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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver método analitico para a determinacéo de
Cd e Pb em amostras de agua de coco natural e industrializada e leite de coco por
espectrometria de absorcédo atdbmica de alta resolugcdo com fonte continua em forno
de grafite (HR-CS GF AAS). Os modificadores quimicos selecionados foram Pd e
NH4H,PO,4, e as temperaturas de pirélise de 900°C e atomizacéo de 1700°C, para a
determinacao de Cd e Pb, respectivamente. A exatidao foi avaliada com o material
de referéncia certificado IRMM BCR-713 e com os testes de adicdo e recuperacao.
Os percentuais obtidos de recuperacao variaram entre: 98,2 e 105,9 % para Cd e
93,7 e 99,9% para Pb para a amostra de agua de coco industrializada, 97,7 e 110%
para Cd e 91,3 a 95% para Pb na amostra de leite de coco. Os limites de detecc¢ao
e guantificacdo estimados para os métodos propostos foram: (a) diluicio em HNO;
1% vv' empg L™ Cd (LD 0,02 e LQ 0,06); Pb (LD 0,2 e LQ 0,7); (b) extracéo acida
assistida por ultrassom, em ng g* : Cd (LD 0,03 e LQ 0,1); Pb (LD 0,26 e LQ 0,85).
Os métodos foram aplicados em 46 amostras, sendo em 14 amostras de agua de
coco natural e 16 amostras de 4gua de coco industrializada e 16 amostras de leite
de coco, comercializadas em Salvador, Bahia. As faixas de concentracdo
encontradas, em ng L™, foram: Cd (0,42 -18,72) e Pb (4,41 — 36,32) para agua de
coco natural; Cd (0,24 — 1,49) e Pb (6,57 — 29,02) para agua de coco industrializada;
e para as amostras de leite de coco, em ng g™: Cd (0,33 — 5,93) e Pb (3,00 — 22,41).
Os resultados encontrados estdo abaixo do méximo tolerado de acordo com
resolucdo n° 42 de 2013, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Palavras-chave: agua de coco, leite de coco, analise direta, HR-CS GF AAS.



ABSTRACT

The objective of this work was to develop an analytical method for the determination
of Cd and Pb in natural coconut water samples and industrialized coconut water
samples and coconut milk by high-resolution continuum source graphite furnace
atomic absorption spectrometry (HR-CS GF AAS). The chemical modifiers were
selected Pd and NH4H,PO4, pyrolysis temperatures of 900°C and atomization 1700
°C for the determination of Cd and Pb, respectively. The accuracy was verified by
making use of certified reference material (IRMM BCR-713) and addition and
recovery test. The range for recovery test percentage: 98,2 and 105,9% for Cd e Pb
93,7 and 99,9% for the industrialized water coconut sample; 97,7 and 110% for Cd
and 91,3 and 95% for Pb for the coconut milk sample. The limits of detection and
quantification were: (a) diluition in HNO3 1% v v, in pg L™: Cd (LD 0,02 e LQ 0,06);
Pb (LD 0,2 e LQ 0,7); (b) ultrasonic acid extraction, in ng g™*: Cd (LD 0,03 e LQ 0,1);
Pb (LD 0,26 e LQ 0,85). The methods were applied to 46 samples, 14 natural
coconut water samples and 16 of industrialized coconut water samples and 16
samples of coconut milk, traded in Salvador, Bahia. The range of the concentrations
were, in ug L™: Cd (0,42 -18,72) e Pb (4,41 — 36,32) for 14 natural coconut water
samples; Cd (0,24 — 1,49) e Pb (6,57 — 29,02) for industrialized water coconut
sample ; and for coconut milk sample, in ng g*: Cd (0,33 — 5,93) e Pb (3,00 —
22,41). The results are below the maximum tolerated value according to resolution n°
42 de 2013 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Keywords: coconut water, coconut milk, direct analysis,HR-CS GF AAS
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1. INTRODUCAO

1.1 Agua e Leite de coco

A agua de coco é extraida da cavidade do fruto do coqueiro (Cocos nucifera
L.), rica em nutrientes sendo uma alternativa saudavel aos refrigerantes e bebidas
caloricas, uma vez que possui baixos teores de carboidratos e gorduras.
(FROEHLICH, 2015). Corresponde a 25% do peso do fruto, sendo composta por
93% de agua, 5% de acUcares, além de vitaminas, sais minerais e proteinas
(CARVALHO et al., 2012). Além do seu uso tradicional, a agua de coco tem sido
utilizada em areas médicas e biotecnolégicas, como meio de cultivo para virus e
bactérias, conservante de sémen e corneas humanas para transplante, entre outras
utilidades (PENHA, CABRAL e MATTA, 2010).

O coqueiro pertence a familia Arecaceae (Palmae) e sub-familia Cocoideae
(DEBMANDAL e MANDAL, 2011). Teve sua origem no sudeste asiatico, tendo sido
trazido para o Brasil na metade do século XVI. Atualmente, encontra-se em mais de
200 paises diferentes em grandes plantios (FOALE e HARRIES, 2009).

O Brasil é o quarto maior produtor mundial, com uma producdo aproximada
de 2,8 milhdes de toneladas, em uma area colhida de 287 mil ha de coqueiros. Em
relacdo aos paises da América do Sul, a producao brasileira é responsavel por mais
de 80% do total produzido (MARTINS e JESUS, 2014). Estima-se que o cultivo de
coqueiros no Brasil tenha sido iniciado na Bahia, espalhando-se para o litoral
nordestino principalmente em éareas de clima tropical, adaptando-se também em
outras regifes do pais. Na década de 90, o cultivo era limitado as regides Norte e
Nordeste, e nos dias atuais em quase todos os estados do pais (MARTINS e
JESUS, 2014).

