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RESUMO

Fungicidas cupricos aplicados as lavouras cacaueiras comprometem a
qualidade de seus derivados, os quais sdo amplamente consumidos por grande
parte da populacdo mundial. No presente trabalho foram desenvolvidos métodos
simples e de baixo custo para determinacdo de cobre, manganés e zinco em
amostras de chocolate em po utilizando espectrometria de absorcdo atdbmica em
chama multielementar sequencial. A utilizagdo da amostragem de suspensdes e
banho ultrasbnico da amostra permitiu a determinacdo direta dos referidos
elementos em chocolate em nivel de tracos, eliminando a necessidade de pré-
tratamento da amostra.

Apods otimizacdo, os parametros experimentais estabelecidos foram: diametro
das particulas (4 a 23 pm), concentracdo do acido HCI (1 a 4 mol.L™ para cobre) e
HNO3 (1 a 4 mol.L™ para manganés e zinco), tempo de sonicacéo (0 a 20 min) e
massa da amostra (50 a 400 mg).

Os limites de deteccdo obtidos foram 400, 52 e 61 ng.g™, e de quantificacdo
0,13, 0,17 e 0,20 pg.g™, respectivamente para cobre, manganés e zinco.

A repetibilidade (n=10) obtida foi de 2,5%, 2,6% e 3,2%, para cobre,
manganés e zinco para uma amostra de chocolate contendo de 31,5, 52,7 e 101,0
ng.gt, respectivamente.

A exatiddo do método foi confirmada por analise dos materiais de referéncia
certificados farinha de arroz NIST SRM 1568a e farinha de arroz NIES CRM 10-b. O
método proposto foi aplicado para a determinacao de cobre, manganés e zinco em
seis amostras de chocolate em po cujas concentracdes encontradas variaram de
25,8 a48,7; 41,1 a 52,7 e 83,3 a 102,4 ug.g™, respectivamente.

Palavras-chave: Suspensédo, FAAS, chocolate, cobre, manganés e zinco.



ABSTRACT

Cupric fungicides used in the farming cocoa compromise quality of your
derived, extensively consumed by world population. In this work, simple and low cost
method was develop for determination of copper, manganese and zinc in powdered
chocolate samples using sequential multi-element flame atomic absorption
spectrometry. Slurry-sampling and ultrasonic bath allowed direct determination of
elements in chocolate at trace level, removing pre-treatment of the sample.

After optimization the established experimental parameters were particles size
(4 to 23 um), concentration HCI (1 to 4 mol.L™ for copper) and HNO3 (1 to 4 mol.L*
for manganese and zinc), sonication time (0 to 20 min) and sample mass (50 to 400
mgQ).

The detection limits obtained were 0,4, 0,05 and 0,06 ng.g™, and quantification
0,13, 0,17 and 0,20 ug.g™, for copper, manganese and zinc respectively.

Precision for (n = 10) obtained were 2,5%, 2,6% e 3,2%, for copper,
manganese and zinc with concentrations 31,5 pg.g*, 52,7 ug.g* e 101,0 ng.g™,
respectively.

The accuracy of proposed method was confirmed using certified reference
materials NIST SRM 1568a rice flour and NIES CRM 10-b rice flour. The proposed
method was applied for determination of copper, manganese and zinc in six samples
of powdered chocolate samples and the content varied from 25,8 to 48,7 nug.g™, 41,1

to 52,7 ug.g™* and 83,3 to 102,4 pg.g™, respectively.

Keywords: Slurry, FAAS, chocolate, copper, manganese and zinc.



LISTA DE FIGURAS

FIQUIA L= CACAURIND. .. .uuuttttitiittietetiet et 18
Figura 2- Cacau infectado pelo fungo da podrid&o parda .................eeeeeeeeiieiiieieeniininnnnns 21
Figura 3- Galhos do cacaueiro quando atacados pelo fungo ficam com o aspecto de
U100 T B V= TS 0 11 | = PP 22
Figura 4- Cacau atacado pelo fungo, apresentando alguns frutos em um estagio
e \VZ= [0z To [0 e [ W [o1=T o (o3 Lo PP PPPPPPPPPP 22

Figura 5- Configuracao optica de um espectrémetro de absorcao atbmica sequencial

COM atOMIZAGAOD €M CRAIMA........coiiiiiiiiiiiiiieieeee e 51
Figura 6- Esquema de um queimador de Pré-miStura...........ccuveeeiiireieeenniieeee e 54
Figura 7- Desenho esquematico de um microscépio eletrdnico de varredura................ 58
Figura 8- Vis&o geral do aglomerado ...............uueuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiebieeeeneeeeeeeeeaeaees 61
Figura 9- Maior didametro de particula encontrado nas amostras ................eeeveveeveevennnee. 62
Figura 10- Menor didmetro de particula encontrado nas amostras............cc.eeeveeveevennee. 62

Figura 11- Sinais de absorvancia de HCI e HNO3; em diferentes concentracgdes.
Condigdes: Sonicacéo de 20 min; 150 Mg de amoStra .........ccuvvvviiineeeeeeeeeiiiiiiieeeeenn. 64

Figura 12- Influéncia do tempo de sonicacao no sinal analitico. Condi¢des: HCI 2,0
MOLL™: 150 MQ A€ AMOSIIAL.....c.ceeiveeeieeeeeeeeeee e eeete ettt et n s 65

Figura 13- Extens&o aplicada para desvio da inclinagéo. Condices: HCI 2,0 mol.L™;

o] gl Tor=Tor= (ol o (oI R TN 1 11 o RO PP PP PPPPPPPPPPP 66
Figura 14- Curva analitica utilizando solu¢ées de Cu** em meio de HCI 2,0 mol.L™ .....67
Figura 15- Curva analitica com adi¢éo de analito no chocolate ...............cccccceeeennnnnnnne. 67
Figura 16- Curva analitica com adi¢éo de analito na farinha de arroz ........................... 68

Figura 17- Efeitos estimados para 0 MangQan€sS..........coovvuuuuuiiiieeeeeeeeeiiiiine e e eeeeeieannns 75



Figura 18- Efeitos estimados Para 0 ZINCO .........uuiiiieeeieeieeiiiiiie e eeee e e e e e e e e 76
Figura 19- Sinais de absorvancia de HCI e HNO3; em diferentes concentracdes para

0 Mn. Condicdes: sonicacao de 15 min; 200 mg de amostra..........ccceeeeeeeveevvvennnnnnn. 77
Figura 20- Sinais de absorvancia de HCI e HNO3; em diferentes concentracdes para

Zn. Condicoes: sonicacao de 15 min; massa de 200 Mg ........ceeeveeeeerreeeiiiniiieeeeeeenen, 77
Figura 21- Influéncia do tempo de sonicagéo no sinal analitico para o Mn.

Condicdes: HNO3z 2,0 mol.L™; 200 mg de amostraL..........c.ccoeveoveeeeeeeeeceeeeeeeeenens 78
Figura 22- Influéncia do tempo de sonicag&o no sinal analitico para o Zn. Condi¢des:

HNO3 2,0 Mol.L™; 200 MQ 0@ @MOSIIA .......cveeeeeeeeeeeee e, 79
Figura 23- Extenséo aplicada para desvio da inclinacéo para o Mn. Condi¢cdes: HCI

2,0 MOL.L™; SONICACAD A€ 15 MN....vivieeiee et 80
Figura 24- Extenséo aplicada para desvio da inclinacéo para o Zn. Condic¢des: HCI

2,0 mol.L-1; tempo de SONICAGAO 15 MIN.....cccoeviiiiiiiiiiiee e 80
Figura 25- Distribuicdo de cobre nas amostras de chocolate.............cccccccoeeeiiiieiiiinnnnnns 86

Figura 26- Distribuicdo de zinco nas amostras de chocolate .............ccccccceeeeieieereeeeennnns 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Alguns trabalhos encontrados na literatura sobre determinacéo de metais

em amostras de ChOCOIALE ............ooiiiiiiiiiii e 20
Tabela 2 - IDR em diferentes grupos populacionais...........ccceuuuvuiiiieeeeeeeeeiiiiiiee e eeeeeennns 33
Tabela 3 - AplicacGes da amostragem de suspensao na analise de alimentos ............. 35
Tabela 4- Parametros operacionaisS do FAAS ..........iiii i 54
Tabela 5- Variaveis e intervalos estudados.............ooovviiiiiiiiiiieeee e 63

Tabela 6- Comparacéao entre equacdes de calibracdo para os métodos de calibracao
ODLIOS ... 68

Tabela 7- Valores obtidos para determinacgéo de Cu (ug.g™) em amostras

certificadas e em amostras de chocolate em pé comercial (N =3).......ccceeeeeeeeeennn.n. 72
Tabela 8- Parametros operacionaisS do GF AAS ... 72
Tabela 9- Analise de variancia das concentracdes obtidas para o cobre...................... 73
Tabela 10- Variaveis e niveis estudados...........ccovvviviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 74
Tabela 11- Matriz de planejamento 23 e respectivas abSOrVaNCias..............cccoeeeveuen... 75
Tabela 12- Curvas analiticas obtidas com diferentes técnicas de calibracéo ................ 82

Tabela 13- Valores obtidos para determinacdo de Mn (ug.g™') na amostra certificada

e em amostras de chocolate em pd comercial (N = 3) ... 83
Tabela 14- Valores obtidos para determinacdo de Zn (ug.g™') na amostra certificada

e em amostras de chocolate em pé comercial (N = 3)......cooiiiiiiiiiiii e, 84

Tabela 15- Andlise de variancia das concentracdes obtidos para 0 manganés e o



AA
ANOVA
ANVISA
B

BIFF AAS

CEPLAC
CV AFS

ETA-LEAFS

ETV-ICP-MS

ETV-ICP OES

FAAS

FETV-ICP OES

GF AAS

HG AAS

HG AFS

ICP OES

IDR

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Absorcéo Atdmica

Andlise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Coeficiente angular de um gréfico de regressao linear
Espectrometria de absorcdo atdmica com forno sobre a
chama e injecdo em feixe

Comisséo Executiva de Planos da Lavoura Cacaueira

Espectrometria de fluorescéncia atdmica com vapor frio

Espectrometria de fluorescéncia atdbmica com atomizagao
eletrotérmica excitada por laser

Espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado e atomizacéo eletrotérmica

Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado e atomizacgéao eletrotérmica
Espectrometria de absorcéo atbmica em chama
Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado e vaporizacdo eletrotérmica por
fluorinacéo

Espectrometria de absorcao atémica em forno de grafite
Espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de
hidretos

Espectrometria de fluorescéncia atdbmica com geragcao de
hidretos
Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado

Ingestdo Diaria Recomendada



LA ICP OES

MEV
MIP OES

TF AAS

TS-FF AAS

RSD

Espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado e ablacdo por laser

Microscopio Eletrénico de Varredura

Espectrometria de emissao 6ptica com plasma induzido
por microondas

Espectrometria de absor¢cdo atomica em forno de
tungsténio

Espectrometria de absorgdo atdmica com forno sobre a
chama e geracao do aerossol térmico

Desvio Padrao Relativo



SUMARIO

CAPITULO 1 - INTRODUGAO .......cuiiiiiiiieieieie ettt 16
CAPITULO 2 - O CHOCOLATE ...oiuiieiiieteieieie ettt sttt seese e seenas 17
2.1- HISTORIA ..ottt s et et e ettt n et b e e ne e 17
2.2 -O ALIMENTO CHOGCOLATE ...ttt ettt a e eeeeeeas 19
2.3 - PRINCIPAIS DOENCAS DA CACAUICULTURA ... 20
P22 T R = o To [ o = To T o F= T o - U 20
2.3.2 - VaSS0UIa de DIUXA ......coevieiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee et 22
2.4 - FUNGICIDAS CUPRICOS EM PLANTAQ@ES DECACAU.....iiivieeee, 23
CAPITULO 3 - AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO ......cocoviieieeieeeeeeeeeee e 25
3.1-INTRODUGAOD ...ttt ettt eteeteeae e 25
3.2 - PREPARO DAS SUSPENSOES ...ttt 26
3.3- PRINCIPAIS VARIAVEIS NO PREPARO DAS SUSPENSOES........cccccoven... 26
3.3.1 - Diametro da partiCula................uuiiiiiiiiiiic e 26
3.3.2 - Concentragao da SUSPENSAOD.........cceuviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee ettt 27
IR T T Y/ = To TN 1o U T [ 28
3.3.4 - PartiCA0 d0 @NaAlitO.........cccceeiiiiiiiiiiee e 28
3.3.5 - Sistemas de homMOgEeNEIZAGAD ..........cceevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 29
3.3.5.1 - AQItaGA0 MANUAL........ccoiiiiiiiiiiiiiie e 29
3.3.5.2 - AQItACEO0 MECANICA ....ceeeeeeeeeiiiiiiee e e e et e e e e e e e e e e e e e e eaaan s 30
SRS BT Iy Ao [ 7= Lo Lo I g = To [ 1< 1 oF= 30
3.3.5.4 - Borbulhamento de gaS .........oociiiiiiiiiiie e 30
3.3.5.5 - Homogeneizagao UltrasSOniCa ...........ccevvveeviuiiiiie e e e 31
3.3.6 - Agentes estabilizantes ... 31
3.3.7 - Modificadores QUIMICOS.........couvuuiiiieeeeeeeeeeeee e e e e e 32
3.4 - APLICACAO DA AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO NA ANALISE DE
N 1 N 1 PP 32

CAPITULO 4 - EFEITOS FISIOLOGICOS CAUSADOS POR COBRE, MANGANES
E ZINCO .. e 47

4.1 - COBRE.....cii i a7



4.1.1 - Essencialidade € TOXICIAAAE ......c..eeieieeee e 47

4.2 - MANGANES ..ottt ee et b et et b ettt ee e 48
4.2.1 - Essencialidade e TOXICIdAE ..........ccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 48
e A | N[ @ L PSSR 48
4.3.1 - Essencialide € TOXICIHAUE .........oviieeiiiiieiiiiieee e 49

CAPITULO 5 - ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA MULTI-

ELEMENTAR <.ttt et e e e e et e et e et e et e et e et e et e et e et e e e e e et e reeenaee e, 50
5.1 - EVOLUGCAO DA TECNICA ......ci ittt 50
5.2 - ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA SEQUENCIAL .....cooviieieiecieceeeeeeee s 51

CAPITULO 6 - PARTE EXPERIMENTAL ...ttt e vee e 53
6.1 - INSTRUMENTAGAO. ...ttt 53
6.2 - REAGENTES E SOLUGOES ......oooviiiieieeceee e 55
8.3 - AMO ST RAS .ottt ettt 56
6.4 - PREPARO DAS AMOSTRAS ..ottt e e ee e, 56
6.5 - DIGESTAO POR VIA UMIDA ...t eee e eeeeeaeeneeee e, 56

6.5.1 - Digestéo 4cida em sistema aberto..........ccccccevvviiiiii 57

6.5.2 - Digestdo &cida em sistema fechado.............ccccccvvvviviiiiiiiieeeee, 57
6.6 - DETERMINACAO DO DIAMETRO DAS PARTICULAS .....oooviveeciceeeee e 57
6.7 - DETERMINACAO DA UMIDADE ......ociiitiieeeeee ettt 58
6.8 - CURVAS ANALITICAS ..ottt e et e eiee e 59
6.9 - OTIMIZACAO DO SISTEMA ....oooviiieeceeceeeee et 59
CAPITULO 7 - RESULTADOS E DISCUSSAOD ...t 61

7.1- DETERMINAGCAO DE COBRE UTILIZANDO AMOSTRAGEM DE
SUSPENSAO E DETECCAO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO

ATOMICA EM CHAMA ..ottt ettt anas 61
7.1.1 - Determinagdo do didmetro das particulas............cccceeeeiiiiiiiiiiiiiieeeees 61
7.1.2 - Variaveis eStudadas..........ccooviiiiiiiiiiiiii 63

7.1.2.1- Tipo e concentragao dO ACIHO ..........cceeviiiiiiiiiiiee e e e e 63
7.1.2.2 - Estudo do tempo de SONICAGE0D .......cceeeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 64
7.1.2.3 - MASSa A€ @MOSIIA......ccceiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 65
7.1.3 - Procedimento de calibraGio...........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiie 66
7.1.4 - Validagao dO MELOTO. ......cceiiieiiiiiiiiiiiiiee e e e 69

7.1.4.1 - Limite de deteccéo e quantificacdo (LD € LQ).....cceevveeiiriiiiiiiiiinnnnnnnn. 69



7.1.4.2 - Aplicabilidade do MEtOdO .........cceeeeeeiiiiiiiiicie e 70

A0 B T =T ox 7= T PN 70
7.1.4.4 - Estimativa da eXatid@0 ............oiiiiiiiiiiiiiiiieee e 71
7.1.5 - TesteS COMPIEMENTAIES .......ccoouiuiiiiiee e e 73

7.2 - DETERMINAGAO DE MANGANES E ZINCO UTILIZANDO AMOSTRAGEM
DE SUSPENSAO E DETECGAO POR ESPECTROMETRIA DE ABSORGAO

ATOMICA COM CHAMA MULTIELEMENTAR SEQUENCIAL ....cocvevveeeeeeeveeeen,
7.2.1 - OtiMiIZAGAO dAS VAINAVEIS .....cceeiiiiiiiiiieie ettt e e e e e 74
7.2.1.2 - Tipo e concentraGao dO ACIHO ..........cceiieeiiiiiiiiiiiiiieee e 76
7.2.1.3 - Estudo do tempo de SONICAGAD .........ccevvvrriiiiieeeeeeeeeeeiiie e e e e e e e eeeaannns 78
7.2.1.4 - MASSA 08 @MOSIIA.....ceiiiiiiiiiiiiiie et e e e e eeeena s 79
7.2.2 - Procedimento de calibraCan.........ccooeeeevvvviiiiiiiiiee e 81
7.2.3 - Validagao dO MELOTO. ......ceiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 82
7.2.3.1 - Limite de Detecgao e QuantifiCagao...........ccoeveeviiiiiiiiiiiiiiiiiee, 82
AR B A o =T od 7= Lo LT 83
7.2.3.3 - Estimativa da exatidao ............ccoevviiiiiiiiiiiiiie e 83
7.2.4 - TesteS COMPIEMENTAIES ........coeviiiiiiiiiiieieeeeeee e 84
7.2.5 - Avaliacao dos resultados ..........ouuiiiiiieiiiiicce e 85
CAPITULO 8 - CONSIDERAGCOES FINAIS.......ooviieeeieeeeeeeee e ee e,
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...,



Capitulo 1 - Introdugéo

CAPIiTULO 1
INTRODUCAO

O crescimento tecnologico e industrial tem aumentado sobremaneira o
volume de residuos gerados, influenciando negativamente o meio ambiente.
Substancias toxicas séo utilizadas no controle de pragas nas lavouras para
aumentar a produtividade e, portanto, os lucros, muitas vezes sem nenhuma
preocupacao ambiental, causando efeitos devastadores sobre ecossistemas.

