
exatiddo, e € considerada como uma técnica rotineira, por apresentar valores
atrativos na aquisicdo e manutencdo dos equipamentos e suprimentos. A
dificuldade encontrada pela FAAS para a andlise direta de solido, esta ligada a
aspiracao do solido, transformando-o em um fino aerossol, para ser transportado até
a célula de atomizacéo.

O método proposto consiste no uso de uma cela de quartzo adaptada no
gueimador do FAAS, de modo que esse sistema formasse um fino aerossol seco
continuo chegando até a chama. Apds a etapa de atomizacdo da amostra, foi
medido o sinal transiente integrado por alguns segundos para a determinacao de
diversos elementos quimicos como: cobre em amostras de figado bovino [62],
manganés em carvao [63], cadmio em amostras de sedimentos usando calibracao
multivariada [64] e cobre em plantas medicinais [65].

Da Costa e colaboradores propuseram um novo sistema com a cela de

guartzo, em que foi introduzida cépsula de papel contendo amostra, sendo
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empurradas com o auxilio de um fluxo continuo de oxigénio até chama, facilitando o
transporte de uma grande quantidade do sdlido até a mesma, obtendo assim, limites
de deteccéo baixos para cadmio [66].

Todos trabalhos utilizando FAAS para analise direta de sélidos requerem o
uso de MRC de matriz igual e / ou similar para os estudos e calibracdes, além da
otimizacdo da composicdo da chama e tamanho da particula (formacdo do fino
aerossol seco). Assim, a precisdo obtida para essa proposta foi menor que 8,0%,
expressa em desvio padrao relativo [65,66].

As técnicas espectroanaliticas como GF AAS, ETV-ICP-MS, ETV-ICP OES
apresentarem a flexibilidade de analisar diretamente do sélido [49, 53, 55, 60, 62,
63]. No entanto, o custo com a analise, o uso de modificadores (alguns casos), a
baixa precisdo relacionada pela ndo-homogeneidade e as diferentes quantidades de
massa pesadas, deixam essas técnicas menos atrativas para uma rotina. Uma
alternativa para analise de solidos é o preparo de suspensdes através da aplicacao

desenvolvida por Brady e colaboradores em 1974. [67].

3.4. A técnica de amostragem em suspensao

A Quimica Analitica atual almeja o aperfeicoamento e a simplificacdo dos
métodos analiticos desenvolvidos, principalmente na diminui¢cdo de custos, reducéo
da manipulagcdo humana e minimizacao dos riscos de perda e/ou contaminagao da
amostra, baixos limites de deteccdo e quantificacdo, assim como boa precisédo e
exatiddo dos resultados obtidos.

O preparo da suspensao consiste nas particulas sélidas estarem suspensas
e divididas finamente em um meio liquido, contornando assim o problema de né&o
homogeneidade da amostra e apresentando boa precisdo e exatiddo para
determinacdo de elementos quimicos nas diversas matrizes. A simplificacdo da
etapa de pré-tratamento da amostra, a reducao do risco de contaminagao e o tempo
de analise sdo as principais vantagens particulares dessa técnica. [48, 68, 69].
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Fatores como o tamanho da particula e a ndo-homogeneidade da amostra
podem afetar a precisao e exatiddo dessa técnica, podendo ser melhorados, quando

as suspensdes sdo preparadas por particulas de tamanhos pequenos. [48, 69].

3.4.1. Fatores criticos no preparo das suspensdes

A técnica de amostragem em suspensdo apresenta algumas
particularidades na aplicacdo em cada uma das técnicas espectroanaliticas. Os
fatores mais comuns séo: o tamanho da particula; a estabilidade da suspensao até a
injecdo da amostra na célula de atomizacdo da técnica analitica escolhida; o uso de
modificadores quimicos requeridos para corrigir as interferéncias quimicas em
técnicas que utilizam o processo de vaporizacao eletrotérmica da amostra (GF AAS,
ETV-ICP-MS, ETV-ICP OES, ETV-ICP arc DC etc); o tipo de calibracdo analitica
mais eficiente na determinacdo do analito de interesse e a precisdo e exatidao

requeridas pela técnica.

3.4.1.1. Tamanho da particula

O tamanho da particula é o fator primordial para 0 emprego das técnicas
espectroanaliticas, principalmente as que utilizam a formacdo de aerossol para a
introducdo da amostra na célula de atomizacéo e pelo tempo gasto para a particula
sélida ser atomizada [48]. De acordo com alguns trabalhos, o tamanho pode variar
38 um para as técnicas como ICP OES e ICP-MS, utilizando acessorios que
possibilitem a introducdo desse tamanho de particulas como agitadores
ultrassonicos acoplado na entrada do sistema de nebulizacdo [70, 73] , caso
contrario, o recomendado é 2-2,5 um [71, 72, 73].

Fundamentos da introdugdo de suspensao em ICP OES foram estudados
por Goodall e colaboradores, estabelecendo um modelo do tamanho de diametro da
particula, que se refere ao diametro maximo de ocupac¢ado por uma particula sélida
dentre da gota de aerosol [72]. Segundo autores, a analise de suspensfes para

obter uma recuperagdo comparavel com analise das solu¢des aquosas, o tamanho
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da particula ndo deveria exceder 2,9 pm para um material de densidade 1,0 g mL™
ou 1,5 um para um material de densidade 7,0 g mL™.

Ja quando se utiliza FAAS este tamanho pode extrapolar até a dimenséo
de 63 um [68, 108]. Por outro lado, as determinac¢des com particulas de até 600 um
usando GF AAS foram relatadas na revisao feita por Magalhdes [69]. Cabe ressaltar
que tanto a homogeneidade e a estabilidade da solugdo, como a precisdo da técnica
de amostragem em suspensdo, estdo associadas ao tamanho das particulas [48,
69], pois quanto maior for o seu tamanho, maior sera a taxa de sedimentacdo na
solucéo e no fundo camara de mistura do sistema de nebuliza¢do, ocasionando uma
menor precisdo nos resultados obtidos [74]. Valores mais precisos podem ser
obtidos através da moagem da amostra original, observando o tamanho desejado da

particula, bem como a sua composicdo e quantidade [69].
3.4.1.2. Concentragcéo da suspensao e o diluente

Durante o preparo da suspensdao, a sua concentracdo € um fator importante.
Assim, as suspensfes podem ser preparadas diluidas, dentro de uma faixa limitada.
Entretanto, este fator pode ocasionar perdas na precisdo dos resultados, devido a
um namero menor de particulas que permanecem dispersas no volume total apds a
diluicdo. Solugdes concentradas levam em consideragdo o risco de haver efeito de
matriz e a probabilidade de ocorrer obstrucdo do sistema de introducdo da amostra,
apesar de melhorar a precisdo das medidas [48, 69].

O diluente tem o papel principal de dispersar e estabilizar o solido na
solucéo. Ele deve ser selecionado, observando-se a natureza do analito na matriz, a
estabilidade promovida na solucéo, o seu poder de extrator do analito de interesse, a
viscosidade e o aumento na sensibilidade do sinal analitico. J& foram relatados
diferentes tipos de diluente e/ou misturas para o preparo das suspensdes, como:
solucdo de glicerol e acido cloridrico [47, 48]; solucdo de acido nitrico [102, 98];
solucéo de acido cloridrico [75]; solugéo de triton X-100 [76]; solugcdo de hidroxido de
tetrametilaménio (TMHA) [95]; solucdo de acido nitrico e triton X-100 [76,97,91];
solucdo de acido nitrico, triton X-100, permanganato de potassio e nitrato de prata

[77]; solugdo de metanol, triton X-100 e &cido nitrico [78] e outros.
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3.4.1.3. Modificadores quimicos

As técnicas espectroanaliticas como a GF AAS, ETV-ICP-MS, ETV-ICP
OES e ETV-ICP arc DC que utilizam a vaporizacéo eletrotérmica como etapa para
andlise das suspensofes, sdo usuéarias de modificadores quimicos, principalmente
para a determinacdo de elementos volateis. O uso modificador permite aumentar a
temperatura da etapa de pir6lise, proporcionando a eliminacéo total da matriz antes
da etapa de atomizacdo do analito de interesse sem perder de analito de interesse,
reduzindo as interferéncias e os sinais do fundo [48, 79]. Elementos quimicos como
Rh [102,97], Ru [80], Pd [81,96] e Ir [79, 97, 80] sdao comumente usados para
determinacao de Cd, Ge, Sn, Sbh, e Pb nos diversos tipos de suspensdes. Trabalhos
realizados demonstram também a eficiéncia de misturas para resolver problemas
relacionados a formacdo de residuos resultantes do material das suspensdes
durante a etapa de pirdlise, que em muitos casos podem dificultar a passagem do
feixe [48,125,126]. A mistura do paladio e do magnésio, como nitratos, foi proposta

como um modificador universal para mais de 21 analitos [80, 82].

3.4.1.4. Precisao e exatidao

Os valores de precisdo que sS80 muitas vezes expressos como desvio
padrao relativo (RSD) obtido nas determinagdes utilizando as suspensfes maior
guando comparadas as analises de solucdes liquidas e bem melhores do que a
analise direta de sélido, essa imprecisao é devida as muitas vezes a quantidade de
particulas em suspensdo que se distribuem durante a tomada de aliquota para
analise [69].

Diversos fatores contribuem para a reducdo da precisdo na técnica de
amostragem em suspensdo, como por exemplo, a quantidade de amostra soélida
para o preparo da suspenséo, a solubilidade do analito no diluente, a distribuicdo do
tamanho da particula na solucdo, a ndo homogeneidade da amostra, etc. Todos os
fatores citados podem ser ajustados, de modo a minimizar os erros que podem ser

intruduzido durante as medidas. A simples reducdo do tamanho da particula
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resolvera os problemas relacionados a solubilidade do analito, da distribuicdo do
tamanho da particula e a ndo- homogeneidade da amostra, em muitos casos.

Segundo Belarra e colaboradores, a partir de uma avaliacdo tedrica
desenvolvida, a precisdo com o grau de certeza de 95% pode ser tolerado numa
margem de +20 % para analise direta de solidos devido a falta da homogeneidade
das pequenas quantidade da amostra introduzidos no atomizador e a presenca de
atipica de potenciais [83]. Entretanto, segundo a revisdo produzida por Cal-Prieto e
colaboradores, mencionam que a precisdao depende do tipo de matriz e da sua
homogeneidade [48].

A investigagdo da exatiddo foi evidenciada de diferentes formas para os
diversos tipos de suspensao analisadas, tais como o uso de materiais de referéncias
padrdo ou certificados, teste de recuperacdo e o método da adicdo padréo [77, 84,
109].

3.4.1.5. Curva de calibragao

Durante as analises nas suspensdes supde-se que tanto o analito da
amostra como o da solucdo padrdo se encontre nas mesmas circunstancias
experimentais. Ao contrario da amostragem direta de sélido, na qual a concentracéo
do analito € determinada através da calibracdo com o emprego de materiais de
referéncia certificados com natureza similar a da matriz ou pela técnica da adicéo de
analito, as suspensdes podem ser analisadas, na maioria dos casos, através do uso
da calibracdo padrao [48, 62-66]. Essa condicdo é evidenciada pela comparacéo das
inclinacdes da calibracdo padrdao com a calibracdo de adicdo de analito, na qual as
mesmas nao diferem significativamente quando nao for verificado efeito de matriz
[87, 167].

3.4.2. AplicagOes da técnica de amostragem em suspensao

A literatura reporta varias aplicagbes da técnica de amostragem em
suspensao com sucesso para a analise quimica de diferentes matrizes, como

cabelo, pigmentos, dutos de aco de combustivel, carvdo, materiais geoldgicos e
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biolégicos, sedimento, peixes, plantas, géneros alimenticios e outros. Detalhes
sobre os procedimentos, os elementos determinados e a técnica espectrométrica

empregada estdo apresentados resumidamente na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3. AplicagBes da técnica de amostragem em suspensao

Matriz Elemento Técnica analitica Observacgoes Ref.
Cu, Mn. Cr, Fe. Zn, A suspenséo f0|_ preparada_ com &cido _nltr|90
Cabelo ETV-ICP OES concentrado e politetrafluoroetileno e com agitacéo 85
CdePb - : :
ultrasonica durante as medidas ;
Ag, Al, Cd, Cr, Mn, GE AAS/ O preparo de suspensao para GF AAS utilizou 0,4%
Cabelo Ni, Pb, Ca, Cu, K, (m/v) de glicerol. Ja para FAAS/FAES usou-se 10%(v/v) 86
FAAS/FAES _
Mg, Na e Zn HNOs3;
Ca Cu. K. Ma. Na FAAS/FAES com Para todos os casos estudos as amostras foram
Cabelo ’ a}ld ’an’ nebulizador de alta  acidificadas com acido nitrico 1%. Foram analise 25 87
performance amostras de cabelos.
Trés procedimentos foram testados: digestdo, fusdo com
Pigmento branco litio e dissolucdo &cido fluoridrico. O procedimento
o A Cu GF AAS e i 88
de Oxido de titanio aposentou boa precisao, exatidao, e um tempo menor de
analise.
Oxido de ferro (Ill) As amostras foram diluidas com agua contendo
: hexametafosfato de sodio 0,02% (m/v). O limite de
e pigmento de Hg CV AAS ~ . 1 \ . ~ . 89
L A deteccdo foi de 5,0 ng g~. A calibracdo padrdo foi
oxido de titanio . .
utilizada para as medidas.
Piamentos de 6xido A diluicdo da suspensédo foi feita simplesmente com
9 Cu, Mn, Cre Zn FI-FAAS agua e introduzida diretamente no espectrdmetro 90
de ferro L e
através sistema de injecdo em fluxo (FI).
Aproximdamente 0,010 g de amostra finamente
Dutos de aco de As, Sn, Sb, Se, Te, ICP-MS pulverizada foi diluida em 100 mL da solu¢do contendo 91
combustivel Bi, Cd, V, Tie Mo 0,5% de HNO3 e 0,05 de Triton-X 100. A suspensao foi
sonicada por 15 minutos.
A solucéo de 5% de HNOs; foi utilizada para preparar a
Carvao As, Mn, Pb e Se ETV-ICP-MS suspensdo de 1,3 mg L. O banho ultra-sénico também 92

foi utilizado. A massa de pg de paladio foi adicionada
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como modificador.

Material geologico SiO,

ETV-ICP-MS

As suspensfes foram preparadas pesando exatamente
a amostra 0,10 g, colocando em um teste-tubo do
plastico de 10 mL e diluida com agua. O HF foi utilizada
com sucesso como modificador quimico.

93

Materiais
geoldgicos e Ra
ambientais

ETV-ICP-MS

O método baseado na amostragem direta de sélido pode
substancialmente reduzir o0 perigo e 0s custos
associaram com a manipulacdo da amostra radioativa e
seus sub-produtos.

94

As, Se, Te, Ag, Cr,

Cu, V, Ni,Mn, Co,

Cd, Pb, Sb, Sn e
Bi.

Materiais biologicos

ETV-ICP-MS

A solucdo ou suspenséo foi prepara com hidréxido de
tetrametilamo6nio. Na determinagdo de As, Se, Te, Ag,
Cr, Cu, V, Ni,Mn, Co, Cd foi utilizado paladio como
modificador quimicos. Entretanto, para Pb, Sb, Sn e Bi, 0
tubo de grafite foi recoberto com iridio.

95

Liquen e materiais Cd, Cu, Fe, Mn, Pb
biolégicos e Zn

GF AAS/ FAAS

Cd, Cu, Mn e Pb foram determinados nas amostras
empregando GF AAS e Ni + Pd + acido tartaro como
modificador quimico, e Fe e Zn por FAAS.

96

Materiais biologicos Pb, Cr, Mn e Zn

GF AAS

Foi investigada combinacdo de modificadores quimicos,
mas a preferencial foi 20 pg W + 4 pug Ir + 50 ug
NH4H,PO,4 com 0,2% (v/v) triton X-100 plus e 0,2% (v/v)
acido nitrico. A percentagem de concordancia aumentou
de 63 para 104% quando se passou a utilizar a mistura
proposta.

97

Sedimento As, Hg, Se e Sn

CVG-ETV-ICP-MS

Aproximadamente 50 mg da amostra foi preparada com
5% (v/v) de agua régia e 1% (v/v) de HF em uma
recipiente de plastico de 15 mL, sendo agitado por 15
minutos em banho ultra-sbénico. As determinacdes foram
feitas usando calibracao de padrdes.

98
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Amostra de peixe

As, Se e Hg

USS-ETV-ICP-MS

Os resultados foram concordados com os valores
certificados. A precisdo entre replicates da amostra
foram de 11% com o método de USS-ETV-ICP-MS.

99

Amostra de peixe

Cd,Hg e Pb

USS-ETV-ICP-MS

O EDTA foi usado como modificador para melhorar o
sinal dos analitos. A técnica de adicdo de analito e o
metodo de diluicdo isotépica foram usadas para
determinacao de Cd, Hg e Pb nas amostras de peixe.

100

Planta

Ge, As, Se, Cd e
Pb

USS-ETV-ICP-MS

As influéncias das condigcbes operacionais do
instrumento e do preparo da suspensdo nos sinais
analitico foram investigada para determinacdo de Ge,
As, Se, Cd e Pb em amostras da planta.

101

Alimentos

CdePb

BIFF-AAS

As suspensodes foram preparadas com 10 mL de agua e
centrifugada por 5 minutos (5400 rpm) e 400 pl do
suprenadante foi tomado e analisada por BIFF-AAS

102

Chocolate

Cu

FAAS

O método recomenda 0,2 g de amostra diluida em 2,0
mol L™ de um solucéo de HCI e sonicada por 15 min. A
calibracdo padrdo foi utilizada para determinagdo de
cobre.

103

Pigmentos de oxido
de ferro

Cu, Mn, Cre Zn

FAAS

A amostra foi preparada com &gua e introduzida
diretamente no espectrdbmetro usando injecdo em fluxo
com auxilio de um compressor de ar. Os resultados
foram concordantes quando comparados com
dissolucéo acida.

104
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3.5. A técnica de amostragem em suspensdo aplicada a
espectrometria de absorcdo atbmica com chama

O primeiro relato sob a aplicacdo da FAAS na analise de suspenséao foi
feito por Willis em 1975, que determinou Co, Ni, Cu, Zn, Mn e Pb, em amostras
geoldgicas [105].

Nos ultimos anos, ha uma demanda no emprego da FAAS para analises
de suspensdes, por esta técnica espectrométrica ser rotineira, precisa, robusta,
de facil aquisicdo e de custeio baixo para seus suprimentos na determinacdo de
mais de 60 elementos quimicos. Na Tabela 3.4 estdo citados alguns trabalhos
utilizando FAAS:

Tabela 3.4. Publicacéo utilizando FAAS na analise de suspensodes:

Matriz Analitos Ano Ref.
Camardao antartico Cu, Fe, Mn e Zn 2000 106
Sedimento de rio Cu, ZnePb 2001 107
Lapa antarctico e sedimento de rio Cu, Zn e Ni 2001 108
Ovos frescos Pb, Cu, Zn, Mg, Cae Fe 2002 109
Cabelo humano Ca, Cu, Mg e Zn 2002 110
Frutos do mar Cu, Fe, Mg e Zn 2002 111
Chocolate Cu 2005 75
Liquenes® e amostras botanicas Fee Zn 2005 96
Amostras de vegetais Pb, Cu, Fe, Cd e Cr 2005 112
Chocolate Mn e Zn 2006 113

Comparada com outras técnicas espectroanaliticas como GF AAS, ICP
OES, ICP-MS, ETV-ICP OES, ETV-ICP-MS, FAAS é uma alternativa vantajosa e

rapida nas andlises de suspensdes.

! Os liquenes sdo seres vivos muito simples que constituem uma simbiose de um organismo

formado por um fungo (o0 micobionte) e uma alga ou cianobactéria (o fotobionte), e € encontrado
em rochas e troncos de arvores.
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3.6. Amostragem em suspensdo versus andlise direta de soélido
empregando deteccao por espectrometria de absorcao atomica

com atomizacéao eletrotérmica em forno de grafite

A Tabela 3.5 apresenta uma relacdo de vantagens e limitacdes das

técnicas de amostragem em suspensédo e de amostragem direta de soélida, ambas

usando GF AAS [114]:

Tabela 3.5. Amostragem em suspensao versus da amostragem direta de

sélido, ambas usando GF AAS

Amostragem em suspensao

Amostragem direta de sélido

Massa tipica injetada 0,02 mg

Massa representativa de até 50 mg;
Aplicavel em instrumentos de AAS;
Automatizagdo comercialmente disponivel,
no laboratério faz o sistema relativamente
simples;

Facil diluicao;

Modificagdo da matriz facil ;

Amostras moidas de facil andlise;
Risco de contaminacdo pelo uso de
reagentes de um modo geral;

Nivel de miligramas (mg) requerida nas
amostras;

Vantagem do aumento da massa para
obter homogeneidade da amostra;

Limites de deteccdo comparaveis com
analise de digestdo, em alguns casos mais
baixo.

Massa tipicamente testada 0,1 — 1,0 mg
Massa representativa de até 10 mg;

Requerido em sistemas de forno (tubos e
plataformas) para instrumentos AAS,;

Dificuldade de automatizacdo; no presente
a semi-automagéo comercialmente
disponivel;

Diluicdo dispensada (equivalente & massa
da amostra do teste da reducéo);

Problema na modificacdo da matriz exceto
amostra pulverizada;

Analise de varios tipos de matrizes;

Nenhum ou minimo risco de contaminagéo
se algum reagente for usado;

Massa extremamente baixa de amostra
requerida ou Unica, aplicavel ao nivel de
micrograma (ug);

Facil determinacdo da homogeneidade
com analise direta de solido;

Limites de deteccdo baixos comparados a
andlise convencional (para andlise da
amostra real).

Ambas as técnicas apresentam sua importancia diante das suas
particularidades nas respectivas comparacgoes.
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CAPITULO 4

Desenvolvimento de método para determinacdo de
manganés em farinha de trigo por amostragem em
suspensao usando espectrometria de absorcéo atdmica com
chama

4.1. Equipamentos e materiais utilizados
4.1.1. Instrumentos

Espectrdmetro de absorcdo atdbmica Varian (Mulgrave, Victoria, Australia) -
Modelo SpectrAA 220;

Microscopio de varredura eletrdnica Shumadzu (Kioto, Japéo) - Modelo Supercan
SS-500;

Banho Ultra-sénico de limpeza VWR (Cortlant, Nova Yorque, E.U.A.) - Modelo 75
D

Sistema de purificacdo de agua EASYpure RF (Barnstedt, Dubuque, 1A, E.U.A);
Placa de aquecimento

4.1.2. Preparo das solugdes

Agua ultrapura proveniente do sistema de purificagdo EASYpure RF foi
usada para o preparo de todas as solugbes. As vidrarias utilizadas foram
mantidas em solucdo de acido nitrico a 10% (v/v) durante 24 horas, sendo

enxaguadas com agua ultrapura e secas.
4.1.2.1. Solucdo de manganés 100 ug mL™

Mediu-se 10,0 mL de uma solucdo de manganés () 1000 ug mL*

(Merck) em pipeta volumétrica e diluiu-se a 100 mL com agua ultrapura.
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4.1.2.2. Solucdes de acido nitrico

Mediu-se quantidades apropriadas em proveta graduada de uma solucéo
de acido nitrico P. A. 65% (v/v) (Merck) e diluiu-se a 1000 mL com &gua ultrapura
para preparacdo de 1,0; 2,0;3,0e 4,0 mol L™ .

4.1.2.3. Solugdes de acido cloridrico

Mediu-se quantidades apropriadas em proveta graduada de uma solucéo
de acido cloridrico P. A. 37% (v/v) (Merck) e diluiu-se a 1000 mL com agua

ultrapura para preparacéo de 1,0; 2,0; 3,0e 4,0 mol L™ .

4.2. Amostras

Foram utilizadas para preparagéo da suspenséo durante a avaliagdo de
fatores analiticos uma amostra de farinha de trigo Dona Benta e outra de farinha
de arroz MAIZENA® e DURYEA® (Unilever Bestfoods Brasil Ltda, Garanhus,

Pernambuco, Brasil).

4.2.1. Materiais de referéncia certificados

Trés materiais de referencia certificados foram utilizados para confirmar
a exatidao:
e Um material de referéncia certificado de farinha de arroz NIST 1568a (
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, MD,
E.U.A);

e Dois materiais de referéncia certificados de farinha de arroz Nies 1-a e
1-c ( National Institute for Environmental Studies, Onagawa, Tsukuba,

Japao)
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4.2.2. Coleta, preparacao e conservacao das amostras de farinha de
trigo

Foram coletadas 07 amostras de farinha de trigo em supermercados na
cidade de Salvador, Bahia, no periodo de 04/01 a 30/03/2005. Aproximadamente
100 gramas das amostras foram armazenados em recipientes de polipropileno,
previamente descontaminados com uma solucdo de acido nitrico 10% (v/v), e
lavados com agua ultrapura. As amostras foram condicionadas em local seco e

sem a incidéncia da luz.

4.3. Preparo das suspensdes

As suspensdes foram preparadas a partir de 0,5 g da amostra de farinha
seca, transferida para um baldo volumétrico de 50,0 mL com uma quantidade de
25 mL de &cido nitrico 2,0 mol L™ e sonicado por 15 minutos. Apés o tempo de
sonicacado, o baldo contendo a suspenséo foi aferido para o volume de 50,0 mL
com &cido nitrico 2,0 mol L™ e a solucao foi aspirada diretamente pelo sistema de
nebulizacdo do espectrometro de absor¢do atbmica com chama (FAAS) para a
determinacdo da concentragcdo do manganés nas amostras de farinha de trigo.
Para simular as particulas em suspenséo da farinha de trigo na solucao, o branco
da suspensao foi preparado a partir da amostra de farinha de arroz com
concentracdo abaixo do limite de quantificacdo do método proposto. A
concentracdo de manganés nas amostras de farinha de trigos foram
determinadas confome parametros operacionais do espectrémetro de absorcdo
atbmica com chama com corretor de radiacdo de fundo de deutério descritos na
Tabela 4.1:

Tabela 4.1. Pardmetros operacionais do espectrometro de absorcéo
atbmica em chama para determinacdo de manganés

Parametro Valor
Comprimento de onda 279,5 nm
Largura da fenda 0,2 nm
Corrente da lampada de catodo oco 50mA
Vazao de fluxo do acetileno 2,0 L min*
Vazdo de fluxo do ar 13,5L min*
Vazao de fluxo de aspiracdo da solu¢cdo da amostra 5,0a6,0 mL min™
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4.4. Dissolucdo completa das amostras de farinha de trigo
usando digestdo Umida em placa de aquecimento

Aproximadamente 0,5 g da amostra de farinha de trigo foi transferido
para béquer, sendo digeridos com auxilio de 5,0 mL de acido nitrico concentrado
65% e 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 30% (v/v) em placa de aquecimento
durante 3 horas até a dissolugdo completa do material organico e o volume da
solucéo se aproximar a 1,0 - 2,0 mL. Finalmente, a solucao foi transferida para
um baldo volumétrico de 10,0 mL, aferida com agua ultrapura e determinada a
concentracdo de manganés empregando FAAS, conforme o0s parametros
operacionais apresentados na Tabela 4.1.