No Brasil a area cultivada esta distribuida entre as variedades de coqueiro
gigante, ando e hibrido (resultante do cruzamento entre o ando e o gigante)
(WANDERLEY e LOPES, 2010). Na Figura 1 estdo apresentadas fotos das

variedades dos coqueiros.
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Figura 1. Variedades de coqueiro: A) gigante, B) anéo e C) hibrido. Fotos: Humberto
Rollemberg Fontes.
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Para a producdo de &gua, o coco ando-verde é o mais utilizado
comercialmente, pois contém um maior volume de agua na cavidade central, em um
periodo de tempo relativamente curto, entre seis e sete meses de idade. Durante o
processamento da agua de coco, aclcares podem ser adicionados para correcao e
padronizacdo do teor de sélidos totais dissolvidos, assim como conservantes,
antioxidantes e acidulantes quimicos (PENHA, CABRAL e MATTA, 2010).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da
Instrugdo normativa n° 39, de 28 de maio de 2002 (BRASIL, 2002), define a agua de
coco como “a bebida obtida da parte liquida do fruto do coqueiro (Cocus nucifera L.),
por meio de processo tecnologico adequado, ndo diluido e ndo fermentado”. A
classificacdo da agua de coco esta baseada nas diferentes formas de
processamento, conforme descrito abaixo:

1. Agua de coco “in natura”> que ndo tenha sido submetida a nenhum
processo fisico ou quimico e que se destine para consumo imediato.

2. Agua de coco esterilizada: que foi submetida a um processo adequado de

esterilizacao “comercial’.



18

3. Agua de coco congelada: que foi submetida a um processo adequado de
congelamento, podendo ou ndo ser pasteurizado.

4. Agua de coco resfriada: que foi submetida a um processo adequado de
pasteurizacao e resfriamento.

5. Agua de coco concentrada: que foi submetida a um processo adequado de
concentracédo, cujo teor de sélidos soluveis, medidos em Brix, seja igual ou superior
ao dobro da sua concentracdo natural.

6. Agua de coco desidratada: que foi submetido a um processo adequado de

desidratacéo, cujo teor de umidade seja igual ou inferior a 3% (trés por cento).

O MAPA através da Instrucdo normativa n°® 39 de 2002 estabelece também
exigéncias com relacdo a caracteristicas e composicéao fisico-quimicas. Na Tabela 1,

estédo dispostos os parametros e os valores recomendados.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas exigidas pelo MAPA para estabelecimento da
qualidade de agua de coco.

Parametros Minimo Maximo
Acidez fixa em acido 0,03 0,18
citrico (g/100mL)
pH 4.3 -
Soélidos soluveis em °Brix, - 7,0
a20°C

Neste contexto de busca por habitos alimentares saudaveis, o consumo de
agua de coco vem crescendo, especialmente em regides do litoral brasileiro, por ser
uma bebida leve, refrescante, de 6timo sabor e principalmente por se de baixa
caloria (CARVALHO et al, 2012). Além disso, a agua de coco é um isotbnico natural,
ou seja, apresenta concentracdes de minerais semelhantes as encontradas nos
fluidos organicos, sendo rapidamente absorvida pelo organismo ap0s o0 consumo,
melhorando o desempenho em atividades fisicas (MARTINS e JESUS, 2011).
Apesar do crescimento do consumo de agua de coco, poucos estudos tém sido
desenvolvidos de forma a determinar os teores de nutrientes, em varios niveis de

concentracao.
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Outro produto obtido do fruto do coqueiro (cocos nucifera L) é o leite de coco.
O leite de coco € definido como uma emulséo, obtida através da extragdo da polpa
do coco, composto por (em % m m™): 54,1 de umidade, 32,2 de gorduras, 4,4 de
proteinas e 8,3 de carboidratos (SAIKHWAN et al., 2015). O leite de coco possui
cheiro e sabor particulares, caracteriza-se por uma emulsdo viscosa e com aspecto
branco leitoso e acidez maxima de 5% (mL/100g) (BRASIL, 2000).

Para a conservacéo do leite de coco precisam ser utilizados procedimentos
que envolvem aquecimento: pasteurizacdo e tratamentos com altas temperaturas. A
pasteurizacdo consiste em submeter o leite de coco a temperatura de 72 °C por 20
minutos, sendo que esse procedimento permite que o leite tenha uma vida util de até
5 dias se conservado a 4°C, enquanto que tratamentos com altas temperaturas, do
inglés ultra-high temperature (UHT), em temperaturas de 121 °C por 20 minutos o
produto pode durar até 24 meses quando armazenado em condigbes ambientes
(ARUMUNGHAN, BALACHANDRAN e SUNDARESAN, 1993).

1.2 Aspectos toxicologicos para os elementos Cd e Pb

O cadmio € um metal do grupo IIB da tabela periédica considerado como
metal ndo-essencial, sendo extremamente téxico mesmo em baixas concentraces
(SANTOS, 2009).

Pode ser obtido como sub-produto da exploracdo do zinco e chumbo; e

possui diversas aplicacdes industriais dentre elas pode- se citar (PINTO et.al, 2005) :

. Propriedade néo corrosiva utilizada na industria elétrica e galvanica,
o Como estabilizante na producéo de cloreto de polivinila (PVC),

o Como pigmento nas industrias de plastico e vidro,

o Material de catodo na industria de baterias de Ni-Cd ,

o Composicéao de varias ligas metalicas

A presenca do cadmio no organismo pode lesar praticamente todas as
células, bloqueando a respiracdo celular de alguns sistemas enziméticos
fundamentais. A sua dose letal é estimada em 1 pg g™; fixa-se nos pulmées, baco,
glandulas endocrinas, figado, rim, dentre outros (BRITO FILHO, 1988; PLUNKETT,
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1987). A ingestao de 70% de cadmio pelo ser humano se dé& principalmente pelo
consumo de alimentos de origem vegetal (CARDOSO e CHASIN, 2001; WAGNER,
1993).

O elemento chumbo - pertence ao grupo IV-A da tabela peridédica e também
ndo possui nenhuma fungéo bioldgica conhecida no organismo humano. Este metal
é utilizado na confecgcdo de diversos produtos, devido as suas propriedades fisico-
guimicas, como baixo ponto de fusdo e maleabilidade, tais como: municdo, canos,
protecdo radioldgica, folhas de chumbo, produtos de latdo e bronze; além de
pigmentos de tintas, verniz de cerdmicas, soldas, aditivos anti-detonantes em
combustiveis etc. (MOREIRA e MOREIRA, 2004).