Neste quadro, a lavoura cacaueira tem sofrido com anos de aplicacdo de
fungicidas a base de cobre para controlar doencas tipicas da microrregido na qual se
insere. A clonagem do cacau, mesmo que cres¢a em uso, ndo substituird o uso do
fungicida. Tais aplicagcdes ndo contaminam somente o vegetal, mas também o solo e
aguas subterraneas de lencéis freéaticos, contaminando também todo o ecossistema
ao redor.

Em funcéo disto, estudos analiticos mais aprofundados devem ser realizados
tendo em vista a necessidade do monitoramento ambiental rapido e efetivo, com a
implementacdo de novas técnicas e processos analiticos que objetivem a
simplificacdo das analises, tais como a amostragem de suspensao que se
caracteriza por diminuicdo de custos, rapidez, menor participacdo humana e
manipulacdo das amostras.

A espectrometria de absorcdo atbmica com chama é uma técnica bem
estabelecida e suficientemente seletiva e sensivel para a determinagdo de metais e
acessivel a maioria dos laboratérios. Recentes avangcos tém permitido
determinacdes multielementares de forma sequencial, aumentando as vantagens da
técnica.

Pode-se concluir entdo a necessidade de monitoramento ambiental eficiente
com sua correta administracdo nos mais diferentes ecossistemas. Desta forma,
surge entdo como principal objetivo deste trabalho a agregacéo de valor nutricional a
alimentos, bem como o desenvolvimento de métodos que pudessem ser utilizados
de forma rotineira em laboratérios e industrias, caracterizando-se como ferramenta

analitica.
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Capitulo 2 - O Chocolate

CAPITULO 2
O CHOCOLATE

2.1- HISTORIA

A histéria do chocolate é muito antiga tendo pelo menos 3000 anos,
comecando com as civilizacbes Asteca e Maia na América Central onde hoje se
localizam os territérios de México e Guatemala. De acordo com uma antiga lenda
mexicana, Quetzalcoaltl, Deus Asteca da sabedoria presenteou seu povo com
sementes de cacau, trazidas das terras do filho do Sol. Desde entdo o cacau
assumiu uma posicdo muito importante na vida dos Astecas, Toltecas e Incas, que
lhe atribuiram poderes magicos. Os Maias, por volta de 600 a.C. foram os primeiros
a cultivar as sementes de cacau e os grédos eram muito utilizados em uma bebida
chamada tchocolath onde, segundo a receita primitiva, era preparada secando-se as
sementes que eram entéo torradas e trituradas, adicionava-se agua, mel, farinha de
milho e especiarias tendo como resultado um liquido escuro tratado como precioso.
Os Astecas chegaram a usa-las como moeda de troca em transacdes comerciais.
Admite-se que os Astecas foram os primeiros chocélatras conhecidos da historia,
chegando a fazerem infusdo por acreditarem ter poder afrodisiaco. O imperador
Asteca Montezuma chegava a beber mais de 50 porgdes por dia e cuidava sempre
de tomar uma dose extra antes de ir para o seu harém [1,2].

Em 1492 as sementes do cacau chegam a Europa pelas maos de Cristovao
Colombo, mas s6 em 1528 é que o chocolate se populariza na corte sendo sua
producdo mantida em segredo por mais de meio século [1].

A primeira fabrica de chocolate surgiu na Inglaterra em 1657 e por volta de
1730 ja era acessivel a grande parte da populacdo, sendo consumido
exclusivamente de forma liquida. Em 1828 o quimico holandés Coenrad van Houten
patenteou um processo para fabricar chocolate em p6é, que consistia em diminuir o
teor de manteiga de cacau, fazendo com que o p6 se dissolvesse mais facilmente
em agua. Em 1849 a firma Joseph Fry & Sons apresentou o primeiro chocolate em

tabletes e apenas em 1876 na suica, “0 chocolatier” Daniel Peter desenvolveu a
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técnica de adicdo de leite ao chocolate, criando o produto final que consumimos até
hoje [3,4].

Em meados do século XVIII o cacaueiro (Figura 1) comecou a ser cultivado
em fazendas do sul da Bahia, inicialmente como planta ornamental, onde encontrou
um ambiente extremamente favoravel a ponto de fazer do Brasil um dos grandes
produtores mundiais da fruta. Na primeira metade do século XIX o cacaueiro foi
introduzido em coldnias européias na Africa e hoje cerca de trés quartos do cacau
fornecido as industrias de chocolate so cultivadas na Africa Ocidental.

Em 1753 o botanico sueco Carlos Linneu deu ao cacaueiro o0 nome cientifico
de Theobroma cacao L., que do grego significa “alimento divino”, consagrando

crencgas antigas [1].

Figura 1- Cacaueiro.
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2.2 - O ALIMENTO CHOCOLATE

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6rgao subordinado ao
Ministério da Saulde, estabelece os padrdes de identidade e qualidade para os
alimentos comercializados no Brasil. A Resolugdao CNNPA n°12, de 1978 estabelece
parametros de classificacao de controle de qualidade para o chocolate (Anexo A).

O chocolate € um dos alimentos mais completos ja produzidos pelo homem,
no entanto, ndo € recomendavel como alimento isolado salvo em situacfes
especificas e sob acompanhamento médico como, por exemplo, atletas, pilotos,
soldados e navegadores que se valem dele como complemento alimentar. O
chocolate tem efeito relaxante no organismo devido a acdo da theobromina,
alcaléide presente que auxilia na melhora das reacdes em situacdo de tensao,
possuindo também efeitos diurético e laxante. Também possui fendis (chocolate
preto), que auxiliam na eliminacdo do mau colesterol, pois o0 estresse esta
relacionado com uma baixa taxa de eliminacao de toxinas [4].

Dispensa aditivos e conservantes visto que a gordura nele contida ndo oxida
facilmente, aliado ao baixo teor de agua, chega a ter durabilidade de um ano sob as
condicbes de armazenagem de alimentos (local seco e arejado ao abrigo da luz). A
gordura presente no cacau, também chamada de manteiga, da ao chocolate sua
textura e sabor caracteristico, mas esta gordura ndo aumenta os niveis de colesterol.

O chocolate contém nutrientes essenciais tidos como afrodisiacos que
fornecem ao organismo energia, bom humor e prevencéo da ins6nia, causando bem
estar caracteristico. Problemas de pele como cravos e espinhas nada tém em
comum com o consumo do chocolate. Fisiologicamente, ndo apresenta nenhuma
ameaca a saude quando ingerido com moderacao.

E um ingrediente muito usado na preparacdo de alguns alimentos (como
biscoitos, bolos, sorvetes etc), sendo bastante consumido principalmente por
criancas assim, a quantidade de minerais essenciais e toéxicos presentes tém grande
importancia no controle nutricional.

A partir do acima exposto, percebe-se a importancia do desenvolvimento de

métodos analiticos aplicados a determinacdo de metais em amostras de chocolate
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em po. Poucos sédo os trabalhos encontrados na literatura para determinacdo de

metais na referida amostra, alguns dos quais se encontram na Tabela 1.

Tabela 1- Alguns trabalhos encontrados na literatura sobre determinacdo de metais em
amostras de chocolate

Elementos Metodologia Técnica analitica Referéncia

Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Amostragem de ET AAS [5]
Ni e Pb suspensao

Cu Amostragem de FAAS [6]
suspensao

Al Digestao &cida ET AAS [7]

Ni, Fe e Cu Digestéo acida FAAS [8]

Pb Digestéao acida ICP MS [9]

2.3 - PRINCIPAIS DOENCAS DA CACAUICULTURA

Existem muitas doencas relacionadas a cacauicultura nas quais duas
destacam-se por representarem juntas mais da metade das perdas na producédo em
quase todas as regides produtoras de cacau, sdo elas a Podriddo Parda, também

conhecida na regiao sul da Bahia como “mela” e a Vassoura de Bruxa.

2.3.1 - Podridao parda

No final da década de 40 surge nas fazendas do sul da Bahia a podridao
parda, causada pelo fungo Phytophthora spp (Figura 2). O aparecimento da doenca
esta relacionado com a alta umidade relativa do ar na regido 85% e temperaturas
mais baixas nos meses mais frios do ano (em torno de 20°C) mais ainda, a
incidéncia da podridao parda era diretamente proporcional ao numero de frutos por
planta e a ocorréncia de chuvas, ou seja, o micro-clima caracteristico da regido
exercia um papel de grande destaque para a ocorréncia de surtos da doenca [10].
Para que a epidemia alcance seu pico maximo, sado requeridos normalmente de trés

a cinco meses.
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Figura 2- Cacau infectado pelo fungo da podridéo parda.

Um dos primeiros sintomas da podridao-parda vistos aproximadamente 30 h
apos a infeccdo, € o aparecimento de pequenas manchas na superficie dos frutos,
sob condicbes de alta umidade. As lesdes desenvolvem-se rapidamente e
escurecem assumindo a coloragcdo castanha caracteristica, podendo atingir toda a
superficie do fruto entre 10 a 14 dias [11]. A infecc&o pode ocorrer em qualquer local
da superficie do fruto e em qualquer fase do seu desenvolvimento.

As estratégias de controle para a podridao-parda baseiam-se, principalmente,
em medidas envolvendo o uso de fungicidas protetores, principalmente, os a base
de cobre, além do emprego de praticas culturais como: remoc¢do de frutos
infectados, colheitas freqlentes, além da reducdo no sombreamento, poda e
drenagem do solo, visando tornar o ambiente desfavoravel a doenca. No Brasil, as
primeiras tentativas de controle quimico da podriddo-parda tiveram inicio nos anos
50. Desde entdo, fungicidas a base de cobre vém sendo utilizados de forma bem
sucedida, embora existam relatos de uso insatisfatorios em outros paises, onde
muitas vezes, sao requeridas até doze aplicacdes, ao ano, para se ter um controle,
sendo que atualmente estes fungicidas sdo as formas mais utilizadas de controle.
Outras formulacdes tém sido propostas visando a n&o utilizagdo com muita
intensidade dos fungicidas a base de cobre as quais ndo séo téo eficientes além de
requererem maiores quantidades e gerando outros residuos, mas ainda se

encontram em fase de preliminar de estudos.
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Resisténcia genética seria outra importante alternativa de controle para a
podriddo-parda, ndo fossem as dificuldades encontradas na selecdo de materiais
resistentes pela existéncia de mais de uma espécie de Phytophthora causando a
doenca no Brasil. Dezenove outros fungicidas mostraram resisténcia ora a uma ou
duas espécies, mas nao as trés, podendo ainda assim ser utilizados em programas

de melhoramento genético visando resisténcia as doencas do cacaueiro.

2.3.2 - Vassoura de bruxa

A vassoura-de-bruxa (VB) € uma das mais importantes e destrutivas doencas
do cacaueiro, chegando a causar perdas de até 90% na producdo. A doenca foi
descoberta pela primeira vez no Suriname, embora ocorresse na regido Amazonica
desde o século XIX, além de estar presente em diversos paises da América do Sul e
Central como: Bolivia, Colédmbia, Equador, Guiana, Peru, Suriname, Venezuela,
Trinidad e Tobago, sé foram constatados na principal regido produtora de cacau do
Brasil, o sul da Bahia, em 1989 onde encontrou condicbes ambientais favoraveis,
disseminando-se rapidamente, provocando um virtual colapso na economia regional.

A doenca €é causada pelo fungo Crinipelis perniciosa, que provoca
amarelecimento precoce, deformacdo do fruto e lesbes externas [12]. Os danos
internos em frutos sdo mais pronunciados que os da podriddo-parda, com as
améndoas, na maioria das vezes, apresentando-se completamente danificadas, e

em fase mais avancada, com crescimento do fungo na sua superficie (Figuras 3 e 4).

Figura 3- Galhos do cacaueiro quando Figura 4- Cacau atacado pelo fungo,
atacados pelo fungo ficam com o apresentando alguns frutos em um
aspecto de uma “vassoura”. estagio avancgado da doenca.
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A principal forma de disseminacédo da doenca é pelo ar, embora a chuva nao
deixe de exercer também um importante papel. Apés a infeccdo dos tecidos
observa-se a formacdo de brotacGes hipertrofiadas e excessiva proliferacdo de
brotos, comumente denominada de vassouras verdes. A utilizacdo de materiais
genéticos resistentes € considerada a solugdo mais econdmica e desejavel,
resultados obtidos no passado, nem sempre foram consistentes com determinados
materiais ora comportando-se como resistentes em alguns paises, e susceptiveis em
outros. Esforgos recentes visando a selecdo de novos materiais tém sido
intensificados, o que vem proporcionando esperanca na busca de solugbes mais
duradouras para o problema. Experimentos avaliando fungicidas a base de enxofre
mostraram-se inconclusivos. Atualmente, dos produtos a base de cobre apenas o
oxido cuproso € recomendado, pois foi 0 que apresentou maior numero de
resultados positivos, em condi¢cdes de campo, sendo aplicado sob a forma de cobre
metélico, comprado com o nome de Cobre Sandoz®, o qual possui em sua
formulacdo 50 % de cobre metéalico. A clonagem tem sido bastante empregada e
diversos clones apresentam bons niveis de resisténcia, inclusive existe na regiao sul
da Bahia uma biofébrica de cacau que produz o clone resistente a doenca, o qual &
disponibilizado aos produtores rurais, no entanto, o Oxido cuproso ainda é

recomendado para as doengas mencionadas.

2.4 - FUNGICIDAS CUPRICOS EM PLANTACOES DE CACAU

As sementes de cacau produzidas no Brasil enfrentam diversas restricoes na
sua comercializacdo devido a problemas de qualidade. Estas restricbes sé&o
ocasionadas, principalmente pela presenca de impurezas, cheiros diversos
especialmente de fumaca, além de metais pesados em niveis acima dos limites
toleraveis. Desses metais, cobre € o que mais preocupa devido ao seu uso comum
através de pulverizagcdes no controle de doencas em grande numero de plantas
cultivadas. No controle da podriddo parda, os fungicidas cupricos fazem parte do
“pacote tecnolégico” recomendado para esse cultivo, sendo uma pratica habitual sua

pulverizacao [13].
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O fungicida é aplicado através de pulverizacdo na copa e no fruto. O cobre
forma uma espécie de “pelicula protetora”, impedindo que os esporos da doenca
penetrem diretamente pela casca do fruto. Ndo ocorre contaminacdo direta atravées
do fruto, a contaminacgé&o ocorre com as chuvas e queda normal das folhas quando o
cobre € lixiviado para o solo, que lentamente se acumula através dos anos,
especialmente nas camadas mais superficiais [14]. A planta absorve esse elemento
em excesso, alterando sua constituicdo mineral, e consequentemente, a absorcao
de outros elementos para manter o equilibrio mineral. E reportado na literatura que
fésforo, manganés e zinco associados a acidez, argila e matéria organica sofrem
alteracéo de sua constituicdo no cacaueiro [15,16,17].

Até 1983 a CEPLAC (Comisséo Executiva de Planos da Lavoura Cacaueira,
orgdo do governo federal) recomenda para produtores da regido trés ou mais
aplicacdes por ano na dosagem de 2,4 Kg de cobre metalico/ha/aplicacéo visando o
controle da podriddo parda [16]. A partir da constatacdo da vassoura de bruxa, as
dosagens recomendadas passaram a ser maiores com seis aplicacdes/ano de 3 g
de cobre metalico por planta a intervalo mensal ou trés aplicagdes/ano de 6 gramas
de cobre metalico por planta a intervalo bimestral [17]. Foram encontrados teores de
cobre extremamente elevados em solos de cacauais tratados com cobre durante
cinco a dezesseis anos, quando comparados com teores em solos similares de

areas isentas de aplicacdo com fungicidas cupricos [18].
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CAPITULO 3
AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO

3.1- INTRODUCAO

Grande parte dos procedimentos realizados para determinacdo de elementos
empregando a espectroscopia atbmica - absorcdo e/ou emissao - necessitam de
técnicas para decomposicdo da matriz e conversdo em solucdo aquosa para
posterior determinacdo do analito. Essas técnicas envolvem etapas sujeitas a
problemas, principalmente a etapa de pré-tratamento, como perda de analitos
volateis, contaminacgdo, além de serem normalmente longas, sendo que esta etapa
consome cerca de 61 % do tempo total para a anélise e é responsavel por cerca de
30 % do erro total [19]. Desta forma, métodos que minimizem ou mesmo contornem
a etapa de pré-tratamento tém sido desenvolvidos visando a introducdo das
amostras diretamente nos equipamentos de absor¢gao/emisséo atdmica.

Nas ultimas décadas, estratégias analiticas tém sido propostas para analise
direta de amostras solidas [20,21] as quais encontram problemas relacionados a
heterogeneidade das amostras em pequenas massas e dificuldades quanto a
calibracdo, devido a pouca disponibilidade de padrdes sdlidos. A técnica de
amostragem de suspensao surge entdo como alternativa [22,23] proposta por Brady
et al. [24,25], possuindo as vantagens da amostragem de solidos e liquidos.
Apresenta vantagens tais como a simplificacdo da etapa de pré-tratamento da
amostra diminuindo o tempo de andlise e trabalho operacional, minimiza a perda de
analitos volateis e contaminagcdo da amostra, além de diminuir custos e 0 consumo
de reagentes perigosos e corrosivos, permitindo ainda o uso de padrées aquosos
e/ou métodos de adicdo de analito para calibracdo, sendo aplicavel a amostras
organicas e inorganicas [26]. Como toda técnica possui algumas desvantagens
como homogeneidade e sua conseqiente manutengdo no momento da deteccéo e
também o tamanho da particula, sendo o fator mais critico relacionado ao preparo
das suspensdes.

Na maior parte dos trabalhos publicados envolvendo a amostragem de

suspensao foram utilizados os equipamentos de absorgcédo atbmica com atomizacéo
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eletrotérmica (GF AAS) para deteccédo dos analitos, devido a facilidade de introducao
das amostras no forno de grafite, comparada com os aparelhos que utilizam a
chama como forma de atomizacdo (FAAS), devido a presenca do nebulizador,
problemas estes contornados com a introducdo no mercado de nebulizadores
especiais desenvolvidos por pesquisadores cujo desenho foi primeiramente
desenvolvido por Babington [27 - 30], minimizando problemas de transporte das

particulas sélidas.