4. 5. Parametros de mérito

4.5.1. Limite de deteccéao e limite de quantificagao

Limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracao do analito ou
substancia em uma amostra, que pode ser detectada, mas ndo necessariamente
guantificada, sob determinadas condicGes experimentais. O limite de deteccdo
pode ser definido usando varios critérios. Para métodos analiticos instrumentais,
o critério adotado é a relacdo sinal/ruido de 3:1, expressa através da Equacéao
4.1 [115]:

LQ = 3% Equacéo 4.1

em que, o é o desvio padrdo da resposta e s, € o coeficiente angular inclinacéo
da curva de calibracdo construida em niveis proximos

Limite de quantificacdo (LQ) do método analitico representa a menor
concentracdo do analito ou substancia que pode ser determinada com precisao e
exatiddo aceitaveis, sob determinadas condicdes experimentais. E calculado
como a concentragdo do analito para o qual a relagdo sinal/ ruido € de 10:1,

expressa pela Equacéao 4.2 [115]:
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LQ :10% Equacéo 4.2

45.2. Precisao

A precisdo é um termo geral para avaliar a proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra. Os trés niveis para expressa-la sdo por meio da repetitividade (precisédo
intra-corrida), precisao intermediaria (preciséo inter-corridas) e a reprodutibilidade

(preciséo inter-laboratorial) [116].

A precisdo de um meétodo analitico usualmente é expressa como o0
desvio padrdo ou desvio padrédo relativo (RSD), ou ainda pelo coeficiente de

variacdo (CV) de uma série de medidas, conforme a Equacéao 4.3:
RSD = —2— x100 Equacéo 4.3
CMD

em que, o € o desvio padréo e CMD, a concentracao média determinada[117].
Segundo Leite, a precisdo pode ser determinada pela repetibilidade com
trés ou cinco analises sobre duas ou trés amostras de concentracdes diferente e

pertinente a andalise da substancia a ser analisada [118].

4.5.3. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é confirmada pela proximidade dos
resultados individuais encontrados em um determinado ensaio, em relagdo a um
valor verdadeiro de referéncia aceito como mais provavel. A exatiddo, quando
aplicada a uma série de resultados de ensaios, implica numa combinagdo de
componentes de erros aleatdrios e sistematicos. Os processos normalmente
utilizados para avaliar a exatiddao de um metodo analitico sdo: uso de materiais de
referéncia, materiais de referéncia certificados, participacdo em comparacdes
interlaboratoriais, comparacdo de métodos, ensaios de adi¢do/recuperacdo [117,
119].
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4.6. Resultados e discussao
4.6.1. O tamanho da particula

A investigacdo do tamanho da particula foi um dos parametros
primordiais para o desenvolvimento desse trabalho, uma vez que 0 mesmo € um
fator critico para introducdo da amostra no sistema de nebulizagcdo do
espectrometro de absorcdo atbmica com chama para a analise das suspensoes.
As dimensdes, também implica no tempo gasto para todos os constituintes da
particula sélida serem atomizados. Particulas de tamanho grande podem obstruir
0 tubo capilar e/ou levar mais tempo para incineracdo na chama, reduzindo a
precisao dos resultados. Ja particulas de tamanho pequeno resolvem o problema
da homogeneidade e estabilidade da amostra na suspenséo, além de facilmente
atomizada.

Neste trabalho, a medida do tamanho das particulas foi feita usando um
microscopio de varredura eletrdnica modelo Superscan SS-550 da marca
Shimadzu. Conforme a micrografia de varredura eletrbnica (MVE), Figura 4.1 ,
tem-se uma nocdo dos aglomerados das particulas, formado por tamanhos
variados. Foram feitas trés micrografias demonstrando as medidas desses
tamanhos em trés amostras diferentes (Figura 4.2, Figura 4.3 e Figura 4.4) em
gue a variacao observada foi de 2,8 a 30,9 um. Estas dimensao sdo aceitas para
0 preparo das suspensao, pois sdo menores que o diametro do capilar do tudo do
sistema de aspiracdo do FAAS, que € de 200 pm.
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Figura 4.1. MVE — Aglomerados de farinha de trigo
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Figura 4.2. MVE — Tamanho das particulas de farinha de trigo
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Figura 4.3. MVE — Tamanho das particulas de farinha de trigo

Figura 4.4. MVE — Tamanho das particulas de farinha de trigo
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4.6.2. Condicdes experimentais para o preparo das suspensdes

A otimizacdo das condicbes experimentais para o0 preparo das
suspensdes para determinacdo de manganés em farinha de trigo foi desenvolvida
usando metodologia univariada, envolvendo o0s seguintes fatores: natureza e
concentracdo do acido usado para o preparo da suspensdo, tempo de sonicagao

e massa de amostra.

4.6.2.1. Natureza do acido e sua concentracao

O estudo da natureza do &cido e sua concentracdo ideal para preparo da
suspensdo demonstraram resultados independentemente das absorvancias
relativas &s concentragdes no intervalo de 1,0 a 4,0 mol L™ tanto para o acido
cloridrico, quanto &cido nitrico, apresentado na

Figura 4.5. A concentracéo de 4,0 mol L™ para o &cido cloridrico também se
mostrou indiferente, entretanto, para o acido nitrico houve um aumento no sinal
analitico.

A solucdo 2,0 mol L™ de &cido nitrico foi escolhida como diluente no
preparo das suspensofes, devido 0 seu maior poder extrator em relacao ao HCI.
Essa concentracdo promove uma menor dano do equipamento do que as
superiores. O uso de solugdes tixitropicas como triton-X para o aumento da
viscosidade do meio, ndo trouxe nenhuma mudanca significativa no sinal analitico
em relacdo a solucdo de acido nitrico. O sinal de absorvancia do branco do acido
nitrico 2,0 mol L™ observado foi de 0,0010 + 0,0002.

A investigagéo da eficiéncia de extragdo do acido foi realizada usando o
método proposto. A absorvancia obtida na determinagdo de manganés em
suspensdao de uma amostra foi de 0,0170 + 0,0002. Apds 10 minutos de
centrifugagcédo e filtragem, a absorvancia medida na mesma solugdo medida
anteriormente foi de 0,0147 £+ 0,0002, demonstrando que o processo de extracao
do manganés para a solucéo nao foi completo nas condicbes experimentais, com

aproximadamente 86% de reducdo da absorvancia, sendo necessario a
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aspiracdo da suspenséao para determinagéo total do manganés nas amostras de

farinha de trigo.

0,018

0,017 L O--- HN03 o
0,016 -

0,015

Absorvancia

0,014

0,013

0,012 , . , . , .
1 2 3 4

Concentracdo do acido / mol L™)

Figura 4.5. Estudo da natureza e concentracdo dos acidos no preparo da
suspenséao de farinha de trigo.

4.6.2.2. Tempo de sonicagéao

Foi estudado o efeito do tempo de sonicacgéo variando de 0 a 25 minutos.
Observou-se que o tempo nao influencia no sinal analitico, porém o preparo das
suspensdes utilizando tempo de sonicagdo menor do que 10 minutos mostra
maior probabilidade de obstru¢cdo do tubo capilar. Tempo de sonicagédo superior
que 10 minutos € também necesséario para obtencdo de uma suspenséo estavel.
A Figura 4.6 apresenta o estudo do efeito da sonicacdo sobre o preparo da

suspensao. O tempo de sonicacao escolhido foi de 15 minutos.
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Figura 4.6. Estudo do tempo de sonicagdo no preparo da suspensao de
farinha de trigo

4.6.2.3. Estudo relativo a massa de amostra

A Figura 4.7 representa o estudo relativo a correlagédo entre o sinal de
absorvancia e a massa da amostra utilizada no preparo da suspensao. Ela
evidencia a proporcionalidade linear para sinais analiticos obtidos a partir da
variacdo da massa de 0,20 a 1,00 g, usando 50 mL &cido nitrico 2,0 mol L™ e
sonicada por 15 minutos. Logo, a preparacdo da suspensdo com até 0,6 g, ndo
interverem na precisao e obstrucdo do tubo capilar do sistema de nebulizacéo.
Assim, a massa de amostra de 0,5000 + 0,0001 g foi utilizada para analises.
Cabe ressaltar, que a quantidade de massa muito pequena € propicia a néo
homogeneidade da amostra e a baixa precisdo dos resultados. Ja quantidades
muito grandes, eliminam esses problemas, porém aumentam a probabilidade de

ocorrer a obstrucdo do sistema de nebuliza¢do do equipamento.
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Figura 4.7. Estudo relativo a massa para o preparo da suspensao de
farinha de trigo

4.6.2.4. Curva de calibracao

As equacdes das curvas de calibracdo versus padrdes aquosos
preparada em 2 mol L™ de &cido nitrico, com adicdo de analito na farinhas de
trigo e de arroz foram utilizadas avaliar a exatiddo e o efeito de matriz na
determinacdo de manganés por FAAS, tendo coeficientes de correlacdes > 0,999.

As equacdes das trés calibracdes estao dispostas na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Equac0bes das calibracdes analiticas para determinacéo de
manganés em farinha de trigo por FAAS.

Curvas de calibracao Equacéo Coeficiente de

correlacao
-1

Preparada em 2 mol L™ de o _ (1837 ¢, +0,0013 1,0000

acido nitrico

ﬁ%lgao analito em farinha de Abs = 0,1834.Cy, + 0,0084 0,9991

g\dlgao de analito em farinha AbS = 0,1855.Cyyy + 0,0002 0,987

e arroz

Foi aplicado o teste estatistico ANOVA: fator Unico entre equacdes. O
resultado demonstrou que n&o existe diferenca significativa entre os tipos de

calibragbes a partir da comparacdo estatitistica com 59% de probabilidade de
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esses valores serem semelhantes (p > 5%), confirmando assim, a exatidao para
0 método de amostragem em suspensdo proposto. A comparacdo das
inclinacbes das calibracbes analiticas evidencia também, nenhum efeito de
matriz, devido a proximidade dos coeficientes linerares. Assim, durante as
determinacdes do manganés nas suspensdes, tanto o analito da amostra como o
da solucdo padrédo se encontram nas mesmas circunstancias experimentais,
podendo a concentracdo do elemento na farinha de trigo ser determinada usando

calibracédo padréao.
4.6.3. Método proposto

Considerando os resultados obtidos durante a etapa de otimizacéo
univariada dos fatores envolvidos para determinacdo de manganés em farinha de
trigo, o procedimento proposto recomenda uma massa de amostra de 0,5000 +
0,0001 g, diluida para 50 mL usando solucdo de &acido nitrico 2,0 mol L™ e
sonicacdo por 15 minutos, seguida de deteccdo empregando FAAS conforme

parametros operacionais da Tabela 4.1 .

4.6.3.1. Parametros de mérito

4.6.3.1.1. Limite de deteccéo e limite de quantificacao

O LD calculado a partir da Equacdo 4.1 para a determinacdo de
manganés em farinha de trigo foi de 0,13 pg g*, a partir do desvio padréo de 10
medidas consecutivas do branco, preparado usando 0,5000 + 0,0001 g de farinha
de arroz da marca MAIZENA® e DURYEA® e volume final de 50 mL. O LQ
calculado a partir da Equacéo 4.2 foi de 0,44 pg g™*(n = 10).

4.6.3.1.2. Precisao

A precisdo do método proposto foi expressa como desvio padrao relativo
de até 3,5 % para 10 medidas consecutivas da suspensdo de uma amostra de

farinha de trigo contendo 7,6 + 0,1 pg g™* de manganés.
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4.6.3.1.3. Exatiddo

Neste trabalho, a exatiddo foi confirmada através da determinacdo de
manganés em trés materiais de referéncia certificados de farinha de arroz. Os
resultados sdo expressos com intervalo de confianca com nivel de 95 % de
confiabilidade, apresentados Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Determinacdo de manganés em materiais de referéncia

certificados de farinha de arroz utilizando amostragem em suspenséao e deteccao
por FAAS. (n = 3)

Farinha de arroz Valor Certificado Método proposto/suspenséo

(kg g™t (Mg g™t
NIST 1568a 200+ 1.6 192+0.6
NIES 1-a 34,7+1,8 34,3+0,6
NIES 1-c 401+ 2.0 383+0,3

NIST: National Institute of Standart and Technology
NIES: National Institute for Enrironmental Studies

A comparacao estatistica pelo Teste-t nos estudos com dados pareados,
com grau de liberdade igual 2 (n=3), ndo mostrou diferenga significativa entre os
valores de manganés encontrados pela técnica de amostragem em suspensao e
os valores certificados pelos materiais de referéncia de farinha de arroz (Tabela
4.3). O valor de tipeiado € 4,303, sendo o valor absoluto de tcacuado igual a 2,402 -
menor que t valor critico, aceitando a hipotese de que as médias de manganés
nas amostras de farinha de arroz comparadas aos valores certificados nao

diferem estatisticamente, ao nivel de significancia de 95% (a = 0,05).

4.6.4. Aplicacéo

O método desenvolvido foi aplicado para determinacdo da concentracao
de manganés em sete amostras de farinhas de trigo coletadas em
supermercados da cidade de Salvador, Bahia, Brasil, no periodo de 04/01 a
30/03/2005 . A concentracdo de manganés encontrada em todas as amostras
coletadas variou de 5,2 + 0,7 e 7,6 + 0,5 pg por grama de farinha de trigo. Essas
amostras também foram analisadas apos a dissolugdo de amostras por via
Uumida, usando uma mistura acido nitrico e peroxido de hidrogénio, como descrito

na secao 4.4. As concentracdes de manganés foram determinadas empregando
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FAAS. As concentracfes determinadas para cada uma das amostras, nos

respectivos métodos, estdo apresentados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Resultado da concentracdo de manganés obtida nas
amostras de farinha de trigo por FAAS:

Dissolugdo completa

Método proposto /

Amostra Ao suspenséo
hg g~ (n=3) ug g’ (n=3)*

1 58+0,3 58+0,2

2 51+0,1 52+0,7

3 58+0,4 6,0+0,8

4 78+05 7,6+0,5

5 54+0,1 55+0,3

6 71+0,1 7,3+0,6

7 59+04 6,2+0,1

* Resultados expressos com intervalo de confianga com nivel 95% de confiabilidade.

A comparacao estatistica pelo Teste-t nos estudos com dados pareados,

com grau de liberdade igual 6 (n=7), ndo mostrou diferenca significativa entre os

valores de manganés obtidos pelas técnicas de dissolucdo por via Umida e por

amostragem em suspensao, ambas utilizando detecgcao por FAAS ( Tabela 4.4).

O valor de tiapelado € 2,447, sendo o valor absoluto de tcacuiado igual a 1,620, menor

que t valor critico, aceitando a hip6tese de que as médias de manganés nas

amostras de farinha de trigo ndo diferem estatisticamente por ambas as técnicas,

ao nivel de significancia de 95% (a = 0,05).
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4.6.5. Concluséao

O método analitico desenvolvido apresenta limite de detecéo, precisédo e
exatiddo viavel para a determinacdo do manganés em amostras da farinha de
trigo empregando FAAS. O uso da técnica de calibragdo padrdo facilita um
procedimento simples e rapido.

A concentracdo de manganés nas amostras de farinha de trigo coletadas
em supermercados da cidade de Salvador variou de 5,2 +0,7a7,6 +0,5uggte

com uma média de 6,2 + 0,1 ug g™
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Capitulo 5

Determinacdo de cadmio em amostra de farinha de trigo por
espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite: uma comparacao entre a
amostragem direta de solidos e a amostragem em
suspensao.

5.1. Equipamentos e materiais utilizados

5.1.1.

v

Instrumentos e acessorios

Um Unique-Thorton modelo USC-2850 banho ultra sbnico operado com
uma frequéncia 37 + 3 kHz (Thorton, Sdo Paulo, Brasil), com uma
temperatura controlada de até 80 + 5 ° C, foi utilizado no preparo das

suspensoes.
Um sistema de purificacdo de agua Millipore (Bedford, MA, EUA)
M2P microbalanca (Sartorius, Goéttingen, Alemanha)

Espectrdmetro de absorcdo atbmica com atomizacdo eletrotérmica em
forno de grafite (Analytik Jena AG, Germany) - Modelo AAS5 EA equipado
com um amostrador direto de solidos manual (Analytik Jena AG,

Alemanha)

Um autoamostrador MPE 5 (Analytik Jena AG, Alemanha)
Um Superscan SS-550 microscopio varredura eletrénica (Shimadzu, Kioto,

Japao).
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5.1.2. Reagentes
5.1.2.1. Solugdo de cadmio 1000 pg mL™

Mediu-se 25 pL de uma solucdo de cadmio (1) 1000 pg mL™ (Merck) em
uma micropipeta volumétrica e diluiu-se a 25,0 mL com agua ultrapura. Foi

adicionado 250 pL da solucao de acido nitrico P. A. (Merck) 65%.
5.1.2.2. Solucéo de &cido nitrico

Mediu-se 1,0 mL em pipeta graduada de 10,0 mL uma solucéo de &cido

nitrico bi-destilado 1,4 mol L™ e diluiu-se a 100 mL com &agua ultrapura.

5.1.2.3. Solug&o mista de modificador

Solucdo estoque de Paladio modificador com 10 + 0,2 g L™ Pd em 15%
(v/v) de acido nitrico (Merck), solu¢do estoque de magnésio modificador com 10 +
0,2gL™*Mgem 17% v/ v de &cido nitrico (Merck), Triton X-100 (Union Carbide) e
H.O, 30% v / v (Merck) foram utilizados para preparar a solugdo mista de

modificador.

5.2. Amostras
5.2.1. Materiais de referéncia certificados

Quatro materiais de referéncia certificados foram utilizados para
confirmar a exatidao:
e Trés materiais de referéncia certificados fornecidos pelo National
Instituto of Standart and Technology (NIST), Gaithersburg, MD,
E.U.A.): farinha de trigo (1567a), farelo de milho (8433) e folhas de
maca (1515)
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e Um material de referéncia certificado de pdo (BCR 191) fornecido
pela Community Bureau of Reference of the European Communities

Commission;

5.2.2. Coleta e identificacdo das amostras de farinha de trigo

Foram coletadas 06 amostras de farinha de trigo em supermercados nas
cidades de Salvador/BA (01 amostra), Belém/PA (01 amostra), Sado Paulo/SP (01
amostra), Brasilia/DF (01 amostra) e Porto Alegre/RS (02 amostras) no periodo

de maio a dezembro de 2006.

5.3. Parametros operacionais empregando GF AAS

Todas as medidas foram realizadas usando um espectrometro de
absorcdo atdbmica com atomizacao eletrotérmica em forno de grafite AAS S5EA
(Analytik Jena AG, Germany) equipado com amostrador direto de sélidos manual
(Analytik Jena AG, Germany). O aquecimento do forno foi feito transversalmente
com corretor de deutério para o sinal de fundo. Todos 0s experimentos para
andlise direta de sdlidos foram realizados utilizando tubos sem orificio (Analytik
Jena Part No. 07 - 8.130.325) e plataformas amostragem de soélidos (SS)
(Analytik Jena Part No. 407-152,023). Um acessoOrio de amostragem manual de
sélidos SSA 5 (Analytik Jena) foi instalado na éarea de amostragem do
espectrobmetro, e um par de pin¢as pré-ajustados, que sdo parte do SSA 5, foi
usado para transferir a plataforma SS para o atomizador. Argbdnio com pureza
minima de 99,996% (White Martins. Brasil) foi empregado como gas de purga e
protecdo. Foi utilizada uma farinha de trigo comercial para otimizar os parametros
operacionais da amostragem direta de solido empregando espectrometria de
absorcdo atdbmica com atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite (SS-GF
AAS). As amostras de farinha de trigo foram pesadas diretamente na plataforma
de grafite (Analytik Jena) usando a M2P microbalanca (Sartorius, Géttingen,
Germany). Tubos de grafite revestidos pirolitico com plataforma contatos
integrada PIN (Analytik Jena, Part No. 407-A81.025) foram utilizados para o0s
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experimentos com SIS. Um autoamostrador MPE 5 (Analytik Jena) foi utilizado
para introducédo de suspensdes e solu¢des.O programa de temperatura utilizado
para calibragdo versus padrfes aquosos e para amostras soélidas na
determinacao de cadmio esta apresentado na Tabela 5.1:

Tabela 5.1. Parametros operacionais do GF AAS para determinacéo de
cadmio:

Parametro Valor
Comprimento de onda 228,8 nm
Largura da fenda 0,8 nm
Corrente da lampada de catodo oco 4,0 mA
Vazao de fluxo do argbnio 2,0L min®

5.4. Preparo das suspensdes

As suspensdes foram preparadas a partir de 0,1000 + 0,0001 g da
amostra de farinha seca, transferida para um baldo volumétrico de 10,0 mL com
uma quantidade de 5,0 mL de &cido nitrico 0,014 mol L™, 10 pL de peréxido de
hidrogénio 30% (v/v). As suspensdes foram homogeneizadas durante 15 minutos
em banho de ultra-som. Logo apés, o baldo volumétrico foi aferido para o volume
de 10,0 mL com &cido nitrico 0,014 mol L™ e a solucéo foi aspirada pelo sistema
de autoamostrador do equipamento com agitacdo manual e constante para ser
introduzida no tubo de grafite. O branco da suspensao foi preparado a partir da
soluc&o de &cido nitrico 0,014 mol L™ e 0,010 mL de peréxido de hidrogénio 30%

(v/v) com volume final de 10,0 mL.
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5.5. Resultados e discussao

5.5.1. Determinacéo de cadmio em farinha de trigo

A necessidade da determinacdo de elementos traco relacionados a
analise de géneros alimenticios ou materiais bioldgicos empregando
espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacédo eletrotérmica em forno de
grafite (GF AAS) é oportuna, uma vez que permite determinar o analito de
interesse sem pré-tratamento, reduzindo assim, o tempo de andlise e riscos de
contaminacgdes, além de apresentar baixos limites de detec¢éo [52, 97].

A farinha de trigo € um produto muito importante consumida diariamente
por milhares de pessoas. A determinacdo de seus constituintes é de interesse
tanto nutricional como toxicolégico. O cadmio € um elemento toéxico e acumulativo
para os seres humanos [32]. A concentracdo deste elemento na alimentacéo é,
portanto, de todo o mundo uma preocupa¢do para a autoridade sanitaria, que
estdo estabelecendo limites superiores e reduzindo a concentracdo de cadmio
nos alimentos, que é considerado a principal fonte de ingestdo deste
contaminante para pessoas. Nos Estados Unidos, uma campanha da industria
alimentar existe a adquirir conhecimentos sobre a necessidade de restringir esta
contaminacdo e preservar a saude publica. No Brasil, a legislacdo permite uma
concentracdo maxima de 1,0 mg kg* em alimentos [120]. Métodos propostos
para sua determinacdo envolvem a mineralizacdo ou decomposicdo da amostra,
sendo tediosos e requerendo reagentes de alto grau de pureza [47].

Os métodos otimizados devem considerar as condi¢cdes e recursos STPF
(Stabilized temperature platform furnace) propostos por Slavin em 1981, para
minimizar as interferéncias espectrais e garantir o emprego de GF AAS para

diversos tipos de analises [124].
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5.5.2. Método de anélise direta de amostras solidas

5.5.2.1. Otimizacdo das condicdes experimentais para amostragem
direta de solidos

5.5.2.1.1. Perfil de absorvancia

Primeiramente, as condicdes para a determinag¢do de cadmio em farinha
de trigo, foram otimizadas considerando tanto a absor¢do atdmica como de sinal
de fundo como indicadores. Na Figura 5.1-a mostra os sinais de atomizacao e de
fundo de uma amostra de farinha de trigo para Cd, com a adicdo de 10 y g Pd +
3 gg Mg + 0,05% Triton X-100 como modificador quimico, uma mistura que tem
sido utilizado com sucesso em aplicacdes anteriores de SS-GF AAS [121, 122].
Um sinal de fundo relativamente acentuado foi observado no inicio do estagio
atomizacao nestas condicfes, causando uma ligeira distor¢do da linha base, que
se tornou mais pronunciada para uma maior massa de amostra. A adicdo de
0,1% v / v H,0O, a solugdo com modificador reduziu significativamente a absorcao
de fundo e eliminou efeitos associados distorcdo da linha base, como pode ser
visto na Figura 5.1-b. Além disso, houve um claro aumento do cadmio absorcéo
sinal, tanto em altura e em absorvancia integrada. Gonzalez et al. [34] utilizou
uma mistura de &cido nitrico e perdoxido de hidrogénio na determinacdo do
cobalto, cromio e niquel em amostras de farinha de trigo, por SIS-GF AAS como
modificador oxidante do residuos carbono que séo retidos na plataforma devido
incompleta destruicdo da matriz organica. Cal-Prieto et al. [18] também incentivou
a utilizacdo de H,O, para reduzir o sinal de fundo e o acumulo de residuos de
carbono gerado por materiais biolégicos
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Figura 5.1. Sinal de atomizacéao para Cd em cerca de 1 mg de farinha de trigo,
utilizando analise direta sélida com uma pir6lise temperatura de 700 ° C e uma
temperatura de atomizacédo 1600 ° C, a) com a adicdode 10 pgPd +3 uyg Mg +
0,05% Triton X-100 como a Modificador; b) mesmo que a), mas com 0 uso
adicional de 0,1% H,0,; AA = absorcao atbmica; BG = absorcdo de sinal de
fundo.

5.5.2.1.2. Estudo da massa

A massa de farinha de trigo que poderia ser utlizado para a
determinacdo direta SS de cadmio no ambito do referidas condigcbes
estabelecidas também foi investigada. A Figura 5.2 mostra uma correlagao linear
entre o sinal de absorvancia integrada e a massa da amostra no intervalo de 0,5
a 3,0 mg. Cada ponto de medicdo (Figura 5.2) corresponde a uma amostra
individual pesagem e medida, como é quase impossivel e também desnecessario
pesar e introduzir repetidamente a mesma amostra de massa. Na farinha de trigo,
massas > 5 mg, porém, ndo pode ser pirolisada com eficientemente usando o
programa temperatura do forno grafite apresentados na Tabela 1. Além disso, o
volume de capacidade de amostragem sélido da plataforma também atingiu o seu
limite, resultando em dificuldades na transferéncia de amostra para o forno

grafite.
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Figura 5.2. Correlacdo entre a massa de farinha de trigo introduzida no forno de
grafite e os valores de absorvancia integrada. Tp = 700 ° C; T.a. = 1600 ° C;
modificador: 10 uyg Pd + 3 yg Mg + 0,05% Triton X-100 + 0,1% H,0..