Apesar de sua ampla aplicacdo comercial, a presenca de chumbo no
organismo humano pode provocar sérias complicacdes. Este elemento pode afetar
diversos 6rgaos e sistemas do organismo, pois tem a capacidade de inibir ou imitar a
acdo do célcio e interagir com proteinas; induz a mudancas nos eletrélitos do
sangue (Na, K, Ca, P), no metabolismo mineral (Zn, Cu, Mn, Al, Si) de carboidratos e
de lipideos (com inibicdo das enzimas contendo - SH), no metabolismo da sintese
de proteinas, na utilizacdo de vitaminas (B1, PP, B12, C), na producdo de certos
horm&nios, no metabolismo de aminoacidos, etc. (PAOLIELLO e CHASIN, 2001;
TSALEV e ZAPRIANOV, 1985).

O contato com o chumbo pode se d& através do solo (0 minério galena PbS é
o mais abundante e de onde é extraida a maior parte do chumbo obtido
comercialmente), ar (devido as atividades antropogénica, fumaca liberadas pelos
carros), AN (contaminacéo através do despejo de efluentes em aguas superficiais e
subterrdneas, ou presenca de chumbo em tubos de canalizacdo), alimentos
(contaminacdo originada da agua de preparo, plantas e animais criados em locais
contaminado; alguns recipientes para acondicionamento de alimentos contendo
chumbo) e tintas (algumas tintas contém chumbo na composi¢cdo) (SARYAN e
ZENZ,1994).
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1.3 Procedimentos para o preparo de amostra de alimentos

Convencionalmente as técnicas espectroanaliticas empregadas para a
determinacdo de elementos quimicos demandam a introdu¢do da amostra na forma
liguida. Desta forma, a amostra precisa ser submetida a procedimentos de
tratamento no intuito de deixar o analito disponivel em solucdo para que este possa
ser determinado. Os procedimentos de decomposicdo por via seca ou por via umida
sao os mais utilizados (KRUG, 2010).

Para os métodos de decomposi¢cdo por via seca as amostras sdo submetidas
a aquecimento em forno mufla na presenca de ar (sistema a pressao atmosférica). A
remocao da matéria organica € feita através da utilizacdo de altas temperaturas (na
faixa de 450°C a 800°C), e as cinzas resultantes séo dissolvidas em solucdo acida e
analisadas (HOENIG, 2001; VASSILEVA et al., 2001). As principais vantagens deste
método de decomposicdo sdo a simplicidade (uma vez que sdo utilizados apenas
cadinho de porcelana, platina e outros materiais), possibilidade de trabalhar com
grandes quantidades de amostra. Porém, existem as desvantagens, podem-se citar
a perda por volatilizacao de alguns elementos, possibilidade de contaminacéo, o de
acordo como a metodologia empregada o procedimento pode demandar muito
tempo (KORN et al, 2008; MOMEN, et al., 2006).

A decomposicdo por via Umida consiste no aquecimento da amostra na
presenca de um acido mineral oxidante (HNO3, H,SO,4 ou HCIO,), ou misturas de
acidos e/ou agente oxidante auxiliar (H,O;). Os sistemas de decomposicdo podem
ser abertos ou fechados, com aquecimento condutivo (placa de aqguecimento ou
bloco digestor) ou por radiagdo micro-ondas, com a utilizagcdo de forno de micro-
ondas com cavidade ou focalizados (KRUG, 2010).

A utilizacdo de procedimentos de decomposi¢do acida demanda o uso de
reagentes de alta pureza, geram residuos e podem ser dispendiosos e demorados
de acordo com a metodologia empregada (VALE, OLESZCZUK e SANTOS, 2006).
Assim, a andlise direta e procedimentos de extracdo tém sido propostos como opc¢éo
a estes procedimentos.

O uso da radiacdo ultrassonica € bastante frequente no preparo de diversos
tipos de amostras. A interacdo da radiacdo com o meio liquido gera o fendbmeno de

cavitacdo acustica; este fendbmeno é decorrente da formacéo de ciclos de expansao
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e compressao e consequentemente cavidades na fase liquida (MARTINES,
DAVOLOS, JAFELICCI, 2000). Sucessivos ciclos de expansao e compressao
aumentam o tamanho da cavidade, que ao atingir um diametro critico entram em
colapso gerando temperaturas e pressdes elevadas (KORN et al., 2003). E uma
alternativa simples, rapida e de baixo custo, e que pode ser aplicada na
determinacao de elementos por técnicas espectrométricas (SANTOS, 2012).

Alternativas de preparo de amostra através da diluicio da amostra ou preparo
por extracdo por ultrassom surgem como uma alternativa aos métodos
convencionais uma vez gue exige pouco ou quase nenhum tratamento prévio da
amostra e como consequéncia aumento da frequéncia analitica, baixo risco de
contaminacao e perda de analito durante a etapa de preparo, e também €& vantajoso
devido a auséncia ou baixo consumo de reagentes corrosivos (TORMEN et. al. ,
2011).

1.4 Espectrometria de absorcédo atomica com fonte continua
de alta resolucédo (HR-CS AAS)

A espectrometria de absorcao atdmica (AAS) é fundamentada na absorcao de
radiacdo eletromagnética emitida por uma fonte por atomos no estado gasoso
gerados em um atomizador. O &tomo no estado fundamental absorve radiagcdo com
comprimento de onda especifico; a atenuacao da intensidade de radiacdo (emitida
pela fonte) é utilizada para quantificacdo, sendo proporcional a concentracdo do
analito obedecendo a Lei de Beer (ROSINI et al., 2006). Os componentes basicos de
um espectrometro de absorcdo atémica sdo: fonte de radiagédo, atomizador (chama,
tudo de quartzo, filamento de tungsténio, forno de grafite), monocromador e sistema
de deteccédo (SKOOG; HALLER e NIEMAN, 2006).

Em 1981 Slavin introduziu o conceito STPF (Stabilized Temperature Platform
Furnace) sendo uma gama de condi¢des a serem utilizadas simultaneamente a fim
de garantir a minimizacdo de interferéncias nas determinacdes por GF AAS

(CORREIA, 2001). Essas condi¢cbes sédo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Condi¢des instrumentais e operacionais para as condicbes STPF e suas

implicacdes (CORREIA, 2001).