3.2 - PREPARO DAS SUSPENSOES

O preparo de uma suspensdo consiste em triturar o solido, se necessario
peneirar, adicionar o diluente para formar a suspensdo a qual deve ter o solido
igualmente distribuido no meio durante o tempo necessario para realizacdo da
medida analitica. Assim, a quantidade de solido utilizado para a andlise é
diretamente dependente da concentragdo do analito que se deseja determinar, bem

como a diluicéo final da suspenséao [31]

3.3 - PRINCIPAIS VARIAVEIS NO PREPARO DAS
SUSPENSOES

No preparo das suspensfes devem-se levar em conta alguns fatores que
influenciardo diretamente nos resultados obtidos a saber, didmetro da particula,
razdo massa/volume, meio liquido, particio do analito, sistemas de

homogeneizacéo, agentes estabilizantes e modificadores [22].

3.3.1 - Diametro da particula

Fator mais critico relacionado ao preparo das suspensdes influencia
diretamente a estabilidade da suspensao, em termos da velocidade com que a
particula sedimenta, bem como processo de transporte e, consequentemente, a
atomizacéao, prejudicando a precisdo e exatiddo das analises [32]. Nao € um fator

tdo critico para GF AAS devido ao sistema de introducdo da amostra do que para
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FAAS e ICP pela presenca do nebulizador e menor tempo de residéncia da particula
soélida no atomizador.

Diametros grandes das particulas prejudicam a repetibilidade devido a perda
de homogeneidade, estabilidade e representatividade da aliquota injetada, sendo
necessaria entdo moagem da amostra para reducdo do diametro [33], como por
exemplo, almofariz de porcelana, moinho de bolas e moagem criogénica além de
uma variedade dessas técnicas confeccionadas com outros elementos devido a
problemas de contaminagdo ou por serem mais indicadas para matrizes especificas
sao os mais utilizados [34]. A principal desvantagem destas etapas € a possibilidade
de contaminacdo, aumento do tempo e eventualmente peneiracdo. A recomendacao
geral é que se deve trabalhar com amostras cujo diametro das particulas seja
menores que 50 um [35], sendo que diametros iguais ou superiores a 500 um
podem ser utilizados, a depender do sistema de introducdo da amostra (no caso do
GF AAS). E reportado na literatura que o uso de tamanhos de particula muito
pequenos (10 a 20 um) é requerido para amostras cujos elementos de interesse nao
estejam homogeneamente distribuidos em sua extensdo [36], pois influenciam
diretamente a calibracao do sistema, melhorando também a precisédo dos resultados

analiticos, aumentando a homogeneidade da amostra.

3.3.2 - Concentracao da suspenséao

E um importante fator a ser considerado no preparo das suspensdes, sendo
recomendavel considerar a razdo massa/volume para estabelecer exatamente a
preparacdo da suspensdo ao inveés de suas porcentagens, devido a problemas
relacionados a obtencédo de suspensfes com mesma concentracdo quando usado
esta ultima (3 mg/lmL e 300 mg/100mL) [37]. Para a obtencdo da massa de
amostra adequada e o volume de diluente para a preparagdo da suspensao, deve
ser considerado a concentracdo do analito e a faixa linear de resposta.

Para baixas quantidades de analito na amostra, suspensfes concentradas
podem ser usadas para obter baixos limites de detec¢édo e quantificagdo, contanto
que o aumento das particulas em suspensdo nao afete a eficiéncia do transporte e
nado produza efeitos de matriz [38]. Altas taxas massa/volume também sao

adequadas para amostras com caracteristicas fisicas que dificultem a diminuicdo do
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tamanho da particula por moagem [39]. Para GF AAS suspensfes concentradas
mostram uma reducdo na precisdo devido a problemas relacionados a pipetagem
[40]. A manutencdo da estabilidade de suspensfes concentradas torna-se dificil
para amostras de alta densidade. Efeito de matriz pode ser observado com
suspensdes mais concentradas devido a presenca de concomitantes, gerando
maiores sinais de fundo [41]. Quando a amostra possui grande quantidade de
analito a diluicdo torna-se necessaria, mas deve ser feita dentro de uma faixa
limitada, pois perda de precisdo ocorre em suspensfes muito diluidas devido a um

pequeno numero de particulas em suspensao.

3.3.3 - Meio liquido

Também chamados de diluente, influenciam diretamente a precisdo e
exatiddo das medidas atuando como meio e como extrator do analito para 0 meio.
Sao selecionados de acordo com a natureza da matriz e o analito de interesse. O
HNO; é o acido mais utilizado para a maioria das matrizes, o qual atua também
como modificador quimico, eliminando a matriz e melhorando a sensibilidade e a
extracdo do analito da particula sdélida para o meio, aumentando a precisdo [42,43].
Por ser um acido oxidante pode vir a causar danos as partes oxidaveis dos
aparelhos, portanto solu¢des diluidas devem ser utilizadas. Quando a for¢a acida do
HNO3 nédo é suficiente, outros diluentes podem ser utilizados como H,0O,, HCI, HF, e
uma série de outras substancias, utilizados juntos (para potencializar uma
caracteristica de algum deles) ou individualmente, variando com a matriz e o analito.
Também o uso de H,O é reportado na literatura como diluente, com bons resultados
[44]. No GF AAS podem ocorrer problemas relacionados a incompleta mineralizagéao
da matriz, deixando residuos no tubo de grafite, obstruindo o caminho O6ptico e

diminuindo a relacéo sinal/ruido [45].

3.3.4 - Partigcdo do analito

Representa a porcentagem do analito no meio liquido, afetando diretamente

precisdo e exatiddo. A particdo do analito relaciona-se com o meio liquido e sua
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consequente forca de extracdo. Baixos valores de RSD séo diretamente
relacionados com uma maior extracdo do analito para o diluente. Solubilizacdo do
analito depende da forca da ligacdo do elemento com a matriz, tamanho da
particula, tipo e concentracdo do diluente, além da eficiéncia de homogeneizacao e
tempo de exposicao do diluente a homogeneizacéo [46]. Embora a extracao melhore
a precisdo, ndo é condicdo essencial para exatiddo nas medidas, pois analitos
facilmente liberados da matriz caracterizardo altas taxas de extracdo, no entanto
caso haja particulas de diametro relativamente grande, ndo havera garantias de
extracdo do elemento na parte mais interna da particula [32,37]. Concomitantes
podem eventualmente ser também extraidos para a solucdo, podendo haver
absor¢do molecular a qual aumentara os valores do sinal de fundo [47]. As vezes é
necessaria uma etapa de pré-digestdo para melhorar o sinal atdmico e diminuir o
sinal de fundo porque aumentaria o tempo de contato entre a matriz sélida e o0 meio
liquido, tendendo a eliminacdo da matriz com o inconveniente do aumento do tempo

total de analise [48].

3.3.5 - Sistemas de homogeneizacao

Sistemas de agitacdo sd&o comumente empregados no preparo das
suspensodes, visando uma distribuicdo homogénea das particulas no meio liquido,
podendo gerar erros em termos de precisdo e exatiddo devido ao analito estar
distribuido principalmente em particulas de alta densidade as quais sofrem rapida
sedimentacdo, portanto os sistemas de homogeneizacdo sdo responsaveis diretos
para evitar a rapida sedimentacdo do material particulado. Cinco modos de agitacéo
tem sido os mais usados no preparo das suspensdes, a saber: agitacdo manual,
mecanica, magnética, borbulhamento de gas e ultrasdnica. Outros sistemas de
homogeneizagcdo podem ser utilizados, no entanto sao vistos como meios

alternativos, e ndo se situam como sistemas efetivos.

3.3.5.1 - Agitagcdo manual

Simples e consiste em agitar manualmente por poucos segundos o recipiente

que contém a suspensdo, imediatamente antes de sua introdu¢cdo no nebulizador
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(para FAAS e ICP OES) ou da pipetagem pelo amostrador automatico (GF AAS). E
também utilizada antes de outros sistemas mais vigorosos visando uma maior
eficiéncia do processo de homogeneizacdo. A agitagdo manual torna-se ineficiente
quando as particulas da suspensdo sao de alta densidade e com facilidade
depositam-se no fundo do recipiente, tornando necessario o uso de agentes

estabilizantes [49].

3.3.5.2 - Agitacdo mecanica

Caracterizam-se por simplicidade operacional e baixo custo, sendo de dificil
automacdo devido a importantes modificacbes que devem ser realizadas no
aparelho. Na grande maioria das vezes é necessaria também a agitacdo manual
antes da introdugcdo da amostra no atomizador. Sao ideais para preparo de grandes
volumes de suspensdes (acima de 10 mL) [35,37].

3.3.5.3 - Agitagcdo magnética

Apresentam baixo custo e simplicidade operacional, com automacéao
indisponivel comercialmente, apenas sistemas adaptados [50]. Problemas podem
ocorrer na analise de matrizes ferrosas, possivelmente devido a particulas com

grandes quantidades desse elemento ficarem aderidas no bastéo.

3.3.5.4 - Borbulhamento de gas

Sao utilizados no amostrador automético do GF AAS onde sédo facilmente
adaptados sendo simples e econdmicos, necessitando apenas do software para
controle da interrupcdo do fluxo. O funcionamento consiste na passagem do gas
inerte, normalmente argoénio, através do copo do amostrador onde esse fluxo é
interrompido imediatamente antes da pipetagem. A limitacdo desse sistema esti
relacionada com a producéo excessiva de bolhas em solventes organicos e a nao

utilizacao de agentes estabilizantes para manutencdo da homogeneidade.
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3.3.5.5 - Homogeneizacao ultrasdnica

Tém aumentado seu uso ultimamente devido a disponibilidade de sistemas
relativamente simples e de baixo custo comercial. As ondas ultrasbnicas utilizadas
nestes dispositivos sdo de baixa freqtiéncia e os efeitos quimicos ocorrem devido a
chamada cavitagdo acustica, que consiste em um processo de nucleacao,
crescimento e colapso de bolhas transientes nos liquidos [51]. Mais ainda faz com
gue o analito seja parcialmente extraido para o meio liquido principalmente com as
suspensdes em meio acido, melhorando a calibracéo e precisdo. Sdo basicamente
de dois tipos, o banho ultrasénico e a sonda ultrasénica. O banho € mais largamente
utilizado do que a sonda devido ao custo ser menor, em compensacao a sonda é
mais eficiente, pois é projetada para ser introduzida diretamente no recipiente que
contém a suspensdo melhorando a dissipacdo da energia ultrasénica, devendo-se
observar seu uso com meio liquido adequado para este ndo reagir com o material
constituinte da sonda. A sonda pode ser adaptada ao amostrador automatico do GF
AAS e torna-lo mais versatil sistema este que esta disponivel comercialmente. A
sonda é recomendada principalmente, para uso na andlise de sedimentos por evitar
a deposicdo do material no fundo do recipiente, garantindo a estabilidade da

suspensdao durante a pipetagem [52].

3.3.6 - Agentes estabilizantes

Também chamados surfactantes, visam simplificar a preparacdo da
homogeneizacdo da suspensdo. Atuam de acordo com caracteristicas fisico-
quimicas das amostras sélidas e influenciam a precisdo das medidas uma vez que
evitam a rapida sedimentacdo das particulas e a formacdo de aglomerados,
dificultando a movimentacao das particulas no meio, aumentando a viscosidade do
meio. Para particulas de alta densidade os agentes estabilizantes tendem a ser
ineficientes. Muitos deles possuem o inconveniente de produzirem espuma,
causando problemas de pipetagem em amostradores automaticos [53]. Triton X -100
€ um dos surfactantes mais empregados, principalmente para suspensfes de

matrizes inorganicas [38,54], embora hexametafosfato também seja empregado
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para evitar erros em matrizes de alta densidade [55]. Para matrizes organicas
glycerol e viscalex tém bons resultados com menores RSD’s [56]. Deve-se
estabelecer as concentracdes 6timas de agente estabilizante para cada suspensao
em funcdo das caracteristicas de cada matriz, pois altas concentracdes podem

causar aumento no valor do branco.

3.3.7 - Modificadores gquimicos

Séo utilizados em GF AAS onde influenciam diretamente os processos que
ocorrem no atomizador, ajudando a reter o analito quando temperaturas mais altas
séo aplicadas durante a pirélise objetivando a diminuicdo do efeito de concomitantes
ou melhorar a atomizagdo [57]. A eficiéncia do modificador dependera do seu
mecanismo de acdo com o analito ou com a matriz durante a etapa de aquecimento,
embora seu modo de acdo ndo seja completamente conhecido. E reportado na
literatura que as vezes a propria matriz atua como modificador, alterando o
comportamento térmico do analito, principalmente em matrizes organicas [41,42]. O
uso de modificadores quimicos pode ser extremamente vantajoso quando se deseja

obter rapidos programas de temperatura, diminuindo o tempo total de analise.

3.4 - APLICACAO DA AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO NA
ANALISE DE ALIMENTOS

A qualidade dos alimentos consumidos pela populagcdo tem sido uma
preocupacao constante por parte das autoridades e a comunidade cientifica em
geral, onde varios encontros e comunicacdes cientificas tém sido dedicados a este
tema. Neste sentido devem-se estabelecer limites para contaminantes inorganicos e
realizar o monitoramento nesses alimentos. Segundo a legislacdo nacional vigente,
Decreto n° 55871 de 26 de marco de 1965 e portaria n° 685 de 27 de agosto de
1998 (Anexos B e C), regulamenta os principios gerais para o estabelecimento de
limites maximos para contaminantes inorganicos em alimentos, onde considera
antimoénio, arsénio, cadmio, cobre, chumbo, cromo, estanho, mercurio, niquel,
selénio e zinco como contaminantes [58,59]. Para 0 manganés ndo s&o

estabelecidos os limites maximos de tolerancia e sim o0s niveis para ingestéo diaria
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recomendada (IDR) em diferentes faixas etarias e grupos populacionais [60]. Na
Tabela 2 sdo apresentados os valores recomendados.

Tabela 2 - IDR em diferentes grupos populacionais

Grupo Massa de

Manganés (mg)

Adultos 5,0
Lactente (0 - 0,5 ano) 0,3-0,6
Criancas
e 05-1ano 06-1
e 1-3anos 10-15
e 4-6anos 1,5-2,0
e 7-10anos 2,0-30
Gestante 2,0-5,0
Lactantes - 1° ano 2,0-50

Na literatura encontram-se inameros trabalhos que descrevem o
desenvolvimento de métodos para determinacdo de diferentes elementos nas mais
diversas amostras por variadas técnicas. A Tabela 3 é apresentada uma revisao
bibliografica de trabalhos publicados sobre determinacdo de elementos por
amostragem de suspensdo em inUmeras amostras.

Na grande maioria dos trabalhos os autores propuseram a suspensao com
acidos e agentes estabilizantes, predominando HNO3 e Triton X-100. Modificadores
de matriz também foram usados com certa freqtiéncia, destacando-se NH4H;POy,
além do uso de paladio como modificador permanente. Agentes antiespumantes
também foram utilizados para melhorar a pipetagem da aliquota. PTFE como agente
fluorinante foi usado para promover a vaporizacdo e melhorar o transporte do
analito. Etapas de pré-digestdo que consistem em deixar a matriz em contato com o
acido concentrado por um periodo de tempo sem, no entanto digeri-la
completamente foram pouco usadas. Digestdo parcial das amostras, normalmente
em forno microondas, foi também pouco usada, visando a eliminacdo parcial da
matriz e a consequente diminuicdo do tamanho da particula além da liberacdo do
analito para o meio. Métodos pouco usuais como homogeneizacao por digestao
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enzimatica antes do preparo da suspensdao também sdo reportados. Ha também
descricdo de método de introdu¢cdo da amostra por um capilar para gerar o aerossol
térmico na chama.

A Tabela 3 descreve as aplicacdes da amostragem de suspensdo na analise
de alimentos onde sdo apresentados as amostras, analitos, técnica analitica e

comentarios relevantes sobre cada um dos artigos.
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Tabela 3 - Aplicacdes da amostragem de suspensdo na analise de alimentos

Matriz Analito Técnica Analitica Comentarios Referéncia

Comparacéo entre digestdo com
HNO3 e HCI; suspensao com
Folhas e raizes de arroz Fe GF AAS solubilizacdo em TMAH; Suspenséo [21]
com HNO3 e banho ultrasonico e

analise direta do solido

Folhas de cha Pb GF AAS 100 mg de amostra em HNO3 + H,0, [25]

Espinafre Pb GF AAS Viscalex HV 30 e introduc&o no forno [26]

Calcinacao em 350°C e preparo da
Paprica Pb GF AAS suspensao com 0,1% v/v de Triton X- [33]
100 + 0,1% NH4H,PO,4

Comparacédo entre suspensao em
Mariscos As GF AAS banho ultrasénico; extracdo assistida [34]
por ultrasom e digestédo por radiacéo

microondas

Biscoito e pao Cu GF AAS 0,5% v/v HNO3 + 20% v/v etanol e [39]

metodologia de aquecimento rapido

Adicao de Triton X-100 e 10 g de
Frutas Cd, Cu, Fe,Pbe GF AAS esferas de zirconio até formacao da [41]

Se suspensao
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Pré-concentracao por bactérias

Figado, farinha de arroz e Cd GF AAS Escherichia (pH 5) e Pseudomonas [42]
farinha de trigo (pH 9) em HNO3; 3,5 mol.L e
introduc&o no forno
Café e cha Al GF AAS 0.2% v/v HNO3 + 10% v/v Triton X- [45]
100 e medida do sobrenadante
Amostra previamente liofilizada.
Mariscos Se GF AAS Programa de aquecimento rapido [47]
sem etapa de secagem
Leite, figado e folhas de Cd GF AAS Pd e NH4H,PO4 como modificadores [50]
oliva e etapa de pré-atomizacao
Peixe Pb GF AAS Tiouréia foi usado como modificador [61]
quimico

Folhas de cha V, Cu, Cr, Fe e Zn ETV-ICP OES Emulsdo de PTFE como agente [62]

fluorinante
Chocolate Cu FAAS HCI 2,0 mol.L™ + banho ultrasénico [6]

por 15 min
Farinha de arroz Mn FAAS HNO3 2,0 mol.L™ + banho ultrasdnico [63]

por 15 min
Folhas de cha V, Cu, Cr, Fe, Zn e ETV-ICP OES Emulsdo de PTFE como agente [64]

La fluorinante
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Vegetais Pb GF AAS Forno de molibdénio e tioureia como [65]
modificador
0,1% Triton X-100 + 5% v/v HNO3
Alimento infantil Se GF AAS conc. e comparacdo com HG AAS [66]
Na, K, Ca, Mg, P, Suspensfes apis a camara de spray
Lagosta e leite em po Cd, Cu, Mn, Sre MIP-OES séo introduzidas diretamente na [67]
Zn cavidade da tocha do microondas
Banho ultrasénico (10 min) de agua
régia 8% v/v + Antifoam A 2% v/v +
Leite Hg CV-AFS Cloreto de hidroxilamina 1% m/v. A [68]
seguir substitui cloreto por 8mmol de
KBr e 1,6 mmol de KBrO; em HCI
Tubo de molibdénio, glicerol 10%
Vegetais Cd GF AAS como estabilizante da suspenséo e [69]
tiouréia como modificador
Farinha de arroz e farinha Cu, Zn e Mn GF AAS Emulséo de PTFE como agente [70]
de trigo fluorinante
Moagem criogénica foi usada,
Frutas e Mariscos CdePb GF AAS carbeto de tungsténio e rédio como [71]

modificador permanente e NH4H,PO,

como modificador
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Mariscos

Se

GF AAS

3% v/v HNOs3 + 0,01% m/v Triton X-
100 misturados em um amostrador
ultrasénico automético em 20% de
amplitude 30 s antes da introducao

da aliquota no forno

[72]

Corantes

Hg

GF AAS

Meio contendo 0,1% m/v Triton X-
100 + 1% v/v HNO3 + 2% m/v KMnOQO4
+ 3% m/v Ag(NO3),. Comparacao
com digestao em microondas

[73]

Corantes

As, Cd e Pb

GF AAS

Modificador 0,3% m/v Ni para As 1%
m/v NH4H,PO, para Cd e Pb.