5.5.2.1.3. Otimizacao das temperatura de pirélise

Curvas pirélises foram estabelecidas para uma amostra de farinha de
trigo, e uma solugéo aquosa usando 10 pyg Pd + 3 y g Mg + 0,05% Triton X-100 +
0,1% H,0O, como modificador quimico em ambos 0s casos, e sdo mostrados na
Figura 5.3. A atomizacdo temperatura de 1600 ° C foi otimizado em trabalhos
anteriores [123], € também de acordo com a literatura dados de um
transversalmente aquecida atomizador [124] e ainda nado foi investigado. Os
valores de absorvancia integrada para amostra de farinha de trigo, na Figura 5.3
foram 'normalizado’ para 2 mg da amostra, devido a supra-discutida dificuldades
para pesar e introduzir repetidamente a mesma amostra de massa no forno de
grafite. Assim, uma amostra de massa perto de 2 mg foi pesada com preciséo, e
as absorvancia integradas obtidas para a amostra efetivamente introduzido
massa foi multiplicada com o fator correspondente ao desvio da massa real
amostra de 2,0 mg. E ébvio que o cadmio em solucdo aquosa € termicamente
estavel até 900 ° C, sob as selecionadas condicfes, e sem perdas de cadmio sao
observados a partir de farinha de trigo, pelo menos até 800 °© C. A pirdlise
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temperatura de 800 ° C, por isso, foi escolhida para todas as futuras

investigacoes.
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Figura 5.3. Curvas de pirdlise para cadmio na presenca de 10 uyg Pd + 3
Mg Mg + 0,05% Triton X-100 + 0,1% H,0O, como modificador; (e) 0,02 ng Cd em
0,014 mol L™ HNOs; (m) absorvancia integrada normalizada para 2,0 mg de
amostra de farinha de trigo. Temperatura atomizac¢do = 1600 °C. Todos o0s pontos
de média e desvio padrdo de n =5 medicdes.

Em adicdo a semelhanca do comportamento térmico de cadmio no
padrdo aquoso e na amostra de farinha de trigo, Figura 5.4-a, também mostra
gue os sinais de atomizacdo ndo sao significativamente diferentes, indicando que
a calibracao versus padrdes aquosos poderia ser viavel. Figura 5.4-b também
mostra a auséncia de qualquer sinal significativo de fundo, o que demonstra a
eficiéncia da remocéo da matriz com farinha de trigo, na etapa de pirolise.

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 96 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

0,10 0,10

@ (b)

0,08 0,08

AA
0,06 ~

0,04

Absorvancia

BG

- — — <= -

0 2 )3 6
Tempo /s Tempo /s

0,02 4

0,00

©
=
IS)

Figura 5.4. Pulsos de atomizacdo de Cd, temperatura de pirdlise de 800 ° C e
temperatura de atomizagéo = 1600 ° C, com o acréscimo de 10 pg Pd + 3 pg Mg
+ 0,05% v/v Triton X-100 + 0,1% v/v H,O, como modificador; a) 0,02 ng Cd em
0,014 mol Lt HNO3; b) 2,0 mg de farinha de trigo.

5.5.2.2. Método proposto para analise direta de amostras solidas

Aproximadamente 2,0 mg de amostra de farinha de trigo foram pesados
diretamente na plataforma SS. Dez uL de uma solugao contendo 10 ug Pd + 3 ug
Mg + 0,05% Triton X-100 + 0,1% H,0, v/v foram adicionados com uma
micropipeta como modificador quimico e a plataforma SS foi transferido para o
forno de grafite seguida de deteccédo por GF AAS. O programa de temperatura
estd descrito na Tabela 5.1. Pelo menos 5 repeticdes de cada amostra foram
pesados e analisados. A calibracdo foi realizada utilizando a técnica calibracéo

versus padrbes aquosos nas mesmas condicdes experimentais.
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5.5.3. Método de amostragem em suspenséo

5.5.3.1. Otimizacao das condi¢cdes experimentais para amostragem em
suspensao

5.5.3.1.1. Estabilidade e diluente da suspenséao

A eficiéncia da técnica de amostragem em suspensdao utilizando GF AAS
a respeito da flexibilidade em relacdo ao tamanho da particula, deixa esta técnica
mais atrativa em relacdo a outras técnicas como ICP OES, ICP-MS e FAAS,
devido aos seus sistemas de nebulizacao.

No entanto, o tamanho da particula esta ligado a outro parametro muito
importante na técnica de amostragem em suspensédo, que € o uso de um agente
estabilizante usado para dispersar as particulas do so6lido homogeneamente no
liquido. Logo, a escolha desse diluente deve ser muito cuidadosa, pois apesar de
estabilizar a suspensao, alguns deles como glicerol e o viscalex podem causar
problemas sérios na repetitividade dos volumes tomados pelo amostrador liquido
automatico, porque a solucdo da amostra adere a parte externa do capilar
diminuindo a precisao entre as medidas [125].

O acido nitrico € diluente e extrator mais utilizado no preparo de
suspensao. Gonzalez e colaboradores utilizaram a mistura do acido nitrico e
perdxido de hidrogénio na determinacao de cobalto, cromo e niquel em amostras
de farinha de trigo por amostragem em suspensado. Eles comentam a eficiéncia
extratora da mistura na determinacdo dos metais. Outro problema principal
empregando a amostragem em suspensdes de materiais biolégicos citados pelos
pesquisados sdo os residuos carbonaceous que se formam sobre a plataforma
do tubo, devido & destruicdo incompleta da matriz organica. A respeito desse
assunto, a mistura HNO3-H,O, age como um modificador do oxidante [126]. Esta
mesma situacdo foi observada na revisdo proposta por Cal-Pietro e
colaboradores [48], que recomendam o uso de H,O, para reducdo do sinal de
fundo e do acumulo de residuos carbonaceuos de materiais biologicos.
Entretanto, os autores chamam atenc&o para alta concentracdo de H,O, que

pode dimuinir o sinal analitico e o tempo de vida do tubo de grafite.
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Durante o estudo do estabilizante e diluente, o preparo da suspensao 1%
(m/v) foi comparado ao uso do hidréxido de tetrametilaménio (TMHA) com a
mistura &acido nitrico e peroxido de hidrogénio, porém 0s mesmos nao
apresentaram mudanca significativa nos valores de absorvancia.

O procedimento proposto para o preparo da suspensdo 1% (m/v) esta
descrito na seccao 5.4. O tempo de sonicacdo foi mantido em 15 minutos,
conforme estudo preliminar feito para analise de suspensdo em amostra de
farinha de trigo para determinacdo de manganés usando FAAS, em que o estudo
demonstrou que ndo hé influéncia no sinal analitico na sua variagdo. Entretanto,
mostrou-se eficiente na diminuicdo dos aglomerados de particulas formados na

amostra.

5.5.3.1.2.Técnica de pré-concentracdo empregando a técnica de multi-
injecOes

Experimentos preliminares tém demonstrado que injecao de 20 yL de
suspensao da farinha de trigo (mais 10 pL de solugdo modificador) ndo forneceu
sensibilidade suficiente para a determinacdo de cadmio nas amostras de farinha
de trigo. Significativamente maiores volumes de suspensdo ndo poderiam ser
injetados, sem o0 risco de um excesso devido a limitada capacidade da
plataforma. Uma possivel solucdo para resolver esse problema teria seria
preparar uma suspensdo mais concentrada; no entanto, as dificuldades foram
enfrentadas com a estabilidade da suspensdo. A etapa de pré-concentracéo
usando multiplas injec@es foi investigada, por conseguinte, a fim de alcancar um
nivel de sensibilidade adequado. 20 pyL de suspenséao foram injetados no tubo de
grafite aquecida a 90 ° C (etapa 1 na Tabela 5.1), seguido por um profundo
secagem fase (etapas 2-3 da Tabela 5.1), antes da pr6xima uma nova aliquota
foi injetada. Apds a ultima injecdo da suspensao, 10 y L da solugdo modificador
quimico (30 pg Pd + 12 ug Mg + 0,05% Triton X-100 + 0,1% v/v H,0,) foi injetado
e 0 programa de temperatura completo apresentado na Tabela 5.1 foi executado.
A Figura 5.5 mostra os sinais de absorcéo obtidos para uma amostra com farinha

de trigo, apés a injecdo de um, trés e cinco aliquotas de 20 pyL da suspensao no
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tubo de grafite. O aumento da absorvancia integrada foi diretamente proporcional

ao numero de aliquotas injetado no tubo de grafite.
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Figura 5.5. Sinais Atomizacao para Cd obtidos para uma, trés e cinco aliquotas
de 20 p L de suspenséo de 1% m / v de farinha de trigo em grafite de tubo com
30 pg Pd + 12 pg Mg + 0,05% Triton X-100 + 0,1% v / v H,O, como modificador
quimico. Tp=800°C e T.a. = 1600 ° C.

5.5.3.1.3. Selecao das temperaturas de pirélise e atomizacéao

As curvas de pirolise estabelecida com uma solucdo aquosa padréo e
uma suspenséo de farinha de trigo, sdo mostradas nas Figura 5.6, sdo bastante
semelhantes aquelas em Figura 5.3. As pequenas diferencas na forma das
curvas e no maximo da temperatura pirélise para perda livre (850 ° C para a
solugdo aquosa padrao comparado a 900 ° C no Fig. 3), muito provavelmente
devido as plataformas e aos tubos diferentes utilizados para a SS e SIS,
respectivamente. A plataforma SS tem massas diferentes que plataforma PIN,
sendo definitivamente fixada no tubo. Isto pode resultar em uma outra
transferéncia de calor a partir do tubo com a plataforma e ligeiramente diferentes

temperaturas de pirolise para as duas plataformas. No entanto, a temperatura de
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pirélise 6tima foi a mesma que para a andlise direta SS, ou seja, temperatura de
pirélise de 800 e temperatura de atomizacéo de 1600 ° C.

Os sinais de atomizacédo obtidos nestas condicOes estdo apresentados
na Figura 5.7. Como no caso da SS direta, 0s sinais para o padrdo aquoso e
cinco injegdes de 20 uL aliquotas da suspensédo de farinha de trigo, sdo muito
semelhantes na aparéncia do tempo e da forma do pico, e ndo h& nenhum de
sinal de fundo essencialmente visivel. Significativamente, a aparéncia do tempo
mais cedo e a forma acentuada do pico em comparacdo com 0s sinais obtidos
com SS (Figura 5.4) estdo novamente devido a menor massa do PIN, em
comparacao com a plataforma SS e os diferentes mecanismos de transferéncia
de calor. Um outro fator que influéncia a forma do pico é a auséncia de um orificio
no caso do tubo SS, o que resulta em um maior tempo de permanéncia dos

atomos no volume de absorcao.
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Figura 5.6. Curvas de pirdlise para (e) 0,02 ng de Cd e (m) Suspensao
1,0% (m /v) de farinha de trigo (5 x 20 p L), ambas com 30 ug Pd + 12 uyg Mg +
0,05% triton X-100 como modificador quimico. T.a. = 1600 ° C.
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Figura 5.7. Sinais de atomizacdo de Cd, utilizando a temperatura de pirdlise de
800 ° C e temperatura de atomizagéo de 1600 ° C, com adigao de 30 ug Pd + 12
Mg Mg + 0,05% triton X-100 como modificador quimico. a) 0,02 ng Cd em 0,014
mol L™ HNOs + 0,1% v / v H,05; b) 5 aliquotas de 20 u L de uma suspensdo 1%
m / v de farinha de trigo.

5.5.3.2. Método proposto para analise de suspensao

As suspensodes foram preparadas pesando 0,1 g de amostra seca (média
da dimenséao das particulas ~ 18 ym), adicdo de 10 uL de H,0, 30% v/v em um
baldo volumétrico de 10mL e seguida avolumou-se com uma solucédo de acido
nitrico 0,014 mol L™. As suspensdes foram homogeneizadas durante 15 minutos
em banho de ultra-som. Ela foi agitada manualmente antes de serem introduzidos
nos copinhos de autoamostrador para homogeneizacdo antes de ter sido
introduzido no tubo de grafite para determinacdo de cadmio. Cinco aliquotas de
20 pL foram geralmente injetado no tubo grafite, e cada inje¢ao foi seguido pelas
trés primeiras fases do grafite forno temperatura programa apresentados na
Tabela 5.1, a fim de secar completamente a amostra injetada. A ultima aliquota
foi seguida por injecao de 10 pL da solugdo contendo 30 y g Pd + 12 ug Mg +
0,05% Triton X-100 como modificador quimico, seguida da execucdo do
programa temperatura completo do forno de grafite.
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5.5.4. Determinacdo de cadmio usando GF AAS: uma
comparacao entre amostragem em suspensdo e a amostragem
direta de solido

5.5.4.1. Figuras de mérito

Os valores das figuras de mérito para a determinacdo de cadmio em
amostras de farinha de trigo utilizando SS-GF AAS e SIS-GF AAS com multiplas
injecOes estdo resumidas na Tabela 5.2. Os limites de detecc¢bes (LODs), em
ambas as situagOes foram calculadas como trés vezes o desvio-padrao de 10
medidas de um branco dividido pela inclinacdo da curva de calibracdo; em SS-GF
AAS as medidas branco foram realizadas de acordo com a técnica "zero massa
resposta’ [24], introduzindo repetidamente uma plataforma SS contendo a mistura
do modificador e executar um ciclo completo do programa de temperatura
(Tabela 5.1). Os limites de quantificacbes (LOQs) baseiam-se nas mesmas
medidas, utilizando 10 vezes o desvio padrdo das leituras em branco. A
caracteristica massa (mo) é definida como a massa de analise o que corresponde
a uma absorbancia integrada de 0,0044 s.

Uma curva estabelecida utilizando um branco e oito solu¢des de
calibracdo no intervalo de concentracdo de 0,25 — 5,0 ug L™ Cd (5 — 100 pg Cd)
em 0,014 mol L™ HNO3, usando as condicdes descritas na parte Experimental e
uma plataforma SS e o tubo d& a relacdo linear: At = 7,989m + 0,0059 (R =
0,9997), em que m é a massa analito. As mesmas solucbes de calibracao,
utilizando a tubo de plataforma PIN, que foi utilizado para analise SIS, da a
relacéo linear: Ajy; = 4.096m + 0,015 (R = 0,9998).

A menor sensibilidade obtida no ultimo caso, deve-se a ao orificio no
tubo de plataforma PIN, que esta ausente no tubo SS, o que resulta em um maior
tempo de permanéncia dos atomos no volume absorgcdo. O fato de uma parte
significativa dos atomos serem difundidos para fora do orificio de um tubo

convencional de grafite estd bem descrita na literatura [36, 37, 38].
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Tabela 5.2. Figuras de mérito para a determinacéo de Cd em farinha de
trigo, utilizando SS-GFAAS e SIS-GF AAS.

Parametros SS-GF AAS? SIS-GF AAS®
LOD/ng g™ 0,4 0,7
LOQ/ngg* 1,3 2,3

mo / pg 0,6 1,0

 Baseado na introdugéo de 3,0 mg da amostra no tubo de grafite.
® Baseado em cinco injegdes consecutivas de 20 pL de suspenséo, correspondente a 1,0 mg da
amostra introduzida no forno.

5.5.4.2. Exatiddo do método

Os resultados obtidos para o cadmio nos materiais de referéncia
certificado utilizando a técnica de calibracdo com padrdes aquosos estdo
apresentados na Tabela 5.3. Ndo h& nenhuma diferenga estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos através SS-GF AAS e SIS-GF AAS para
os valores certificados para farinha de trigo NIST 1567a, e entre os valores de
outros materiais de referéncia certificados obtidos através SS-GF AAS com nivel
de confianca de 95 %, com base no teste t-Student. Este resultado mostra que o
cadmio nas amostras farinha de trigo pode ser determinado diretamente usando a
técnica de calibracdo exterba com padrbes aquosos. Os outros materiais de
referéncias certificados ndo foram investigadas usando SIS-GF AAS
significativamente diferente devido a sua estrutura fisica, que teria exigiram mais
otimizacdo do procedimento de preparacdo da suspensdo. Os resultados
encontrados foram comparados estatiscamente com o valor certificado mostrando
gue ndo sdo estatisticamente significativo ao nivel de 95%, conforme a andlise de
variancia (ANOVA): fator unico para o teste de probabilidade (p > 5%), sendo os

valores encontrados variou de 13 a 54% (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3. Determinacdo de cadmio em materiais de referéncia certificado
utilizando SS-GF AAS e SIS-GF AAS e calibracéo versus padrées aquoso; todos
os valores médios e desvio padrdo de n =5 medidas.

valor Valor Valor
Material o Encontrado por p > encontrado 0
Certificado Ce(l’tIfICi?O SS 5% por SIlS p>5%
M9 9 (ug g™)* (vg )"
Farinha de trigo 0.023 + 0.001
NIST 15672 0,026 + 0,002 0,022+ 0,006 54 13
Farelo de milho n.d.
NIST 8433 0,012 £ 0,005 0,016 £ 0,003 19 n.d.
Pao 0,0284 £ 0,002  0,0310 + 0,002 27 n.d. n.d
BCR n° 191 ’ - ' - B
Folhas de maga n.d.
NIST 1515 0,013 + 0,002 0,016 + 0,003 30 n.d.

*Média + intervalo de confianca para 95% de confiabilidade
n.d. = ndo determinado

5.5.4.3. Andlise de amostras de farinha de trigo

Os métodos propostos foram aplicados para a determinacdo de cadmio
em farinha de trigo em seis amostras coletadas em supermercados de
Salvador/BA, Porto Alegre/RS, Sdo Paulo/SP, Belém/PA e Brasilia/DF. Os
resultados expressos com intervalo de confianca (no nivel 95%) estédo
apresentados na Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.. O teor de cadmio
encontrados nestas amostras foi entre 8,9 + 0,5 e 13 + 2 ng g (n = 5). Estes
valores séo cerca de duas ordens de grandeza mais baixa do que o valor
permitido de 1,0 mg kg™ estabelecidos pelo governo brasileiro para os produtos
alimentares [120]. O teste-t ndo apresentaram diferenca significativa entre os
valores obtidos com cadmio em SS e SIS com multi-inje¢des (tcaculado = 1699;
ttabelado = 2,571). A precisdo calculada a partir de n = 5 medidas para cada
amostras de farinha de trigo, expressa como desvio padréo relativo (%RSD),
variou entre 6 e 16% para o método SS, com uma média de 10%, e entre 9 e
23% para o método SIS, com uma média de 16%. Os valores relativamente
elevados de RSD encontrados para ambas as técnicas pode ser atribuido a

pequena amostra de massa introduzida no atomizador e ndo a heterogeneidade
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do analito nas amostras analisadas [127]. No entanto, € 6bvio que, SS forneceu
uma melhor comparacdo com SIS em relagdo ao %RSD, que esta em contraste

com o generalizado de parecer sobre estas duas técnicas [128].

Tabela 5.4. Resultados obtidos para determinacdo de cadmio em
amostras de farinha de trigo, por SS-GF AAS e SIS-GF AAS (n =5)

amosra | SSCFAASY RSD SIS-GF AAS* RSD
(ug kg™) (%) (ug kg™) (%)
POA4 11+1 6 10+3 22
SSA3 8,9+ 0,5 5 11+2 14
BEL2 9,9+1,8 14 14+ 4 23
POA3 9,5+ 1,0 8 11+1 9
BSB1 13+2 10 16 +3 16
SSP4 12+2 17 11+2 13

* Resultados expressos com intervalo de confianga (95% no nivel).

5.5.5. Concluséo

Os parametros analiticos obtidos provar a viabilidade dos métodos
propostos utilizando SS e SIS-GF AAS para determinagéo de Cd em amostras de
farinha de trigo. Ambos os métodos sao mais simples, rapido e mais sensivel do
gue procedimentos de digestdo adequados para o rastreio de rotina de cadmio
em farinha de trigo.

O método SS-GF AAS, no entanto, é claramente o mais simples, rapido
e a técnica mais sensivel, e que também forneceu o melhor precisdo, em
comparacdo com SIS-GF AAS. Outra vantagem da analise direta SS, e que ela
parece pode ser aparentemente aplicado a géneros alimenticios e a produtos de
estrutura fisica diferente ndo significativa. Enquanto, que para a técnica SIS, o

tamanho e estrutura das particulas a serem analisadas é mais dependente.
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CAPITULO 6

Técnicas espectrométricas multielementares e a
Quimiometria

6.1. Técnicas espectroanaliticas multielementares

Nos ultimos anos é crescente a utilizacdo de técnicas espectroanaliticas
de analises multielementares como aquela que viabilizam procedimentos rapidos
e simples para monitorar elementos de interesse nutricionais e toxicologicos em
géneros alimenticios [17, 166, 162, 175]. Entre as técnicas de analise
multielementares mais aplicadas estdo as espectrometrias de emissdo Optica e
de massa com plasma indutivamente acoplado devido suas as caracteristicas

particulares.

6.1.1. Espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado

A espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) pode ser considerada como uma técnica de analise rotineira de
elementos nutricionais e toxicolégicos em diversos tipos de matrizes, devido a
sua capacidade multielementar e o fato de as curvas analiticas serem geralmente
lineares de quatro a seis ordens de magnitude, além do aspecto simultaneo de
deteccao [168].

A importancia do plasma como fonte espectroscopica estd na
transferéncia de energia acelerada e outras particulas. Essa energia deve
proporcionar ao mesmo uma fonte suficientemente estavel para manter o
equilibrio dindmico das particulas formadas.

No processo do plasma indutivamente acoplado (ICP), os elétrons e os

ions livres recebem energia do campo magnético, produzido em uma bobina
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energizada pela fonte de alta radiofrequéncia, o plasma na tocha, sendo esta
constituida por trés tubos concéntricos de quartzo, com entradas independentes
para cada secdo anular. No tubo central, o gas é introduzido tangencialmente,
com fluxo superior a 12,0 L min™. Pela secdo intermediaria da tocha entra o gas
auxiliar que proteger as paredes de quartzo, sendo sua vazéo de 1,0 L min™, com
a funcao de estabilizar o plasma. Por fim, o terceiro tubo, denominado injetor, no
qual entra o aerossol da amostra, por arraste do gas em vazdes menores que 1,0
L min™. O argdnio é um gas muito utilizado como fonte de plasma devido ao seu
potencial de ionizacdo igual a 15,7 eV, sendo energia suficiente para atomizar e
excitar mais de 70 elementos da Tabela Periddica, e por ser um gas facilimente
ionizavel [168].

A forma mais convencional de introduzir a amostra num plasma é atraves
da formacao de aerossol gas/liquido em um nebulizador, sendo o pneumético e o
ultrassonicos os mais usados. A combinacdo do ICP OES a vaporizagéao
eletrotérmica (ETV) possibilita a analise de matrizes mais complexas, como
cabelo e alumina, até mesmo amostras sélidas [59, 85].

Um sistema espectrométrico eficiente é acoplado a fonte de plasma
permitindo a medicdo ampla da regido espectral entre 160 a 800 nm com o
méaximo de sensibilidade e resolu¢cdo. Dependendo da configuragdo, o sistema
Optico ter4 observacdo do feixe luminoso na posi¢cdo radial ou axial. Os
espectrometros mais modernos sdo equipados com rede Echelle que permite
separar as radiacdes nas diferentes ordens, e assim, diminuir a superposicao
espectral e detecdo simultdnea empregando detector de estado soélido CCD
(Charge Coupled Device) [171].

As condi¢cbes dos parametros e desempenho analitico de uma linha de
emissdo em ICP OES dependem do numero de atomos ou ions emitindo sob as
condi¢cdes experimentais utilizadas. A poténcia incidente fornecida pela radio-
frequéncia, as vazfes dos gases na tocha, a pressao do gas de nebulizacdo local
de observacdo do plasma para efetuar as medidas séo 0s principais parametros
possiveis de otimizar antes das determinacgoes.

A anélise multielementar com espectrometro simultaneo, a estratégia de
ajuste das condicoes de operacdo deve ser efetuada de forma a maximizar a

razao sinal/sinal de fundo para a maioria dos elementos. A determinagao de cada
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elemento, além da escolha da linha de detecc¢do, leva-se em consideracdo a
matriz da amostras e a influéncia dos parametros experimentais supracitados
[168, 171].

A sensibilidade, limites de deteccédo e quantificacdo, precisdo, exatidao,
interferéncias espectrais, robustez e faixa analitica sdo importantes parametros
avaliados para cada matriz de amostra analisada. O efeito de matriz que pode
interferir na analise da mesma €& denominado de interferéncia néo
espectroscopica. Elas estdo associadas as etapas de nebulizacdo, transporte e
efeitos energéticos no plasmas causados pela constituicdo da mesma.

O estudo de robustez do plasma diagnosticado pela razao Mg Il 280,270
nm / Mg | 285,213 nm é utilizado para avaliar os parametros experimentais
ligados a nebulizacdo, transporte e a composicdo da matriz da amostra para
ambas as configuracdes de ICP OES. A razdo para ser considerada 6tima deve
ser maior ou igual que 8,0 [171].

Neste contexto, foi desenvolvido um método analitico para determinacao
da composicdo mineral da farinha de trigo empregando a espectrometria de
emissao Optica com plasma de argdnio indutivamente acoplado levando em

consideracao as condi¢des 6timas para maior quantidade de elementos.

6.1.2. Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de massa com fonte de plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) é uma técnica analitica bastante sensivel para analise multielementar e
isotépica. O instrumento de ICP-MS emprega o plasma indutivamente acoplado
(ICP) como fonte de ionizagcdo e um analisador do espectrometro de massa para
detectar os ions produzidos [129].

O gas usado no plasma é o argbnio, devido a sua capacidade simultanea
de excitar e ionizar a maioria dos elementos da tabela periddica, o qual produz a
analise multielementar possivel. A formacdo do plasma esta condicionada a
entradas independentes para cada se¢do anular do gas em uma série de tubos
concéntricos de quartzo que dao forma ao ICP. No processo indutivo, a tocha fica
situada no centro de uma bobina de radiofrequéncia (RF), através do campo
intenso produzido por ela, causando colisbes entre os atomos de argonio,

gerando o plasma de alta energia, com os elétrons e os ions livres [129, 131].
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O aerosol da amostra € aspirado no plasma (aproximadamente 7000K)
para formar os atomos dos analitos que séo ionizados simultaneamente. Os ions
produzidos séo extraidos do plasma por um par de orificios, situado nos cones de
amostragem e o skimmer, sendo transportados para uma regido de vAacuo
elevado (tipicamente 10 Pa) na regido do espectrémetro de massa. Os fons do
analito sdo focalizados entdo por uma série de lentes de ions seguindo entédo
para um analisador de massa quadrupolo, que separa os ions baseados na sua
relagdo massa-carga, m/z. Finalmente, os ions sdo medidos usando um
multiplicador de elétron, que gera um sinal através de efeito cascata para cada
ion que se choca contra sua superficie [130].

Existem diversos acessoérios para a introducdo de amostras solidas,
liquidas ou gasosas. Entretanto, a grande maioria das amostras analisadas por
ICP-MS é convertida antes para a forma de solu¢cdes. Os nebulizadores
pneumaticos, os ultra-sénicos ou os vaporizadores eletrotérmicos constituem-se
os dispositivos de introducdo de amostras mais amplamente empregados [131,
132].

Apesar de suas limitacBes intrinsecas, os nebulizadores pneuméaticos
ainda sdo os acessorios de introducdo de amostras mais empregados em
andlises quimicas de rotina por ICP-MS. Isto se deve a simplicidade operacional,
rapidez, boa estabilidade na formacdo do aerossol, baixo custo relativo, baixo
efeito de memaria, além da compatibilidade com o fluxo de argbénio que sustenta
o plasma [131].