CondicGes STPF

Implicacdes

Tubo de Grafite com Plataforma de L vov

Sinais de Absorvancia integrado

Tubo de carbono pirolitico

Aquecimento transversal do tubo

Correcao de radiacao de fundo por efeito

Zeeman

Modificador Quimico

Interrupcédo do fluxo de gas na etapa de

atomizacéo

Elevada taxa de aguecimento do tubo de

grafite

Software e dispositivos eletrénicos
adequados para permitir a integragéo do

sinal transiente

Ambiente temporalmente isotérmico

Minimizar as variagdes cinéticas do

processo atomizacao

Reducéo por perdas por difuséo através
das paredes do tubo

Ambiente espacialmente isotérmico

Reducéo de interferéncias espectrais

Aumento da eficiéncia do tratamento

térmico na pir6lise

Aumento do tempo de residéncia da nuvem

atbmica no caminho 6ptico

Reducéo de interferéncia na fase de vapor

e formacgé&o de nuvem atbmica densa

Permitir o registro dos sinais em tempo real

As principais caracteristicas dos modificadores sdo (FROES, WINDMOLLER

e SILVA, 2006):

)] Estabilizar o analito, pelo menos 1000°C, de forma a garantir

eliminacao total da matriz na etapa de pirdlise;

i) Disponivel em alto grau de pureza para evitar contaminacoes;

i) N&o diminuir a vida util do tubo de grafite;

iv) N&o contribuir para a radiacéo de fundo;



24

V) Poder ser aplicado em diversos elementos, o mais universal possivel;

Vi) N&o afetar negativamente a sensibilidade da técnica

Em 1996, Heitmann et. al. descreveram o0 primeiro instrumento de
espectrometria de absorcédo atbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS
AAS) com configuracdo proxima ao que utiliza-se hoje, representado na Figura 3
(BORGES et al., 2005).

Figura 2. Representacdo do HR-CS AAS: 1. Ladmpada de arco curto de xenbnio; 2.
Lampada de nebnio 3. Espelhos focalizadores; 4. Atomizador (chama ou forno de grafite);
5. Fenda de entrada; 6. Espelhos paraboldides; 7. Prisma; 8. Espelhos de deflexdo e fenda
intermediaria; 9. Rede echelle e 10. Detector. Fonte: DESSUY (2007).

As principais diferencas instrumentais em relacdo ao convencional
espectrometro de absorgédo atdbmica com fonte de linha (LS AAS) séo (HEITMANN et
al., 1996; WELZ et al. , 2003; WELZ et al. , 2005):

i) Fonte de Radiacao: diferente dos equipamentos convencionais que utilizam como
fonte lampadas de catodo oco, HR-CS AAS conta com uma Unica lampada de arco
curto de xendnio operado a 300 W cuja emissdo compreende a faixa continua de
190 a 850 nm. Assim, a intensidade de emissdo é cerca de 1 a 3 ordens de
grandeza maior que a de uma lampada de catodo oco, e por conta disso melhoras

na razao sinal/ruido (S/N) e no limite de detec¢éo (LOD) sé&o esperadas.
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i) Monocromadores: O duplo monocromador de alta resolugdo denominado DEMON
(Double-Echelle Monochromator) € constituido de um prisma (a radiacdo sera
dispersa e o espectro de interesse selecionado) e uma uma rede de difracédo echelle
em arranjo Littrow (fornece a resolucéo do intervalo do espectro selecionado melhor
que 2 pm por pixel). A rotacdo do prisma e da rede de difracdo é responsavel pela
selecdo do comprimento de onda desejado.

iii) Detectores: Sao constituidos de um arranjo linear de dispositivos de carga
acoplada (CCD) sensivel na regidao do ultravioleta com 512 x 58 pixels e dimensdes
individuais de 24 x 24 um. O instrumento opera com 512 detectores completamente
independentes, sendo cada pixel é equipado com um amplificador individual, e cerca
de 200 destes sdo geralmente utilizados para propositos analiticos. Assim, toda a
vizinhanca da linha analitica pode ser monitorada fornecendo informacdes valiosas

sobre o ambiente espectral que ndo sao obtidas nos modelos convencionais.

As seguintes vantagens ao se utilizar a HR-CS AAS podem ser destacadas
(WELZ et.al., 2005; BORGES et al., 2005) :

e Uso de uma Unica fonte de radiacdo para todos os elementos;

e Melhora na razao sina/ruido devido a alta intensidade de emissao da fonte,

podem ser obtidas melhoras na precisao e baixos limites de detecgéo;

e Elementos em que fontes de linha ndo sdo disponiveis podem ser

determinados;

e Linhas secundarias podem ser selecionadas sem implicacfes na razéo sinal-
ruido, uma vez que linhas fracas ndo sdo observadas, pois 0 espectro
continuo é emitido e aproximadamente uniforme em todas as regides do

espectro;
e Correcao automatica de absorcao de fundo, ruido da lampada;

e Informacgdes de toda a vizinhancga espectral podem ser obtidas;
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e O software permite o0 armazenamento de espectros de referéncia e € possivel
subtrai-lo do espectro da amostra, de forma que interferéncias espectrais

podem ser eliminadas.

1.5 Aplicagcdes das tecnicas espectrométricas atdmicas
para determinacdo da composicdo quimica de agua e leite de

CcOoCO

Alguns trabalhos sobre procedimentos de tratamento de amostras e técnicas
relacionadas a determinacdes de elementos em agua de coco e leite de coco, estdo
apresentadas na Tabela 3.

Santoso et al. (1996) determinaram macroelementos (Na, K, Ca e Mg) e
micronutrientes minerais (Mn, Fe, Zn, Cu e Al) na agua de coco adquiridas na
Indonésia por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES). Foram estudadas amostras de agua de coco verde e maduro,
que foram submetidas ao aguecimento com &cido nitrico. Os autores relataram que
os teores dos macroelelementos foram maiores na agua de coco maduros do que na
agua dos cocos verdes. Um comportamento analogo foi observado para os
elementos Cu e Al; em contrapartida as concentragcbes de Mn, Fe e Zn foram
menores nas amostras de agua de cocos maduros.