[74]

Alimento infantil

Al e Cr

GF AAS

0,5% v/v HNO3 conc. + 5% v/v H,0,
conc. + 0,1% m/v Triton X-100 (Cr)
ou 10% v/v etanol (Al)

[75]

Alimento infantil e Mariscos

Hg

GF AAS

Programa de aquecimento rapido

para evitar perdas por volatilizag&o.

[76]

Alimento infantil

Cu, Co, Nie Mn

GF AAS

0,1% m/v Triton X-100 + + 30% v/v
H-O, conc. + 0,5% v/v HNO3 conc. +
1% m/v NH4H2PO4 (CU)

[77]
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Mariscos

Cd

GF AAS Temperatura de pir6lise de 600°C
obtida com 50 mg.L™* NH4H,PO,

[78]

Alimento infantil

Se, Pb e Cd

0,1% m/v Triton X-100 + 30% v/v
H,O, conc. 1% v/v HNO3 e 0,5% m/v
GF AAS Ni (Se), 0,2% m/v Ni + 1% m/v
NH4H-PO, (cd) e 1 NH;H,PO, m/v
NH4H,PO, (Pb)

[79]

Alimento infantil

As

0,1% m/v Triton X-100 + 20% v/v
GF AAS H»>O, conc. + 1% v/v HNO3 conc. +
0,3% m/v Ag(NOs),

[80]

Farinha de trigo

Ni, Cre Co

15% v/v HNO3 + 10% v/v H,0; +

GF AAS agitagdo mecanica entre as medidas

[81]

Folhas de cha

Ba, Cu, Fe, Pb e
Zn

4% v/v HNO3 0,005% m/v Triton X-
GF AAS 100, sonda ultras6nica com 55% de

poténcia para homogeneizar

[82]

Peixe

As, Se e Hg

ETV-ICP-MS Paladio e tioacetamida foram usados

como modificadores permanentes

[83]

Figado

Cr, Cu, Fe, Mn, Ni
e Se

Amostra foi misturada com 20 mL
GF AAS (etanol + 4gua) + 0,25% v/v TMAH e
a mistura resultante submetida a

homogeneizacdo em 38,9 MPa

[84]
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Farinha de arroz Cd GF AAS Goma de Xanthan foi utilizada para [85]
solubilizar a amostra
0,025% m/v Triton X-100 + 1% v/v
Vegetais Co e Ni GF AAS HNO3; + 10% v/v H,0, foi usada para [86]
prevenir acamulo de residuos
carbonaceos no atomizador
ApOs a camara de spray ha a
Lagosta Cd, Cu, Fee Zn MIP-OES introducédo direta na cavidade do [87]
plasma sem dessolvatacéo
Amostras certificadas de Mo FETV-ICP OES Emulsdo de PTFE como agente [88]
arroz, trigo e figado fluorinante
lluminagé&o frontal da superficie ndo
Vegetais T, Mn e Pb ETA-LEAFS permitiu a modificagcdo do atomizador [89]
Amostras foram suspensas em Triton
Vegetais Pb HG AAS X-100 e misturadas com 10 g de [90]
esferas de zirconio
Cacau, leite e ostras Ca FAAS Aspiracao da suspenséao e [91]
introducdo diretamente na chama
Secagem prévia para evitar acamulo
Vegetais Cd GF AAS de residuos carbonaceos [92]
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2% v/v Viscalex HV 30 em pH 6-10 +

Espinafre Pb GF AAS agua. Reducéao dos efeitos de matriz [93]
passando fluxo pequeno de Ar
durante etapa de secagem
Vegetais Ca, Mg, K, Fe, Mn, FAAS Amostragem liquida de suspensao [94]
Zne Cu carbonacea
Homogeneizacéo criogénica + 5 mL
Farinha de arroz CdePb BIFF-AAS HNOj3 2,8 mol.L™, banho ultrasénico, [95]
centrifuga 5 min, medir sobrenadante
Agua régia (10 min) em banho
Leite As, Sb, Se, Te e Bi HG-AFS ultrasénico e pré-reducédo com KBr [96]
(Se e Te), KI + acido ascorbico (As e
Sb), Bi determina sem pré-reducéo
Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Café e leite Mn, Na, P, Se, Sn ICP OES Adicdo de TMAH e solubilizacdo em [97]
e Zn 80°C
Se extraido em benzeno com HCl e
adicao de Kl e 6xido de cobalto I,
Vegetais Se TF AAS depois o 6xido foi separado do [98]

benzeno por filtragcdo a vacuo
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Vegetais

Cr, Co e Ni

GF AAS

1% v/v HNO3 + 10% v/v H,0, e
otimizacao do programa de

temperatura

[99]

Laticinios

Pb e Cd

GF AAS

Adicao de Triton X-100 e 10 g de
esferas de zircénio até formacgéo da

suspensao

[100]

Farinha de trigo, batata e

leite

Pb

GF AAS

0,1% de Pd foi usado como
modificador de matriz. Photron Pb

superlamp com alta intensidade

[101]

Folhas de cha

Al, Ba, Ca, Mg, Mn
eZn

ICP OES

Método de adicao padrao
generalizado (GSAM), baseada no
principio da variagdo de ambas as
massas das amostras e quantidade

de solucéo padrao adicionada

[102]

Folhas de cha

Al

FETV-ICP OES

Microcoluna com resina trocadora de
cations foi usada para 6tima
separacado das espécies de aluminio

[103]

Leite queijo e chocolate

Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Ni e Pb

GF AAS

Mistura de HNO3 + H,O, usada no
preparo da suspensao e resultados
comparados com digestao completa

usando HNO3; + H,0; + HCIO4

[5]
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Viscalex HV 30 para estabilizar a

Figado e couve Cd,CuePb GF AAS suspensao. Introdugéo de oxigénio [104]
na etapa de secagem
Vegetais Ca, Mg, Fe, Zn e FIA FAAS Calcinacao da amostra e [105]
Mn preparacao da suspensao
laticinios Al GF AAS Mineralizagdo com HNO3 + V,05 [106]
Al, Ca, Co, Cr, Cu, Microcamara com agitador
Cacau e café Fe, Mg, Mn, Ni e ICP OES magnético confeccionado no [107]
Zn laborat6rio
Amostra triturada e peneirada,
Lapa CueZn FAAS adicdo de HNOs; 1 mol.L e [108]
sonicacgédo por 15 min
Krill Cu, Fe, Mn e Zn FAAS HNO3 2 mol.L™ (Cu, Fe e Zn) e [109]
HNO3 4 mol.L™* (Mn)
Peixe Se GF AAS Oxalato de amonio como modificador [110]
Preparacao da suspensao no auto-
Derivados de leite Al FIA GF AAS amostrador e homogeneizacdo em [111]
uma camara de mistura
Amostras certificadas de Amostras sonicadas 20 s antes da
atum, peixe, figado e Cd,CoePb GF AAS introduc&o no forno com modificador [112]

mexilhao

permanente de W-Rh
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Preparacao da suspensao, banho

Mariscos Hg FIA CVAAS ultrasénico, introducéo da amostra [113]
em fluxo no vapor frio e medida
Prop6e W-Rh tédo eficiente quanto o
Peixe Cd GF AAS convencional Pd+Mg(NOs3), [114]
Marisco e repollho Cd, Cu,Mn e Pb GF AAS 5% HNO3 e agitador magnético [115]
NH4H,PO,4 como modificador,
Peixe Pb GF AAS adaptacao do autoamostrador para [116]
permitir agitacdo magnética
Comparacéo entre trés meios acidos:
Vegetais e peixe Pb HG AAS HNO3 + H,0,; NH;SO4 + HNO3 e [117]
KCr,07 + C,H,OHCO,H (4cido latico)
Mariscos Al FETV-ICP OES Emulsdo de PTFE como agente [118]
fluorinante
Lagosta CueZn FAAS Avaliacdo de agitacdo magnética e [119]
Cu,ZneCd ICP OES ultrasénica. 0,5% v/iv HMTP
Alcachofra Cu e Mn FAAS Sistema em linha para pré-digestao [120]
assistida por micoondas
Diluicao da suspenséo e medida do
Suco de Frutas Se FIA GF AAS sobrenadante [121]
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Vegetais

Cu

GF AAS

Comparacéo entre métodos:
digestéo por via imida e seca,

microondas e suspensao

[122]

Peixe

Pb

GF AAS

A suspenséo foi decomposta por um
curto periodo em microondas e a
solucgéo resultante coletada no

autoamostrador do aparelho

[123]

Figado

Se

GF AAS

Homogeneizacéao por digestédo
enzimatica antes da preparagéo da

suspensao

[124]

Suco de frutas e leite

CueZn

TS-FF-AAS

Diluicdo de aminas terciarias (CFA)
20% v/v em pH 8 + amostra,

formacgé&o do aerossol térmico

[125]

Suco de frutas

Al

GF AAS

Sistema em fluxo gera informacoes
acerca da distribuicdo do analito pela
diferenga entre o conteudo do Al
suspensao e no filtrado

[126]

Evike Galvip

45



Capitulo 3 - Amostragem de Suspensao

Alguns trabalhos de revisdo sobre amostragem de suspensdo s&o
encontrados na literatura enfatizando caracteristicas diversas. Butcher [127]
descreveu a volatilidade dos elementos para ET AAS, bem como a atomizagao de
suspensdes de corantes alimenticios, além de algumas aplicacfes tanto na técnica
mencionada, quanto em ETA LEAFS. de BENZO et. al. [128] discutiram as
aplicacdes da técnica de amostragem de suspensdo para materiais bioldgicos.
Miller-ihli [35] discutiu a efetividade da agitagdo ultrasénica além de estratégias para
otimizacdo, densidade de particulas, tamanho e particdo do analito para amostras
biolégicas em suspensfes. Matusiewicz [23] descreveu métodos analiticos e
técnicas para geracdo de hidretos como modo de introducdo da amostra por
suspensao no atomizador. Bendicho e Loos-vollebregt [31] discutem os problemas e
solucdes para a introducdo de amostras solidas nos atomizadores. Darke e Tyson
[129] descreveram os problemas encontrados com a introducdo de amostras sélidas
em ETV-ICP OES e ETV-ICP-MS e compararam com o0s resultados obtidos por LA-
ICP OES, nebulizagéo da suspensdo em ICP OES e introdugédo da suspenséo via
ETV-ICP OES na determinacao de bario e chumbo em amostras geoldgicas. Ebdon
et. al. [130] discutiram os fatores que influenciam o preparo das suspensfes e a
introducdo das mesmas no sistema de nebulizacdo de ICP OES, nao incluindo
publicagbes relacionadas com AA. Cal-Prieto et. al. [22] discutiram a introducao
direta de amostras no GF AAS sob a forma de suspensédo e fizeram uma
retrospectiva do progresso da técnica de 1990 - 2000. Magalhdes e Arruda [131]
revisaram caracteristicas da amostragem de suspensfes na andlise de tracos, suas

vantagens, limitagdes e aplicacgoes.
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CAPITULO 4
EFEITOS FISIOLOGICOS CAUSADOS POR COBRE,
MANGANES E ZINCO

4.1 - COBRE

O cobre ocupa o0 26° lugar em abundancia na crosta terrestre foi descoberto
cerca de 9.500 a.C. no atual Irague. Amplamente distribuido na natureza, ocorre em
muitos minérios na forma de 6xidos ou sulfetos, sendo a malaquita, calcopirita e
calcocita as principais fontes [132].

A concentracao de cobre em alimentos varia de pais para pais de acordo com
o tipo de produto, condi¢cdes de cultivo (solo, agua, uso de fertilizantes e fungicidas)
[133].

4.1.1 - Essencialidade e Toxicidade

O cobre apresenta em geral disponibilidade limitada no meio ambiente, sendo
gue a principal fonte de ingestdo de cobre pelos seres humanos sédo os alimentos
[134]. Sua essencialidade deve-se a sua incorporacdo a um grande numero de
enzimas e proteinas estruturais. Participa como co-fator em algumas atividades
enzimaticas; possui estrutura apropriada para acdo catalitica em algumas reacfes
enzimaticas; é essencial para a utilizacdo de ferro na formacdo de hemoglobina
[135].

Deficiéncia do metal no organismo causa disfuncdo cardiaca; elevacdo da
fracdo de colesterol de alta densidade e diminuicdo da depuracdo de glicose. A
toxicidade aguda ndo é freqiente e normalmente esta relacionada a ingestéo
acidental ou intencional ou ainda a contaminacdo de bebidas, assim niveis
excessivos causam a curto e longo prazo disfuncbes hepaticas; convulsoes;
disfuncdo cognitiva; catarata, defeitos renais; arritmia cardiaca; osteoporose;

ginecomastia; e hiperpigmentacao [132]
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4.2 - MANGANES

O manganés esta entre os elementos mais abundantes da crosta terrestre. E
um elemento essencial e o corpo humano contém, geralmente, pequenas
quantidades do metal, onde apenas de 3 a 5% deste elemento contido nos alimentos

€ absorvido. Servem como fonte primaria do metal [136].

4.2.1 - Essencialidade e Toxicidade

O manganés € essencial como co-fator para enzimas e esta presente em
metaloproteinas; também atua na transmissdo dos impulsos nervosos [137]. A
disponibilidade do manganés proveniente de vegetais € significativamente diminuida
pela presenca de alguns componentes, como fibras. Individuos com deficiéncia em
ferro tém a velocidade de absorcdo do manganés aumentada [132].

Certos grupos da populagdo em geral estdo mais expostos ao manganés:
criancas, populacdes residentes proximas a industrias e em areas de ocorréncia
natural do metal, no solo e na agua [138].

A deficiéncia de manganés produz anormalidades esqueléticas e
reprodutivas. A toxicidade do manganés causa deficiéncia principalmente nos
pulmdes e cérebro. Pesquisas tém relacionado o Mal de Parkinson a intoxicagéo por
manganés por longo tempo, devido a alteracdes histolégicas no sistema nervoso
[139]. O Mn altera ainda o mecanismo de transmissdo sinaptica, chegando em
alguns casos a bloqueio na distribuicdo de outros elementos como Zn, Cu, Na, K e

Mg no cérebro além de inibi¢des neuromusculares.

4.3- ZINCO
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O zinco se distribui pelo ar, agua e solo como resultado de processos naturais
e atividades humanas. Grande parte do zinco entra no ambiente como resultado de
atividades antrépicas como mineragao e queima de carvao [140].

A concentracdo de zinco em plantas depende da espécie, pH do solo e
composicao do solo. As espécies vegetais ndo concentram zinco acima dos niveis

presentes no solo [141].

4.3.1 - Essencialide e Toxicidade

Para o homem, o zinco funciona como um elemento essencial e necessario
ao metabolismo, acumulando-se no figado, pancreas e préstata, participando como
co-fator na acdo de mais de 200 metaloenzimas e tanto a deficiéncia quanto o
excesso pode gerar efeitos diversos [142].

Deficiéncia de zinco pode causar falha no crescimento, cegueira noturna,
atrofia testicular, impoténcia, retardo na cicatrizacdo de ferimentos, doenca renal
crbnica e anemia, infarto no miocérdio, artrite e hipertensao.

O excesso do metal no organismo provoca sudorese e fraqueza, disturbios
estomacais, danos pancreaticos, deficiéncia de cobre, deficiéncia respiratoria,
letargia e deficiéncia motora [143].

Amostras de cabelo e unha oferecem um resultado que representa a
exposicdo ao metal em longo prazo, por semanas ou meses. Medidas da
concentracdo de zinco no cabelo podem ser alteradas pela contaminacdo externa,

suor e localizagcéo da amostra coletada (distante da raiz) [132].
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CAPITULO 5
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA MULTI-
ELEMENTAR

5.1 - EVOLUCAO DA TECNICA

Desde as primeiras observacbes qualitativas da luz, dispersa nos seus
componentes em um prisma por Isaac Newton, passando pelo trabalho de Alan
Walsh em 1955, considerado o pai da moderna espectroscopia, onde detalha os
principios bésicos envolvidos, necessidades instrumentais e vantagens em relagéo a
emissdo de chama até os dias atuais, a absor¢cdo atomica (AA) desenvolveu-se
bastante e ainda avanca, frente a outras técnicas analiticas modernas [144 -146].

Apesar de AA ser bem estabelecida como técnica para a determinacédo de
metais a nivel de tragos, a determinacdo multielementar ainda é o grande desafio na
técnica, tendo em vista que fatores como baixos limites de deteccédo, facilidade
operacional e baixo custo instrumental devem sempre ser considerados. Alguns
problemas foram contornados como a introducdo de amostras solidas ou em
suspensdes, permitindo a andlise direta de amostras reduzindo o tempo total
dispendido. Algumas propostas tém sido colocadas em pratica como a AA
sequencial e a simultdnea onde alguns trabalhos tém sido publicados enfatizando
este tema [147-148].