Em determinagbes multielementares, os analitos encontram-se
distribuidos em um espectro largo de concentracfes. Consequentemente, 0s
intervalos de concentracbes dos elementos nas solugdes analiticas
multielementares também sdo amplos, tornando o preparo de solugcbes uma
etapa laboriosa. Esta pode ser substituida por diluidores ou dispensadores
automatizados, disponiveis comercialmente.

Entretanto, uma aplicacdo mais ampla da técnica em rotina analitica de
larga escala tem sido limitada por efeitos de matriz. Os solidos totais dissolvidos
podem provocar depdsitos sdélidos sobre o cone de amostragem e o skimmer
quando solugbes com teores de sélidos totais dissolvidos superiores a 1% - 2 %

(m/v) sdo aspiradas continuamente. Como consequéncia, ha uma diminuicdo da
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sensibilidade, levando ainda a efeitos imprevisiveis nas taxas de contagens dos
elementos. Quando as analises quimicas de matrizes complexas apresentam-se
bastante complicadas, recomenda-se 0 uso da padronizacdo interna, de ajustes
das condi¢cBes operacionais, de recalibracfes frequentes, de técnicas de diluicdo
isotépica ou de adicBes de analito. Além das interferéncias ndo espectrais, devem
ser consideradas as interferéncias espectrais, como as provocadas por espécies
poliatdmicas (*°Ar.", *°ArH*, °0.", OH* *N*, e outros). Este tipo de
interferéncia pode ser reduzida pela substituicdo do argbnio na formacédo do
plasma por mistura de gases ou mesmo através de corre¢cdes matematicas [133] .

A técnica de ICP-MS oferece uma ampla deteccdo dos elementos na
tabela periddica, ou seja, grande numero dos elementos em niveis de traco e
ultratraco podem ser medidos em uma unica analise. Pode executar analises
qualitativamente, semi-quantitativamente e quantitativamente através da relacéo
m/z. Além de medir razdes isotopicas, empregando o analisador de massa. A
Versatilidade, dessa técnica pode torna-la uma ferramenta poderosa na sua
potencialidade analitica [129,131].

Os Elementos micronutrientes e elementos traco podem ser
determinados em alimentos por diferentes técnicas analiticas usuais, tais com
FAAS [113], GF AAS [80], espectromerias de abosr¢cédo atbmica com geragao de
hidreto (HG AAS) [134] e com vapor a frio (CV AAS) [135], ICP OES [162, 166],
ativacdo neutrbnica térmica (TNAA) [136] e a andlise de ativacdo neutrdnica
instrumental (INAA) [137].

No entanto, a espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado apresenta a capacidade multielementar de analise e com baixos limites
de detecao na ordem de nanograma por grama para diversos elementos.

Autores avaliaram a ingestdo de elementos traco diario relacionado ao
consumo de géneros alimenticios de habitantes adultos da cidade do Rio de
Janeiro usando esta técnica. Concentra¢gfes de Al, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, U e Zn
foram determinados em vegetais, derivados e amostras de carnes
freqlientemente consumidas na referida cidade. O total de 90 amostras foi
analisado por ICP-MS [138].

Amostras de vinhos ingleses e espanhois foram analisadas por ICP-MS,

priorizando a determinacdo da sua composicao de elementos tragos para avaliar
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a sua autenticidade através pela analise multivariada de dados. O total de 112
vinhos foi analisado com observacao de 48 elementos traco [139].

Sperkova e Suchanek analisaram 43 amostras de vinhos, classificando-
as de acordo com a sua regido da Bohemia na Republica Czech, Europa Central,
usando PCA e DA. A determinagdo dos elementos foi por ICP-MS e ICP OES
para os 27 elementos. A identificagdo original das amostras foi avaliadas pelas
concentracdes de Al, Ba, Ca, Co., K, Li, Mg, Mo, Rb, Sr, V e a razdo entre Sr/Ba,
Sr/Ca e Sr/Mg [162].

6.2. Quimiometria

O avanco da instrumentacdo e automacdo dentro dos laboratérios de
andlises trouxe consigo a possibilidade de geracdo de forma r4pida de uma
enorme quantidade de dados. A classificacdo e interpretacdo dessa gama de
dados podem ser fatores limitantes nas analises, principalmente sem a utilizacédo
de um tratamento adequado. Para descrever as técnicas e operacdes
associadas aos tratamentos matematicos, estatisticos e a interpretacdo dos
dados quimicos foi proposto no final da década de 1970 o uso do termo
Quimiometria.

Desenvolve-se assim a Quimiometria, segundo Massart, como “uma
disciplina Quimica que utiliza a Matemética, a Estatistica e a l6gica formal para
tracar ou selecionar procedimentos experimentais 6timos, proporcionar a maxima
informacédo quimica relevante a partir da analise dos dados quimicos, e conseguir
conhecimento a partir dos sistemas quimicos”. Dessa forma, ela permite realizar
a investigacdo de uma analise quimica, com dados confiaveis em um numero
reduzido de experimentos.

Desde a década de 1970, evoluindo até os dias de hoje, muitas técnicas
guimiométricas se encontram incorporadas em programas computacionais diretos
nas instrumentacdes quimicas aplicadas as necessidades dos laboratorios
quimicos. Além de dispor de revistas especializadas na investigacao
Quimiométrica, como Chemometrics and Intellingent Laboratory Systems (1986)
[140] e o Journal of Chemometrics (1987) [141].
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Diferentes métodos sdo englobados pela quimiometria, tais como a
otimizagdo de experimentos; otimizacdo e validacdo de métodos analiticos;
planejamentos de experimentos; ajuste de curva, processamentos de sinais;

analise de fatores e analise multivariada [142,143, 144,145].

6.2.1. Analise multivariada

A é&rea da quimica analitica vem utilizando cada vez mais os métodos
quimiométricos para desenvolver e avaliar métodos analiticos, assim como 0s
seus resultados. Entre os mais utilizados, esta a analise multivariada, por sua
versatilidade de permitir analises ndo destrutivas dos dados e estimar parametros
para classifica-los.

Os dados multivariados sao, em geral, organizados em matrizes através
de vetores em linhas e colunas, para facilitar a sua manipulagdo. Logo, as
técnicas de processamento procedem para 0 processo propriamente dito dos
dados, possibilitando sua aplicacdo, melhorando os resultados ou evitando
conclusbes incorretas e absurdas. Assim, a primeira etapa do tratamento
multivariado € a padronizacdo dos dados, ou seja, apos a ela as variaveis tera
igual grau de relevancia [151, 154].

A andlise desses dados pode empregar técnicas multivariadas de dados
divididas como método supervisionado e métodos ndo supervisionados [146,
147].

O método supervisionado pode ser definido como aquele no qual uma
variavel ou conjunto de varidveis sdo modelados como a variavel dependente a
ser predita ou explicada por outras variaveis conhecidas como independentes. A
analise de regressdo multipla, analise de correspondéncia multipla e analise
discriminante sdo exemplos da técnica supracitada.

Em contrapartida, o método néo supervisionado € aquele no qual nenhuma
variavel ou grupo de variaveis € definida como independente ou dependente,
sendo que a analise pode ser feita simultaneamente entre todas as variaveis do
conjunto. Técnicas multivariadas como a andlise fatorial, analise de agrupamento,
analise de correlacdo canbnica e andlise de componentes principais sao

exemplos de técnicas interdependentes.
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6.2.1.1. Analise de agrupamento

A técnica de andlise de agrupamento hierarquico (do inglés cluster
analysis hierarchical — HCA) é um procedimento de modelagem da
independéncia das variaveis que consiste em reconhecer entre elas um grau de
similaridade suficiente para reuni-las num mesmo conjunto. Dependendo dos
requisitos como os dados séao formados, os resultados podem ordenar conjuntos
hierarquicos e n&o hierarquicos. Muitos exemplos utilizam a medida da
similaridade, que, entre esses dados é baseada na distancia euclidiana
quadrada.

As etapas de uma andlise por agrupamento sdo as seguintes:

1 — coleta dos dados, que serdo reunidos numa tabela com p colunas
(descritores) e n linhas (amostras);

2 — escolha do modo de andlise: modo Q (agrupamento de amostras) ou
modo R (agrupamentos de descritores), de acordo com o objetivo do trabalho;

3 — escolha do coeficiente de associacdo (similaridade, distancia,
dependéncia);

4 — escolha do método de agrupamento: (1) ligacdo simples (single link),
(2) ligacao completa (complete link), (3) ligacdo média (average link), e ligacéo
centréide (centroid linkage) (4) método Ward (Ward’s method) (5);

5 — elaboracéo e interpretacdo do dendrograma.

Das etapas, a escolha do método de agrupamento € a mais critica em
relacdo a escolha do coeficiente de associacdo. A inser¢do de uma amostra
dentro de um ou outro grupo ja formado dependera da classificacdo conforme o

método de agrupamento escolhido [148, 151, 154].

6.2.1.2. Analise de componentes principais

Entre os métodos quimiométricos mais utilizados para classificacdo
exploratdria de dados multivariados, esta a andlise de componentes principais
(Principal Component Analysis - PCA). Esta, por sua vez, é uma técnica de
analise multivariada de dados utilizada para reducao de multidimensdes, baseada

na projecéo linear do espaco original das variaveis X’s, que possui m dimensdes
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em um sub-espaco de k dimensdes (k < m), sendo possivel serem representadas
em gréficos de baixa dimensionalidade, normalmente bi ou tridimensionais [147,
149, 150].

Assim, a correlacdo entre as variaveis originais agrupa aquelas que sao
mais correlacionadas ddo uma nova varidvel denominada de componente
principal (principal component - PC). As novas variaveis representadas agora
pelas PC’s sdao mais informativas e em menor nimero do que os descritores
originais.

Através da combinacao das propriedades lineares dos descritores originais
e por estarem mutuamente ortogonais, as componentes principais sao definidas
em ordem decrescente a partir da quantidade de variancia que sao capazes de
explicar. Ou seja, a informacdo contida numa componente principal ndo esta
presente em outra, e a variancia que elas descrevem é uma medida da
guantidade de informagédo que as mesmas contém [149, 150]. As relacdes entre
0S compostos ndo séo alteradas nessa transformacao. Como 0S Novos eixos sao
ordenados por sua importancia - a ordem de variancia citada acima - pode-se
visualizar a estrutura do conjunto de dados em graficos de baixa
dimensionalidade, como por exemplo, PC1 versus PC2, PC1 versus PC3, etc.

6.2.1.2.1. Descricdo matemética das componentes principais

Matematicamente, a matriz de dados X, produto de duas matrizes menores
- uma de escores (score) T e a outra de pesos (loading), L' conforme a

Equacéao 1:

X=T L' Equagdo 1l

representada pela Figura 6.1, em que X é a matriz de dados originais
constituidos por n linhas (objetos) e p colunas (variaveis); T é a matriz de escores
com n linhas e d colunas (nimero de PC’s); L" é a matriz de pesos (loading) com
d colunas e p linhas. Nesse contexto, 0os escores sdo as novas coordenadas de

cada objeto no novo sistema de eixos, e a informacdo de quanto cada descritor
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original contribui esta contida nos pesos. Os escores T expressam as relacdes
entre os objetos, enquanto os pesos L' mostram as relacdes entre as variaveis.
As colunas em T sao vetores de escores e as linhas em p sdo chamados de
vetores de pesos. Ambos vetores sdo ortogonais, i. €., piTp,- =0e tiTt,- = 0, para
i =] [144, 142, 151, 152].

Figura 6.1. A matriz original (X) de tamanho n=*p é decomposta em
duas matrizes reduzidas de tamanho nx*d e d * p, sendo mais facil de interpretar,
compreender e conter toda informacdao relevante. Fonte [143]

No processo de selecdo de variaveis, a PCA identifica agrupamentos de
descritores, proporcionando um entendimento de como eles estdo
correlacionados e o quanto de informacao eles contém. Este € o fundamento de
seu uso na selecdo das variaveis. No entanto, freqientemente o numero de
descritores originais selecionados € maior que o desejado. Embora isso nao
constitua problema do ponto de vista matemético, corre-se o risco de tornar a
interpretacédo dificil ou mesmo impossivel para o problema ao qual o PCA esteja
sendo aplicado. Portanto, deve haver equilibrio entre o aspecto matemético e a
possibilidade das correlagdes encontradas poderem ser explicadas através de
hipoteses. Os resultados da analise de componentes principais costumam ser
visualizado em grafico bi ou tridimensional, facilitando a identificagdo de
agrupamentos.

Com isso, os pesos de um gréfico contém informacdes referentes as
variaveis e sado usados para determinar quais delas sdo mais importantes para
descrever a variagcdo dos dados originais. Ja os escores de um mesmo grafico
contém informacdo sobre os compostos, tornando visiveis 0os agrupamentos,

similaridades e as diferencas entre 0os mesmos, baseando-se nas variaveis
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utilizadas. Portanto, é importante a analise em conjunto, tanto dos pesos como
dos escores [150, 153, 154].

6.3. Aplicacbes da andlise exploratéria de dados na Quimica
Analitica

A Quimica, com a complexidade dos resultados gerados pela crescente
sofisticacdo das técnicas instrumentais, impulsionadas pela facilidade de
manipulacdo de microprocessadores e microcomputadores nas suas atividades
cientificas e tecnoldgicas, vem utilizando a Quimiometria para desenvolver e
avaliar métodos analiticos, assim como os seus resultados [142, 144].

Segundo Sena e colaboradores, ao findar da década de 1990, os
métodos quimiométricos apresentaram uma enorme potencialidade no tratamento
de dados, gerando grande avanco tecnoldgico nas analises quimicas, como por
exemplo, em contaminacbes organicas (pesticidas) e inorganicas (metais
pesados) de solos através das técnicas instrumentais [153].

Atualmente, a Quimica Analitica, vem acompanhando todo
desenvolvimento tecnoldgico através das suas técnicas instrumentais
(espectroscopicas e cromatograficas), cada vez mais eficientes e precisas nas
determinacdes, aplicando os seus resultados as técnicas de analise exploratérias
de dados, como PCA e a HCA, para indicar tendéncias.

Uma aplicacdo muito interessante desses métodos quimiométricos esta
voltada a veracidade dos produtos comercializados [155]. Combustiveis, bebidas
e géneros alimenticios sdo visados de adulteracdes. Assim, a autenticidade do
produto comercializado € um assunto importante de nivel econdmico e social que
envolve o0s setores de producdo e os consumidores. Ela garante as
caracteristicas e a qualidade original do produto ajudando a prevenir possivel
adulteracdo destes para a comercializacdo. A técnica de analise exploratoria de
dados € uma ferramenta usada para agrupar produtos auténticos, distinguindo-os
dos adulterados ou descobrir tendéncia que possa diferencia-los.

Pereira e colaboradores desenvolveram um método analitico de baixo

custo para certificar e autenticar a qualidade dos combustiveis usados no Brasil.
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A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
combinada as técnicas multivariadas (analise de componentes principais e
analise discriminante linear) foram usadas para determinar a adulteracdo e
identificar o solvente ( thinner, nafta pesada, querosene e nafta leve) adicionado
na gasolina. A sensibilidade do método foi 8% (v/v) do solvente adicionado a
gasolina com eficiéncia de 96% na classificacao de adulterado e ndo adulterado e
a eficiéncia de 93% na identificacdo do tipo de solvente [156].

Outra aplicacéo crescente das técnicas exploratdrias de dados junto as
técnicas instrumentais analiticas esta voltada a classificacdo da origem e de
fatores que influenciam a contaminacdo de solos [157, 158], poluicdo de
sedimentos [159], composicdo quimica de varios géneros alimenticios como:
cereal [160, 161], mel [17,166], vinhos [162], cachaca e rum [163] e outros [164,
165]

Fernandez-Torres [17] e Terrab e seus colaboradores [166],
empregaram a espectrometria de emissao o6tica com plasma indutivamente para
deteccdo simultanea de elementos em amostras de méis espanhdis e avaliaram
os dados aplicando PCA e HCA, observando tendéncias e agrupamentos de
acordo a sua origem botanica e geografica, respectivamente. A partir das
analises exploratorias, cada trabalho pode utilizar-se de ferramentais mais
especificas para a classificacdo das origens das amostras de méis.

Sperkova e Suchanek determinaram 27 elementos quimicos
empregando ICP OES e ICP-MS em 53 amostras de vinhos de diferentes regioes
boémias, desde elementos, 12 metais e a relacdo entre 3 deles obtiveram bons
resultados, contribuindo para a identificacdo dos vinhos. Tal estudo envolveu
PCA para identificar grupos de metais presentes em determinadas regides, pois o
conteudo dos elementos dos vinhos € influenciado por varios fatores, como
solo,fertilizantes e praticamente todas as condicbes de processamento.
Entretanto, traco de alguns elementos séo caracteristicos da regido de Bohemia
da Republica Czech (Europa Central), sendo um bom determinante para a
classificacdo origem do vinho através do método supervisonado da analise
discriminante — Discriminant analysis (DA) [162].

Andersson e colaboradores utilizaram PCA para demonstrar a

variabilidade natural da composi¢cdo quimica de 49 amostras de farinha de trigo,
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através da determinacdo de proteinas, polissacarideos sollveis e insollveis e
amido durantes o inverno e a primavera de dois anos consecutivos (1987 e
1988), na Suécia. O estudo relevou maior quantidade de polissacarideos solluveis
na farinha de trigo durante o inverno de 1987 [16].

Cabe ressaltar que a andlise de componentes principais tem como
finalidade a reducéo em k-dimensdes sub-espaciais em p-variaveis originais, para
observar tendéncias dos dados correlacionados. Por outro lado, a analise de
agrupamento hierarquico consegue formar conjuntos através da similaridade
entre os dados, formando, com isso, novos grupos a partir desse critério. Sendo
assim, essas duas técnicas exploratorias de dados se completam, possibilitando
a aplicacdo de uma anadlise classificatéria mais aprofundada (métodos

supervisionados).
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CAPITULO 7

Determinacao da composicao mineral da farinha de trigo
de cidades Dbrasileiras empregrando ICP OES e
caracterizacao por técnicas exploratdrias de dados

7.1. Equipamentos e materiais utilizados

7.1.1. Instrumentos

v. Um Espectrdbmetro de emissdo Optica com plasma de argbnio
indutivamente acoplado simultdneo com arranjo axial e detector de estado
sélido (VARIAN, Milgrave, Australia);

v' Um sistema de purificacdo de agua Millipore (Bedford, MA, EUA)

v' Uma placa de aquecimento.

7.1.2. Preparo das solucoes
7.1.2.1. Solucédo multielementar de cobre, ferro, manganés e zinco

Mediu-se quantidades apropriadas em pipetas volumétricas de solucdes
de 1000 pg mL™ (Merck) de cobre, ferro, manganés e zinco e diluiu-se a 100 mL
com &gua ultrapura para preparo de uma solucéo multielementar de 2,0 mg L™ de
cobre, 50,0 mg L™ de ferro, 10,0 mg L™ de manganés e 10,0 mg L™ de zinco. A
solucdo multielementar foi utilizada para o preparo da curva analitica

multielementar em baldo volumétrica de 10,0 mL.
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7.1.2.2. Solucéao de célcio, magnésio e potassio

Mediu-se quantidades apropriadas em micropipetas volumétricas de
1000 pL de solucées de 1000 mg L™ (Merck) de célcio, magnésio e potéssio e
diluiu-se para 10 mL com &cido nitrico 3,0 mol L™ para preparo da solugéo

multielementar padréo da curva analitica.

7.1.2.3. Solucéao de fésforo

Mediu-se quantidades apropriadas em micropipetas volumétricas de 10
mL da solucdo de 1000 mg L™ de fosfato (Merck) e diluiu-se a 10 mL com com
acido nitrico 3,0 mol L™ para preparo das diferentes solu¢cdes multielementar

padrdo da curva analitica.

7.1.2.4. Solucéo de &cido nitrico

Mediu-se a quantidade de 209 mL em proveta graduada de uma solucéo
de acido nitrico P.A. (Merck) 65% e diluiu-se a 1000 mL com agua ultrapura para

preparo da solucdo de &cido nitrico 3,0 mol L™.

7.2. Amostras

7.2.1. Material de referéncia certificado

Foi utilizado um material de referéncia certificado para confirmar a
exatidao:
e Material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST 1567a
fornecido pelo National Institute of Standards and Technology
(Gaithersburg, MD, E.U.A.);
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7.2.2. Coleta e identificacao das amostras de farinha de trigo

Foram coletadas 53 amostras de farinha de trigo em supermercados das
cidades de Salvador (BA), Feira de Santana (BA), Jequié (BA), Belém (PA),
Macap& (AM), Fortaleza (CE), Recife (PE), Aracaju (SE), Rio de Janeiro (RJ),
Niteroi, (RJ), Sdo Paulo (SP), Pocos de Caldas (MG), Brasilia (DF), Porto Alegre
(RS), Natal (RN), e Florianopolis (SC), e uma amostra a granel da cidade de Sao
Bento (PB) no periodo de 01/05/2005 a 13/02/2006, totalizando 54 amostras. As

amostras foram identificadas conforme a sua cidade de coleta, como mostra a

Tabela 7.1.

Tabela 7.1: Siglas das amostras conforme a sua cidade de coleta

Cidade de coleta (Estado)

Sigla da amostra

Aracaju — SE
Brasilia — DF
Feira de Santana - BA
Florianopolis - SC
Fortaleza — CE

Jequié — BA
Macapa — AM
Natal — RN
Niter6i — RJ

Pocos de Caldas — MG
Porto Alegre — RS
Recife — PE
Rio de Janeiro — RJ
Salvador — BA
Séao Bento - PB
Sao Paulo - SP

AJU
BSB
FSA
PLP
FTZ
JEQ
MCP
RGN
NIT
PDC
POA
REC
RIO
SSA
PAB
SSP
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7.2.3. Dissolucéo acida das amostras de farinha de trigo

Aproximadamente 0,5000 + 0,0001 g da amostra (triplicata) de farinha de
trigo foram transferidas para béqueres de 80 mL, sendo digeridos com auxilio de
10,0 mL da solugéo acido nitrico concentrado 65% (v/v) e 0,5 mL da solucao
peréxido de hidrogénio 30% (v/v). O aquecimento foi feito em placa aquecedora
até a dissolucdo completa do material organico por 3 horas e uma temperatura de
aproximadamente de 120 °C. O volume da solugdo do digerido foi reduzido
aproximadamente 1,0 - 2,0 mL. Finalmente, a solugéo foi transferida para um
baldo volumétrico de 10,0 mL e aferida com agua ultrapura. A solucao branco foi
prepara nas mesmas condi¢cdes experimentais das amostras e subtraida dos
sinais das amostras de farinha de trigo e utilizada para calcular o limite de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método. A determinacdo simultanea
das concentracdes de calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, fosforo
e zinco foi feita empregando o espectrometro de emisséo 6ptica com plasma de

argonio indutivamente acoplado (ICP OES) com configuracdo axial.
7.3. Figuras de mérito

7.3.1. Concentracdo equivalente ao sinal de fundo, limite de deteccéao e

limite de quantificagao

Conforme os parametros operacionais para ICP OES foram obtidas as
seguintes caracteristicas analiticas para o método proposto para andlise da
farinha de trigo: a razdo entre a intensidade do sinal liquido e do sinal de fundo
(SBR), a concentragdo equivalente ao sinal de fundo (BEC), os limites de
deteccdo (LD) e de quantificacéo (LQ), calculados de acordo com as Equacdes
7.1,7.2,73,7.4e 7.5[167].

BEC = lbran%q Equagéo 7.1
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a Equacao 7.1 também pode ser escrita como
_ Canaii =1
BEC = I%RB Equacao 7.2

em que,

m - coeficiente angular da curva analitica;
lbranco — intensidade do branco;

Canalito — concentracao do analito;

SBR —razao sinal analito / sinal de fundo

Assim,

SBR _ (lanalitico— |branco) Equa(;éo 73

|branco

tem-se que
lanatitico — iNtensidade do sinal analitico;

lbranco — iNtensidade do sinal do branco.

O LD e o LQ foram calculados conforme as Equacbes 7.4 e 7.5,

respectivamente [168],

LD =3xRSDxBEC Equacéao 7.4

LQ =10xRSDXxBEC Equagéo 7.5

sendo que,

RSDyranco — desvio padréo relativo da solugéo branco (n=10).
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7.4. Analise multivariada dos dados

7.4.1. Analise de componentes principais

Usando a composicdo quimica determinada na analise das 54 amostras
de farinha de trigo de diferentes localidades brasileiras, foi construida a matriz da
analise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA) partir
das 8 variaveis, descritas pelas concentracfes dos elementos quimicos Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, P e Zn e os nomes das diversas localidades brasileiras
representando as linhas. Essa técnica exploratoria foi utilizada para reducdo das
dimensbes das informacfGes obtidas, isto é, projetar sub-espacos de m-
dimensbes em p-variaveis originais ( p > m). Empregou-se o0 autoescalonamento.
O programa STATISTICA versao 6.05 (2001) para Windows foi utilizado em todos

os calculos quimiométricos e figuras.

7.4.2 Analise de agrupamento

A matriz de dados para a analise de agrupamento hierarquico
(Hierarchical Cluster Analysis — HCA) foi construida usando as concentracdes
dos elementos como variaveis nas colunas e as 54 amostras de farinha de trigo
como linhas. A distancia Euclidiana foi aplicada como critério de similaridade
entre as amostras e o método aglomerativo de ligacdo simples para agrupamento
das amostras. Empregou-se o0 autoescalonamento. O programa STATISTICA
versdo 6.05 (2001) para Windows foi utilizando em todos os célculos

quimiométricos e dendograma.
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7.5. Resultados e discussao

7.5.1. Otimizacdo das condicdes experimentais para determinacéo de
elementos em farinha de trigo usando ICP OES.

7.5.1.1. Dissolucédo da amostra

Foram otimizadas as condi¢des de dissolucdo da amostra de farinha de
trigo, de modo a se obter a digestdo da maior quantidade massa possivel usando
aguecimento em placa. O volume final da solucdo digerida foi de 1,0 - 2,0 mL
transferida para baldo volumétrico de 10 mL e aferido com agua ultra pura. A
concentracdo acida da solucéo digerida foi de 3,0 mol L™ . Foram testadas as
seguintes sugestbes apresentadas na Tabela 7.2, com o0s seus respectivos
resultados:

Tabela 7.2: CondicOes para dissolugcdo da amostra de farinha de trigo
usando digestéo acida utilizando placa de aquecimento (n = 2).