Aleixo et al. (2000) determinaram Se em agua de coco e leite de coco
utilizando a espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite (GF AAS).
Suspensfes foram preparadas com as amostras de agua e leite, utilizando uma
mistura (1:4 v v') de aminas terciarias e uma solucdo de Pd (10% v v') como
modificador quimico. As concentragées de Se variaram entre 6,5 a 21,0 ug L™.

Em outro trabalho, os minerais Ca, Cu, Mg, Mn, Fe e Zn foram determinados
por espectrometria de absorcao atdbmica com chama (FAAS) e K e Na por fotometria
de chama, em amostras de agua de coco comercializadas na cidade de Fortaleza,
CE, a patrtir das cinzas (PINHEIRO et al., 2005). Foram obtidas as seguintes faixas
de concentracéo, em mg 100 mL™: para Ca (22,09-29,50), Mg (4,00-8,20), Fe (0,05-
0,07), K (104,5-273,2), e Na (60,30-108,36).
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De Sousa et al. (2006) quantificaram Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em amostras
de &gua de coco natural e industrializadas, comercializadas em Campinas/ SP, por
ICP OES. As amostras foram diluidas (20% m v') em &cido nitrico 2% (v v?) e
introduzidas no sistema do ICP OES. As concentracdes dos analitos, em mg L%,
encontradas para as aguas de coco naturais e industrializadas foram: Ca (205 + 27,
172 + 62), Mg (108 + 21; 69 + 19), Mn (2,8 £ 0,9; 2,9 + 1,9); Zn (0,28 +0 ,08; 0,11 +
0,07); Fe (0,13 = 0,05) e Cu (0,14 £ 0,05). Os elementos Al, Pb, Cd e Se nao foram
detectados em nenhumas das amostras.

Costa et al. (2006) estudaram os teores dos minerais em agua de coco de
acordo com a idade de maturagdo do fruto. Foram determinados Ca, Mg e P a partir
das cinzas (AOAC, 1990) e quantificados FAAS , sendo K e Na por fotometria de
chama. O potassio € o mineral mais abundante e seus teores variaram em 2572,11
a 3149,4 mg L™. Célcio e Mg atingem sua concentragdo maxima no quinto més de
idade, 226,79 e 115,87 mg L™, e se mantiveram praticamente constante. Sédio e P
estavam presentes em baixas concentracdes e observou-se um aumento conforme
a idade do fruto, as maiores concentracdes encontradas foram 96,36 mg L™ (Na) e
53,54 mg L™ (P).

Tavares (2010) estudou os teores de Pb e Cd por GF AAS em amostras de
adgua de coco industrializadas comercializadas em Jodo Pessoa e Campina Grande
na Paraiba. Foram escolhidas 3 marcas e 4 lotes, de cada marca, para analise. As
amostras foram previamente diluidas 25% (v v''), em 2 mL de &cido nitrico e triton X-
100 (10%). Das amostras analisadas apenas o 2° Lote da marca B foi quantificado o
Pb (4,91 pg L™, e Cd néo foi quantificado em nenhuma das amostras.

Procedimento de extragdo de micronutrientes em leite de coco assistida por
ultrassom foi proposto por Santos et al. (2014) visando a determinacao por ICP
OES. Foi aplicado um planejamento fatorial e a matriz de Doehlert e as condi¢gbes
Otimas obtidas, para 1 g de leite de coco, foram: 10 minutos de tempo de sonicagéo,
20 mL de HNO;z (1 mol L") e 5 minutos de centrifugacdo a 2000 rpm. As
concentracdes encontradas foram (ug gl): Ca (5,8 — 131), Cu (< 0,27- 1,56), Fe
(0,76 - 5,52), K (212 - 1781), Mg (14,9 - 201), Mn (<0,11- 3,88), Na (276 - 625), P (
26-341)e Zn (< 0,74 - 3,2).
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Existem poucos trabalhos na literatura sobre a determinagdo de elementos
nas amostras de 4gua de coco e leite de coco. Dessa forma, estudos sobre os
elementos em baixas concentracdes e potencialmente toxicos séo relevantes uma
vez que podem ser identificadas possiveis contaminacgdes, que podem ser atribuidas
as diferentes etapas do processo de producdo, que envolvem o -cultivo, o

processamento e a estocagem.
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Tabela 3. Trabalhos determinacdo de macro, micronutrientes e contaminantes em agua de coco e leite de coco por técnicas espectrométricas.

Amostra Elementos Preparo da Amostra Técnica Referéncia
Agua de coco natural Na, K, Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Digest&o Acida ICP OES SANTOSO et al., 1996
Al
i _ o ) Diluicdo com aminas
Agua de coco industrializada e Leite Se o GF AAS ALEIXO et al., 2000
terciarias
de coco
. ) o AAS
Agua de coco industrializada Ca, Cu, Mg, Mn, Fe e Zn Combustao PINHEIRO et al., 2005

Agua de coco natural e industrializada

Agua de coco natural

Agua de coco natural

Leite de Coco

Ca, Mg, Mn, Fe, Zne Cu

Ca, Mg, P, Nae K

PbeCd

Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na , P e
Zn

Diluigéo (20% m v™)
em HNO32% (v v™)

Cinzas (AOAC,1990)
Diluidas 25% (v v?),
em 2 mL de HNO; e

triton X-100 (10%)

Extracao acida

assistida por ultrassom

fotometria de chama

ICP OES

AAS

fotometria de chama

GF AAS

ICP OES

DE SOUSA et al.,

2006

COSTA et al., 2006

TAVARES, 2010

SANTOS et al., 2014




30

1.6 Objetivos

1.6.1 Objetivo Geral

Desenvolver método analitico para a determinacdo de cadmio e chumbo em
amostras de é&gua de coco natural e industrializada e leite de coco por
espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugdo com fonte continua em forno
de grafite (HR-CS GF AAS).