Nas determinac¢des sequenciais, um monocromador de rede com detector tipo
fotomultiplicadora, com movimentacédo de rede por meio de um motor de passo
controlado digitalmente, faz com que os diferentes comprimentos de onda possam
ser focalizados precisa e seqiiencialmente na fenda de saida, onde estara localizado
o detector. Nas determinacdes simultaneas existem sistemas de medida direta do
espectro que € focalizado sobre uma rede de difragdo cbncava produzindo,
separadamente, o espectro de linhas para cada analito, direcionando-o em torno do
ciclo de Rowland onde fendas de saida isolam cada linha espectral e tubos

fotomultiplicadores detectam o sinal de cada linha isolada [149].
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5.2 - ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA SEQUENCIAL

Baseia-se em um programa que permite alterar as condi¢cdes de operacédo do
equipamento entre as medidas, sao elas: selecdo e corrente da lampada, abertura
da fenda do monocromador, posicdo da rede de difracdo, vazdo dos gases e altura
da fenda do monocromador, aumentando a frequéncia analitica chegando em alguns
casos a igualar ou até mesmo superar a frequéncia analitica de um ICP OES
sequencial. A Figura 5 mostra a configuracdo Optica de um espectrébmetro de

absorcéao atdbmica em chama sequencial.

Datecior
’ Manocromador
[~
o . §
% - /"
~L ||H| LTI
! |
Chama

. -2
Lampadas %
Figura 5- Desenho esquematico de um espectrometro

de absorcdo atbmica sequiencial com atomizacdo em
chama.

Convencionalmente, em sistemas monoelementares, é realizada a medida da
curva analitica seguido da amostra para este analito para posteriormente ser feita a
construcdo de nova curva para outro elemento seguida da medida da amostra e
assim sucessivamente.

No sistema sequencial, a determinacdo é simples e permite a medida de
todas as curvas dos elementos para entdo ser efetuada a medida das amostras sem
que a solucao seja retirada do sistema de aspiragcédo, enquanto o programa em uma
janela temporal pequena, cerca de 2s, altera as condi¢des de cada elemento ja preé-
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estabelecidas pelo analista até completar a sequéncia. As medidas ocorrem em
ordem decrescente dos comprimentos de onda dos elementos a serem medidos
[150].

Os problemas surgem quando os elementos possuem propriedades fisico-
quimicas distintas, requerendo variacdes nas condicdes de operacao. Projahn et. al.
[151] estabeleceram o0s seguintes requisitos instrumentais para operacdo do modo

sequencial:

e Vazao dos gases controlada eletronicamente
O programa deve permitir o rapido ajuste de vazdo controlado por
valvula solendide operando a 33 Hz e ajuste de vazédo constante.
e Monocromador de alta velocidade
Para garantir a rapida troca do comprimento de onda, 0 monocromador
deve ter capacidade de efetuar varredura a 2000 nm.min™.
e Lampadas alocadas em posicoes fixas e operadas simultaneamente
Selecdo automética das lampadas com feixes direcionados ao sistema

optico.
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CAPITULO 6
PARTE EXPERIMENTAL

6.1 - INSTRUMENTACAO

Os experimentos foram realizados em dois espectrometros de absorcdo
atomica:
- Espectrometro de absorcdo atbmica com atomizacao eletrotérmica SpectrAA 220Z
Varian (Mulgrave, Victéria, Australia). Possui correcdo de fundo por efeito Zeeman,
equipado com amostrador automatico, configuracdo de aquecimento longitudinal,
campo magnético alternante, orientado perpendicularmente ao feixe de radiacéo e
polarizador fixo. O tubo de grafite utilizado possui plataforma de aquecimento de
L'vov. Argbnio de alta pureza foi utilizado como gas de purga. A lampada de catodo
oco de cobre UltrAA lamp Varian (Mulgrave, Victéria, Australia) foi utilizada em
324,8nm, com corrente de 5 mA e 0,5 nm de largura da fenda espectral.
- Espectrometro de absorcéo atbmica em chama SpectrAA 220FS Varian (Mulgrave,
Victéria, Australia). Possui lampada de Deutério para corre¢do de sinal de fundo.
Equipado com queimador de pré-mistura, nebulizador concéntrico e sistema de
nebulizacdo pneumatica como mostrado na Figura 6. A Ldmpada de catodo oco
utilizada foi multielementar UltrAA lamp Varian (Mulgrave, Victéria, Australia)
contendo os elementos Cu, Mn, Fe e Zn foi utilizada em 279.5 nm, 248,3 nm e 213.9
nm, e resolucao espectral de 0,2 nm, 0,2 nm e 1,0 nm respectivamente para Mn, Fe
e Zn. As condic¢des operacionais do espectrometro estao descritas na Tabela 4.
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Tabela 4- ParAmetros operacionais do FAAS.

Parametros Condicdes
Corrente da lampada 10 mA
Altura do queimador 13,5 mm
Vazdo de acetileno 2,0 L.min™
Vaz&o de ar 13,5 L.min™
Taxa de aspiracéo 5,5 mL.min™
Queimador

Pérola de \ -
iImpacto (
Pas rigidas

-’ Sreno

Figura 6- Figura de um queimador de pré-mistura.

- O diametro médio das particulas da suspensao foi medido usando um microscépio

eletrénico de varredura Superscan SS-550 Shimadzu (Kyoto, Japao).

- Banho ultrasonico VWR Modelo 75 D (Cortland, New York, USA) para preparo das

suspensoes.
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- A digestdo das amostras foi feita em placa de aquecimento QUIMIS Q 313/22
(Diadema, S&o Paulo, Brasil) e em bombas de digestdo modelo 4746 Parr

Instrument Company (USA).

- Forno tipo mufla FABBE, modelo 119 (S&o Paulo, Brasil)

- Centrifuga JANETZKI T 32 C (Berlim, Alemanha)

- Vidrarias diversas

6.2 - REAGENTES E SOLUCOES

- Toda vidraria utilizada foi mantida em solucdo de HNO3; 10% v/v durante a noite
para descontaminacdo. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A

agua ultrapura utilizada no preparo de todas as solu¢fes foi obtida de um sistema
EASYpure RF (Barnstedt, Dubuque, 1A, USA).

- A solucéo estoque de cobre 10 pg.mL™ foi preparada a partir de uma solucéo de

referéncia de 1000 png.mL™ Merck por diluicdo com &cido cloridrico a 1% (v/v).

- A solucdo estoque multielementar de manganés 10 pug.mL™ e zinco 10 pg.mL™ foi
preparada a partir de solucdes de referéncia de 1000 pg.mL™ Merck de cada

elemento por diluicdo com acido cloridrico a 1% (v/v).

- Acido nitrico e é&cido cloridrico foram preparados por diluicdo direta com agua
ultrapura de uma solugéao concentrada Merck.

- Solucéo diluente contendo 0,05% v/v de Triton X-100, 10% v/v de etanol e 5% de
v/v HNO3; em agua ultrapura.
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6.3 - AMOSTRAS

As amostras adquiridas para analise sdo de chocolate em pé “sem acucar”,
em embalagens de 500 g. Quatro amostras foram coletadas em Ilhéus-Bahia, de
safras diferentes, uma em Salvador-Bahia, esta comercializada em todo territorio
nacional e uma recentemente adquirida da Alemanha por colaboradores.

As amostras de chocolate adquiridas foram colocadas em estufa a 80°C por 2
h para retirar umidade. A seguir retiradas, deixadas esfriar em dessecador,
acondicionadas em frascos de PTFE secos e limpos e mantidos no dessecador.

Os materiais de referéncia certificado CRM 10-b (National Institute for
Environmental Studies, NIES, Onogawa, Tsukuba, Japdo) e SRM 1568a (National
Institute of Standards & Technology, NIST, Gaithersburg, MD, USA), foram utilizados
para checagem da exatiddo do método. A farinha de arroz comercial Arrozina®
(Unilever Bestfoods, Garanhuns, Brasil) foi usada para determinacdo das

caracteristicas analiticas do método.

6.4 - PREPARO DAS AMOSTRAS

E uma etapa critica dentro do protocolo analitico e geralmente requer cerca
de 60% do tempo total de analise e contribui com aproximadamente 30% do erro
total [152].

As suspensdes para analise foram preparadas adicionando-se uma massa
adequada de chocolate em acido cloridrico (para determinacdo de cobre) e em acido
nitrico (para determinacdo de manganés e zinco). A seguir eram submetidas a
banho ultrasénico por 15 min e levadas ao equipamento para efetuar as medidas.

A amostragem foi realizada tomando-se trés aliqguotas da mesma marca e
preparadas suspensofes distintas. A média aritmética da concentracdo encontrada

em cada uma das trés aliquotas foi considerada concentracéo final.

6.5 - DIGESTAO POR VIA UMIDA

Erike Salvip 56



Capitulo 6 - Parte Experimental

Baseia-se na conversdo da amostra em uma forma adequada, utilizando
agentes oxidantes e acidos minerais concentrados (com propriedades oxidantes) e
diferentes fontes de energia. SGo comumente empregados para tal fim acido nitrico,
acido cloridrico, acido sulfarico e peréxido de hidrogénio, bem como misturas desses
reagentes e fontes de energia como térmica, ultrasénica e radiante (infravermelho,
ultravioleta e microondas), para auxiliar no processo de dissolucdo da amostra,
permitindo a determinacédo do analito na solucdo aquosa resultante [153,154]. Pelo
fato do analito permanecer em meio acido a decomposi¢éo por via Umida é util na
determinacdo de baixas concentracfes do metal de interesse. Dois procedimentos

foram utilizados para mineralizacdo completa das amostras:

6.5.1 - Digestao acida em sistema aberto

Em erlenmeyers de 125 mL, pesou-se uma massa de 250 mg de chocolate e
adicionou-se 10 mL de acido nitrico concentrado e 5 mL de peréxido de hidrogénio,
colocadas em chapa previamente aquecida a 200°C e deixadas por 30 min. A
seguir, foram retiradas e deixadas resfriar em temperatura ambiente, transferidas

para um baldo e diluidas para um volume final de 25 mL com HNO3 0,5% v/v.

6.5.2 - Digestao acida em sistema fechado

Em bombas de digestdao 250 mg de chocolate foi pesada e adicionado 3 mL
de &cido nitrico concentrado e 2 mL de peroxido de hidrogénio, foi colocado em
mufla a 160°C por 12 h. A seguir as bombas foram deixadas esfriar em temperatura
ambiente e a seguir abertas em capelas. O digerido foi transferido para baldo e

diluidas para um volume final de 25 mL com HNO3 0,5% v/v.

6.6 - DETERMINACAO DO DIAMETRO DAS PARTICULAS

Cerca de 10 mg da amostra foi utilizada para medir o diametro das particulas

no microscopio eletrénico de varredura (MEV), como mostrado na Figura 7. Esta
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medida é realizada em amostras tipicamente metélicas. Matrizes organicas sao
“metalizadas”, aplicando uma pelicula fina de metal inerte, normalmente ouro, sobre
a sua superficie para entdo ser efetuada a varredura na amostra. O principio de
funcionamento do microscopio consiste na emissdo de feixes de elétrons por um
filamento capilar de tungsténio (eletrodo negativo) mediante aplicacdo de uma
diferenca de potencial, cuja diferenca permite uma variacdo na aceleracdo dos
elétrons. O filamento do microscépio (eletrodo positivo) atrai os elétrons, resultando
em uma aceleragcdo em direcdo a este. Lentes condensadoras corrigem 0 percurso
do feixe, alinhando-o em direcdo a abertura da objetiva, a qual ajusta o foco dos
feixes antes dos elétrons atingirem a amostra. Desta forma, as imagens s&o
transcodificadas pelo equipamento, possuindo carater virtual. As ampliagcdes podem
chegar até 300.000 vezes.

‘Filamento de Tungstemo

Emissor de Elétrons Feixe de Elétrons

Detector de Elétrons

Figura 7- Desenho esquemético de um microscépio eletrdnico de varredura.

6.7 - DETERMINACAO DA UMIDADE

A umidade das amostras foi determinada como descrito em [146]. Baseia-se

em secagem, pesagem a 110°C e secagem até que a amostra adquira massa
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constante, expressando em forma de percentagem a diferenca entre massa inicial e

final.

6.8 - CURVAS ANALITICAS

Curvas de calibracao foram preparadas utilizando padrdes aquosos e adicao
de analito no chocolate e na farinha de arroz comercial.

Para a curva convencional as solugfes para determinacao foram preparadas
a partir da adicédo de aliquotas de solu¢des padréo em acido cloridrico (para cobre) e
em acido nitrico (para manganés e zinco), para volume final de 10 mL, resultando
em solucdes de concentracdes finais na faixa de 0,35 - 1,15 pg.g™ para cobre e 0,3 -
1,5 ng.g* para manganés e zinco.

A curva de adicdo de analito no chocolate foi preparada adicionando-se
aliquotas das solugbes padrdo em acido cloridrico (para cobre) e em &cido nitrico
(para manganés e zinco), para volume final de 25 mL, resultando em solu¢cdes de
concentracdes finais na faixa de 0,2 - 1,0 pg.mL™" para cobre e 0,3 - 1,5 pg.mL™*
para manganés e zinco.

No GF AAS as curvas foram preparadas utilizando-se o diluente (descrito no
item 6.2) adicionado a 8 mg da amostra em vials do autoamostrador, obtendo

volume final de 1,5 mL, considerando experimentos prévios.

6.9 - OTIMIZACAO DO SISTEMA

A otimizacdo dos parametros experimentais que influenciam o preparo das

suspensfes foi realizada utilizando metodologia univariada. A extensa revisao
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bibliografica (Tabela 3) bem como experimentos prévios, nortearam na escolha das

seguintes variaveis:

e Estudo do tipo e concentracdo do acido
e Estudo da massa da amostra

e Estudo do tempo de sonicacao
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CAPITULO 7
RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1- DETERMINACAO DE COBRE UTILIZANDO AMOSTRAGEM
DE SUSPENSAO E DETECCAO POR ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA

7.1.1 - Determinacao do diametro das particulas

As micrografias obtidas no microscépio eletrénico permitiram estimar a faixa
na qual se encontram as particulas da amostra (Figuras 8, 9 e 10). Diametros entre
10 e 20 um melhoram a precisdo dos resultados além de incrementarem a extracao

do analito durante o preparo das suspensdes em meio acido [37].

" )
T
Ay Probe WD Dl
15. 0k 4.0 17 SE

Figura 8- Visdo geral do aglomerado.
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Figura 10- Menor didametro de particula encontrado nas amostras.
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Todas as amostras estudadas apresentam diametros de particulas adequados
para as medidas, as quais variam entre 4 e 23 um, com diametro médio de 15um.
N&o houve portanto, necessidade de operacfes de moagem ou peneiramento
adicionais antes do preparo da suspensdo para posterior introdu¢ao no sistema de
nebulizacdo do equipamento. Tamanhos de particulas maiores poderiam vir a ser

utilizados, mas adaptacdes seriam necessarias [37].
7.1.2 - Variaveis estudadas
A otimizacdo das variaveis foi realizada de forma univariada. Esta
metodologia caracteriza-se por fixar todas as variaveis exceto uma, que sera

estudada variando-a em um intervalo pré-estabelecido. O intervalo e as variaveis

estudadas séo apresentados na Tabela 5. A natureza de &cido também foi estudada.

Tabela 5- Variaveis e intervalos estudados

Variavel Intervalo
Concentracéo do acido (mol.L™Y) 1,0 4,0
Tempo de sonicacdo (min) 0 20
Massa da amostra (mg) 50 400

7.1.2.1- Tipo e concentracédo do acido

Acido nitrico e acido cloridrico foram selecionados como meio liquido para
preparacdo da suspensdo considerando serem reconhecidos e amplamente
utilizados na literatura [105,113]. A variacdo da concentracdo dos diferentes acidos
com a absorvancia é apresentado na Figura 11.
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Figura 11- Sinais de absorvancia de HCl e HNO; em diferentes
concentracdes. Condicdes: Sonicacdo de 20 min; 150 mg de
amostra.

Analisando o gréfico, percebe-se que os sinais de absorvancia do HCI sdo um
pouco maiores que o0s obtidos com o uso de HNOj3;. Assim, o HCI foi utilizado, além
de ser este menos danoso ao equipamento por tratar-se de um acido nao oxidante,
evitando maiores problemas as partes oxidaveis do aparelho. Este &cido também
minimiza a agregacéao das particulas além de melhorar a eficiéncia do transporte de
nebulizacdo [105]. A concentracdo de 2,0 mol.L™ foi entdo fixada para etapas

posteriores.

7.1.2.2 - Estudo do tempo de sonicacgéo

A faixa estudada para o tempo de sonicacdo foi definida tendo em vista a
diminuicdo do tempo total de analise e para evitar bloqueio no sistema de
nebulizacdo do equipamento. Na Figura 12 sdo apresentadas as absorvancias

obtidas frente a variacdo do tempo de sonicacao.
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Figura 12- Influéncia do tempo de sonicacdo no sinal
analitico. Condic¢6es: HCI 2,0 mol.L; 150 mg de amostra.

Analisando o grafico, percebe-se que o tempo de sonicacdo ndo representa
um ganho significativo de sinal analitico. Ocasional bloqueio do sistema de
nebulizagdo em tempo inferior a 10 min foi observado durante as medidas, podendo-
se concluir que o ultrasom ndo estava sendo eficiente para desagregar 0s
aglomerados formados no preparo da suspensdo no referido tempo. Antes da
introducé&o da amostra era realizada uma agitacado manual para auxiliar no processo.

Assim, um tempo de 15 min foi estabelecido para etapas futuras.

7.1.2.3 - Massa de amostra

O estudo da massa foi realizado utilizando-se 50 mL de &cido cloridrico 2,0
mol.L™ e tempo de sonicacgéo de 15 min. O intervalo de massa foi definido a partir de
estudos prévios envolvendo problemas relativos ao bloqueio no sistema de
nebulizacdo da amostra, citados no item anterior. A Figura 13 mostra a variacao da

absorvancia, no intervalo 50 a 400 mg de amostra .
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Figura 13- Extensdo aplicada para desvio da inclinacao.
Condigdes: HCI 2,0 mol.L™; sonicac&o de 15 min.

Podemos afirmar, analisando o grafico, que h&d uma relacdo linear entre a
quantidade de analito disponivel na amostra que € aspirada e absorvancia medida
atée 300 mg. Até esta massa, as medidas podem ser realizadas sem maiores
problemas. Entretanto, a partir de 250 mg comecam a surgir eventualmente
problemas de entupimento resultando, ocasionalmente, na repeticdo das medidas.
Acima de 300 mg problemas sérios de entupimento inviabilizaram consecutivas
medidas. Para nao trabalhar no limite de desvio da curva, elegeu-se entdo 200 mg

como massa para futuras medidas.

7.1.3 - Procedimento de calibracao

Para avaliacdo da relacdo entre a concentracdo do analito na amostra e a
absorvancia medida foram utilizadas e comparadas as curvas analiticas utilizando
padrbes aquosos, adicao de analito em amostra de chocolate e adicao de analito em
amostra de farinha de arroz comercial. Nas Figuras 14, 15 el6 sdo mostradas as
curvas analiticas obtidas frente a cada uma das técnicas de calibracdo acima
mencionadas e na Tabela 6 estdo representadas as respectivas equacdes das retas

e coeficiente de correlagao.
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Figura 14- Curva analitica utilizando solucdes de Cu* em meio
de HCI 2,0 mol.L™.
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Figura 15- Curva analitica com adicdo de Cu?* no chocolate.
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Figura 16- Curva analitica com adicéo de Cu?* na farinha de arroz.