Massa de Volume de peroxido de  Volume de acido Resultado
farinha de trigo hidrogénio (mL) nitrico concentrado
(9) (mL)
0,5 0,5 5,0 Dissolucao parcial
0,5 0,5 10,0 Dissolucao total
1,0 1,0 10,0 Dissolucao parcial
2,0 1,0 20,0 Dissolucao parcial

A melhor situagéo observada na Tabela 7.2 foi utilizando a massa de 0,5
g de farinha de trigo para um volume de 10,0 mL de &cido nitrico concentrado e
0,5 mL de peroxido de hidrogénio. Apos essa etapa, foi avaliada a composicéo da
farinha de trigo de marcas diferentes, através dos seguintes elementos quimicos:
cadmio, chumbo, niquel, aluminio, cobalto, célcio, potassio, magnésio,
manganés, zinco, fésforo, cobre, ferro, vanadio, estanho, selénio, molibdénio,
sédio e cromo. Destes, somente calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, zinco,

fésforo e manganés puderam ser determinados a partir do método de dissolucao
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proposto, pois 0os demais apresentam baixa sensilidade para a técnica de ICP
OES.

7.5.1.2. Otimizacéo dos parametros experimentais de operacédo do ICP
OES

Mermet [169] expressa a robustez do plasma e a performance analitica
como a transferéncia de energia, o tempo de residéncia e resposta do plasma
referente a mudanca de atomizacdo das condicfes de excitacdo promovido pela
composicdo quimica da solugcdo aspirada. A otimizacdo dos parametros
experimentais do ICP OES, vazao de nebulizacéo e poténcia da radio-frequéncia
(RF), foi realizada através da razdo das medidas das linhas Mg | 280,270 nm / Mg
Il 285,213 nm para obter as condicbes de operacdo do equipamento durante a
aspiracdo da solucdo multielementar usada como calibragdo padrao e da matriz
da amostra.

Para otimizar o0s parametros operacioanis experimentais foram
preparadas quatro solucbes. As duas primeiras sdo referentes a amostra de
farinha de trigo digerida pelo procedimento proposto e seu branco. As outras
duas subsequentes se referem a solugdo multielementar preparada em 3,0 mol
L' de &cido nitrico com os seguintes elementos e suas respectivas
concentracfes com a finalidade de simular a matriz da amostra digerida: Ca (10,0
mg L™?), Cu (0,5 mg L™), Fe (5,0 mg L™), Mg (18 mg L™), K (60,0 mg L™), Mn (0,5
mg L"), P (60,0 mg L) e Zn (0,5 mg L") e o seu branco. Nas solucdes das
amostras digeridas ndo foram necessaria adicionar magnésio, uma vez que este
elemento ja esta presente na composi¢ao da matriz .

As solugfes foram analisadas em diferentes poténcias (de 1,0 a 1,4 kW)
e vazdes de nebulizacdo (de 0,60 a 0,90 L min™) de forma univariada. Dennaud
e colaboradores estabeleceram a corre¢éo 1,8 nas raz6es Mg | 280,270 nm / Mg
I 285,213 nm obtidas na grade Echelle e o detector de estado sélido [170]. Os
resultados das razOes obtidas estdo apresentados na Tabela 7.3 . Conforme
Brenner e Zander [171], as condi¢cdes oOtimas ou robustas de operacdo do ICP

OES séao aquelas na qual o valor da razao seja = 8.
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Apébs andlise da Tabela 7.3 juntamente com as Figura 7.1 e Figura 7.2,
obtém-se um intervalo no qual as condi¢bes robustas prevalecam tanto para a
solucdo com padrdo multielementar de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, P e Zn em meio de
acido nitrico 2 mol L™ como para a solucdo contendo a amostra digerida com as
variaveis estudadas: vazées de nebulizacdo de 0,70 e 0,75 L min™ com poténcia
RF variando de 1,1 a 1,4 kW e vazdo de nebulizacdo de 0,80 L min™ com
poténcia RF variando de 1,2 a 1,4 kW. As condicfes selecionadas para o0s
estudos subsequentes foram: poténcia da RF 1,3 kW e vazéo de nebulizacao de
0,7 L min, que resultaram em razdes Mg | 280,270 nm / Mg I 285,213 nm de 9,1
e 10,3; para a solugcédo padrao multielementar e a solugdo da amostra digerida,
respectivamente. Os parametros operacionais ap0s estudo estdo dispostos na
Tabela 7.4.
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Tabela 7.3: Raz6es Mg Il 280,270 nm / Mg | 285,213 nm

Razao Mg | / Mg Il

Vazdo (L min) Poténcia (kW) Solucdo cida  Amostra
multielementar
0,60 1,0 6,4 6,9
0,60 11 6,6 7,2
0,60 1,2 7,2 7,7
0,60 1,3 7,6 8,1
0,60 1,4 7,9 8,3
0,70 1,0 7,8 8,9
0,70 11 8,2 9,4
0,70 1,2 8,8 10,0
0,70 1,3 9,1 10,4
0,70 14 9,5 10,7
0,75 1,0 7,6 8,8
0,75 11 8,2 9,5
0,75 1,2 8,6 9,9
0,75 1,3 9,0 10,3
0,75 14 9,5 10,7
0,80 1,0 7,1 8,1
0,80 11 7,9 9,0
0,80 1,2 8,3 9,6
0,80 1,3 8,8 10,0
0,80 14 9,4 10,6
0,90 1,0 5,7 6,5
0,90 1,1 6,4 7,3
0,90 1,2 7,0 8,1
0,90 1,3 7,6 8,8
0,90 14 8,4 9,6
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Tabela 7.4: Parametros operacionais do ICP OES:

Parametro Valor
Poténcia da réadio freqiéncia 1,3 Kw
Radio freqiiéncia 40,00 MHz
Presséo de nebulizacéo 200 KPa
Fluxo do argénio auxiliar 1,5 L min™
Fluxo do argonio principal 15 L min™®
Tempo de integracao 10s
Tempo de estabilizacéo 15s
Tempo de leitura 1 min
Replicatas 3
Nebulizador pneumatico Sea Spray
Camara de Nebulizacao Ciclonica

7.5.1.2.1. Selegéo das linhas de emisséo

As linhas espectrais e suas respectivas faixas de trabalho estudadas

para analise da farinha de trigo estdo apresentadas na Tabela 7.5.

Tabela 7.5: Linhas de emissdes e suas respectivas faixas de trabalho:

Elementos Faixa de trabalho Linhas de emissdes (nm)
(mg L™) (n=6)

Calcio 6,00 — 20,00 317,933 (Il 422,673 (1)
Cobre 0,04 - 0,20 324,754 (I) 327,395 (I)
Ferro 0,90 — 3,00 238,209 (1) 259,940 (1)
Potassio 20,00 — 100,00 766,467 (1) 769,897 (1)
Magnésio 7,00 — 20,00 279,553 (II) 285,213 (1)
Manganés 0,20 — 1,00 257,610 (1) 259,372 (1)
Fosforo 20,00 — 100,00 177,434 (1) 213,613 (1)
Zinco 0,20 — 1,00 202,548 (1) 213,857 (1)

() Linha atémica / ( II') Linha I6nica
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7.7.2.1.2 Estudo do efeito de matriz na farinha de trigo

Na Tabela 7.6 estdo apresentadas as inclinacbes das equacdes da
calibracdo de padrées preparada em 3,0 mol L™ de HNOj3 e técnica de adicdo de
analito conforme método proposto para analise de farinha de trigo, com adi¢édo
dos padrbes da calibracdo para duas linhas de emisséo de cada elemento (célcio,
cobre ferro, potassio, magnésio, manganés, fésforo e zinco).

Os efeitos de matriz estdo ligados as etapas de nebulizacéo, transporte e
efeitos energéticos no plasma, caracterizando-as como interferéncias néo
espectrais. Assim, durante a determinacéo dos elementos na matriz de farinha de
trigo, tanto os analitos na solugdo de calibracdo padrdo como 0s mesmos ha
amostra devem se encontrar nas mesmas circunstancias experimentais. Caso
isso esteja acontecendo, a concentragdo desses analitos na analise da farinha de
trigo pode ser determinada usando a técnica de calibragdo padréo.

Segundo Montaser e Golightly, os efeitos da mudanca das propriedades
fisicas da solucdo da amostra afetam na sensibilidade relativa para o analito,
quando que as diferentes concentragbes da solu¢do dos acidos minerais sdo
usadas, em especial, acido sulfarico e fosférico, ocasionando grandes mudancas
na densidade e na viscosidade nas solucbes. Para resolver esse problema, a
solucéo da amostra e das solucdes dos padrdes da curva de calibracdo, podem
ser ajustadas a uma concentracao similares, em que as propriedades fisicas do
solvente (a densidade, viscosidade e tenséo superficial), apresente condicédo de
compromisso para ambas situacdes. [168].

Sob circunstancias robustas e ndo robustas, Stefan e colaboradores
estudaram o efeito de matriz e a eficiéncia da padronizacdo interna em um ICP
OES com configuracdo axial para Ca e Na numa concentracdo de até 10,0 g L™,
além do efeito da concentracdo de até 20 % (v/v) HNO3 para um grande numero
de elementos com linhas atdmicas na escala da energia da excitacdo 2,9 - 7,8 eV
e linhas ibnicas, variando a soma da energia de 7,7 - 16,5 eV. O estudo
demonstrou uma depressado na sensibilidade mesmo em condi¢des robustas.
Este efeito depressivo foi atribuido principalmente ao fenbmeno de transporte do
aerossol, dependendo da concentracdo do elemento e do &cido estudado. Em

relacdo a concentracdo de acido nitrico 20% (v/v) em condicbes robustas, os
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autores mostram que a razao obtida entre a solugdo com acido e sem acido foi de
61 — 91% para as linhas atdmicas e de 77 — 87 % para as linhas ionicas. O
estudo da concentracdo do &cido estendeu-se para 2 e 10 %, em que se
observou a variacdo da razdo dependendo da concentracdo. Efeito similar foi
encontrado também para 1,0 g L™ de Na e Ca, sendo menos drastico que o efeito
da concentracdo do &cido. Stefan e colaboradores sugeriram o uso da
padronizacao interna para compensar o efeito de matriz para as linhas i6nicas.
Outros autores também estudaram o efeito de matriz relacionado a concentracéo
de K, Ca e Mg [172], Na [173] e do acido [174] para linhas ibnicas, chegando as
mesmas conclusoes.

Assim, as inclinagcbes das equacbes das curvas analiticas obtidas
através da calibragcdo de padrdes e da técnica de adicdo de analito foram
comparadas. Analisando a Tabela 7.6, as linhas (Il) 317,933 nm para calcio; (1)
324,754 e (1) 327,395 nm para cobre; (II) 238,209 nm e (II) 259,940 nm para ferro;
() 177,434 nm e (1) (213,613 nm para fosforo; (1) 257,610 nm e (ll) 259,372 nm
para manganés; (lI) 202,548 nm para zinco foram as linhas que apresentaram a
maior proximidade unitéria entre a razdo dos valores das inclinagbes nas
respectivas equagdes. No entanto, para as linhas, Ca (I) 422,673 nm, Zn (I)
213,857 nm e as duas linhas selecionadas para os elementos potassio (I)
766,467 nm e (I) 769,897 nm) e magnésio (Il) 279,553 nm e (I) 285,213 nm, as
suas equacdes mostraram razdes menores do que o valor unitério (0,56 — 0,88)

entre as duas técnicas de calibracao.
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Tabela 7.6. Comparacdo entre equacdes das técnicas de calibracdes
analiticas para Ca, Cu, Fe, Mg, K, Mn, P e Zn.

Linha Meio* Equacéo Razao** R

A A _
Ca 317.033 nm (1) | = 10360Ccy + 75317 093  0:9991
S.A.  |=11138C¢, + 32319 0,9996

A. A. _
Ca 422,673 nm (1) | = 7236,6Cc, + 45451 0gs 09991
S.A.  |=8416,6Cc, - 164,25 0,9998

A. A _
Cu 324,754 nm (1) | = 14993Cc, + 1668.2 099  0.9986
S.A.  |=15221Cq¢, + 238,37 0,9992

A. A _
Cu 327.395 nm (1) | = 1836,4Cq, + 236,79 091  0.9951
S.A.  |=2018,6Cc,+ 43,588 0,9975

A A _
Fe 238,204 nm (1) | = 39807Cre + 40317 097  0.9986
S. A | = 41206Cge + 1838,7 0,9998

A. A _
Fe 250,40 nm (1) | = 18268Cr, + 18958 097  0.9988
S. A | = 18847Cre + 684,24 0,9998
A.A. |=12053Cx + 704986 0,9979
K766,467 nm (1) S.A. 1=15868Ck + 24254 076 9903
A.A. 1=60985C + 329748 0,9978
K769,897 nm (1) S.A. 1=7422,0Ck + 23507 082 4’9999
A.A.  |=119819Cy, + 300000 0,9966
Mg 279,553 nm (1) g A" | = 206615Cy, + 78249 058 goo71
A.A.  1=11450Cyg + 174939 0,9987
Mg285.213nm (1) g A" | =13290Cy, + 5744.5 086 59000

A A _
Mn 257,610 nm (11) | = 82619C, + 44309 092  0:9996
S. A | = 89555Cy, + 1351,1 0,9995

A. A _
M 250,372 nm (11 | = 473105C,, + 25099 0g3  0.9988
S.A.  |=50707Cy, + 773,33 0,9995

A A _
B 177,434 v (1) | = 473,8Cp + 30278 o5 09984
S.A.  |=501,15Cp + 2493 0,9999

A. A _
P 213,618 nm (1) | = 1427,6Cp + 80875 095  0.9993
S.A.  |=14999Cp + 128,66 0,9999

A A _
7n 202,548 nm (1) | = 38365C,,, + 20039 09y  0:9972
S. A | =41795C,, + 67782 0,9996

A. A. _
2n 213,857 nm (1) | = 32612C,,, + 17314 0gg  0:9983
S.A.  |=37178Cy, + 570,06 0,9998

(1) Linha atémica / (1) Linha I6nica
* Técnica de adicdo de analito (A. A.) / Técnica de calibracdo de padrdes preparada em
3,0 mol L™ de &cido nitrico (S. A.).
** Razao entre as inclinagdes das curvas obtidas pela técnica de adicdo de analito e a

técnica de calibracdo de padrdes.
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Analise de regressao linear € muito usada para confirmar os efeitos de
matriz e a validacdo da exatiddo do método analitico proposto. A andlise é feita
através da construcdo do grafico dos dados, sendo a situagao “ideal” tedrica
ocorrendo quando o coeficiente angular (a) e de correlacédo (R) serem unitarios e
o valor do intercepto (b) da funcéo linear é igual a zero [146].

Momem e colaboradores compararam quatro procedimentos diferentes
de digestao, avaliando provaveis efeitos na analise de legumes na determinacéo
de elementos essenciais (Cr, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn) e toxicos (Al, Cd e Pb) por
ICP OES com configuragdo axial. As caracteristicas analiticas, tais como limites
da quantificagdo, precisdo dos procedimentos totais e exatiddo foram avaliados
estatisticamente (test-t de Student e analise de regressao linear) para otimizar os
parametros do ICP OES e para avaliar os procedimentos investigados. Eles
recomendam a técnica de adicdo de analito para determinacdo dos elementos
que estejam ocorrendo efeito de matriz [175].

Por outro lado, Halmos e colaboradores propuseram a técnicas de
amostragem em suspensdo em comparacdo ao meétodo de digestdo para a
determinacao de cobre, zinco, chumbo e manganés em cinzas por ICP OES. As
avaliacbes foram feitas através da analise de regressdo linear para cada
elemento. A digestdo também foi analisada pela espectrometria de fluorescéncia
de raio-X e comparou-se 0s resultados obtidos a técnica de amostragem em
suspensao. Baseado nos valores obtidos dos coeficientes angular da anélise, os
valores encontrados de concentracdo nos métodos analiticos sao similares para
zinco, chumbo e manganés. Os resultados obtidos para cobre diferem entre os
meétodos utilizados evidenciando o efeito de matriz [176].

Neste contexto, o estudo desenvolvido neste trabalho refere-se a
investigacdo e selecdo do tipo da técnica de calibracdo a partir do preparo de
padrées aquosos e de solucbes digeridas de farinha de trigo com adicdo de
padroes. O efeito de matriz que pode interferir na determinacao de Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn, P e Zn foi estudado a partir do estudo da regresséao linear. O coeficiente
angular (a) da andlise foi obtido pela construcdo gréfica das intensidades dos
padrées versus as intensidades das solucfes digeridas com adicdo de analito
para cada elemento nas duas linhas escolhidas (Tabela 7.7). Os valores

calculados de (a) variaram de 0,56 — 0,96 cps pg™” L com valores de coeficiente
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de correlagéo (R) no intervalo de 0,9922 a 0,9993, para o estudo em questao.

Quanto mais proximos os valores de (a) e R forem da unidade, menor é o efeito

de matriz nas analises da farinha de trigo empregando ICP OES.

Tabela 7.7. Técnica de regressao linear para analise de farinha de trigo

Comprimento de a
Elementos onda (nm)* (cps ug™ L) R
Ca 317,933 (1) 0,93 +£0,03 0,9980
422,673 (Il 0,86 + 0,02 0,9986
Cu 324,754 (1) 0,98 + 0,03 0,9971
327,395 (1) 0,90 + 0,07 0,9922
Fe 238,204 (1) 0,97 £ 0,04 0,9980
259,940 (I 0,97 £ 0,03 0,9983
K 766,467 (1) 0,76 + 0,03 0,9964
769,897 (1) 0,82 + 0,03 0,9975
Mg 279,553 (I) 0,56 + 0,01 0,9989
285,213 (1) 0,80 + 0,04 0,9959
Mn 257,610 (Il 0,92 + 0,02 0,9993
259,372 (I 0,93 £ 0,02 0,9984
p 177,434 (1) 0,95 + 0,02 0,9987
213,618 (1) 0,95 + 0,02 0,9992
7n 202,548 (II) 0,92 + 0,04 0,9968
213,857 (1) 0,89 + 0,03 0,9970

* (1) Linha atdmica / ( 1I') Linha 16nica

O procedimento proposto foi aplicado na analise do material referéncia

certificado de farinha de trigo NIST 1567a por ICP OES para cada linha espectral

de emissao selecionada, conforme Tabela 7.8:

Rennan Geovanny Oliveira Araujo

- 136 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

Tabela 7.8. Andalise do material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST 1567a para todas as linhas espectrais:

Elemento Comprimento de Vg[or Valor o %p
onda (nm) Certificado Encontrado %Concordancia* Resultado**
(Mg 97 (g g (n=3)* (p > 5%)
Ca 422673 () 191+ 15627 354 1o S
cu 327,395 ) 21402 22502 wrsl0 a1 NS
- ol aeowos  WEEIS dmrsm
< 760897 () 1330.£ 30 o502 37 713 02 <
P R - A A
o EESN aaes  go2e e 3 s
P 215616 () 13402 60 1311 60 ‘op 25 ot NS
zr 213857 () 11604 119203 10523 16 NS

(1) Linha atémica / (11') Linha I6nica
* Média + intervalo de confianga com 95% de confiabilidade
**Diferenca significativa (S) ou Diferen¢a nao significativa (NS)

Os valores encontrados foram comparados com 0s seus respectivos valores certificados estatisticamente pela Analise de
variancia (ANOVA: fator unico). Os valores de probabilidade dos valores serem semelhantes obtidos (p > 5%), mostraram
diferenca significativa (S) entre eles no nivel de 95% de confiabilidade para as linhas de Ca (1) 422,673 nm; K (I) 766,467 nm e K
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(N 769,897 nm; Mg (Il) 279,553 nm e Mg (I) 285,213 nm. Nos demais, os valores de probabilidade variaram de 16 a 95%, sendo
considerados estatitsicamente nao significantes (NS).

A técnica de adicdo de analito foi recomendada para a determinagdo de potassio e magnésio no material de referéncia
certificado de farinha de trigo, Tabela 7.9, para superar ou eliminar a maioria dos erros devido as interferéncias da nao linearidade
e / ou da matriz que reduz a sensibilidade. De todas as linhas de emissdes selecionadas para magnésio e potassio, apenas a Mg
(I 279,553 nm apresentou diferenca estatistica (S) com nivel de 95% dos seus resultados, pois com valor de probabilidade do
valor ser semelhante foi de 0,5% (p > 5%), ou seja, a mesma nao pbde ser utilizada na determinacdo de magnésio na farinha de

trigo. Demais linhas os valores de p variaram de 7,6 a 30%, sendo considerados estatisticamente ndo significativos (NS).

Tabela 7.9. Valores obtidos a partir da técnica de adicdo de analito
MRC Farinha de trigo NIST 1567a

| Valor certificado  Valor encontrado . danciat %p
Elemento (g o (g o) (n=3)* YoConcordancia (p> 5%) Resultado**

K (I) 766,467 nm 1356 + 41 102 + 3 30 NS
1330 + 30

K (I) 769,897 nm 1268 + 39 95+3 7,6 NS

Mg (I1) 279,553 nm 609 + 32 152 +8 0,5 S
400 * 20

Mg (I) 285,213 nm 391 +18 98 + 4 37 NS

* Média + intervalo de confianga com 95% de confiabilidade
**Diferenca significativa (S) ou Diferenga n&o significativa (NS)
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7.5.2. Parametros de mérito

7.5.2.1. Concentragdo equivalente de sinal de fundo, limite de
deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados baseados no
BEC de cada elementos e suas respectivas linhas de emissdo conforme as

Equacbes 7.2, 7.4 e 7.5, e estdo apresentados na Tabela 7.10.

Tabela 7.10. Parametros de mérito, BEC, LD e LQ, obtidos para a
determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn em farinha de trigo por ICP OES

Elemento  Comprimento BEC* LD* LQ* BEC* LD** LQ**
deonda(nm) (mglL®) (mgL") (mgl™) (ugg") (Mgg?) (Hgg?)

Ca 317,933 (1) 0,119 0,144 0,480 2,4 2,9 9,6
422,673 () 0,111 0,050 0,166 2,2 1,0 3,3

cu 324,754 (1) 0,014 0,012 0,039 0,3 0,2 0,8
327,395 (1) 0,015 0,010 0,033 0,3 0,2 0,7

Fe 238,204 (I1) 0,023 0,033 0,111 0,5 0,7 2,2
259,940 (II) 0,024 0,016 0,052 0,5 0,3 1,0

K 766,467 (1) 0,038 0,023 0,077 0,8 0,5 15
769,897 (1) 1,795 0,724 2,412 36 14 48

Mg 279,553 (1) 0,013 0,013 0,044 0,3 0,3 0,9
285,213 (1) 0,012 0,006 0,019 0,2 0,1 0,4

M 257,610 (1)) 0,001 0,001 0,003 0,02 0,02 0,07
259,372 (1) 0,002 0,001 0,004 0,03 0,03 0,09

p 177,434 (1) 0,044 0,031 0,103 0,9 0,6 2,1
213,618 (1) 0,010 0,006 0,020 0,2 0,1 0,4

7n 202,548 (1) 0,006 0,006 0,021 0,1 0,1 0,4
213,857 (1) 0,006 0,004 0,013 0,1 0,1 0,3

* Concentragéo calculada a partir n = 10 medidas da solucao do branco.
** Concentracao calculada a partir n = 10 medidas da solug&o do branco relacionada com a
massa de amostra de 0,5 g com volume final de 10 mL.

O método proposto apresentou LOD, BEC e LOQ na ordem de pg g™
esses parametros podem ser considerados adequados para as determinagdes.
Os valores encontrados para LD, LQ e BEC sdo compativeis os encontrados na
literatura [168].
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7.7.2.2. Precisao

Esta foi expressa como desvio relativo padrao (RSD) determinada pela

repetibilidade entre trés analises de duas amostras com concentracdes diferentes

e pertinentes a analise para cada elemento determinado (Tabela 7.11). Para

concentracbes menores a precisdo variou de 0,8 a 4,2%. Concentragcdes mais

elevadas os valores encontrados variaram de 3,4 a 5,0%.

Tabela 7.11. Desvio padrao relativo dos oito elementos determinados na
amostra de farinha de trigo por ICP OES

Elemento Concentr?géo %RSD Concentrzl;l(;éo %RSD

(L9 g ™) (n=3) (Lo g™) (n=3)
Ca 108,5 + 3,0 1,1 1958 + 165 3,4
Cu 1,0+0,1 2,0 28+0,2 3,4
Fe 105+1,2 4,2 146,6 + 15,2 4,2
K 812 +81 0,8 3156 + 370 4,7
Mg 188,3+17,0 3,6 511,2+475 3,7
Mn 3,89+0,19 2,0 14,74 £ 1,79 4,9
P 810+3 1,1 7151 + 464 5,0
Zn 51+05 4,2 139+1,7 4,1

* Média * intervalo de confianga com 95% de confiabilidade

Essas faixas de precisdo sdo consideradas satisfatérias para o método

proposto para as determinacgdes por ICP OES.