1.6.2 Objetivos especificos

e Investigar as melhores condicbes em termos de temperaturas de pirélise e
atomizacdo para a determinacdo de cadmio e chumbo em amostras de agua de
coco natural e industrializada e leite de coco por HR-CS GF AAS;

¢ Avaliar o efeito do uso de modificadores quimicos na determinacédo de cadmio
e chumbo neste tipo de amostra por HR-CS GF AAS;

e Validar o método analitico proposto para determinag¢do de cadmio e chumbo
em amostras em amostras de agua de coco e leite de coco natural e industrializada
por HR-CS GF AAS;

e Determinar e comparar as concentracdes de cadmio e chumbo em amostras
de agua de coco natural e industrializada e leite de coco, visando fazer um perfil

preliminar destes elementos;
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2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Reagentes e Solucdes

Foram utilizados &cido nitrico destilado 16 mol L* (Merck, Alemanha),
perdxido de hidrogénio 30 % m m™ (Merck, Alemanha), solu¢des padrdo 1000 mg L™
de Pb, Mg e Cd (Specsol, Brasil), solu¢cdes de modificadores quimicos: Pd 0,1% m
v NH4H,PO,4 1% m v (Specsol, Brasil), e 4gua ultrapura com resistividade 18,2 MQ
cm™ de um sistema de purificacéo Purelab Elga® (Elga, Reino Unido).

Antes da realizacdo dos experimentos, todo o material utilizado (vidrarias,
frascos plasticos, etc.) foi previamente lavado com detergente neutro e submersos
em solucdo de &cido nitrico 10% v v* por um periodo de 24 h. Em seguida lavados

com agua deionizada, e seco em temperatura ambiente.

2.2 Equipamentos e materiais

No procedimento de extracdo ultrassbnica para leite de coco foram
empregados banho ultrassénico VWR modelo 75D (Cortland, New York, USA) e
centrifuga Marconi modelo MA-1810 (Piracicaba, Brasil).

Para a quantificagcdo dos metais foi empregado espectrometro de absorcao
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua com forno de grafite, Modelo ContrAA
700 da Analytik Jena AG (Jena, Alemanha), com amostrador automatico MPE 60
(Analytik Jena AG), conforme Figura 5. A fonte de radiacdo do equipamento € uma
lampada de arco curto de xenbnio de alta pressdo XBO 301 (GLE, Berlim,
Alemanha), operando com uma poténcia nominal de 300 W no modo hot-spot, o qual
é caracterizado pela formagédo de um pequeno plasma com emisséo de radiacéo de
alta intensidade. Este equipamento possui um duplo monocromador Echelle
constituido por um prisma para pré-dispersdo da radiacdo e um monocromador
Echelle que fornece a alta resolucdo. O sistema de detec¢cédo é composto por arranjo

de dispositivos de carga acoplada (CCD). Gas arg6nio utilizado como gas de purga
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e protecdo, com pureza de 99,998% e vazdo de 2,0 L min?, durante todas as
etapas, exceto durante a atomizagao. As absorvancias foram coletadas usando o CP

+ 1.

Figura 3. Espectrdmetro de absorcao atdbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua com
forno de grafite, Modelo ContrAA 700 da Analytik Jena AG (Jena, Alemanha), com
amostrador automatico MPE 60 (Analytik Jena AG).

Para as determina¢Bes nas amostras, brancos e padrées foram injetadas em
tubos de grafite piroliticamente revestidos com plataforma integrada (Analytik Jena
AG) 20 uL de amostra, 5 uL de modificador Pd para o Cd e NH4H,PO, para Pb e 5
uL de H,O, (exceto na construcdo da curva analitica).Os comprimentos de ondas
utilizados foram: 217,0005 nm para o Pb e Cd 228,8018 nm.

2.3 Amostras e material de referéncia certificado

Foram adquiridas 46 amostras entre 0os meses de outubro e novembro de
2015, sendo 14 amostras de agua de coco natural, 16 amostras de agua de coco
industrializada e 16 amostras de leite de coco. As amostras de agua de coco natural
foram adquiridas em pequenos pontos comerciais, “carrinhos de agua de coco”
localizados em diversos pontos localizados no centro da cidade de Salvador/BA,
numerados de 1 a 14. As amostras foram adquiridas em copos de descartaveis e

imediatamente armazenadas em frascos de polietilieno (50 mL), previamente
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descontaminados, e armazenadas na geladeira até a realizacdo da andlise. Na
Tabela 4 estdo descritas as amostras e seus respectivos os codigos de identificacéo.

N&o foi possivel obter informacfes sobre a origem das amostras de agua de
coco natural adquiridas, uma vez que os comerciantes alegaram o desconhecimento

dessas informacoes.

Tabela 4. Caodigos e descricdo das amostras de agua de coco natural adquiridas na cidade
de Salvador — Ba entre outubro e novembro de 2015.

Amostras Descricéo Amostras Descricéo
AN1 Campo Grande ANS8 Garcia
AN2 Campo Grande AN9 Garcia
AN3 Campo Grande AN10 Barra
AN4 Canela AN11 Barra
AN5S Canela AN12 Barra
ANG6 Canela AN13 Piedade
AN7 Garcia AN14 Piedade

Foram feitas pesquisas em alguns supermercados da cidade de Salvador/BA,
com objetivo de obter o maior numero de amostras de agua de coco industrializada
de diferentes marcas. Dessa forma, foram encontradas 8 diferentes marcas
(numerados de 1 a 8) de agua de coco, das quais foram adquiridas 2 amostras de
diferentes lotes (designados de A e B). Na Tabela 5, encontram-se a codificacdo das

amostras de agua de coco industrializadas.

As informagBes que constam nos rotulos das amostras de agua de coco
industrializada constam apenas o local e industria de envase, informacdes a respeito

do local de cultivo e obtenc&o dos cocos nao séo informadas.
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Tabela 5. Cddigos e descricdo das amostras de agua de coco industrializadas adquiridas na
cidade de Salvador, Bahia, entre outubro e novembro de 2015.