Tabela 6- Comparacao entre equacdes de calibracdo para os métodos de calibracdo
obtidos.

Calibracao Equacéao R
Padréo aquoso A =0,1329C, + 0,0009 0,9998
Adicao de analito no chocolate A =0,1371C, + 0,0237 0,9999
Adicdo de analito na farinha de arroz A = 0,1348C,, + 0,0036 0,9991

Interpretando os parametros das curvas analiticas pode-se afirmar que a
calibracdo do sistema pode ser efetuada de forma convencional. O coeficiente
angular da equacéo indica a forma como o analito € afetado durante a atomizacao.
Assim, as inclina¢des obtidas sao proximas, indicando que o analito, tanto utilizando
calibracdo convencional quanto adicdo de analito, é afetado da mesma forma, ndo
havendo efeitos de matriz pronunciados. A curva de adicdo de analito na farinha de
arroz comercial, utilizada para simular a matriz, possui também comportamento

semelhante as outras duas curvas obtidas.
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7.1.4 - Validagcdo do método

7.1.4.1 - Limite de deteccéo e quantificacao (LD e LQ)

O limite de deteccgéo (LD) pode ser definindo como a menor massa de analito
que pode ser detectada, com determinada certeza estatistica. E determinado pela
razao entre o desvio padrdo do sinal analitico do branco (obtido por no minimo 10
medidas) multiplicado por um fator de trés, dividido pela inclinacdo da curva analitica
[146,155].

LD

O limite de quantificacdo (LQ) pode ser definido como a menor concentracao
de analito que pode ser determinada quantitativamente, com risco de erro de 5%. E
matematicamente expresso pela razao entre o desvio padréo do sinal analitico do
branco (obtido por no minimo 10 medidas) multiplicado por um fator de dez, dividido

pela inclinacdo da curva analitica.

1
o= 10

A farinha de arroz comercial foi utilizada por ndo haver chocolate com baixa
guantidade do analito que pudesse ser utilizado como branco. A farinha de arroz
entdo selecionada possui caracteristicas semelhantes com a matriz em estudo
(chamada de matriz simulada) como, por exemplo, origem vegetal e granulometria,
além de serem afetadas da mesma maneira durante a atomizacdo, fato este
evidenciado pelas inclinagbes das curvas obtidas. A quantidade de cobre presente
estava consideravelmente baixa. Foi preparada entdo a suspensao a partir de 200
mg de amostra. O LD e o LQ calculados para o cobre a partir de dez medidas (n =

10) foram 0,4 nug.g™* e 1,3 nug.g™, respectivamente.
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7.1.4.2 - Aplicabilidade do método

A faixa dindmica de trabalho para um determinado método analitico (extenséo
de aplicabilidade) é a regido da curva entre a concentracdo mais baixa na qual uma
medida pode ser feita (LQ) até onde a curva desvia-se da linearidade inicial (Limite
de Linearidade, LL) [146]. Na amostragem de suspenséo a faixa de trabalho limita-
se a linearidade da curva de massa (Figura 13), pois, caso haja uma amostra
contendo uma baixa concentracdo de analito, uma alternativa é aumentar a massa
desta amostra na suspenséo, fato que dependera da faixa de linearidade da curva
de massa, sendo que esta ndo deve ser ultrapassada devido a problemas no

sistema de nebulizacao.

7.1.4.3 - Precisao

A precisdo de um método reflete a repetibilidade ou reprodutibilidade das
medidas em uma mesma amostra. Enquanto a repetibilidade indica a concordancia
entre os resultados obtidos pelo método sob as mesmas condi¢cdes (laboratorio,
operador e equipamento), a reprodutibilidade indica concordancia entre o0s
resultados obtidos pelo mesmo método, porém sob diferentes condigdes [149]. E
calculado a partir da razdo entre o desvio padrao das medidas (S¢) e a média das

medidas (Xc), expresso em porcentagem como desvio padréo relativo.

Sc .100
Xe

RSD% =

Para as suspensdes RSD’s aceitaveis sdo maiores que em solu¢des liquidas
(< 5%). A precisdo foi entdo calculada a partir de dez medidas consecutivas na
suspensdo da amostra de chocolate. O desvio padréo relativo obtido foi de 2,5%
para uma concentracéo de cobre na amostra de chocolate de 31,5 ng.g™. Apesar de
aceitaveis, fatores como distribuicdo das particulas e solubilidade do analito no
solvente podem ter influenciado na obten¢&o do RSD.
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7.1.4.4 - Estimativa da exatiddo

Reflete a concordancia entre o valor esperado (real) e o obtido
experimentalmente por um dado método analitico. A checagem da exatiddo pode ser
feita utilizando-se preferencialmente os seguintes procedimentos: determinagao do
analito em material de referéncia certificado, aplicagdo de método com reconhecida
exatidao, aplicacdo de um método independente e medida do analito por método de
adicdo e recuperacao [155]. Nado havia material de referéncia certificado para a
matriz em estudo. Optou-se entdo por utilizar a farinha de arroz certificada devido a
semelhanca de caracteristicas da matriz (explicitado no item 7.1.4.1) e pelo fato da
arrozina comercial ter a mesma natureza da certificada. Foi realizada também a
determinacdo do analito por método de exatiddo reconhecida, onde se optou por
fazer a digestdo em via iumida. As medidas na solucao digerida foram realizadas no
FAAS.

Nos dois materiais de referéncia certificados NIST SRM 1568a e NIES CRM
10-b foram medidas as concentracfes de cobre utilizando o método proposto, e 0s
resultados sdo comparados com os valores certificados. A digestdo por via umida
em sistema fechado, foi usada para determinacao do analito e deteccdo em FAAS e
as concentracdes obtidas sdo mostradas na Tabela 7. Na tabela estdo também as
concentracbes de cobre obtidas pela metodologia de amostragem de suspenséo e
deteccdo por GF AAS. E valido ressaltar que a metodologia foi otimizada de forma
univariada, tendo em vista a confiabilidade nos dados das concentragdes obtidas
pelo método proposto. Algumas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela 8.
Comparacdo estatistica usando teste-t foi utilizado, ndo mostrando diferenca
significativa entre os valores obtidos para os métodos propostos e o0s valores
certificados.
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Tabela 7- Teores médios e desvios padréo para determinacéo de Cu (ug.g™) em amostras

certificadas e em amostras de chocolate em p6 comercial (n = 3).

Valor Digestéao Suspenséao Suspenséo
CRM/amostra certificado em bomba GF AAS FAAS
(9.9 (g9 (Rg-97) (Rg-97)
NIST SRM 1568a 2,4+0,3 - - 25+0,3
NIES CRM 10-b 3,3£0,2 - - 3,2+0,4
Choc. Caseiro - 26,6 + 0,4 26,6 +1,0 26,2+0,4
Choc. Garoto - 29,4+0,3 29,3+0,8 29,6 +0,8
Choc. Jeanne - 31,2+0,9 31,8+0,5 31,5+0,5
Choc Caseiro 2 - 255+0,7 26,4 +0,7 25,8 +0,6
Choc. Jeanne 2 - 30,6 £0,4 30,5+0,8 30,9+0,7
Choc. Van Houten - 48,5+ 0,7 48,0+1,1 48,7+ 0,9

Tabela 8- Parametros operacionais do GF AAS.

Parametro Condicao
Modo de medida do sinal area do pico
Comprimento de onda 324,8 nm
Resolucao espectral 0,5 nm
Corrente da lampada 5 mA
Volume da amostra 20 puL
Temperatura de pirolise 800°C
Temperatura de Atomizacgao 2500°C

Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) para saber se havia
diferenca significativa entre as concentragdes obtidas (Tabela 7) utilizando o método
proposto, digestdo em chapa e medida no FAAS e amostragem de suspensao e
medida no GFAAS [156]. Os resultados obtidos na ANOVA sdo mostrados na

Tabela 9, para um nivel de confianga de 95%.
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Como observado na Tabela 9, o valor de F < Fciico, OU S€ja, Nnd0 ha diferenca
significativa entre o0 método proposto e os outros dois acima citados, utilizados para

checagem da exatidao.

Tabela 9- Analise de variancia das concentragfes obtidas para o cobre.
SQ al MQ F F critico
0,081111 2 0,040556 0,000587 3,68232

Legenda: SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: média dos
gquadrados; F: fator F calculado; F critico: Fator F tabelado.

7.1.5 - Testes complementares

A eficiéncia de extracdo do cobre para a solu¢cdo usando o método proposto
foi investigada. O teste é simples e consistiu em preparar a suspensao, HCl 2,0
mol.L™ e sonicacdo de 15 min, efetuar a medida da suspenséo, levar a mesma a
centrifuga por 10 min em 2000 rpm, efetuar a medida novamente apenas do
sobrenadante. A relacdo obtida indica o quanto o meio esta sendo eficiente em
extrair o cobre para a suspensdo. Sob essas condicdes a extracdo foi de
aproximadamente 90% indicando que, com uma margem de 5% de erro, que O
processo ndo € completo havendo, portanto, necessidade de introducdo do material
particulado em suspensao para recuperagao completa.

A repetibilidade dos sinais de absorvancia utilizando Triton X-100 foi
investigada visando a diminuicdo da taxa de sedimentacdo das particulas assim
como evitar a aglomeracéo, influenciando diretamente a precisdao das medidas. O
teste consistiu em efetuar trinta medidas consecutivas da suspensdo com e sem 0
agente estabilizante, expresso em RSD. A repetibilidade dos sinais foi de 2,5% e
2,2% sem e com o Triton respectivamente, para uma concentracdo final de 0,05%
viv. Teste F foi aplicado [156], onde se observou que F (1,29) < Fcritico (2,97),
confirmando que a presenca de Triton ndo melhora de forma significativa a precisao
das medidas. Nao foi utilizado no preparo das suspensdes, pois aumenta um pouco
o sinal do branco.

A umidade das amostras esteve em torno de 3%, de acordo com o
procedimento descrito no item 6.7.

Erike Salvip 73



Capitulo 7 - Resultados e Discussao

7.2 - DETERMINACAO DE MANGANES E ZINCO UTILIZANDO
AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO E DETECCAO POR
ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM CHAMA
MULTIELEMENTAR SEQUENCIAL

7.2.1 - Otimizacdo das variaveis
Um planejamento fatorial completo 2° foi realizado com o objetivo de
investigar a influéncia das variaveis envolvidas na amostragem de suspensédo. As
variaveis envolvidas no processo e 0s niveis estudados estdo apresentados na

Tabela 10.

Tabela 10- Variaveis e niveis estudados.

Variaveis Nivel Ponto Nivel
inferior central superior
Concentracéo do HNO3 (mol.L™) 1 2,5 4
Concentracao de Triton X-100 (% v/v) 0,05 0,10 0,15
Tempo de sonicacgéo (min) 0 10 20

A matriz de planejamento gerada e as respectivas absorvancias para os trés
elementos sdo mostradas na Tabela 11.

O resultado do planejamento fatorial € mostrado nas Figuras 17 e 18 por meio
dos diagramas de Pareto respectivamente para manganés e zinco. Nos graficos sao
mostrados a probabilidade estatistica (p) de 0,05, para um nivel de confianca de
95%.
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Tabela 11- Matriz de planejamento 22 e respectivas absorvancias.

Exp HNO3 Triton TS Mn Zn

1 - - - 0,0283 0,0884

2 - - + 0,0262 0,0846

3 - + - 0,0267 0,0928

4 - + + 0,0268 0,0877

5 + - - 0,0234 0,0708

6 + - + 0,0173 0,0691

7 + + - 0,0224 0,0693

8 + + + 0,0232 0,0701

9 0 0 0 0,0295 0,0907

10 0 0 0 0,0296 0,0894

11 0 0 0 0,0297 0,0919
HNOs % 11
Triton X TS / 0 &0 i
TS Z - 0,54
HNO, X Triton |7 o
Triton -/ 034 I
HNO; X TS W -0,29 :

fr=05
Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 17- Efeitos estimados para o manganés.
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HNOs [/ B
TS -040 '
HNOs X TS 033
HNO, X Triton _033
Triton 0,29 :
Triton X TS 7 0,0s .

p=.0a
Efeito estimado (valor absoluto)

Figura 18- Efeitos estimados para o zinco.

Analisando os diagramas dos efeitos estimados para 0 manganés percebe-se
que as variaveis nos niveis estudados ndo foram estatisticamente significativas para
0 manganés. O mesmo nao ocorre em relacdo ao zinco, onde a concentracdo do
HNO3; mostrou-se significativa. 1sso se deve ao fato de a regulagem da altura do
gueimador ser fixada em relacdo ao manganés, menos sensivel, perdendo um
pouco de sinal em relacdo ao zinco. A concentracdo de Triton e o tempo de
sonicagdo ndo sao significativos para nenhum dos elementos, pois a taxa de
sedimentacao e a quantidade de analito disponivel no meio sdo adequadas para as
medidas. Com os resultados obtidos, verificou-se entdo a necessidade de otimizacao

de forma univariada.

7.2.1.2 - Tipo e concentracdo do acido

A otimizagdo das varidveis comegou com o estudo da natureza do acido.
Esse estudo veio a confirmar os efeitos observados para os metais no diagrama de
Pareto. Nas Figuras 19 e 20 sdo mostradas as variacdes de absorvancia frente aos

acidos cloridrico e nitrico para os dois elementos estudados.
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Figura 19- Sinais de absorvancia de HCI e HNO; em diferentes
concentracdes para o Mn®*. Condicdes: sonicacdo de 15 min; 200 mg
de amostra.
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Figura 20- Sinais de absorvancia de HCI e HNO3; em diferentes
concentragbes para Zn?*. Condicdes: sonicacdo de 15 min;
massa de 200 mg.
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Interpretando os gréaficos acima, percebe-se que o HNO3; como meio permite a
obtencdo de sinais melhores para Mn e para Zn em todas as concentracfes
estudadas. Foi utilizada para etapas posteriores a concentracdo de 2,0 mol.L™ de
HNO;3;, pois esta foi a condicAo em que as absorvancias foram ligeiramente
melhores. Suspensdes preparadas com HNO;z; 1,0 mol.L™ provocavam ocasional
bloqueio do sistema de nebulizacdo do equipamento.

A limitagdo do equipamento em relacdo a altura do queimador (como
mencionado no item 7.2.1) ja foi resolvida com um sistema integrado automatizado
que permite o controle por parte do software de um motor abaixo do
gueimador/sistema de nebulizacdo onde seriam armazenadas no microcomputador
as posicdes pré-programadas e ideais para cada elemento, comercializados nas
versfes mais novas do equipamento ou adaptando-se aos em uso (sendo inviaveis

devido ao preco).

7.2.1.3 - Estudo do tempo de sonicacéao

A variacao do sinal analitico em funcdo do tempo de sonicacgéo foi estudada

para cada um dos elementos, como mostram as Figuras 21 e 22.

Ill 1§ 1)
lampo {(mm)

Figura 21- Influéncia do tempo de sonica¢do no sinal analitico
para o Mn. Condi¢des: HNO; 2,0 mol.L™"; 200 mg de amostra.
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Figura 22- Influéncia do tempo de sonicag¢do no sinal analitico
para o Zn. Condicfes: HNO; 2,0 mol.L; 200 mg de amostra.

Nos dois graficos percebe-se que na faixa estudada este parametro nao
influencia significativamente no sinal analitico para ambos os metais. Em 5 e 10 min
ocorre, ocasionalmente, entupimento no sistema de nebulizagcdo do equipamento,
indicando que o processo de desagregacdo das particulas foi pouco eficiente. Este
entupimento foi influenciado também devido a medida ser realizada de forma
sequencial, tendo em vista que devido ao tempo maior para ser realizado as
medidas para os dois elementos, ocorre lenta agregacdo das particulas neste

intervalo.

7.2.1.4 - Massa da amostra

A variacdo do sinal analitico em funcdo da quantidade de amostra para os

elementos € mostrada nas Figuras 23 e 24.
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Figura 23- Extensédo aplicada para desvio da inclinagdo para o Mn
Condigdes: HCI 2,0 mol.L™; sonicac&o de 15 min.
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Figura 24- Extenséo aplicada para desvio da inclinacéo para o Zn
Condigdes: HCI 2,0 mol.L-1; tempo de sonicag¢do 15 min.
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Pode-se afirmar a partir dos graficos que ha uma relacdo linear entre a
guantidade de analito disponivel na amostra que é aspirada e absorvancia medida
até 300 mg. Os coeficientes de correlagcdo obtidos sdo todos maiores do que 0,998,
excluindo-se o ultimo ponto (350 mg). Em se tratando de medidas no modo
sequencial, observa-se que quando utilizadas massas a partir de 200 mg comecam
a surgir problemas de entupimento devido a sedimentacédo das particulas ocorrer de
forma mais rapida do que quando operado no modo convencional, havendo entéo
necessidade de constante agitacdo para finalizacdo das medidas. A massa entao

utilizada para as etapas seguintes foi de 150 mg.

7.2.2 - Procedimento de calibracao

A avaliacdo das curvas analiticas obtidas relativas a cada uma das técnicas
de calibracdo sdo mostradas na Tabela 11, para os elementos manganés e zinco,
bem como as respectivas equacdes das retas.

Os resultados obtidos demonstram que o manganés pode ser calibrado de
forma convencional, devido as inclinagdes das curvas indicarem que durante a
atomizacao sao afetados de forma semelhante, diferente do que ocorre com o zinco
onde as inclinagcdes para padrdo aquoso e adicdo de analito no chocolate e na
farinha de arroz impossibilitam tal calibracdo. Foi realizada entdo a calibracdo do
sistema por adicdo de analito na farinha de arroz comercial cujas concentracdes dos
elementos sao baixas. As curvas analiticas para manganés e zinco estédo na faixa de
0,3-1,5 ng.g™.
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Tabela 12- Curvas analiticas obtidas com diferentes técnicas de calibracao.