7.5.3. Aplicacdo do método proposto

7.5.3.1. Determinacao analitica

Selecionou-se das linhas de emissao estudadas empregando ICP OES,

uma para cada elemento utiizada na determinacdo simultanea das

concentracbes de célcio, cobre, ferro, potassio, agnésio, manganés, fosforo e

zinco, conforme a Tabela 7.12.
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Tabela 7.12. Linhas de emissfes selecionadas para analise das amostras
de farinha de trigo por ICP OES

Elemento Linhas de espectrais (nm)

Célcio 317,933 (I

Cobre 324,754 (1)

Ferro 238,209 (1)
Potassio 766,467 (1)
Magnésio 285,213 (1)
Manganés 259,372 (1)

Fosforo 213,613 (1)

Zinco 202,548 (Il)

7.5.3.2. Concentracao de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn nas farinhas de
trigo

Os resultados obtidos da determinacao da concentracdo de Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, P e Zn nas 54 amostras de farinha de trigo por ICP OES estdo
apresentados na Tabela 7.13.
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Tabela 7.13. Concentracao dos elementos encontrados nas amostras de farinha de trigo de diferentes cidades brasileiras*

Amostra Ca (ug g™ Cu (ug g™) Fe (ug g7) K (1g g™ Mg (ug g™) Mn (ug g™ P (ug g7) Zn (ug g7)
AJUL 148,86 + 4.43 154+0,04  3032+212 1808,34 + 24,10 309,84 + 26,88 4,74+ 0,23  1149,66 + 3859 7,05 + 0,44
BEL1 138,23+ 14,65  2,33+0,05 28,05+ 1,82 1502,39 + 91,22  331,68+1575 7,59+021 109565+30,66  875+0,10
BEL2 169,06 + 2,42 2,03+0,04  88,63+151 1784,71+91,31  38829+1826 887+062 133892+67,80  831+0,65
BSB1 212,05+21,42  2,30+018  22,27+211 2058,11 + 47,12 44253 +647 7,41+041 138187 +18,99 12,37 +0,76
BSB2 209,43 +2231  226+014  31,11+2,72 179577 + 214,78  428,96+3921  8,72+126 137391 +109,10 13,93+ 1,73
BSB3 183,17 + 6,74 254+0,18  31,88+0,24 1835,82 + 23,52 41342 +30,12 11,09+0,64 1449,81+99.10 9,54 + 0,99
BSB4 177,71+ 1878  2,80+024 32,59+ 0,55 1779,12 + 199,73 372,21 +17,85 14,74+1,79 1340,73+ 13558 11,53+ 0,30
FLP1 157,90 + 11,29 154+0,12 46,64+ 452 1386,36 + 70,03 386,07 +26,92 8,45+057 1167,68+ 116,89 9,07 + 0,72
FLP2 139,51 + 8,68 1,44+0,07  5444+461 1172,27+50,92  28485+11,08 538+015 910,87 +4515  6,32+0,41
FLP3 174,49 + 10,01 117+012 52,88+ 1,74 1726,10 + 186,59 34591 +3497 596+0,39 116527+9692 7,52 +0,73
FSAL 172,79 + 7,19 2,02+0,03  31,41+0,48 250454 + 6566 400,57 +1349 955+0,70 1150,68+38,47 11,80+1,21
FSA2 184,68 + 3,09 240+023 20,61 +244 244034 + 141,51 39517 +33,41 12,03+0,84 109951+ 6557 13,65 + 0,64
FSA3 196,12 + 6,02 164+015 18,89+ 1,76 256834 + 120,31  36512+40,52 6,51+0,14 1081,94+8349  920+041
FSA4 199,20 + 13,58 1,69+014 26,72+ 2,86 2608,61+ 38,54  34347+1148  6,98+0,20 113553+3224 12,36+ 1,32
FTZ1 147,21 + 3.60 204+005 13,36+ 0,68 1610,03 + 14,80 366,70 + 4,78 9,00+ 0,65 1371,97 +62,94 10,11 + 0,47
FTZ2 158,08 + 0,44 1,46+0,04  32,43+200 1614,27 +70,02  257,59+10,84 568+ 043 1107,91 + 6525 6,61+ 0,72
JEQ1 159,75 + 19,23 1,69+004 29,07+ 2,05 169923 + 78,44 286,01 +12,66 890+1,05 107952+3655 8,40 + 0,53
JEQ2 213,42 + 10,41 2,56 £ 0,18 30,33+ 2,94 2287,93 +£ 185,11 511,24 + 47,47 1457 +1,25 1577,36 +108,47 13,78 +1,01
JEQ3 137,31 + 10,63 147+0,04  24,83+257 1352,53 + 42,65 194,33 + 6,26 489+0,11 89556 +56,68 6,29+ 0,49
JEQ4 542,34 + 56,90 1,99+023 3501+ 2,83 269753+ 21947 37641+27,34 951+045 6221,05+499,86 9,04+ 0,18
MCP1 13355+ 11,88  2,29+015 4571+ 3,82 757,46+ 1441  312,41+3632 921+0,14 1197,06+60,82 802 +081
MCP2 112,33 +8.12 246+023 3622 +287 81167 +8141  36139+4190 979+047 1311,82+97,13 9,07 + 0,49
NIT1 117,53 + 8,23 1,66+008  2356+0,74 868,05+ 71,85  277,01+27,83 649+050 109047+9218 7,70+ 0,18
NIT2 174,47 + 1302 1,68+007 20,71+ 226 061,07 +43,10  332,32+30,14 666+041 124489+7643 8,03+ 0,56
NIT3 185,20 + 6,89 235+0,18  39,71+1.21 099,74+ 17,85  35595+13,02 7,43+0,16 1309,52+4193 9,03+ 0,21
NIT4 158,71 + 13,39 157+0,04  13,92+127 902,94 + 4,29 308,44 +3584  624+004 1191,25+5832 6,50+ 0,78
NIT5 166,10 + 5,38 222+014 11,80 +1,83 813,08+ 21,24  34502+1563 1103+038 1157,39+87,96 12,63+ 1,32
NIT6 143,59 + 16,93 1,40+0,02 30,71+ 1,40 002,96 +3546  303,38+1631 606+0,19 116946+ 139,66 7,32+ 0,90
NIT7 520,95 + 55,32 1,59+0,08 50,84 + 4,51 1527,60 + 126,26 390,17 + 13,48 8,89+ 0,37 7151,21+ 463,66 10,03 +1,23
PAB1 468,57 + 2497  239+0,08 40,77 +1.26 1364,14 + 27,06 366,48 + 4,53 11,53+0,17 5934,53+29699 11,95 0,50
PDC1 160,34+ 16,71 2,00+ 0,05 34,18 + 1,37 1812,50 + 126,01  340,74+39,63 11,90+1,06 992,34 +33,72 11,75+ 1,89
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166,82 + 13,93
146,82 + 12,74
177,69 + 4,49
180,41 + 9,08
162,07 + 19,33
232,56 *+ 21,64
553,50 *+ 23,40

1958,33 + 165,46

786,70 £ 71,62
193,47 +£ 15,71
131,97 £ 5,85
603,95 + 62,84
293,01 + 23,86
247,99 *+ 26,74
298,39 + 2,23
249,72 + 30,34
229,98 *+ 22,47
1000,95 + 9,40
146,09 + 5,07
127,20 + 0,62
148,84 + 17,03
107,52 + 3,00
149,32 + 11,50

2,00+ 0,01
1,56 + 0,08
1,87 £ 0,08
1,34+0,11
1,36 £ 0,10
1,77 £ 0,07
1,83 +£0,02
1,35+0,11
1,98 +0,11
1,88+0,18
1,89 +0,18
1,63 + 0,06
1,17 +0,12
1,67 +£0,12
1,25 + 0,07
1,25 + 0,04
1,00 £ 0,05
1,04 + 0,05
1,89 + 0,23
2,42 +0,14
2,65+0,29
1,70+ 0,11
1,90+0,18

20,06 + 0,68
37,87 + 3,36
44,29 + 3,14

143,12+ 7,13
146,58 + 15,24

42,67 + 4,68
21,19+1,95
37,15 + 3,57
12,58 + 0,14
47,29 + 3,96
29,00+ 2,44
26,63 = 2,07
10,46 + 1,15
77,52+7,24
83,37 £ 7,59
41,07 + 4,66
36,93 + 4,35
39,96 +£ 0,10
10,83+ 1,14
22,57 +2,39
18,50+ 1,41
21,63 +£1,47
32,85+ 1,93

1725,28 + 66,32
1477,72 £ 117,32
1677,92 + 115,80
1476,65 + 92,94
1436,56 + 144,94
1685,97 + 33,44
2878,84 + 113,79
1035,18 + 29,48
3156,28 + 370,30
1726,00 + 182,46

884,96 * 6,52
2622,32 + 75,07
2052,59 + 120,94
1711,37 + 42,36
1854,61 + 98,46
1800,57 + 129,77
1595,76 + 33,82
2230,01 + 78,36
2307,85 + 44,32
2012,25 + 103,52
2185,11 + 105,24
1257,48 + 49,76
1629,12 + 105,64

312,21 + 16,48
188,27 + 16,99
407,01 + 27,73
309,78 + 14,96
285,88 + 12,90
335,99 + 17,33
388,28 + 7,79
198,54 + 7,94
490,84 + 48,70
359,53 + 39,42
324,09 + 27,83
316,28 + 31,05
399,13 + 17,50
434,61 + 14,22
341,23 + 19,20
327,08 £ 7,24
245,97 £ 6,92
240,58 + 5,89
366,41 *+ 26,16
431,86 + 52,47
437,46 + 31,28
326,74 + 33,68
332,33+ 17,21

8,41+0,84
4,06 + 0,10
9,86 + 0,58
7,01 +0,29
6,35+ 0,43
7,49 + 0,28
9,18 + 0,27
4,24 + 0,09
9,31+£0,75
7,30 £ 0,65
7,00 £0,12
7,19 +£0,25
577 +0,34
9,06 + 0,13
7,90 + 0,54
7,53 £ 0,09
3,89+0,19
4,26 + 0,05
7,61 +0,67
11,44 + 0,32
13,47 + 1,09
9,92 £ 0,59
7,76 £ 0,54

1039,56 + 1,47

810,25 + 21,39
1331,71 + 44,03
1065,20 + 42,28
1051,12 + 73,80
1245,77 + 91,85
6230,14 + 91,33
5337,23 + 341,92
7111,40 £ 878,05
1237,18 + 130,39
1176,45 £ 65,17
5670,47 + 82,46
1267,53 + 39,15
1344,89 + 24,92
1147,86 + 84,91
1082,58 + 68,35
918,05+ 11,20
4960,90 + 297,49
1090,19 + 119,72
1308,35 + 36,79
1151,79 + 33,06
1179,04 + 38,20
1272,37 + 135,45

8,68 +1,93
6,41 + 0,07
10,87 £ 078
10,08 + 0,98
7,71+ 0,47
8,06 + 0,61
9,47 +0,61
5,07 £ 0,53
13,02 + 1,12
9,52 +0,24
9,13+0,30
7,20 + 0,50
10,15 + 0,98
11,25+ 0,77
9,69 +0,74
8,87 +£0,70
7,51+0,33
6,96 £ 0,23
6,43 +0,14
12,05+ 0,93
12,92 + 1,53
8,70+ 0,78
8,31 +0,81

*Valores da média da triplicata da amostra * intervalo de confianga com 95% de confianbilidade.
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A média, a variagcdo e o desvio padrao das concentracdes de Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, P e Zn encontradas nas 54 amostras de farinha de trigo estédo

apresentadas na Tabela 7.14.

Tabela 7.14. Média, variacdo e desvio padrao das concentracdes das
encontradas nas 54 amostras de farinha de trigo (n =3)

Elementos  Média (ug g&) Variacdo (ug g7) Desvio padréo (ug g)

Ca 269,95 107,52 — 1958,33 294,41
Cu 1,84 1,00 -2,80 0,44
Fe 37,82 10,46 — 146,58 27,02
K 1328,20 587,72 — 2448,99 451,32
Mg 285,84 155,14 — 421,29 55,90
Mn 8,25 3,89-14,74 2,51
P 1919,35 810,25 -7151,21 1798,33
Zn 9,41 5,07 -13,93 2,23

A presenca desses elementos na farinha de trigo esta vinculada a
necessidade da planta de retird-los do solo na forma de nutrientes adequados
para seu desenvolvimento. Segundo a EMBRAPA, o trigo necessita de treze
nutrientes, sendo alguns absorvidos em grandes quantidades (macronutrientes) e
outros, em pequenas quantidades (micronutrientes). O nitrogénio (N), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg), fésforo (P) e enxofre (S) sdo 0os macronutrientes.
Ja o boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo)
e zinco (Zn) sao considerados micronutrientes [3]. A deficiéncia dos teores
desses nutrientes resulta em menor crescimento das plantas e uma menor
producdo de grdo. Solos férteis sdo aqueles que apresentam teores dos
nutrientes adequados ao desenvolvimento da planta. A complementagdo ou
correcdo das quantidades dos nutrientes presentes nos solos, e feita através da
pratica de adubacao, muito utilizada para garantir bons rendimentos de gréos.

Outro aspecto que limita o crescimento de uma planta € a acidez do solo.
No Brasil, principalmente na Regido do cerrado sdo predominantes os solos
acidos, prejudiciais ao desenvolvimento da planta, porque contém aluminio em
formas toxicas as raizes, impedindo a absor¢do de agua e nutrientes. A analise
quimica do solo a ser utilizado para plantio mostrara o indice de acidez, propondo
assim, doses de fertilizantes eficazes que devem ser aplicados [3].

O Brasil apresenta trés grandes regides de cultivo de trigo (Regido Sul,

Centro-Sul e Central) bastante diferenciadas. Elas estdo sujeitas as diversas
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condicdes do solo e climaticas do pais. Por exemplo, o norte e oeste do Estado
do Parana sdo encontrados solos de matas, de alta fertilidade e elevados teores
de matéria organica com grande capacidade de retencédo de agua. Por outro lado,
no Mato Grosso do sul, os solos sdo de campo e de cerrado possuindo baixa
fertilidade e aluminio em niveis toxicos, necessitando de corre¢éo. Sendo assim,

cada regido de cultivo ter4 uma correcdo especifica a necessidade do solo [5].

7.5.4. Andlise multivariada dos dados

7.7.4.1. Analise de componentes principais

A avaliacao exploratéria das 54 amostras de farinha de trigo foi realizada
através PCA, envolvendo 8 variaveis (concentragdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P
e Zn). Os dados foram autoescalonados. Como mostra a Tabela 7.15 foi
observado que as trés primeiras componentes principais (PCs) representam
78,70 % da variabilidade total dos dados.

Tabela 7.15. Pesos das varidveis das trés primeiras componentes
principais

PC1 PC2 PC3

Ca 0,2354 -0,8562 -0,0422

Cu -0,8189 0,1783 -0,2383

Fe 02754 0,1441 0,9111

K -0,4456 -0,5515 0,1793

Mg -0,8850 -0,0760 0,1851

Mn -0,8948 0,0841 0,0331

P -0,0755 -0,9073 0,0159

Zn -0,8892 -0,0018 0,1817
% Total de variancia 42,26 24,07 12,37
% Acumulo de variancia 42,26 66,33 78,70

A primeira componente principal (PCl) representa 42,26 % da
variabilidade dos dados e é constituida principalmente pelas variaveis Cu, Mg,
Mn e Zn. Como os pesos obtidos sdo altos (em modulo) e proximos entre si,
observa-se uma correlagéo entre estas variaveis (Tabela 7.15). Assim, a maior

variabilidade nas amostras se deve as concentracdes destes metais. Segundo a
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EMBRAPA, a presenca desses elementos esté ligada a necessidade da planta de
absorver macro e micronutrientes para o seu desenvolvimento, podendo estar
influenciadas por varios fatores, como o tipo de solo, pratica de fertilizantes, clima
e/ou processo de producao [3].

O calcio e fosforo sdo as varidveis que apresentam 0s maiores pesos
(em méddulo) na segunda componente principal (PC2), seguido do peso referente
a variavel do potassio. Estas variaveis, portanto, apresenta a segunda maior
fonte de variabilidade dos dados, concentrando 24,07 % da variancia total dos
dados obtidos. A pratica de fertilizacdo do solo € o fator probabilistico para a
contribuicdo desses elementos nas plantas, pois elas precisam dos elementos
calcio e fésforo para o seu crescimento. Tal pratica também é necessaria quando
o0 solo de cultivo apresenta acidez, sendo necessaria a sua correcao através
adubacao fosfodrica, potassica e calcéaria, através de analise da situacdo do solo
[2, 3].

A terceira componente principal (PC3) é governada principalmente pela
variabilidade da concentracdo de ferro nas amostras de farinha de trigo, com
12,37% das informacdes obtidas pela PCA.

A Figura 7.3 mostra a projecdo de PC1l versus PC2 que juntas
descrevem 66,33% da variacdo total dos dados. Dois conjuntos dos pontos
podem ser observados. O conjunto superior com escores elevados na PC2 é
povoado densamente, visto que o mais baixo contém somente oito amostras. A
PC2 apresenta valores de pesos altos negativos para concentracdo de calcio e
fésforo nas amostras, espera-se valores com concentracfes elevadas destes
elementos nos pontos mais baixos do conjunto, visto que as concentracdes do
calcio para amostras da escala superior do conjunto variaram de 0,11 a 0,29 mg
g’ aquele grupo mais baixo apresenta valores mais elevados, entre as
concentraces variando de 0,47 a 1,96 mg g™. A concentracdo de fosforo para
amostras no conjunto superior - 0,81 a 1,58 mg g* — é mais baixa do que para
aquelas no conjunto mais baixo - 4,96 a 7,15 mg g*. Entretanto, a PC1 nao
discrimina entre estes dois grupos dos pontos. Porque ndo existe nenhuma
diferenca significativa nas concentracdes do cobre, do magnésio, do manganés e
do zinco, sendo todos 0s pesos negativos altos nesta PC para amostras destes

dois grupos.
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As amostras do conjunto baixo sdo PAB1, RIO1, RIO4, JEQ4, REC2,
NIT7, SSA6 e RGN1. Pode-se esperar alta concentracdo de calcio e fésforo para

estas amostras.

PC 2: 24,07%

PC1:42,26%

Figura 7.3. Gréafico de escores para agrupamentos o0s dois
formados a partir da andlise das duas primeiras componentes principais.

O gréafico de escores para PC1 versus PC3 esta apresentado na Figura
7.4. Cinco amostras, BEL2, POA2, POA3, SSA2 e SSA3 sédo separadas do
conjunto principal a partir dos escores da PC3, sendo ela essencialmente
governada pela concentragéo do ferro. Visto que estas cinco amostras tém as
concentracdes do ferro de 77,5 a 146,1 pg g*, as demais amostras tém
concentracdes do ferro variando de 10,5 a 54,4 ug g*. A variabilidade da
concentracdo de ferro nas amostras pode ser atribuida ao fato de haver uma
regulamentacdo nacional. No Brasil, o enriquecimento de farinha de trigo pelo

elemento ferro € regulamentado pela Portaria 593/00 do Ministério da Saude
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controlado pela ANVISA. Segundo regulamentacéo, a concentracéo de ferro nas
amostras deve ser de 42,0 pg por grama de farinha de trigo e milho e seus
respectivos derivados. Entretanto, das 54 amostras analisadas, apenas 24%

delas apresentam-se em conformidade com a regulamentacao.
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Figura 7.4. Gréfico de escores da PC1 versus PC3 para as amostras de
farinha de trigo brasileiras

7.5.4.2. Analise de agrupamento

A andlise de agrupamento hierarquico foi aplicada aos dados
autoescalonados. O método de ligacdo foi usado para agrupamento das
amostras com a medida Euclideana das distancias. Um procedimento
aglomerativo hierarquico foi empregado para estabelecer conjuntos. Os
resultados obtidos esta apresentado pelo dendrograma na Figura 7.5. Dois

conjuntos sdo separados claramente, um com as mesmas oito amostras

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 148 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

encontrado no conjunto mais baixo da figura citada, e outro com o resto das
amostras. Embora o dendograma confirme a existéncia dos dois conjuntos
encontrados na PCA, ele ndo discrimina os outliers POA2 e POAS3 do resto das
amostras.

A andlise de agrupamento hierarquico (HCA) foi aplicada aos dados
autoescalonados. O método de ligacao simples foi usado para agrupamento das
amostras com a medida Euclideana das distancias. Um procedimento
aglomerativo hierarquico foi empregado para estabelecer conjuntos. Os
resultados obtidos sdo mostrados como um dendrograma na Figura 7.5. Para a
distancia entre 1400 a 3500 (metade da distancia sobre a coordena) pode-se
observar a existéncia de dois agrupamentos, ou seja, neste intervalo ha duas
linhas verticais. Isto mostra que os dois grupos em duas dimensdes de projecao
na Figura 7.5 sdo separadas em oito dimensdes de espaco verdadeiro desde
dendograma, sendo baseado na distancia real entre as amostras, enquanto as
componentes principais sdo separadas por projecfes. Um dos agrupamentos tem
as mesmas oito amostras, como mostra 0 menor conjunto na Figura 7.5,
enquanto o outro com o restante das amostas. Embora o dendograma confirme a
existéncia dos dois conjuntos encontrados na PCA, ele néo discrimina SSA2,
SSAS3, BEL2, POA2 e POA3 do resto das amostras. Isto pode ser entendido, uma
vez que apenas estas amostras sdo atipicas na PC3 que tem apenas metadas da

variancia da segunda componente principal.
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Figura 7.5: Dendograma: método da ligacao simples com distancia Euclideana.
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7.5.4.1.1 - Sintese dos dados

A Tabela 7.16 contém a média, a mediana e os desvios padrdes das
concentragdes de todos os oito elementos em cada um dos trés grupos: a farinha
de trigo regular, a farinha de trigo tratada e as atipicas (outliers). Os elementos
que tém fonte de variabilidade na PC1, como Cu, Mg, Mn e Zn tém
essencialmente as mesmas concentracdes nos trés grupos de farinha de trigo
supracitados. Assim, a PC1, é uma aproximacdo média das concentracdes
destes elementos na farinha de trigo brasileira, ou seja, a medida nas amostras

sao relativamente constante nestes trés grupos.

Tabela 7.16: Média, mediana e desvio padrdo para os oitos elementos

Elementos Ca Cu Fe K Mg Mn P Zn
(mgg" (uggh (gg™) (mggh) (mgg? (ugg?) (mggh) (ugg™)

F.T. regular
Média 0,17 1,9 30,0 1,62 0,35 8,3 1,18 9,5
Mediana 0,16 19 30,5 1,68 0,34 7,6 1,17 9,0
Desvio padrdo 0,04 0,4 11,5 0,53 0,06 2,6 0,16 2,3

F.T. tratada
Média 0,80 1,7 33,1 2,19 0,35 8,0 6,08 9,1
Mediana 0,58 1,7 36,5 2,43 0,37 9,0 6,08 9,3
Desvio padrdo 0,50 0,4 12,2 0,78 0,09 2,6 0,78 2,6

F.T. atipica
Média 0,21 1,5 107,8 1,65 0,35 7,8 1,19 9,4
Mediana 0,18 14 88,6 1,71 0,34 7,9 1,15 9,7
Desvio padrdo 0,06 0,3 34,0 0,19 0,06 1,2 0,14 1,4

F.T. — farinha de trigo

A segunda PC, tem sua variabilidade de dados mais importante nos

pesos do Ca, P e K. Estes elementos apresentam alta concentragao nas
amostras tratadas e menor nas amotras de farinhas regulares e atipicas. Embora
haja apenas oito amostras tratadas, as diferentes concentracoes de Ca, P e K
nas farinhas sdo maiores em relacdo as outras amostras, descrevendo nesta
segunda PC mais da metada da varidncia da primeira.

Finalmente, a PC3 é governada pela variavel ferro, e esta variacdo se
deve aos indices elevados desse elemento nas amostras atipicas (outliers), mas
suas concentragdes sao baixas e muito similares nas amostras de farinha de trigo
regular e tratada. Os pesos negativos e elevados das variaveis Cu, Mg, Mn e Zn
na PC1, indica uma alta correlacdo entre elas. Todos 0s possiveis pares destes

elementos apresentam correlacbes entre 0,6 a 0,8. A Figura 7.6 mostra um

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 151 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

grafico das concentracdes de Cu versus Mn para todos grupos de amostras para
o coeficiente de correlacdo igual a 0,8. Estas parecem ser correlagdes intrinsecas

a todas as amostras farinha se estao tratadas ou nao.

16

Mn (g g™)

“&_Regular
2 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ “a Tratada
o8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 ..
®_ Atipica

Cu (ug g%

Figura 7.6. Grafico da concentracdo de Mn versus a concentracdo de

Cu (R =0,80) para as 54 amostras de farinha de trigo.
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7.5. Concluséao

O emprego da técnica de espectrometria de emisséo Gtica com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP OES) mostrou-se adequado para a
determinacao simultanea dos elementos minerais para as amostras de farinhade
trigo uma vez que o0s niveis de preciséo e exatidao foram satisfatérios.

Os elementos Ca, Cu, Fe, Mn, P e Zn foram determinados usando
calibracdo padrdo com ajuste da acidez. Entretanto, foi recomendada a técnica
de calibracdo de adicdo de analito para determinacdo de Mg e K para andlise de
farinha de trigo e deteccéo por ICP OES.

Os macronutrientes calcio, potassio, magnésio e fésforo encontrados na
composicdo das 54 amostras de farinha de trigo consumidas em cidades
brasileiras apresentaram uma média de concentracao de 0,27; 1,33; 0,28 e 1,92
mg g’ e uma variacdo de 0,11 — 1,96; 0,59 — 2,45; 0,16 — 0,42 e 0,81 — 7,15 mg
g’ respectivamente. JA os micronutrientes cobre, ferro, manganés e zinco
determinados também nas amostras obtiveram uma média de 1,84; 37,82; 8,25 e
9,34 pg g e uma variagéo de 1,00 — 2,80; 10,46 — 146,58; 3,89 — 14,74 e 5,07 —
13,93 pg g respectivamente.

A andlise de componentes principais foi eficiente para mostrar as
tendéncias das amostras de farinha de trigo consumidas em cidades brasileiras.
A matriz de dados foi construida com as 54 amostras e 8 variaveis (concentracdo
de Ca, Cu, Fe, k, Mg, Mn, P e Zn), em que as trés primeiras PC’s totalizaram uma
variabilidade de 78,70 % dados.

A partir das analises exploratérias utilizando PCA e HCA, pode-se
concluir que a farinha de trigo brasileira apresenta uma uniformidade em relagéo
aos elementos Ca, Cu, Fe, Mg, K, Mn, P e Zn, sem a formagdo de grupos

distintos para uma possivel classificagao.
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CAPITULO 8

Analise multielementar de farinha de trigo de cidades
brasileiras por ICP-MS e técnicas exploratorias de dados

8.1. Equipamentos e materiais utilizados

8.1.1. Instrumentos

v Um espectrbmetro de massa mono-quadrupolar com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), modelo ELAN 9000 (Perkin Elmer,
Norwalk, CT, EUA);

v" Um forno de microondas ETHOS PLUS da Milestone (Sorisole, Italia) MLS
1200 plus com rotor tipo HPR 600/10 para 10 frascos de digestao (media
pressdo TFM frascos - 100 mL)

8.1.2. Preparo das solugdes

8.1.2.1. Solucéo utilizada para a daily performance

Uma solucdo contendo 10,0 pug L™ de Mg, Rh, Ba, Ce, Pb em 2 % (v/v)
HNO3; (Perkin Elmer) € recomendada pelo fabricante e foi utilizada para

otimizacao de parametros instrumentais.
8.1.2.2. Solucéo de rodio e germanio 100 pg L™

Mediu-se quantidades apropriadas em micropipeta volumétrica de 100 pL
de solucées de 10 mg L™ (Perkin Elmer) de rédio e 10,2 pL de germanio (Aldrich
Chemical Company Inc, 980 pg mL™ ) diluiu-se a 10 mL com &gua ultrapura e

200 pL de HNO3 para preparo da solugdo com concentracéo de 100 pg L™,
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8.1.2.3. Solucdo de multielementar de 1000 pg L™

Mediu-se quantidades apropriadas em pipetas volumétricas a solucao
padrdo multielementar de 1000 pug L™ contendo Ag, Al, As, Ba, Be, Bi, Cd, Co, Cr,
Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mn, Ni, Pb, Rb, Mo, Se, Sr, Tl, V, U e Zn foram
preparadas por diluicdo apropriada de uma solucdo estoque multielementar de
10,0 mg L™ (Perkin Elmer).

8.1.2.4. Solucao de padrao multielementar

Diluiu-se quantidades apropriadas da solucdo padrao multielementar de
1000 pg L™ para 10 mL com &gua ultrapura e 200 pL de HNO3 concentrado para
o preparo dos padrdes de 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pg L™ usado na calibracdo

analitica.

8.2. Amostras

8.2.1. Material de referéncia certificado

Foi utilizado um material de referencia certificado para confirmar a
exatidao:
e Material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST 1567a
fornecida pelo National Instituto of Standards and Technology,
(Gaithersburg, MD, E.U.A));
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8.2.2. Coleta, preparacao e conservacdo das amostras de farinha de
trigo

Foram coletadas 25 amostras de farinha de trigo em supermercados das
cidades de Salvador (BA), Feira de Santana (BA), Belém (PA), Macapa (AM),
Fortaleza (CE), Recife (PE), Rio de Janeiro (RJ), Niterdi, (RJ), Sao Paulo (SP),
Pocos de Caldas (MG), Brasilia (DF), Porto Alegre (RS) e Florianépolis (SC) no
periodo de 01/05/2005 a 13/02/2006. As siglas das amostras conforme a sua
cidade de coleta estdo apresenta na Tabela 8.1. Aproximadamente 100 gramas
das amostras foram armazenados individualmente em recipientes de
polipropileno, previamente descontaminados com uma solucdo de acido nitrico
10% (v/v) durante 24 horas, lavados com agua ultrapura e secas. As amostras

foram acondionadas em local seco e sem a incidéncia da luz.