Amostras

Descricéo

Amostras

Descricao

AlA

A2A

A3A

A4A

AS5A

AGA

A7A

ABA

Fornecedor 1 lote A

Fornecedor 2 lote A

Fornecedor 3 lote A

Fornecedor 4 lote A

Fornecedor 5 lote A

Fornecedor 6 lote A

Fornecedor 7 lote A

Fornecedor 8 lote A

AlB
A2B
A3B
A4B
A5SB
A6B
A7B

A8B

Fornecedor 1 lote B

Fornecedor 2 lote B

Fornecedor 3 lote B

Fornecedor 4 lote B

Fornecedor 5 lote B

Fornecedor 6 lote B

Fornecedor 7 lote B

Fornecedor 8 lote B

Os critérios utilizados para escolha das amostras de leite de coco foram

semelhantes aos utilizados para agua de coco industrializada. Foram adquiridas 16

amostras de leite de coco também em supermercados de Salvador/BA no mesmo

periodo que as demais amostras de agua de coco, sendo que 10 amostras estavam

armazenadas em embalagens de vidro (simbolizadas na sigla da amostra pela letra

V), 6 em embalagens de plasticos (simbolizadas pela letra P) em um total de 11

marcas diferentes (identificados nas siglas das amostras de 1 a 11); nas variedades

tradicional (T), light (L), teor reduzido de gordura (R). Na Tabela 6, esta disposta a

codificacdo das amostras de leite de coco utilizadas.



Tabela 6. Codigos e descricdo das amostras de leite de coco industrializadas adquiridas na

cidade de Salvador — Ba entre outubro e novembro de 2015.

Amostras Descricao Amostras Descricao

LV1T Fornecedor 1, embalagem LV5R Fornecedor 5, embalagem de
de vidro, tradicional vidro, teor reduzido

LV2 T Fornecedor 2, embalagem Fornecedor 6, embalagem de
de vidro, tradicional LP6T plastico, tradicional

LV3T Fornecedor 3, embalagem Fornecedor 7, embalagem de
de vidro, tradicional LP7T plastico, tradicional

LV3L Fornecedor 3, embalagem Fornecedor 8, embalagem de
de vidro, light LP8T plastico, tradicional

LV3R Fornecedor 3, embalagem Fornecedor 9, embalagem de
de vidro, teor reduzido LPOT plastico, tradicional

Lv4L Fornecedor 4, embalagem Fornecedor 9, embalagem de

de vidro, light LP9R plastico, teor reduzido

LVv4T Fornecedor 4, embalagem Fornecedor 10, embalagem de
de vidro, tradicional LP10T plastico, tradicional

LV5T Fornecedor 5, embalagem Fornecedor 10, embalagem de
de vidro, tradicional LV11T plastico, tradicional

Para avaliar a exatiddo do procedimento proposto foi utilizado o material de
referéncia certificado de aguas residuais IRMM BCR-713 e foram realizados testes
de adicado e recuperacao.
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2.4 Preparo de Amostras

2.4.1 Agua de Coco

Aliquotas de 5 mL das amostras de 4gua de coco foram diluidas (1:1 v v?)

com solugao de &cido nitrico 1% v v** para um volume final de 10 mL.

2.4.2 Leite de Coco

As amostras de leite de coco foram submetidas a um procedimento de
extracdo proposto por Santos et al. (2014). O procedimento consistiu em pesar cerca
de 1 g da amostra de leite de coco, avolumar com solucédo de HNO3; 1 mol L™ para
20 mL e colocar em banho ultrassénico por 10 minutos; as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos numa rotacado de 2000 rpm, e em seguida filtradas em
papel de filtro quantitativo.

2.5 Determinacao de cadmio e chumbo por HR-CS GF AAS

2.5.1 Avaliacao do uso de modificadores quimicos

Apds a selecdo do tratamento de amostra mais adequado, foi feita uma
avaliacdo de diferentes modificadores quimicos, a fim de otimizar as melhores
temperaturas de pirélise e atomizacdo. Foram avaliados os modificadores Pd (0,1 %
m v') e Mg (0,05 % m v), individualmente e combinados para a determinacdo de
Cd; e utilizacdo NH,H,PO, (1 % m v') e Pd + Mg para a determinacéo de Pb. Para
isso, as determinacdes de Cd e Pb foram feitas com co-injecao de 5 uL da solucao
do modificadores, 5 uL de H,O,, e 20 pL de amostra.

Para a avaliacdo dos modificadores quimicos foi escolhida a amostra A3A, de
forma aleatoria, sendo realizado um enriguecimento com os elementos Cd e Pb, nas
concentracdes 2 pg L' e 20 ug L?, respectivamente. J& para o leite de coco a

amostra utilizada foi a LV3T, que foi também enriquecida de forma similar.
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2.5.2 Programas de aquecimento do forno de grafite

Para a construcao das curvas de pirélise e atomizacdo de cadmio e chumbo
nas amostras de agua de coco e leite de coco por HR-CS GF AAS foram utilizados

0s programas de aquecimento mostrados na Tabela 7 e 8.

Tabela 7. Programa de temperatura para determinacao de Cd com e sem a utilizacdo de
modificadores nas amostras de 4gua de coco e leite de coco.

Etapa Temperatura (°C) Rampa Tempo (s)
(°Cl/s)
Secagem 110 3 10
Secagem 140 5 20
Pirélise 400 - 900?/ 400-1200 ® / 400 -700 ¢/ 400-1200 ¢ 100 20
Atomizagdo 750-1700% / 1300- 1900° / 800 — 1600 1300 — FP 3
1900¢

Limpeza 2450 500 4

FP - FULL POWER ®sem modificador, ® Pd+ Mg, Mg (somente de para agua de coco) e’Pd

Tabela 8. Programa de temperatura para determinacdo Pb nas amostras de agua de coco e
leite de coco com e sem a utilizacdo de modificadores.

Etapa Temperatura (°C) Rampa Tempo
(°Cls) (s)
Secagem 110 3 10
Secagem 140 5 20
Pirdlise 400 - 900%/ 400-1000° / 400 -1100° (Agua de coco) 100 20

400- 1100%/ 400 -1300° (leite de coco)

Atomizagdo 1000-1800%/ 1100- 1900°/ 1200 — 1900° (4gua de FP 3
coco)

1100 - 1600 ?/ 1400 — 1800 ° (leite de coco)

Limpeza 2450 500 4

FP - FULL POWER ?sem modificador, ® Pd+ Mg (somente para agua de coco) , ° NHsH.PO,4
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2.5.3 Validacdo do método analitico para quantificacao
de Cd e Pb

O método analitico proposto foi validado através da obtencdo dos seguintes
parametros de desempenho: limites de deteccdo e quantificacdo, faixa linear de

trabalho, efeito de matriz, precisédo e exatidao.