Elemento Calibracao Equacéo Coeficiente de
correlacéo
Padréo inorganico Abs = 0,1971Cy, + 6,2.10™ 0,9994
Adicao de analito no Abs = 0,1958Cw, + 0,0329 0,9995
chocolate
Mn Adicdo de analitona  Abs = 0,1936Cy, + 0,0086 0,9992
amostra certificada
Adicao de analito na Abs = 0,1947Cy, - 0,0001 0,9991
farinha arroz comercial
Padrao inorganico Abs = 0,4258Cz, - 0,0077 0,9987
Adicao de analito no Abs = 0,4513Cz, + 0,1488 0,9978
chocolate
Zn Adicdo de analitona  Abs = 0,4562C, + 0,0491 0,9991
amostra certificada
Adicao de analito na Abs = 0,4587Cz, + 0,0001 0,9992

farinha arroz comercial

7.2.3 - Validacdo do método

7.2.3.1 - Limite de Deteccao e Quantificacao

O LD calculado a partir de dez medidas (n = 10) da farinha de arroz com

baixas concentracdes dos metais foi 52 ng.g™ para Mn e 61 ng.g™ para Zn. Apesar

de o zinco ser mais sensivel do que o manganés deve-se observar que a altura do

gueimador foi otimizada para o manganés, menos sensivel.

O LQ (n = 10) calculado foi de 0,17 pg.g™ para Mn e 0,20 ug.g™ para Zn.
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7.2.3.2 - Precisao

O desvio padrao relativo calculado para dez medidas do branco (n = 10) foi de
2,6 e 3,2%, respectivamente para manganés e zinco, com concentracdo de 52,7 e
101,0 pg.g* de Mn e Zn em 150 mg de amostra. Tais valores sdo normalmente
maiores no modo sequencial do que no modo normal, pois em se tratando de

suspensdes, no intervalo entre as medidas ocorre sedimentacao das particulas.

7.2.3.3 - Estimativa da exatiddo

Para a estimativa da exatiddo por medida do analito no material de referéncia
certificado utilizando o método proposto, foi usada apenas a amostra certificada
NIES CRM 10-b rice flour. Comparacdo com digestdo em chapa e em bomba, duas
técnicas de reconhecida exatidao, foi realizada e os resultados sdo mostrados nas
Tabelas 13 e 14. Comparacao estatistica usando test-t foi utilizada, ndo mostrando
diferenca significativa entre os valores obtidos para os métodos propostos e 0s

valores certificados.

Tabela 13- Teores médios e desvios padrdo para determinacéo de Mn (ug.g™*) na amostra
certificada e em amostras de chocolate em pé comercial (n = 3).

Valor Digestéao Digestao Suspenséo
CRM/amostra certificado em chapa em bomba no FAAS
(ng.g™) (ng.g™) (ng.g™) (ng.g™)
NIES 10-b 315+1,6 - - 31,019
Choc. Jeanne - 522+1,1 529+1,0 52,714
Choc. Caseiro - 50,8 +2,1 50,9+0,9 492+1,2
Choc. Garoto - 431 +2,0 426 +2,1 42,8+ 1,2
Choc. Jeanne 2 - 451+1,0 458 +1,7 457+1,0
Choc. Caseiro 2 - 49,1 +0,7 50,7+x14 50,2+1,6
Choc. Van Houten - 39,8+1,0 415+1,2 41,1+2,0
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Tabela 14- Teores médios e desvios padrdo para determinacdo de Zn (ug.g™") na amostra
certificada e em amostras de chocolate em p6 comercial (n = 3).

Valor Digestao Digestao Suspenséo
CRM/amostra certificado em chapa em bomba no FAAS
(ug.g™) (ug.g™) (ng.g™) (ng.g™)
NIES 10-b 235+1,2 - - 22,3x0,9
Choc. Jeanne - 100,2+£1,0 101,2+0,9 1010+14
Choc. Caseiro - 90,7+1,2 90,4 +0,6 886+15
Choc. Garoto - 102,3+1,2 102,7+1,1 102,4+£1,1
Choc. Jeanne 2 - 88,3+0,9 88,5+1,1 88,8+1,6
Choc. Caseiro 2 - 86,7+1,0 87,0+1,0 86,814
Choc. Van Houten - 825+13 83,0+0,9 83,3+1,2

Andlise de variancia foi realizada nas concentra¢cbes obtidas na Tabela 13
para 0 manganés e Tabela 14 para o zinco e os resultados encontra-se na Tabela
15.

Tabela 15- Anadlise de variancia das concentracdes obtidas para 0 manganés e o zinco.

Elemento SQ gl MQ F F critico
Mn 1,574444 2 0,787222 0,035627 3,68232
Zn 0,447778 2 0,223889 0,003572 3,68232

Legenda: SQ: soma dos quadrados; gl: graus de liberdade; MQ: média dos quadrados; F:
fator F calculado; F critico: Fator F tabelado.

7.2.4 - Testes complementares

Foi realizado o teste de eficiéncia de extracdo para 0 manganés e zinco. As
condicfes sao as mesmas do item 6.1.4.5. A extracao foi de = 101% para manganés
e 95% para zinco indicando que, com uma margem de 5% de erro, 0 processo €&
completo ndo havendo, portanto, necessidade de introdu¢do do material particulado
em suspensao para recuperacao completa.

A repetibilidade dos sinais de absorvancia utilizando Triton X-100 foi

investigada visando a diminuicdo da taxa de sedimentacdo das particulas assim

Erike Salvip 84



Capitulo 7 - Resultados e Discussao

como evitar a aglomeracéo, influenciando diretamente a precisdo das medidas. O
teste consistiu em efetuar trinta medidas consecutivas da suspensédo com e sem 0
agente estabilizante, expresso em RSD. A reprodutibilidade dos sinais foi de 2,6 e
3,2% sem o Triton X-100 e de 2,1 e 3,0% para manganés e zinco respectivamente
em uma concentracao final de 0,05% v/v. Teste F aplicado onde se observou que
para o0 manganés F (1,53) < Fcritico (2,97) € para o zinco F (1,13) < Fcritico (2,97).
Pode-se concluir entdo que a presenca de Triton X-100 ndo melhora de forma
significativa a precisdo das medidas n&do sendo, portanto, utilizado.

7.2.5 - Avaliacédo dos resultados

As concentracdes obtidas, como demonstradas nas Tabelas 7, 13 e 14,
variaram de 26,2 a 31,5 pg.g™” para cobre, 42,8 a 52,7 ug.g" manganés e 86,8 a
102,4 ng.g™ zinco, utilizando o método proposto.

Levando-se em conta o limite maximo de tolerancia permitido pela legislacao
brasileira para cobre (30 pg.g™t) trés amostras encontram-se acima desse limite,
como mostrado na Figura 25. Considerando o limite estabelecido para o zinco (50
ng.g™) todas as amostras encontram-se bem acima deste nivel, como mostrado na
Figura 26. Como dito no item 2.4, a legislacédo nao estabelece os limites maximos de
tolerdncia para o manganés e sim os valores recomendados de ingestao diaria de
manganés para grupos etarios. Um adulto que tem necessidade diaria de 5 mg
(Tabela 2) deve ingerir do chocolate Jeanne (com maior quantidade de manganés)

cerca de 100 g diarias para suprir tais necessidades.
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CAPITULO 8
CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de amostragem de suspensdo desenvolvida mostrou-se um
procedimento analitico rapido, com baixo risco de contaminacdo e menor custo,
sendo adequada para aplicacdes de rotina.

O estudo da significancia das variaveis utilizando o planejamento fatorial
mostrou-se simples e rapido, permitindo concluir que nenhuma das variaveis nos
niveis estudados é significativa, excetuando-se a concentracao acida para o zinco.

As determinagbes de cobre, manganés e zinco foram realizados com a
introdugdo da amostra diretamente no nebulizador convencional (sem necessidade
de adaptacdes para introducdo da suspensdo) do espectrometro de absorcao
atbmica com chama. O equipamento foi operado no modo sequencial para
determinacao de manganés e zinco.

Devido a limitacdo instrumental em relacdo a altura do queimador, a
calibracdo do equipamento foi realizada em relagcdo ao manganés, menos sensivel
que o zinco, quando operado no modo sequiencial.

Os parametros analiticos mostram-se adequados para determinacdo de
cobre, manganés e zinco, considerando a tolerancia em rela¢do a introducao das
amostras na forma de suspenséo.

Os teores obtidos para cobre encontram-se acima para trés amostras
considerando os limites maximos estabelecidos pela legislacédo brasileira, segundo a
ANVISA. Os teores de zinco nas amostras encontram-se todos acima dos limites de
tolerancia estabelecidos.

Considerando as dificuldades em encontrar as amostras de chocolate em po
amargo na regido, uma busca em outros estados pode vir a ser feita. Além dos
micronutrientes, 0s macronutrientes também podem vir a serem analisados para
servirem de base em tabelas de composicdo mineral, abem como monitoramento

deste alimento.
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ANEXO A

Resolucéo - CNNPA n° 12, de 1978
D.O. de 24/07/1978

A Comissao Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos, em conformidade com o artigo n° 64, do Decreto-lei
n° 986, de 21 de outubro de 1969 e de acordo com o que foi estabelecido na 4102, Sessao Plenaria, realizada em
30/03/78, resolve aprovar as seguintess NORMAS TECNICAS ESPECIAIS, do Estado de Sdo Paulo, revistas
pela CNNPA, relativas a alimentos (e bebidas), para efeito em todo territorio brasileiro. A medida que a CNNPA
for fixando os padrfes de identidade e qualidade para os alimentos (e bebidas) constantes desta Resolucéo, estas
prevalecerdo sobre as NORMAS TECNICAS ESPECIAIS ora adotadas.

CHOCOLATE
1. DEFINICAO

Chocolate é o produto preparado com cacau obtido por processo tecnoldgico adequado e agucar, podendo conter
outras substancias alimenticias aprovadas.

2. DESIGNACAO
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O produto é denominado "chocolate" seguido de sua classificacdo, podendo ser acrescentado o nome da forma

de apresentacdo comercial. Ex.: "chocolate em pd", "Chocolate em tablete", "chocolate com amendoim".

3. CLASSIFICACAO
O chocolate, de acordo com a sua composicao, é classificado em:
a) chocolate em p6 - produto obtido pela mistura de cacau em pé com agUcar;

b) chocolate em pé parcialmente desengordurado e chocolate em p6 sollvel - produto obtido pela mistura de
cacau em po6 parcialmente desengordurado ou cacau sollvel, com agUcar;

¢) chocolate ao leite produto preparado com pasta de cacau, agucar e leite, leite em p6 evaporado ou condensado;

d) chocolate fantasia ou composto - produto preparado com mistura, em proporcdes varidveis, de chocolate,
adicionado ou ndo de leite e de outros ingredientes, tais como améndoa, aveld, amendoim, nozes, mel e outras
substancias alimenticias, que caracterizam o produto; sua denominacgdo estara condicionada ao ingrediente com
que foi preparado.

e) chocolate "fondant" e chocolate tipo sui¢o - produto contendo no minimo 30% de gordura de cacau, 0 que
abaixa o seu ponto de fusao;

f) chocolate recheado moldado - produto contendo um recheio de substancias comestiveis, completamente
recoberto de chocolate. O recheio deve diferir nitidamente da cobertura, em sua composicdo. No minimo 40% do
peso total do produto, deve consistir de chocolate. O produto deve ser denominado chocolate com recheio,
seguido da denominacdo recheio. Ex.: "chocolate com recheio de geléia de frutas";

g) chocolate amargo - produto preparado com cacau, pouco agucar adicionado ou ndo de leite;

h) chocolate cobertura - produto preparado com menor proporc¢do de aclcar e maior proporcdo de manteiga de
cacau, empregado no revestimento de bombons e outros produtos, de confeitaria.

4. CARACTERISTICAS GERAIS

O chocolate deve ser obtido de matérias primas sds e limpas, isentas de matéria terrosa, de parasitos, detritos
animais, cascas de sementes de cacau e de outros detritos vegetais. No preparo de qualquer qualidade de
chocolate, o cacau correspondente ao tipo deve entrar, no minimo, na proporg¢éo de 32%. O aglcar empregado no
seu preparo deve ser normalmente sacarose, podendo ser substituido parcialmente por glicose pura ou lactose. E
expressamente proibido adicionar gordura e éleos estranhos a qualquer tipo de chocolate, bem como, a manteiga
de cacau. Os chocolates ndo podem ser adicionados de amidos e féculas estranhas.

5. CARACTERISTICAS ORGANOLETICAS

Aspectos massa ou p6 homogéneo (exceto no tipo fantasia).
Cor: prépria

Cheiro: caracteristico.

Sabor: doce, préprio.
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6. CARACTERISTICAS FiSICAS E QUIMICAS

Umidade, méaximo 3,0% p/p

Glicidios ndo redutores, em sacarose, maximo 68,0% p/p
Lipidios: Chocolate, minimo 20,0% p/p

Chocolate em p6, minimo 6,5% p/p

Chocolate em p6 parcialmente desengordurado 2,5a 6,4% p/p

Residuo mineral fixo, maximo 2,5% p/p (exceto para o chocolate solavel)

7. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Os chocolates devem obedecer ao seguinte padréo:
*Contagem padrdo em placas:: maximo, 5x104/g.

* Bactérias do grupo coliforme: méaximo, 102/g.

Bactérias do grupo coliforme de origem fecal, auséncia em 1g.
*Clostridios sulfito redutores (a 44°C): méaximo 2x10/g.
*Staphylocoocus aureus: Ausénciaem 0,1 g.

Salmonelas: auséncia em 25g.

*Bolores e leveduras: maximo, 103/g.

Deverdo ser efetuadas determinacGes de outros microrganismos e/ou de substancias téxicas de origem
microbiana, sempre que se tornar necessaria a obtencdo de dados adicionais sobre o estado higiénico-sanitario
dessa classe de alimento, ou quando ocorrerem téxi-infeccdes alimentares.

8. CARACTERISTICAS MICROSCOPICAS

Auséncia de sujidades, parasitos e larvas.

9. ROTULAGEM

O rétulo deve trazer a denominacdo genérica de "Chocolate” seguida da classificacdo constante desta Norma. No
chocolate de fantasia ou composto, deve também constar a declaracdo das substdncias adicionais que
caracterizam o produto. Nos chocolates em p6 parcialmente desengordurados é obrigatério a declaragdo do teor
de lipidios do produto.

(*) Significa periodo de caréncia de 2 anos a partir da data da publicacdo
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ANEXO B

Decreto N° 55.871, de 26 de marco de 1965

Modifica o Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, referente a normas reguladoras do emprego de
aditivos para alimentos, alterado pelo Decreto n° 691, de 13 de marco de 1962.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA , usando das atribuicbes que Ihe confere o artigo 87, inciso I, da
Constitui¢do Federal, e na conformidade do que estatui a letra " b " do nimero XV do artigo 5° da Constituicao
Federal e nos termos da Lei n® 2.312, de 3 de setembro de 1954, regulamentada pelo Decreto n® 49.974-A, de 21
de julho de 1961,

DECRETA:

Art 1° Considera-se alimento, para os fins do presente Decreto a substancia destinada a ser ingerida pelo homem
e fornecer elementos necessarios a seu desenvolvimento e manutencéo.

8 1° Inclui-se as bebidas entre os alimentos.

§ 2° As expressOes "géneros alimenticios” e "produto alimenticios" sdo empregados com o mesmo sentido da
palavra alimento.

Art 2° Considera-se aditivo para alimento a substéncia intencionalmente adicionada ao mesmo com a finalidade
de conservar, intensificar ou modificar suas propriedades, desde que ndo prejudique seu valor nutritivo.
Paragrafo Unico. Excluem-se do disposto neste artigo, os ingredientes normalmente exigidos para o preparo do
alimento.
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Art 3° Considera-se "aditivo incidental" a substancia residual ou migrada, presente no alimento, como
decorréncia das fases de producdo, beneficiamento, acondicionamento, estocagem e transporte do alimento ou
das matérias primas nele empregadas.

Paragrafo Unico. Os aditivos a que se refere este artigo ndo devem exercer efeito sobre as propriedades do
alimento.

Art 4° Os aditivos a que se refere o presente Decreto compreendem:

1) Corante - a substancia que confere ou intensifica a cor dos alimentos.

2) Flavorizante - a substancia que confere ou intensifica o sabor e o aroma dos alimentos e aromatizantes a
substancia que confere e intensifica o aroma dos alimentos.

3) Conservador - a substancia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por microorganismos
ou enzimas.

4) Antioxidante - a substancia que retarda o aparecimento de alteragdo oxidativa nos alimentos.

5) Estabilizante - a substancia que favorece e mantém as caracteristicas fisicas das emulsdes e suspensoes.

6) Espumifero e Antiespumifero - a substancia que modifica a tenséo superficial dos alimentos liquidos.

7) Espessante - a substancia capaz de aumentar, nos alimentos, a viscosidade de solugBes, emulsdes e
suspensoes.

8) Edulcorante - a substancia organica artificial, ndo glicidia, capaz de conferir sabor doce aos alimentos.

9) Umectante - a substéncia capaz de evitar a perda da umidade dos alimentos.

10) Antiumectante - a substancia capaz de reduzir as caracteristicas higroscopicas dos alimentos.

11) Acidulante - a substancia capaz de comunicar ou intensificar o gosto acidulo dos alimentos.

Paragrafo Unico. Para os fins do presente Decreto, a adicdo de substancias reveladoras, indicadoras,
suplementares, medicamentosas e profilaticas aos alimentos terdo seu uso e teor regidos pela legislagdo
especifica.

Art 5° Sera tolerado o uso do aditivo desde que:

a) seja indispensavel a adequada tecnologia de fabricag&o;

b) tenha sido previamente registrado no 6rgdo competente do Ministério da Saude;

) seja empregado na quantidade estritamente necesséria a obtencdo do efeito desejado, respeitado o limite
maximo que vier a ser fixado.

Art 6° Ficam isentos do registro prévio os aditivos incluidos na Farmacopéia Brasileira.

Paragrafo unico. E obrigatorio constar da rotulagem do aditivo o seu nome, o nimero de registro ou a
declaracdo: "Segundo a Farmacopéia Brasileira".

Art 7° O emprego de novos aditivos dependera de aprovagdo pela Comissdao Permanente a que se refere o
presente Decreto, devendo a solicitacdo prévia ser instruida com os seguintes elementos:

a) finalidade do uso do aditivo;

b) relacéo dos alimentos aos quais se deseja incorpora-lo;

€) natureza quimica e suas propriedades;

d) documentacao cientifica, com os resultados das provas efetuadas, de ser o mesmo inécuo na quantidade que se
propde usar;

e) detalhes sobre as medidas a serem tomadas pelo fabricante para o controle do aditivo no alimento, inclusive
métodos de analises qualitativa e quantitativa;

f) nome do tecnologista responsével.

Art 8° E proibido o uso de aditivo em alimentos quando:

1) houver evidéncia ou suspeita de que o mesmo possui toxicidade atual ou potencial,

2) interferir sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do alimento;

3) servir para encobrir falhas no processamento e nas técnicas de manipulacéo;

4) encobrir alteragdo ou adulteracdo na matéria prima ou do produto ja elaborado;

5) induzir o consumidor a erro, engano ou confusdo;

6) ndo satisfazer as exigéncias do presente decreto.