Tabela 8.1: Siglas das amostras conforme a sua cidade de coleta

Cidade de coleta (Estado) Sigla da amostra
Brasilia — DF BSB
Feira de Santana - BA FSA
Floriandpolis - SC PLP
Fortaleza — CE FTZ
Macapa — AM MCP
Niter6i — RJ NIT
Pocos de Caldas — MG PDC
Porto Alegre — RS POA
Recife — PE REC
Rio de Janeiro — RJ RIO
Salvador — BA SSA
Séo Paulo - SP SSP

8.3. Procedimentos de digestdo assistada por forno de
microondas

O programa de aquecimento utilizado para digestdo das amostras de
farinha de trigo assistida por forno de microondas esta apresentado na Tabela
8.1. Esse programa foi aplicado para um rotor com 10 frascos reacionais de
meédia pressdo. Para uma massa de cerca de 0,5 g de amostra, pesada
diretamente nos frascos reacionais, adicionou-se 2,0 mL de &cido nitrico 65%

(v/v, Merck) e 1,0 mL de H,O, 30% (v/v). ApGs resfriamento, os digeridos foram
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transferidos para tubos conicos de 50 mL, sendo adicionado 500 pL da solucdo
multielementar de 1000 pg L de rdodio, indio e germano. O tubo foi aferido com
agua ultra pura. A solucdo branco foi preparada nas mesmas condicdes
experimentais das amostras digeridas de farinha de trigo e utilizada para calcular

os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) do método.

Tabela 8.2: Programa de aquecimento do forno de microondas utilizada
para digestdo das amostra de farinha de trigo

Etapa Tempo (min)  Poténcia (kW)*

1 1 250
2 2 0

3 5 250
4 5 400
5 5 600

* Espera de 10 minutos em ventilagcdo ap0s a Ultima etapa

8.4. Otimizacao das condicdes operacionais do ICP-MS

Para otimizacdo do desempenho do espectrdbmetro de massa com
plasma indutivamente acoplado foram feitos testes e ajustes iniciais, visando a
obtencao de sinais analiticos altos, associados a baixa formacéo de éxidos e ions
bivalentes. Para esta finalidade, foi aspirada uma solucdo analitica mista
contendo os elementos Mg, Rh, Ba, Ce, Pb na concentracéo de 10 pg.L™ de cada
(solucdo recomendada pelo fabricante). Foram verificados o0s seguintes
parametros para maximizar as intensidades dos ions M* e para minimizar a
formacéo de oxidos (BaO, CeO): (1) alinhamento e distancia tocha-amostrador e
(2) vazédo do gas nebulizador. As condi¢cbes operacionais otimizadas estao

dispostas na Tabela 8.3:
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Tabela 8.3: Caracteristicas operacionais do ICP-MS

Parametro Valor
Poténcia da radio freqiéncia 1,0 Kw
Radio frequiéncia 40,00 MHz
Vazao de nebulizacéo 0,80 mL min*
Vazao do argénio auxiliar 1,2 L min?
Vazao do arg6nio principal 15 L min™
Leitura Peak hopping
Replicatas 3
Varreduras por leitura 1
Modo de operacédo do detector Dual

Resolucao

Nebulizador

Camara de Nebulizacao
Rotacdo da bomba peristatica
Tubo injetor da tocha

0,7 amu (10% altura pico)
fluxo cruzado (cross-flow)
duplo-passo tipo Scott

26 rpm

2,0 mm

8.4.1. Curva de calibrac&o externa

Os is6topos foram selecionados para sua monitoracdo em amostras de
farinha de trigo: ®’Li, °Be, %'Al, ®'v, ®2%3Cr, *°Co, %#Nij, **"'Ga, "As, "®8%Se,
85,87Rb’ 86,888r’ 6,98MO’ 107’109Ag, 112'114Cd, 133CS, 137,1388& 203,205-“’ 206,208ppy

A determinagdo dos elementos foi utilizada a partir da curva de
calibracdo com padrdes agquosos que consistiu na construcdo de curvas
individuais para cada elemento. As calibragbes multielementar foram produzidas
pela aspiracdo de solucdes com concentracdes conhecidas, ajustada a
concentragédo final 2 % (v/v) de &cido nitrico. Foram avaliados o uso dos

elementos Rh e Ge como padréo interno.
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8.5. Parametros analiticos do método analitico

8.5.1. Limites de deteccao e de quantificacao

A técnica ICP-MS é caracterizada pela alta sensibilidade e baixa
deteccdo instrumental. O limite de detecdo (LD) foi calculado a partir de trés
sigmas do desvio padrédo de 10 medidas da concentracdo do branco equivalente
a cada analito. O limite de quantificacao (LQ) correspondente ao valor minimo de
concentracdo do analito com nivel de confianga aceitavel que pode ser expresso
pelo produto de 10 vezes o sigma do desvio padrdo da medida concentracdo do

branco.

8.6. Tratamento dos dados

8.6.1. Analise de componentes principais

Usando a composicao quimica determinada na analise das 25 amostras
de farinha de trigo de diferentes localidades brasileiras, foi construida a matriz da
analise de componentes principais (Principal Component Analysis - PCA) partir
das 7 variaveis, descritas pelas concentracfes dos elementos quimicos e 0s
nomes das diversas localidades brasileiras representando as linhas. Empregou-

se 0 autoescalonamento.
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8.6.2 Analise de agrupamento hierarquico

A matriz de dados para a analise de agrupamento hierarquico
(Hierarchical Cluster analysis — HCA) foi construida usando a analise dos
elementos como colunas e as 25 amostras de farinha de trigo como linhas. O
autoescolamento foi aplicado aos dados antes da HCA. A distancia Euclidiana
como critério de medida da similaridade entre as amostras e 0 método
hierarquico para aglomeramento das amostras. As ligacdes entre as o0s
agrupamentos foram feitas através do calculo pelo método de ligacdo simples.

8.7. Resultados e discussao

8.7.1. Otimizacdo das condicdes experimentais para analise por
ICP-MS

Em geral, a dissolucdo de amostras solidas é um dos fatores criticos que
esta ligada a precisdo e a exatiddo para a determinacdo da concentracdo de
elementos de tragco em amostras de alimentos. Muitos procedimentos classicos
da dissolucéo estdo disponiveis para a digestdo das amostras. Neste estudo foi
investigada a digestdo da amostra de farinha de trigo assistida por microondas
com cavidade fechada e a sua analise por ICP-MS. Os dados das concentracdes
dos elementos determinados foram avaliados pela anélise exploratéria de dados.

8.7.1.1. Selecé&o dos isotopos
Dos isOtopos que foram selecionados para sua monitoragdo em
amostras de farinha de trigo, apenas >V, %2°3Cr, S8%0Nj, °"1Ga, 8ge, B8R,

86.88gy 96.98\1g, 137.138B3 apresentaram bons resultados.

8.7.1.2. Digestdao da amostra de farinha de trigo assistida por
microondas
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A digestédo assistida por microondas em sistemas pressurizados € uma
metodologia apropriada para a determinagédo de quase todos os elementos nas
amostras de farinha de trigo, uma vez que o0s vapores produzidos sao
condicionados no frasco reacional. E um método alternativo, rapido e simples
para digestdo de amostras, fornecendo resultados coincidentes com o tratamento
por sistemas abertos, no sentido da dissolucdo completa da amostra para
posterior analise por ICP-MS [131]. A dissolucdo da amostra de farinha de trigo
comercial foi realizada em triplicada conforme procedimento da seccédo 8.3. O
tratamento da amostra com &cido nitrico favorece a eliminacdo do Cl que pode
formar cloreto de nitrosila, minimizadas estas interferéncias espectrais no caso da
determinacao de Cr e Ni [177]

Assim, no estudo relacionado a digestdo de uma farinha de trigo
comercial, o teste de recuperacdo foi realizado com a adicdo de uma
concentracdo de 10p L™ (1,0 ug g?) e 50 pL™ (5,0 pg g*) de cada elemento
determinado para confirmar a exatiddo do método.

Para a correcdo de variacfes nas intensidades dos sinais analiticos,
devido a efeitos tais como mudancas nas condi¢cdes de excitacédo, transporte do
analito e outros processos, foram usados '®*Rh e "“Ge como padrdes internos
(P.l.). Foram obtidos bons resultados com ambos elementos, sendo que as
porcentagens de recuperacdes para 10,0 pg L™ variaram de 94 +1a 110+ 0,2 e
96 + 2 a 112 + 1, respectivamente para os padrdes internos '*Rh e ““Ge. Para a
recuperacéo de 50,0 pg L-1 os valores variaram de 91 £+ 3a123+2 e94 +2a
126 + 3, respectivamente para os padrdes internos Rh e Ge. Os resultados da
média, intervalo de confianca e porcentagem de recuperacdo sem e com padréo
interno estao dispostos na Tabela 8.4.

A analise do material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST
1567a confirmou a exatiddo do método para determinacdo de Rb, Se e Mo. Os

dados foram comparados estatisticamente.
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Tabela 8.4: Resultados referentes a recuperacdo 10 e 50 pg L™ para
todos elementos sem e com adi¢ao do padrao interno (n=3).

Sem padréo interno Padrdo Interno - Rh Padréo interno - Ge

Elemclaggto (m/z) %Recuperacao %Recuperacéo %Recuperagao
Ba
10,0 pg L™ 77+2 98+ 1 99 +0,5
50,0 pg L™* 77+1 102 £ 1 104 + 3
13SBa
10,0 ug L* 78+ 1 99+1 103 + 2
50,0 pug L 75+ 2 102 + 2 104 +1
52Cr
10,0 ug L* 75+ 1 94+1 96 + 2
50,0 pg L™ 74+2 97 +2 99+0,3
53Cr
10,0 ug L* 76 +0,3 96 + 0,5 99+1
50,0 pg L™ 76+ 1 100 + 1 102 £ 1
GQGa
10,0 ug L* 81+0,5 103+ 1 105+ 1
50,0 pug L 78+1 101 +2 103 +2
7IGa
10,0 ug L* 81+0,3 102+ 0,4 105+ 1
50,0 pug L™ 78+1 101 +1 103+ 1
58Ni
10,0 ug L* 80+0,3 100 £ 0,1 103+ 1
50,0 pg L™ 75+2 98 +3 100 + 1
GONi
10,0 ug L* 78+0,5 97 +0,4 99+ 1
50,0 pg L™ 76+ 1 93+1 99+ 1
85Rb
10,0 ug L* 85+1 104 + 2 109 + 2
50,0 pug L 80 +2 105 + 1 108 + 3
87Rb
10,0 ug L* 87 +2 110+ 1 112 +1
50,0 pug L 82+4 107 +3 109 + 2
8GSr
10,0 pg L™ 82+0,5 104 +1 106 + 1
50,0 pg L™ 81+2 105 + 3 107 + 1
888r
10,0 ug L 87+0,5 110 + 2 112 + 1
50,0 pg L™* 81+2 106 + 3 108 + 1
SZSe
10,0 pug L* 77+0,4 96 + 2 106 + 1
50,0 pug L 75+ 2 91+3 94 + 2
51
V
10,0 pg L™ 77+2 98+ 0,4 99+ 1
50,0 pug L™ 70+ 3 98 +1 100 + 2
%MO
10,0 pg L™ 84+0,2 107 £ 0,6 109+ 1
50,0 pg L™ 95+ 1 124 + 1 127 +3
98MO
10,0 ug L* 83+0,5 104 + 0,6 107 + 1
50,0 g L™* 95+ 3 123 + 2 126 + 3
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Tabela 8.5: Analise do material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST 1567a por ICP-MS

Sem Padréao Interno Padréao Interno
padrédo interno - Rh - - Ge -
Valor Valor Valor Valor
Elemento Certificado encontrado Certificado encontrado
(m/z) (ug g™ (ug g)* (n=3) %Concordancia (ug gH)* (n=3) %Concordancia (ug g)* (n=3) %Concordancia
®Rb 0,68 +£ 0,03 0,60 £ 0,01 89+1 0,70 £ 0,02 103+ 3 0,73 £0,03 107 +5
®Rb 0,68 + 0,03 0,59 + 0,01 86 +2 0,76 + 0,03 112 +5 0,80 + 0,03 117 + 4
83e 1,1+0,2 1,0+0,1 90+ 10 1,4+0,1 123+ 14 1,4+0,1 128 £ 9
“Mo 0,48 + 0,03 0,44 + 0,01 92+1 0,51 +0,01 106 + 2 0,54 + 0,03 112 +5
%Mo 0,48 + 0,03 0,44 + 0,01 92+ 1 0,51 + 0,01 106 + 2 0,54 + 0,03 112+ 6

*Media + intervalo de confianga com nivel de 95% de confiabilidade.

Os valores da Tabela 8.5 foram comparados estatisticamente e ndo apresentaram diferenca significativa no nivel de 95%.
O Teste t com dados pareados foi aplicado para os resultados obtidos para dois elementos usados como padrao interno na analise
do material de referéncia certificado de farinha de trigo NIST 1567a. O valor absoluto de tcacuado foram 1,734 e 2,502,

respectivamente para Rh e Ge, com 4 graus de liberdade (n=5) € tiapelado igual a 2,776.
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8.7.1.3. Escolha do padréo interno

A Figura 8.1 representa a comparacao pela analise de regresséao linear
aplicada aos valores de concentracdo dos isO6topos monitorados na amostra
comercial. Os valores obtidos do coeficiente de angular (a), coeficiente de
correlacédo (R) e o intercepto da reta (b) mostram-se ideais (a=1,R=1e b =0)
confirmando que nao existe diferenca significativa entre os valores encontrados
para ambos os padrdes internos.

O padréo interno (P.l.) escolhido foi "“Ge, apesar do '®*Rh ser muito
reportado na literatura [168], devido ser um monois6topo. A escolha do germano
como P.l. deu-se porque ele € um elemento que apresenta is6étopo com

massa/carga meédia préxima aos demais elementos determinados.

3,5

3,0 4 y = (1,028 + 0,001)x - (0,003 + 0,001)
— R =1,0000

Concentracdo (ug g~) obtidos com PI - Ge

T T T T T T T T T T T T T
0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5

Concentracao (ug g*) obtidos com P.1. - Rh

Figura 8.1: Analise de regressdo linear entre as concentracdes dos
elementos quimicos de obtidas pelo uso dos padrdes internos Rh e Ge
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8.7.2. Avaliacao do potencial das interferéncias espectrais

Matrizes biologicas e ambientais, geoldgicas, entre outras, podem ser
analisadas por ICP-MS. Entretanto, provaveis interferéncias espectrais
envolvidas nas determinacdes tém sido investigadas para nao levar a resultados
erroneos [178, 179, 180].

O uso de materiais de referéncias certificados € satisfatorio para
confirmar a exatiddo de métodos analiticos e seus respectivos resultados,
inclusive, em procedimentos desenvolvidos em ICP-MS, que é requisitado para
avaliar provaveis interferéncias espectrais e ndo espectrais geradas pela matriz.
No entanto, sdo raras as amostras analisadas que apresentam material de
referéncia igual ou similar com todos elementos que se queira validar.

Na Tabela 8.6 pode-se observar claramente a variagdo de concentracao
para os elementos que sofrem de interferéncias espectrais (°°Cr e >°Cr, *°Ga e
Ga, *®Ni e °°Ni) devido a composicdo da matriz j& descrita na literatura [178,
179, 180].
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Tabela 8.6: Determinacao de Ba, Cr, Ga, Ni, Rb, Ni, V e Mo na amostra
de farinha de trigo por ICP-MS.

Sem padréao interno Padrao Interno - Rh Padrao interno - Ge

Elemento Valor encontrado Valor encontrado Valor encontrado

(m/z) (ug g (ug g (ug g
1¥'Ba 2,33+ 0,04 2,93 +0,15 3,01 + 0,08
13884 2,34 + 0,09 3,02 + 0,69 3,10 + 0,19
2Cr 0,35+ 0,03 0,47 £+ 0,01 0,48 + 0,04
3cCr 0,085 + 0,031 0,13 + 0,08 0,12 + 0,04
®Ga 0,042 + 0,004 0,053 + 0,018 0,054 + 0,003
1Ga ok 0,009 + 0,002 0,011 + 0,002
BNij 0,39 + 0,07 0,50 + 0,37 0,51 + 0,07
0N 0,048 + 0,003 0,273 + 0,011 0,277 + 0,002
®Rb 1,56 + 0,04 1,96 + 0,15 2,01+ 0,07
8Rb 1,55 + 0,05 1,66 + 0,04 1,70 + 0,01
8y 0,47 £ 0,02 0,59 + 0,05 0,61+ 0,01
8y 0,49 + 0,02 0,61 + 0,01 0,63 +0,01
823e 0,063 + 0,053 0,091 + 0,027 0,084 + 0,065
°ly 0,038 + 0,008 0,049 + 0,007 0,054 + 0,007
%Mo 0,089 + 0,004 0,12 + 0,01 0,119 + 0,003
%Mo 0,088 + 0,004 0,11 + 0,01 0,115 + 0,002

*Média * intervalo de confianga com 95% de confiabilidade

No presente estudo, os elementos Ba, Ga, Sr, V, Cr e Ni ndo foram
possivel confirmar a sua exatiddo, devido o material de referéncia certificado de
farinha de trigo NIST 1567a n&o os conter. Mas, a literatura foi reportada com o
objetivo de averiguar os isétopos recomendados para monitora-los na
composicao da farinha de trigo consumida em cidades brasileiras.

Foram encontrados dois trabalhos com igual importancia, os quais serao
utilizados para estabelecer quais is6topos devem ser utilizados na andlise das
farinhas de trigo.

No primeiro trabalho, Wu e colaboradores [181] estudaram possiveis
interferéncias em seis materiais de referéncia certificados de plantas e gréaos
(folhas de maga NIST 1515, folhas de péssego NIST 1547, folhas de tomate
NIST 1573 e agulhas de pinho NIST 1575) e gréaos (farelo de milho NIST 8433 e
farinha de trigo durum NIST 8436), sendo digeridos pela radiacdo por forno de
microondas com cavidade fechada. Foi utilizado HNO3 ou a mistura HNO3-H,0,
como reagente oxidante. As interferéncias do C, Cl, Ca, K, Mg, P e S estédo

ligados na exatiddo dos resultados dos 26 elementos, Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co,
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Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, Tl, Th, U, V e Zn nas
diferentes matrizes analisadas.

Neste estudo, o0s pesquisadores citam uma tabela basica de
interferéncias relacionadas ao sinal de fundos dos reagentes (HNO3-H,0O,) e da
matriz de amostras biol6gicas. No procedimento concluiram que o uso do HNO3
ou a mistura HNO3-H,O, em forno de microondas com cavidade fechada
favorece a determinacdo de elementos traco por ICP-MS em plantas e graos. Os
sinais de fundos dos interferentes foram subtraidos dos sinais do branco. As
interferéncias de ions poliatdmicos, especialmente do combinados com Ca”, Cl* e
C", provenientes das matrizes das amostras, podem ser corrigidos, eliminados ou
reduzidos aplicando as equacdes de correcdo do programa computacional do
equipamento.

Entretanto, os elementos de interesse deste trabalho que n&o foram
validados, como >V, >3Cr e ®°Ni, o uso das equaces de correcao foi apropriado
para confirmar a exatiddo do método proposto por Wu e colaboradores. Foi
observada boa concordéancia entre os valores encontrados e certificados,
somente para °*V e *Cr sem o uso da correcdo. Nos materiais de referéncia
certificados de plantas foram verificadas baixas concordancias nas
concentracdes de ®Ni, mesmo com o uso das equacdes.

Por outro lado, os materais de referéncia certificados de gréo
apresentaram boa concordancia para os valores encontrados para °V, %S,
137Ba, menos o %Se e ®Ni, que obteve somente para NIST 8436. Ambos
materais de referéncia apresentam composicdo da matriz igual e similar da de
farinha de trigo. Cabe ressaltar, que o *®Ni sofre interferéncias espectrais do *®Fe
(0,33%) e **Ca'®0 (**Ca,0,639%). O %°Sr que apresenta interferéncia pelo fon
poliatémico isobarico ?C*'Cl,". O elemento alcalino terroso, *’Ba apresentou
boa exatidao para todos os materiais de referéncia que o constituia.

No segundo trabalho, Feng e colaboradores [182] exploraram a
dissolucéo de folhas de plantas e graos, usado HNO3z, HNO3;-HF e HNO3-HF-
H3sBO3; no processo digestdo por microondas. Os materiais de referéncia
certificados NIST incluiram folha de maga (1515), folha de péssego (1547), folha
de tomate (1573), agulhas de pinho (1575), farinha de trigo (1567a) e farinha de
arroz (1568a). Foram determinados 30 elementos, Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
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Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, S, Sb, Se, Si, Sr, Th, Ti, Tl, U, V e Zn.
Os estudos advertem provaveis interferentes provenientes das matrizes
biolégicas para #Se (**C*Cl,*, *°zn'0*, 8BrH"). Os is6topos **'Ba, *Cr, °v,
8gr apresentaram valores com boa exatiddo para o uso dos referidos reagentes
na decomposicdo das matrizes das amostras. As concentracdes de °°Ni nas
amostras foram calculadas a partir da equacao de corre¢ao.

Com o sistema de digestdo HNO3;—HF para 25 elementos (Al, As, B, Ba,
Ca, Co, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sr, Th, Ti, Tl, U, V e Zn)
nos materiais de referéncia certificados NIST 1547, 1573, 1515, 1575, 1567a e
15682, as concordancias variaram de 85-115%. Ja o uso da digestdo envolvendo
somente 0 HNO3 para os is6topos como *'Ba, >>Cr, #Sr e **V a concordancia foi
satisfatoria (94,8 a 109%), até mesmo para °Ni (101%), mas com o uso da
equacao de correcao.

Santos e colaboradores determinaram a concentracdo de Cd, Cr, Cu,
Mn, Ni, Pb, U e Zn em varios géneros alimenticios consumidos por adultos na
cidade do Rio de Janeiro por ICP-MS. Dentre eles esta a farinha de trigo. A
exatiddo do método proposto foi confirmada pela analise de dois MRC’s (planta
do mar IAEA-140/TM e a agulha de pino NIST 1575) para todos os elementos
supracitados. Entretanto, ndo foi citado qual isétopo foi selecionado para o
calculo da concentracdo para Cr e Ni, uma vez que o trabalho monitorou o *Cr,
%3Cr, *°Ni e ®*Ni [138].

Entre os materiais de referéncia certificados de folhas de plantas e gréos,
nao foi encontrada nenhuma referéncia para determinacédo do elemento quimico
galio. No estudo da analise da composicao da farinha de trigo foi determinada a
concentracdo para seus isOtopos %9Ga (60,16%) e "*Ga (39,84%). Existe uma
escassez de materiais de referéncia certificados para esse elemento quimico em
geral. Barany e colaboradores desenvolveram um meétodo para determinacao
multielementar em amostras bioldgicas diluidas e deteccao por ICP-MS, incluindo
galio. Entretanto, o trabalho nédo discute sobre provaveis interferéncias referentes
ao is6topo "*Ga [183].

Em outro trabalho, Goulle e colaboradores desenvolveram e validaram
um procedimento Unico de preparo para sangue humano, plasma, urina e cabelo

na determinacé@o de metal e metaldides, inclusive gélio. No entanto, o estudo néo

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 168 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

faz referéncia a interferéncias espectrais nas suas discussdes, sem 0s iSGtopos
monitorados. A validacdo do procedimento foi feita por um programa de
interlaboratorial [184].

Jarvis e colaboradores ressalvam o nimero de potenciais interferéncias
na formac&o de ions poliatdmicos a partir dos ions Fe™ e Mn*. Dentre os is6topos
que sofrem esse fendmeno, eles citam Ga (>°Mn*®0*) e "“Ge (**Mn'®°OH" e
*Fel®0"). A correcdo para "*Ga ndo seria eficiente na prsenca de elevadas
concentracdes de Mn, sendo preferivel o uso do ®°Ga. Entretanto, os autores
relatam que amostras contendo também bario com na razdo Mn:Ba igual a 100:1,
uma contribuico significativa é feita ao pico de *°Ga devido '*Ba** [131].

Cabe ressaltar também os isétopos “°Mo (**k*K*®0*), Mo (**Ru,
k10", cu*®Cl sofrem com a formacdo de fon isébaros elementares e
poliatdbmicos.

Enfim, a discussdo feita em relacdo aos isétopos 'V, **Cr, >3Cr, *®Ni,
®Ni, °Ga, "“Ga e ®'Ba e suas provaveis interferéncias espectrais e suas
respectivas recuperacoes obtidas pelo método de digestédo assistida por forno de
microondas com cavidade fechada (Tabela 8.6), leva a selecdo de °'V, *Cr e
13’Ba para o monitoramento dos mesmos nas amostras de farinha de trigo.
Como ndo houve diferenca significativa entre os valores encontrados de *'Ba e

13884 nas amostras sera considerado o mais abundante dos is6topos no estudo.

8.7.3. Parametros de mérito

8.7.3.1. Limite de deteccao e de quantificacéo

Interferéncias de ionizacdo e o efeito de transporte podem ocasionar
erros em fungéo da calibracdo externa em ICP-MS. Essa tecnica de calibracao
envolve o preparo de padrdes contendo concentragdes crescentes dos analitos
de interesse em um solvente. A resposta normalmente assume um
comportamento linear, porém muitas imprecisdes podem ocorrer uma vez que as
solugbes com os padrbes nao representam a exatamente matriz.

Uma das técnicas mais amplamente utilizadas em ICP-MS é a calibragéo

externa com padrédo interno. Esta possibilita correcdo das interferéncias nao
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espectrais ocasionadas pelos concomitantes da solugéo. Foi escolhida como
técnica de calibracéo externa com adicdo de Ge (10 pg L™) como padréo interno
para as determinacdes de Ba, Cr, Rb, Sr, V, Mo e Se em amostras de farinha de
trigo ICP-MS por digestao assistida por microondas. Os parametros de mérito séo
apresentados na Tabela 8.7.

Tabela 8.7: Limite de deteccéo e quantificacdo para Ba, Cr, Rb, Sr, V,
Mo e Se por ICP-MS.

Elemento (m/z) LD* LQ* LD** LQ**
138Bg 06pugLt 1,7pgL? 0,06 puggt 0,17 pgg*
S3Cr 0dugL?* 03pgL* 10ngg* 32ngg?
®Rb 0,05ugL?* o020pgL? 6ngg? 19ng g?
83y 06pugL?t 20ugL! 006ugg! 0,2pgg*
Sly 005ugL?* 02pgL? 5ngg? 16 ng g*
823e 0dugL* 03pgL* 11ngg* 35ngg?
%Mo 004ugL? 014pglL? 4ngg? 14 ng g*

* Concentracéo calculada a partir n =10 da solu¢do do branco com volume final de 50 mL.
** Concentracao calculada a partir n=10 da solucdo do branco relacionada com a massa de
amostra de 0,5 g com volume final de 50 mL.