Art 9° Os alimentos que contiverem aditivos deverdo trazer, na rotulagem, a indicagdo dos aditivos utilizados,
explicitamente ou em cédigo, a juizo da autoridade competente, devendo, porém, em ambos 0s casos, ser
mencionada, por extenso, a respectiva classe.

Art 10. Os corantes tolerados pelo presente Decreto compreendem: corantes naturais, caramelo e corantes
artificiais.

§ 1° Considera-se "corante natural™ o pigmento ou corante in6cuo extraido de substancia vegetal ou animal.

§ 2° Considera-se "caramelo" o produto obtido, a partir de agucares, pelo aquecimento e temperatura superior ao
seu ponto de fusdo e ulterior tratamento indicado pela tecnologia.

8§ 3° Considera-se "corante artificial" a substancia, corante artificial de composicéo quimica definida, obtida por
processo de sintese.
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Art 11. Nos alimentos contendo corante artificial é obrigatéria a declaragdo "Colorido Artificialmente".

Art 12. Sera obrigatdrio constar da rotulagem do corante: o nimero do registro; o nome comercial do sinénimo
oficialmente reconhecido conforme discriminacéo deste Decreto e ainda a declaragéo de que se destina a géneros
alimenticios.

Art 13. Seréa tolerada a venda de mistura ou solugdo de, no maximo, trés corantes.

Parégrafo Unico. Devera constar da rotulagem da mistura ou da solugdo posta & venda sua composicéo qualitativa
e quantitativa, bem como o ndmero de registro dos corantes componentes.

Art 14. Sera tolerado nos alimentos emprego de mistura de antioxidantes na dose maxima de 0,02g (dois
centigramas) por cento no total, ressalvados os casos previstos na Tabela I, anexa.

Art 15. Os flavorizantes e os aromatizantes tolerados no presente Decreto compreendem: esséncias naturais,
esséncias artificiais, extratos vegetais aromaticos e flavorizantes quimicamente definidos.

Art 16. Considera-se "esséncia natural”, "6leo essencial”, "6leo etéreo™ ou simplesmente "esséncia”, o produto
aromatico, sapido, volatil, sob a forma oleosa, extraido de vegetais.

§ 1° As esséncias naturais, puras ou em mistura, podem ser apresentadas " in natura " ou adicionadas de outras
substancias proprias para uso alimentar, devendo constar da rotulagem a natureza do veiculo e a concentragdo da
esséncia.

§ 2° As esséncias naturais podem ser privadas de algum de seus componentes, desde que satisfacam as
exigéncias relativas as esséncias no que lhes seja aplicavel, devendo constar da rotulagem as modificacdes
sofridas.

Art 17. Considera-se "esséncia artificial" o produto constituido por substancias artificiais aromaticas, contendo
ou ndo substancias extraidas de vegetais.

Paragrafo Unico. As esséncias artificiais podem ser apresentadas em solugdo ou adicionadas de outras
substancias préprias para uso alimentar, devendo constar da rotulagem a natureza do diluente e o teor da
esséncia.

Art 18. Considera-se "extrato vegetal aromatico" o produto aromatico e sapido obtido de plantas ou de partes de
plantas.

Art 19. Considera-se "flavorizante quimicamente definido" o principio ativo aromatico e sapido, natural ou
sintético, quimicamente definido.

Art 20. E proibida, aos flavorizantes, a adic&o:

a) de corantes, exceto o caramelo;

b) de substéncias de efeitos fisiol6gicos indeterminados;

¢) das seguintes substancias:

Acidos minerais; acidos cianidrico e seus derivados; acido salicilico, seus sais e seus ésteres; acidos benzoico
seus sais e seus ésteres; ésteres de acido nitroso; ésteres do 4cido nitrico; brometo, cloreto e iodeto de etila;
cloroformio; éter etilico; alcool metilico; nitro benzeno; etileno glicol; di-etileno glicol; di-etileno glicol etil-éter;
cumarina e outras substancias prejudiciais a satde.

Art 21. Nos alimentos contendo esséncia artificial ou flavorizante sintético serd obrigatério a declaragéo;
"Aromatizado artificialmente".

Art 22. Ficam sujeitos ao presente Decreto os produtos alimenticios importados.

Art 23. Os produtos alimenticios destinados a exportacdo poderdo ser especialmente fabricados de acordo com as
normas sobre aditivos do pais a que se destinem, devendo, nestas circunstancias, constar da rotulagem a
declaracdo: "Produto destinado a exportacdo, ndo podendo ser vendido no territério nacional."

Art 24. Constitui infracdo passivel de sangdes prevista na legislacdo em vigor fabricar, manter em deposito,
expor a venda ou dar ao consumo produtos em desacordo com o presente Decreto.

Art 25. Fica instituida uma Comissdo Permanente de Aditivos para Alimentos (C.P.A.A.), vinculada ao
Ministério da Salde e integrada por um (1) representante da Comissdo Nacional de Alimentacdo, um (1)
representante do Servico de Inspecéo de Produtos Agropecudrios e Materiais Agricolas, um (1) representante do
Instituto de Fermentacdo, um (1) representante do Instituto Adolfo Lutz, um (1) representante do Instituto Dr.
Francisco Albuquerque, um (1) representante do Laboratdrio Central de Controle de Drogas, Medicamentos e
Alimentos, um (1) representante do Servico Nacional de Fiscalizagdo da Medicina e Farmécia e um (1) técnico
em Bromatologia indicado pela Confederacdo Nacional da Indlstria, sob a presidéncia do Diretor-Geral do
Departamento Nacional de Salde.

Art 26. Competird a C.P.A.A. a que se refere o artigo anterior:

a) dispor sobre a forma do seu funcionamento;

b) elaborar e rever a lista dos aditivos cuja adigdo direta ao alimento seja permitida, fixando os respectivos
limites de tolerancia e estabelecendo seus padrdes de identidade e qualidade;

c) elaborar e rever a lista dos "aditivos incidentais" fixado o respectivo limite de tolerancia e estabelecendo,
guando necessario, padrfes de identidade e qualidade;
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d) encaminhar suas resoluc@es e deliberacdes diretamente para publicacdo nos drgaos oficiais.

8 1° As listas a que se refere este artigo poderdo ser revista por iniciativa da C.P.A.A. ou a requerimento da parte
interessada.

8 2° A proposta de modificacdo, a que se refere o paragrafo anterior, serd formulada na conformidade das normas
aprovadas pela C.P.A.A.

§ 3° As resolugdes da C.P.A.A. serdo publicadas nos 6rgdos oficiais, podendo delas ser dado conhecimento aos
interessados mediante circulares.

§ 4° As deliberagdes da C.P.A.A. produzirdo efeito na data da sua publicacdo em 6rgdo oficial, excetuados os
casos em que a propria C.P.A.A. fixar prazo especial.

§ 5° Caberd recurso de decisdo da C.P.A.A. a ela enderecado e sobre o qual a mesma dispord na forma
estabelecida em conformidade com a alinea " a " deste artigo.

Art 27. A C.P.A.A. reunir-se-a no periodo de fevereiro a novembro de cada ano, ordinariamente duas vezes por
més, e extraordinariamente desde que convocada por seu presidente, por iniciativa propria ou a requerimento de
mais de um ter¢o de seus membros.

Art 28.Cabera aos diretores das reparti¢6es indicadas no artigo 25 designar 0s respectivos representantes e seus
suplentes.

Art 29. Os membros da C.P.A.A. fardo jus a gratificacdo de categoria A, até 0 méaximo de 4 (quatro) reunides
mensais, na forma do Decreto n° 55.090, de 28 de novembro de 1964, correndo as despesas por conta da dotacao
que couber, do Ministério da Salde.

Art 30. Ficam mantidos os aditivos constantes das tabelas anexas aos Decretos n° s 50.040-61 e 691-62 com as
alterac@es introduzidas nas Tabelas, que acompanham o presente Decreto, pela Comissdo Permanente, instituida
pelo art. 25 do Decreto ndmero 50.040-61.

§ 1° A C.P.A.A. podera excluir qualquer dos aditivos anteriormente permitidos, incluir novos aditivos ou alterar
os limites de adicdo anteriormente fixados, desde que nova concepcao cientifica ou técnica contrarie convicgao
estabelecida quanto a sua inocuidade ou limites de tolerancia.

§ 2° As alteracBes a que se refere o paragrafo anterior deverdo ser devidamente fundamentadas e o teor dessa
fundamentacéo sera levado ao conhecimento dos interessados.

Art 31. A aplicacdo do presente Decreto incumbe em cada caso as autoridades sanitarias federais, estaduais ou
municipais, que aplicardo as sanc¢Bes decorrentes do seu ndo cumprimento, nos termos da legislacdo ordinaria
vigente.

Art 32. Este Decreto entrard em vigor na data de sua publicacdo, revogadas as disposi¢cGes em contrério.

Brasilia, 26 de marco de 1965; 144° da Independéncia e 77° da Republica.
H. Castello Branco
Raymundo de Britto

ANEXO
Contaminantes Inorganicos
Contaminante Inorganicos |Alimentos em que podem |Limite Maximo de Tolerancia

ser encontrados LMT (ppm)
Antimonio Bebidas alcodlicas 0,20

fermentadas

Bebidas alcodlicas 0,20

fermento-destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20
Sucos de frutas e xaropes (1,00

naturais

Outros alimentos 2,00
Arsénico Bebidas alcodlicas 0,20

fermentadas

Bebidas alcodlicas 0,10

fermento-destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20

Sucos de frutas e xaropes (0,50
naturais

Outros alimentos 1,00
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Cadmio Bebidas alcodlicas 0,50
fermentadas
Bebidas alcodlicas 0,20
fermento-destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20
Sucos de frutas e xaropes (0,50
naturais
Outros alimentos 1,00
Bebidas alcodlicas 5,00
fermentadas
Bebidas alcodlicas 10,00
fermento-destiladas
Cobre Refrescos e refrigerantes  [5,00
Sucos de frutas e xaropes (30,00
naturais
Outros alimentos 30,00
Cromo Qualquer alimento 0,10
Estanho Qualquer alimento 250,00
MercUrio Peixes, crustaceos e 0,50
moluscos
Qualquer outro alimento  [0,01
Bebidas alcodlicas 0,10
fermentadas
Bebidas alcodlicas 3,00
i fermento-destiladas
Niquel Refrescos e refrigerantes 0,10
Sucos de frutas e xaropes (3,00
naturais
Produtos hidrogenados 4,00
Outros alimentos 5,00
Selénio Alimentos sélidos 0,30
Alimentos liquidos 0,05
Bebidas alcoolicas 5,00
fermentadas
) Bebidas alcoolicas 5,00
Zinco fermento-destiladas
Refrescos e refrigerantes 5,00
Sucos de frutas e xaropes (25,00
naturais
Outros alimentos 50,00
Origem animal "in natura" Industrializado
Carnes 0,50 1,00
Aves 0,20 1,00
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Chumbo

Chumbo

Pescado 2,00 2,00
Leite 0,05 0,05
Derivados do leite: .
queijo - 1,00
manteiga - 0,10
outros - 0,20
Ovos 0,10 0,20
Origem vegeta . :
Bulbos 0,50 0,50
Raizes e tubérculos 0,50 0,50
Cereais 0,50 0,50
Hortalicas 0,50 0,50
Leguminosas 0,50 0,50
Frutas (exceto sucos, 0,50 0,50
néctares, cristalizadas ou

glaceadas)

Sucos e néctares de frutas |- 0,40
Frutas cristalizadas ou - 1,00
glaceadas

Oleaginosas 0,20 0,20
Especifico

Oleos e gorduras - 0,10
Margarina - 0,10
Refrescos e refrigerantes |- 0,20
Bebidas alcoodlicas - 0,50
Cacau (exceto manteiga de |- 2,00
cacau e chocolate adogado)

Manteiga de cacau - 0,50
Chocolate adocado - 1,00
Chocolate ndo adocado - 2,00
AcUcar (sacarose) - 2,00
Dextrose (glicose) - 2,00
Frutose - 0,50
Xarope de glicose - 2,00
Lactose - 2,00
Café torrado e moido - 1,00
Alimento infantil - 0,20
Caseina e caseinatos - 2,00
Outros 0,80 0,80
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ANEXO C

Portaria N © 685, de 27 de agosto de 1998

O Secretéario de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Salde, no uso de suas atribuicdes legais e considerando:

a necessidade de constante aperfeicoamento das agles de controle sanitario na area de alimentos visando a
protecdo a salide da populacéo;

que ¢ indispensavel o estabelecimento de regulamentos técnicos sobre contaminantes em alimentos, com vistas a
minimizar os riscos & satide humana;

0 previsto na Resolu¢do GMC 126/94, que determina que a legislacdo nacional se mantém vigente em cada pais
até que sejam harmonizados instrumentos quadripartites especificos e estes sejam devidamente incorporados ao
ordenamento juridico nacional;

0s pontos j& harmonizados no MERCOSUL sobre o tema (Resolugdes GMC 102/94, 103/94 e 35/96), resolve:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico: "Principios Gerais para o Estabelecimento de Niveis Maximos de
Contaminantes Quimicos em Alimentos" e seu Anexo: "Limites maximos de tolerdncia para contaminantes
inorgénicos".

Paragrafo Gnico - Nos casos dos alimentos ndo contempladas no presente Regulamento, permanecem vigentes 0s
limites maximos de tolerancia para contaminantes inorganicos ja previstos na legislagdo nacional.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacdo revogando-se as disposi¢des em contrério.

GONZALO VECINA NETO

REGULAMENTO TECNICO ] )
PRINCIPIOS GERAIS PARA O ESTABELECIMENTO DE NiVEIS MAXIMOS DE CONTAMINANTES
QUIMICOS EM ALIMENTOS
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1 Serdo estabelecidos niveis méaximos de contaminantes (micotoxinas, contaminantes inorganicos, residuos de
pesticidas, medicamentos de uso veterindrio e de migrantes de embalagens e equipamentos em contato com
alimentos) em alimentos que constituam riscos a satide humana tendo por base as seguintes informagcdes:

1.1 Regulamentos técnicos que definam niveis maximos de contaminantes em alimentos no &mbito regional e/ou
internacional.

1.2 Dados representativos da regifo sobre: incidéncia do contaminante, antecedentes do problema detectado,
dados analiticos e indicagdes sobre 0s possiveis problemas para a sadde.

1.3 Relag&o dos alimentos de maior importancia comercial entre os Estados-Partes.

1.4 Dados e informac0es toxicoldgicas.

1.5 Normas, diretrizes ou recomendagdes da Comissdo do Codex Alimentarius, Unido Européia, FDA ou outros
organismos reconhecidos internacionalmente.

1.6 Dados existentes na literatura cientifica.

1.7 Boas praticas agricolas, pecuérias, industriais e analiticas.

1.8 Possibilidades tecnoldgicas da regiao.

2.0 estabelecimento dos niveis maximos de contaminantes serd realizado levando-se em conta, além do
estabelecido no ponto 1, o seguinte:

2.1 Estabelecer niveis maximos de contaminantes em alimentos industrializados especificos, quando se justifique
em termos de protecdo a salde humana. Nestes casos, devem ser estabelecidos previamente niveis de
contaminagdo nos produtos primarios.

2.2 Os niveis maximos de contaminantes em alimentos serdo considerados na avaliagdo de impacto a sadde do
consumidor.

2.3 Os niveis maximos serdo fundamentados em principios cientificos.

2.4 Quando necessario, 0s niveis maximos de contaminantes devem ser acompanhados dos sistemas de
amostragem e metodologia analitica, assim como dos critérios de aceitacdo e rejei¢éo.

3. Serdo utilizados como guia para o sistema de classificagdo e numeragdo de contaminantes as referéncias do
CODEX ALIMENTARIUS.

4. Os critérios de inclusdo, exclusdo ou modificacdo sdo estabelecidos nos pontos 1 e 2 deste Regulamento.

ANEXO

LIMITES MAXIMOS DE TOLERANCIA PARA CONTAMINANTES INORGANICOS EM ALIMENTOS

1. ALCANCE

Este Regulamento Técnico estabelece os limites maximos de tolerancia dos contaminantes inorganicos: arsénio,

cobre, estanho, chumbo, cddmio e mercurio, nas classes de alimentos relacionadas abaixo.
2. LIMITES MAXIMOS

ARSENIO

Gorduras vegetais 0,1 mg/kg
Gorduras e emulsdes refinadas 0,1 mg/kg
Gorduras hidrogenadas 0,1 mg/kg
AcUcares 1,0 mg/kg
Caramelos e balas 1,0 mg/kg
Bebidas alcoolicas fermentadas 0,1 mg/kg
Bebidas alcoolicas fermento-destiladas 0,1 mg/kg
Cereais e produtos a base de cereais 1,0 mg/kg
Gelados comestiveis 1,0 mg/kg
Ovos e produtos de ovos 1,0 mg/kg
Leite fluido, pronto para o consumo 0,1 mg/kg
Mel 1,0 mg/kg
Peixe e produtos de peixe 1,0 mg/kg
Produtos de cacau e derivados 1,0 mg/kg
Cha, mate, café e derivados 1,0 mg/kg
COBRE

|Oleos e gorduras virgens 0,4 mg/kg
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Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 mg/kg
Caramelos e balas 10 mg/kg
Bebidas alcoolicas fermentadas 10 mg/kg
Frutas, hortalicas e sementes oleaginosas in naturae 10 mg/kg
industrializadas

Gelados comestiveis 10 mg/kg
Lactose 2,0 mg/kg
Mel 10 mg/kg
ESTANHO

Sucos de frutas citricas (enlatados) 150 mg/kg
CHUMBO

Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 mg/kg
Caramelos e balas 2,0 mg/kg
Cacau (exceto manteiga de cacau e chocolate adogado) |2,0 mg/kg
Chocolate adogado 1,0 mg/kg
Dextrose (glucose) 2,0 mg/kg
Sucos de frutas citricas 0,3 mg/kg
Leite fluido, pronto para consumo 0,05 mg/kg
Peixes e produtos de pesca 2,0 mg/kg
Alimentos para fins especiais, preparados 0,2 mg/kg
especialmente para lactentes e criangas até trés anos)

Partes comestiveis cefalopodes 2,0 mg/kg
CADMIO

[Peixes e produtos da pesca 1,0 mg/kg
MERCURIO

Peixes e produtos da pesca (exceto predadores 0,5 mg/kg
Peixes predadores 1,0 mg/kg

Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - SEPN 515, BI.B, Ed.Omega - Brasilia (DF) CEP 70770-502 - Tel:
(61) 3448-1000

Disque Satde: 0 800 61 1997
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