O método proposto apresentou LOD e LOQ na ordem de ng g™*e ug g?,
dependendo da abundancia do elemento na natureza, esses parametros podem

sao considerados adequados para as determinacoes.

8.7.3.2. Precisao

Esta foi expressa como desvio relativo padrao (%RSD) e determinada
pela repetitividade com trés analises de duas amostras com concentracdes
diferentes e pertinentes & andlise para cada elemento determinado (Tabela 8.8).
ConcentragOes baixas a precisdo variou de 0,4 a 25%. Concentracées mais
elevadas os valores encontrados variaram de 2,4 a 11%. Estes valores sao

aceitaveis para a determinacao de elementos trago por ICP-MS.
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Tabela 8.8: Desvio padrao relativo dos sete elementos determinados na
amostra de farinha de trigo por ICP-MS:

Elementos Média %RSD Média %RSD
(ug g™H* (n=3) (ug g™* (n=3)

Ba 1,71 1,7 10,83 2,4

Cr 0,060 11 0,307 5,6

Rb 0,77 0,8 4,23 4,9

Sr 0,61 0,4 5,72 11

Vv 0,023 25 0,108 9,4

Se 0,058 15 0,952 8,3

Mo 0,115 0,7 0,684 8,2

Essas faixas de precisdo sdo consideradas satisfatorias para o método

proposto para as determinacdes por ICP-MS.

8.7.4. Determinacgao de micronutrientes e elementos trago em
farinha de trigo usando ICP-MS

Selecionou-se 0 is6topo com menor potencial de interferéncia para
determinacdo multielementar das concentragcdes de bario, cromo, rubidio,
estréncio, vanadio, selénio e molibdénio (Tabela 8.9) empregando ICP-MS,

conforme os parametros operacionais da Tabela 8.3.

Tabela 8.9: Is6topo e sua respectiva abundancia*

Elemento (m/z) Abundancia (%)
Ba (138) 71,66
Cr (53) 9,50
Rb (85) 72,15
Sr (86) 9,86
V (51) 99,76
Se (82) 8,73
Mo (98) 24,13

* Referéncias [131,168]
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8.7.4.1. Valores de Ba, Cr, RDb, Sr, V, Se e Mo na farinha de trigo

brasileira

Na Tabela 8.10 estd sumariamente os

resultados obtidos para os

elementos determiandos nas 25 amostras de farinha de trigo apresentado na

forma de média, mediana, variacdo e o desvio padrédo das concentracdes de Ba,

Cr, Rb, Sr, V, Se e Mo pela analise por ICP-MS. O resultado completo das

meédias e seus respectivos intervalos de confianca de todas as amostras esta

disposto na Tabela 8.11

Tabela 8.10. Média, variacdo e desvio padrdo das concentracbes das

encontradas nas 25 amostras de farinha de trigo por ICP-MS (n =3)*:

Elementos Média Mediana Variacao Desvio padrao

(ug g (ug g™ (Mg g™ (ug g7

Ba 2,92 2,79 1,71-10,83 1,71

Cr 0,135 0,131 0,060 — 0,307 0,049

Rb 2,28 2,24 0,77 — 4,23 1,05

Sr 1,13 0,90 0,61 -5,72 1,00

\ 0,044 0,038 0,023 -0,108 0,020

Se 0,325 0,257 0,058 — 0,952 0,239

Mo 0,359 0,310 0,115 - 0,684 0,154
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Tabela 8.11. Resultados de Ba, Cr, Rb, Sr, V, Se e Mo para 25 amostras de trigo consumidas em cidades brasileiras (n=3)*.

LOCAL  Ba(ugg?) Cr (pg g’ Rb(pgg”)  Sr(ugg’)  V(ugg? Se (Hg g?) Mo (g g™)
BEL1 3,10 £ 2,52 0,243 £ 0,119 4,23 +1,88 1,09+0,19 0,108 +0,091 0,117 +£0,047 0,378 £ 0,174
BSB1 10,83 +2,36 0,307 £ 0,042 1,97+ 0,49 572+157 0,093+0,014 0,257 +0,115 0,684 + 0,139
FLP1 2,79 +0,16 0,142 £ 0,020 3,67+ 0,13 0,66 + 0,03 0,037 £0,003 0,087 £0,034 0,305 £ 0,008
FLP2 2,75+0,21 0,103 £ 0,004 2,74 + 0,16 0,63+0,06 0,037 +0,006 0,200+0,011 0,198 + 0,021
FSA2 1,70 £ 0,06 0,150 £ 0,019 0,78 £ 0,05 0,84 +£0,06 0,037 £0,007 0,410 £0,048 0,502 £ 0,021
FSA4 2,98+ 0,04 0,103 £+ 0,004 2,57 +0,13 0,77+0,05 0,061+0,012 0,166 £ 0,032 0,276 £ 0,009
FTZ1 2,69+0,12 0,123 £ 0,035 2,58 +0,16 0,63+0,03 0,034 +0,007 0,083£0,016 0,252 £ 0,018
MCP1 2,82 +0,10 0,138 + 0,007 2,50+ 0,10 0,76 + 0,03 0,045+0,006 0,126 +£0,017 0,308 £ 0,017
MCP2 2,80+ 0,19 0,126 £ 0,051 2,51+0,12 0,67 +£0,10 0,042 +0,013 0,106 £0,021 0,302 £ 0,028
NIT3 2,80 +0,70 0,139 £+ 0,009 3,31+0,62 1,29+0,23 0,059+0,011 0,573+0,180 0,117 £ 0,025
NIT4 2,12 + 0,04 0,131 £ 0,003 0,93 £ 0,02 0,94 £0,02 0,027 £0,002 0,526 £ 0,059 0,522 £ 0,016
NIT6 1,98 + 0,10 0139 + 0,015 0,84+0,04 0,90+0,05 0,028+0,004 0,501+0,119 0,526 £ 0,016
PDC2 2,98+ 0,04 0,060 £ 0,008 3,03 +£0,09 1,50+0,01 0,028+0,009 0,058 +0,021 0,231 £ 0,007
POA1 3,16 + 0,25 0,091 +£ 0,016 3,16 + 0,23 1,07+0,11 0,040 +0,008 0,493 +0,103 0,328 £ 0,046
POA3 2,33+0,05 0,136 £ 0,019 2,24 + 0,08 0,86 + 0,08 0,029+0,005 0,483+0,128 0,287 £ 0,008
REC2 2,20 £ 0,06 0,144 + 0,052 2,01 +0,10 0,85+0,05 0,054+0,011 0,403£0,170 0,307 £ 0,005
RIO2 2,83+0,81 0,078 £ 0,012 1,04 + 0,05 1,74+0,35 0,050+0,009 0,625 +0,204 0,581 £ 0,031
RIO3 2,49 + 0,16 0,138 + 0,084 0,87 £ 0,06 1,37+0,05 0,023+0,015 0,725+0,325 0,674 £ 0,034
SSA3 2,11 +0,13 0,139 £ 0,016 1,97 + 0,06 0,92 +0,03 0,037 £0,003 0,236 £0,075 0,329 £ 0,019
SSA4 2,53+0,10 0,125 + 0,013 2,24 + 0,15 1,07+0,05 0,035+0,009 0,297 +0,021 0,369 + 0,013
SSA5 2,00 +£0,19 0,151 £ 0,040 1,44 + 0,08 1,01 +0,10 0,038+0,005 0,952 +0,196 0,340 £ 0,028
SSP2 3,21+0,11 0,125 £ 0,032 4,01 £ 0,07 0,68+0,01 0,035+0,008 0,111 +0,043 0,298 £ 0,010
SSP3 1,72+0,11 0,127 £ 0,018 0,77 £ 0,02 0,94 +0,06 0,026+0,006 0,397 +0,184 0,503 £ 0,016
SSP4 3,10+£0,19 0,124 £ 0,036 2,01 + 0,07 0,61+0,01 0,051+0,007 0,085=*0,064 0,115 £ 0,002
SSP5 2,98+0,24 0,089 + 0,015 3,67 +0,11 0,84 +0,07 0,045+0,005 0,118 +0,045 0,226 + 0,020

*Média + intervalo de confiangca com 95% de confianca.
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8.7.5. Tratamento dos dados multivariados

Usando a composi¢cao mineral encontrada na farinha de trigo analisada
por ICP-MS foram aplicadas as analises de componentes principais (PCA) e a
analise de agrupamento hierarquico (HCA) para estabelecer se existem grupos
definidos entre as amostras comercializadas em cidades brasileiras. Uma matriz
inicial de dados foi construida usando os elementos analisados como colunas e
linhas como as amostras de farinha de trigo, ou seja, 07 elementos (Ba, Cr, Rb,
Sr, V, Se e Mo) e as 25 amostras. Os dados foram autoescalonados. A distancia
euclidiana foi utilizada para calcular as similaridades entre as amostra. O
procedimento de aglomeramento hierarquico foi utilizado para estabelecer os
agrupamentos, com o método de ligacdo Ward’s.

Em avaliacdo preliminar foi observado que as amostras de farinha de
trigo BEL1 e BSB1 apresentaram comportamento atipico em relacdo ao restante
das amostras, sendo excluidas das discussdes a seguir, reduzindo a quantidade
para 23 amostras.

8.7.5.1. Analise de componentes principais

A matriz dos multados para analise de componentes principais (PCA) foi
realizada através das 23 amostras de farinha de trigo envolvendo concentracéo
de Ba, Cr, Rb, Sr, V, Se e Mo (7 variaveis). Como apresentado na Tabela 8.12,
foi observada que as duas primeiras componentes principais (PCs) representa
71,4% da variabilidade total dos dados.

Tabela 8.12: Pesos das variaveis das duas primeiras componentes
principais

Variaveis PC1 PC 2
Ba 0,838 0,376
Cr -0,435 -0,778
Rb 0,893 0,001
Sr -0,358 0,869
\ 0,525 0,051
Se -0,755 0,243
Mo -0,852 0,219
% Total de variancia 48,4 23,0
% Acumulo de variancia 48,4 71,4
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A analise de componentes principais foi realizada a partir dos pesos
originais das duas primeiras componentes principais. Na primeira componente
principal (PC1), as variaveis dominantes foram Rb, Sr, Mo e Se com 0s maiores
valores dos pesos (em modulo), que representaram 48,0% da variancia total,
enquanto Sr, V e Cr mostraram os valores mais baixos.

Estas variaveis dominantes aparecem na PC1, em valores positivos para
Rb e Ba, e valores negativos para Mo e Se, sendo todos muito proximos os
valores em modulo. A partir deste fato, pode-se inferir que eles fornecem o
mesmo tipo de informacéo, ou seja, uma correlacdo nas concentracbes desses
elementos nas amostras de farinha de trigos consumidas nas cidades brasileiras.
Como os sinais dos valores dos pesos sdo opostos, tem-se uma correlacao

inversamente proporcional.
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Figura 8.2. Grafico de escores da PC1l versus PC2 com relacdo para as
amostras de farinhas de trigo brasileira

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 175 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

Examinando a Figura 8.2, sobre o eixo da PC1l sao projetadas trés
grupos. O primeiro grupo, a direita, sdo as amostras aglomeradas pela
concentracdo de Rb e Ba. O terceiro grupo apresenta a predominancia das
concentracfes dos elementos Mo e Se. O segundo grupo, no centro do grafico,
nada se pode afirmar sobre os elementos que governam a PC1.

A segunda componente principal (PC2) explica até 23,0% da variancia
total. Os pesos de Sr e Cr sdo os mais dominantes nesta PC, positivo e negativo,
respectivamente. As amostras RIO2, RIO3, POAl e PDC2 apresentam alta
concentragéo de estroncio, destacando-se das demais amostras. A concentracao
de crbmio nas amostras é inversamente proporcional, quando se desloca no eixo
de cima para baixo.

As duas primeiras componentes principais sdo responsaveis por 71,4%
da variancia total e foram considerados como suficientes para esses dados. A
PCA mostra que a composi¢cao mineral poderia fornecer informagdes suficientes
para desenvolver uma classificacdo para das farinhas de trigo em cidades
brasileiras. Foram criadas classes conforme as marcas localizadas nas
embalagens, mas ndo houve sucesso para um agrupamento mais especifico para
amostras, além do observado através da concentracdo dos elementos
determinados por ICP-MS.

Como ja foi citado, a presenca dos elementos quimicos esta ligada a
necessidade da planta de absorver macronutrientes (Ca, K, Mg, P, S) e
micronutrientes (B, Cl, Cu, Fe, Mn, Mo e Zn) para o seu desenvolvimento,
podendo estar influenciadas por varios fatores, como o tipo de solo, préatica de
fertilizantes, clima e/ou processo de producdo [3]. Além dos elementos
essenciais, existem os elementos benéficos (silica, sodio, cobalto e selénio).
Estes elementos que promovem o crescimento em varias plantas, mas nao sao
absolutamente necessarios para que se complete o seu ciclo de vida. Outros
elementos que foram propostos como candidatos a elemento essencial ou
benéfico incluem o cromo, vanadio e titdnio, mas ainda faltam informagdes ou
evidéncias suficientemente fortes [185].

Melamed e colaboradores estudaram o uso de carbonatitos como
fertilizante em solos tropicais, discutindo mecanismos fisiolégicos e de absorgéo

de nutrientes pelas plantas [186]. O estudo foi aplicado na sequéncia de cultivo
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da soja-tomate-soja-milho. Este trabalho tem como base o estudo feito por Otero
e colaboradores, no qual foram analisadas 27 amostras de fertilizantes de
carbonatitos e fosfato com o interesse de aumento de informacdes a respeito do
impacto quimico de atividades agricolas no ambiente, com o intuito de identificar
contaminadores, e/ou caracterizar as fontes da contaminagdo. Ambos os estudos
demonstram que a absorcdo dos elementos pela planta estad associada as
concentracfes dos mesmos, encontrados nos fertilizantes, como é o caso do Ba,
Sr, Ni, Cr, Rb, Th e outros. No Brasil ndo existe uma legislacdo estabelecida
sobre a regulamentacdo dos valores desses elementos nos materiais agricolas
[187].

Cunha e colaboradores, que investigaram em solos bauxiticos como nos
fonoliticos a presenca de estréncio e bario na relacdo solo/planta, explicam que
estes elementos apresentam-se tipicamente como biogénicos?, mesmo n&o
sendo essenciais, indicando que a sua disponibilidade para a planta, tanto quanto
nos solos é alta. Isto porque, dada a elevada mobilidade desses elementos, eles
tendem a permanecer em solucdo e sdo, portanto, mais facilmente absorvidos

pela espécie vegetal [188].

8.7.5.2. Anadlise de agrupamento hierarquico

Nesta analise, o método Ward’'s foi usado como procedimento de
agrupamento hierarquico como medida interponto através da distancia
Euclideana. Os dados foram autoescalonados. Os resultados obtidos mostraram
a presenca de trés conjuntos de amostras de farinha de trigo. Os resultados
obtidos esta representado pelo dendrograma na Figura 8.3.

Os valores determinados dos micronutrientes e 0s elementos traco
mostram a informag&o dimensional com um grau de similaridade de 0,76 entre os
trés agrupamentos formados pelas amostras de farinha de trigo complementando

as informacdes obtidas na PCA.

> Elementos biogénicos — sdo elementos que formam parte do ser vivo.
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Figura 8.3. Dendograma com método Ward’s medida da distancia Euclideana.
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8.8. Conclusoes

A digestao assistida por forno de microondas com cavidade fechada para
dissolucdo das amostras de farinha de trigo usando acido nitrico e peréxido de
hidrogénio como agente oxidante foi eficiente para determinacdo de

micronutrientes e elementos traco por ICP-MS.

Os microelementos cromo, molibdénio, selénio e vanadio encontrados na
composigdo das 25 amostras de farinha de trigo consumidas nestas cidades
apresentaram uma média de concentracdo de 0,135; 0,359; 0,325 e 0,044 pg g*
e ma varia¢ao de 0,060 — 0,307; 0,115 — 0,684; 0,058 — 0,952 e 0,023 — 0,108 ug
g, respectivamente. Os elementos trago bario, rubidio e estréncio determinados
também nas amostras obtiveram uma média de 2,92; 2,28; 1,13 ug g* e uma
variacdo de 1,71-10,83; 0,77—4,23 e 0,61-5,72 ug g, respectivamente.

A andlise de componentes principais foi eficiente para explicar as
tendéncias dos microelementos e elementos traco nas amostras de farinha de
trigo consumidas nas referidas cidades. A matriz de dados foi construida com as
23 amostras e 7 variaveis (Ba, Cr, Rb, Sr, V, Se e Mo), em que as duas primeiras

PC'’s totalizaram uma variabilidade de 71,4 % dados.

A formacédo de trés grupos a partir dos dados analisados que pode ser
agrupado a partir das concentragbes dos elementos Rb, Ba, Se, Mo e Sr. O
reconhecimento de padrbes das 23 amostras de farinha de trigo brasileiro atraves
da PCA e HCA, mostra a eficiéncia dessas técnicas multivaridadas de dados
como ferramenta na caracterizagdo das amostras, além de reconhecer amostras
que apresentam composicdo mineral atipicas no conjunto, como as amostras
BEL1 e BSB1.
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Capitulo 9

Composicao mineral da farinha de trigo consumida em
cidades brasileiras

9.1. Resumo da composicdo mineral da farinha de trigo
consumida em cidades brasileiras

A partir das analises usando as diferentes técnicas espectrométricas
(FAAS, GF AAS, ICP OES e ICP-MS), foi possivel determinar 16 elementos
quimicos presentes na composicdo mineral da farinha de trigo das cidades
brasileiras. Na Tabela 9.1 estdo dispostos os valores referentes as
concentracbes desses elementos nas amostras, levando em consideracdo a
forma mais regular da sua constituicdo. Ou seja, as amostras detectadas pela
analise exploratéria de dados como atipicas, foram excluidas para o célculo da
média, mediana, variacdo de concentracdo e desvio padrdo da composicao
mineral.

As Figuras 9.1, 9.2, 9.3 e 9.4 demonstram a média e desvio padrdo dos
valores desses elementos encontrados na composi¢ao mineral da farinha de trigo
na forma de barra. Os dezesseis histogramas (Figura 9.5 e Figura 9.6) mostram
a distribuicdo dos resultados segundo um modelo gaussianico de distribuicao
cujas médias estdo apresentadas na Tabela 9.1.

Os resultados mostram que depedendo da abundancia natural do
elemento quimica na crosta terrestre teremos a variagdo de uma ordem de
grandeza na concentracao do mesmo elemento nas amostras de farinha de trigo

brasileiras analisadas.
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Tabela 9.1. Média, mediana e variacdo das concentracdes dos
dezesseis elementos nas amostras de farinha de trigo brasileira determinados por
técnicas espectrométricas atbmicas:

E| Quantidade Média Mediana Variagéo
ementos de amostras 1 1 1
(unidades) (Mg 97) (Mg g7) (Mg g7)
Cd 6 0,0105 0,010 0,009 - 0,013
Ba 23 2,56 2,75 1,70-3,21
Cr 23 0,123 0,127 0,060 - 0,151
Rb 23 2,21 2,24 0,77 -4,01
Sr 23 0,94 0,86 0,61-1,74
\ 23 0,039 0,037 0,023 - 0,061
Se 23 0,337 0,297 0,058 — 0,952
Mo 23 0,344 0,307 0,115-0,674
Ca 41 169,8 170,35 107,52 — 293,01
Cu 41 1,9 1,9 1,00 -2,80
Fe 41 30 30,0 10,46 — 54,44
K 41 1262,1 1622,02 757,46 — 2608,61
Mg 41 2847 346,42 188,27 — 511,24
Mn 41 8,3 8,34 3,89 — 14,74
P 41 1178,3 1179,02 810,25 - 1577,36
Zn 41 9.4 9,47 6,29 — 13,93
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Figura 9.1. Concentracdo meédia e o desvio padrao de K, Mg, P e Ca em
41 amostras de farinhas de trigo brasileira (n=41).
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Figura 9.2. concentragcdo meédia e o desvio padréo de Cu, Fe, Mn e Zn
em 41 amostras de farinhas de trigo brasileira.
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Figura 9. 3. Concentracao média e o desvio padréo de Cd (n=6), Cr, V,
Se e Mo em 23 amostras de farinhas de trigo brasileira

5,0

4,5
4,0
3,5 1
3,0

2,5

1,5 S

1,0 S
0,5

0,0 T

Concentragdo (g o)

Figura 9.4. Concentracdo meédia e o desvio padrdo de Ba, Rb e Sr em 23
amostras de farinha de trigo brasileiras

Rennan Geovanny Oliveira Araujo - 183 -



GPQA - Grupo de Pesquisa em Quimica Analitica - Instituto de Quimica - UFBA

12
” 10 ?_
L Yo
S ° e L
S 4
£
E 7] 57
NN A =
80 100120140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
. Ca (ug g)
8 10 ?——
s ° )
8. 77
£ N
=z 2 /-‘
494992

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Fe(ug g™
18
16
[+
14 /
g,
2
§10
s 8 /
°
26 ///
4
2 l’.-'"- J
0 = F=4
150 200 250 300 350 400 450 500 550
Mg (bg g
14
12 ':
,g 10
& s
8 /?/// ]
g 6 /
Q
g .//
i 2
: ) 7
. E/ i

700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

P(gg

Numero de observagdes
o [ N w B (6] (2] ~ [ee] ©

Nimero de observagdes

Numero de observagdes

Numero de observagdes

S
.
N

7

[

%
b4

7
.
Z
/]

08 10 12 14 16 18 2,0 22 2,4 26 2,8 3,0

12

10

8

Cu (ug g

%

7
%,

0
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

= =
o O KB N W A OO N O © O

O P N W~ OO N 00 ©

K(ug g%

Zn(ug g™

A ] a

7]
]

]

2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16
Mn (kg g~

Figura 9.5. Histogramas das concentragdes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
P e Zn nas amostras de farinhas trigo brasileira (n=41).
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Consideracdes finais

O método analitico desenvolvido para determinacdo de manganés em
amostras de farinha de trigo por amostragem em suspensdo apresenta
simplicidade e rapidez nas suas etapas experimentais. O limite de deteccao e de
quantificacdo, precisao e exatiddo sdo viaveis para a determinacdo do manganés

empregando FAAS.

O método proposto para determinacdo de manganés em amostras de
farinha de trigo utilizando amostragem suspensao empregando FAAS apresentou
boa preciséo e exatidao, as quais foram confirmadas a partir da comparacédo dos
coeficientes das inclinagbes da curva analitica aquosa e com adicdo de
suspensdes, e através da analise de material de referéncia certificado. O método
proposto possibilitou a calibracdo o uso de calibracdo padréo para determinacéo

de manganés nas amostras de farinha de trigo.

Uma alternativa na determinacdo de elementos traco como cadmio é o
emprego da SS-GF AAS. Muito eficiente para analise de amostras de farinha de
trigo, uma vez que permite a determinacdo sem pré-tratamento, reduzindo assim,
o tempo de andlise e riscos de contaminacdes, além de apresentar baixos limites

de deteccéo.

As multiplas injecdes in-situ no tubo para amostragem em suspensao e
deteccdo usando GF AAS, possibilitou o ganho no sinal analitico para otimizacao
do método para determinacdo de cadmio em farinha de trigo. O procedimento
mostrou pouca precisdo, devido as sucessivas tomadas de aliquotas da
suspensao, mas boa exatiddo. Foram obtidos baixos limites de detecgéao e
quantificacdo adequados para as determinacdo de cadmio nas amostras de
farinha de trigo .
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O método SS-GF AAS, no entanto, é claramente o mais simples, rapido
e a técnica mais sensivel, e que também forneceu o melhor precisdo, em
comparacao com SIS-GF AAS. Outra vantagem da analise direta SS, e que ela
parece pode ser aparentemente aplicado a géneros alimenticios e a produtos de
estrutura fisica diferente ndo significativa. Enquanto, que para a técnica SIS, o

tamanho e estrutura das particulas a serem analisadas é mais dependente.

O método analitico otimizado para determinacdo multielementar de
calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, fésforo e zinco em amostras
de farinha de trigo usando digestdo Umida em placa de aquecimento e deteccao
por ICP OES apresentou boa precisao e exatidao. Entretanto, foi recomendado o
uso da técnica de adicdo de analito para determinacdo de potassio e magnésio

em amostras de farinha de trigo.

Os elementos cobre, magnésio, manganés e zinco apresentou entre
todos os possiveis pares destes elementos uma correlacdes entre 0,6 a 0,8 €
observada. Estas parecem ser correlagBes intrinsecas a todas as amostras
farinha se estéo tratadas ou néo, confirmada pela proximidade dos pesos obtidos
na PCA, mostrando uma tendéncia natural da composi¢cdo mineral da farinha de

trigo brasileira.

Apenas 24% das amostras de farinha de trigo estdo em conformidade
com a Portaria 533/00 da ANVISA. Entretanto, as amostras foram obtidas em
menos de 6 meses a partir da regulamentacdo dessa portaria, estando as
fabricas propicias a etapa de adaptacdo e montagem para a producéo de farinha

de trigo enriquecida com ferro.

A partir das andlises exploratérias utilizando as técnicas de analise de
componentes principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA),
pode-se concluir que a farinha de trigo brasileira apresenta uma uniformidade em
relacdo aos elementos Ca, Cu, Fe, Mg, K, Mn, P e Zn, sem a formacao de grupos

distintos para uma possivel classificagao.
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O procedimento de digestdo assistida por microondas é muito eficiente
para dissolucdo de amostras de farinha de trigo para analise multielementar
utiizando ICP-MS. A investigacdo em relacdo as provaveis interferéncias
espectrais € oportuna neste tipo de técnica espectrométrica para cada tipo de

amostra a ser analisada.

A falta de valores de referéncia ainda € um grande problema analitico
para a aplicacdo ICP-MS e demais técnicas analiticas, devido a possibilidade da
analise de diversas matrizes com a determinacdo de elementos traco e ultratraco

na sua composicao.

As andlises exploratérias de dados (PCA e HCA) sdo ferramentas
apropriadas para descrever a situacdo natural dos dados, ou seja, as
informacBes mais relevantes contidas em dados multivariados, sendo descritos

em duas ou trés dimensdes, facilitando sua compreenséo.

A concentracao dos elementos na composi¢ao da farinha de trigo variou
aleatoriamente em até uma ordem de grandeza dependendo do elemento na
natureza, demonstrando que estes sao influenciados pelas condi¢des naturais e /

ou de processamento do trigo.

Enfim, a farinha de trigo consumida em cidades brasileiras apresentou
0s macronutrientes, Ca, K, Mg, P, os micronutrientes, Cu, Fe, Mn, Zn, Cr, Mo, Se,

V e os elementos traco, Cd, Rb, Sr e Ba na sua composi¢cédo mineral.

As tabelas brasileiras de composicdo quimica de alimentos ainda
apresentam grandes lacunas com relacdo aos teores de minerais presentes em
amostras de farinha de trigo, assim, a contribuicdo deste estudo para a Tabela

Brasileira de Composigéo de Alimentos é de grande importéancia.
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