2.5.3.1 Limites de Deteccdo e Quantificacao

Para obtencdo dos limites de deteccdo e quantificacdo foram analisadas 10
solugdes do branco analitico, submetidos aos procedimentos de preparo idénticos as
amostras. Segundo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Industrial (INMETRO), o limite de deteccdo (LOD) é definido como a menor
concentracdo do analito que pode ser detectada por determinado método, mas nao
necessariamente quantificada. E considerado como 3 vezes o desvio-padrio de uma
série de medidas de branco (Equacgéo 1) (INMETRO, 2007):

LOD= 3s
S

Equacéo (1)

Em que:
s: 0 desvio padrédo das medidas do branco

S: o valor da sensibilidade (coeficiente angular da curva de calibracédo)

O limite de quantificacdo (LOQ) é definido como a menor concentracdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitavel. O
LOQ é considerado como 10 vezes o desvio-padrdo de uma série de medidas de
branco. Assim, conforme representado pela Equacéao 2 (INMETRO, 2007):

LOQ= 10s
S

Equacéo (2)
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2.5.3.2. Concentracao caracteristica

Definida como a concentracdo do elemento que produz 1% de absorvancia
(0,0044). Sendo determinada pela razdo entre 0,0044 e a inclinacdo da curva
analitica (sensibilidade) (WELZ, 1999).

2.5.3.3. Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho foi obtida através do estudo da linearidade da curva

de calibracdo na faixade 0 a5 pg L™ para Cd; e 0 a 30 ug L™ para Pb.
2.5.3.4 Efeito de matriz

Para avaliar a especificidade do método, foram preparadas duas curvas
analiticas de calibracdo, sendo uma curva em meio acido nitrico e outra em meio
das amostras de agua de coco (A3B) e leite de coco (LV3T) nas faixas de
concentracdo de 0 a 25 ug L™t e 0 a 4 pug L™, para Cd e Pb respectivamente. Através
da razdo dos coeficientes angulares das curvas analiticas foi possivel avaliar a

existéncia ou ndo do efeito de matriz (PINHO, 2009).

2.5.3.5 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade, realizando-se cinco
ensaios dos procedimentos propostos ho mesmo dia para a amostra de agua de

coco A4A e a amostra de leite de coco LV1.

2.5.3.6 Exatidao

A exatiddo foi estimada através da utilizagdo do material de referéncia

certificado de 4gua (IRMM BCR-713) e através de teste de adi¢cdo e recuperacéo.

O teste de adicéo e recuperacéao foi realizado através da adicdo de aliquotas

de solugéo estoque dos elementos (em trés niveis de concentracdo) na amostra de
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agua de coco A3B e a amostra de leite de coco LV3T em triplicata. Na Tabela 9, os
niveis de concentracdes empregados nos testes.

Tabela 9. Concentracéo de padrdo adicionada as amostras de agua de coco e leite de coco.

Elemento Concentracéo (ug L™)
Cd 1 2,5 4
Pb 5 7,5 25

As amostras de agua de coco e leite de coco fortificadas foram submetidas ao
procedimento descrito no item 2.4. As taxas de recuperacao, R(%), foram calculadas

conforme a Equacéo 3.

R(%) = (Cl-C2)X 100

(C3) Equacao (3)

Em que:
C1: concentracdo determinada na amostra adicionada;
C2: concentracao determinada na amostra nao adicionada;

C3: concentracédo adicionada

3. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

3.1 Estratégias para analise de agua de coco por simples
diluicao

A agua de coco € uma matriz complexa com alto teor de matéria organica. Na
realizacdo dos primeiros experimentos utilizando a amostra in natura observou-se
deposicao de grande quantidade de carbono na plataforma de grafite, que diminui a
sua vida util, aléem da geracdo de fuligem no interior do tubo; estes fatos também
foram observados por Tavares (2010) e Aleixo et al. (2000), sendo atribuidos a baixa

eficiéncia na eliminacdo da matriz, durante a etapa de pirdlise.
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Algumas estratégias para eliminacéo de residuos carbonaceos, em andlise de
amostras com alto teor de matéria organica por GF AAS, tém sido relatadas na
literatura. Dakukazu et al. (2001) utilizaram a pirélise assistida por fluxo de oxigénio
na determinacdo de arsénio em acucar com o intuito de promover uma oxidagao
eficiente da matriz, porém o emprego deste artificio tem a desvantagem de diminuir
a vida atil do tubo devido as reagBes do oxigénio com o mesmo. Souza (2004)
avaliou a adicdo de uma etapa de pré-pirélise para eliminacdo de residuo na
determinacdo direta de chumbo em solugcbes de aclUcar obtendo reducdo na
formacao de residuos. O uso de agentes oxidantes e diluicdo da amostra como
alternativas para a determinacdo de cobre, manganés e cadmio, foi descrito por
Paes (2007) sendo proposto a diluicdo da amostra duas vezes em acido nitrico 0,2%
v v! e a co-injecdo de 5 pL de peréxido hidrogénio para auxiliar na oxidacdo da
matriz na etapa de pirdlise.

Neste trabalho foi avaliada a diluicdo da amostra 1:1 v viem HNO; 1% v v?,

e a co-injecdo de 5 pL de peréxido de hidrogénio 30% m m ™

, a fim de promover
uma oxidacao efetiva da matriz na etapa de pirélise. Nos testes realizados sob estas
condicdes, ndo foram observados a formacédo de fuligem, nem depdsito de carbono
no tubo de grafite indicando que a oxidacéo e eliminacédo da matriz foram eficientes.
Com base nos resultados obtidos, para estudos posteriores com a agua de
coco foi adotada a diluicdo de 5 mL da amostra com HNO3 1% v v* para um volume

final de 10 mL; e co-inje¢édo de 5 uL de H;0..

3.2 Estudo dos efeitos dos modificadores quimicos nas

temperaturas de pirdlise e atomizacao de cadmio e chumbo

De acordo com os trabalhos publicados na literatura, para a determinagéo de
Cd e Pb, em varios tipos de amostras, os modificadores quimicos utilizados séo Pd,
Pd+Mg, Mg e NH4H,PO4 (VOLYNSKY e WENNRICH, 2002; NOBREGA et. al. ,
2004; VOLYNSKY, 2004; ORTNER et. al., 2002). Dessa forma, estes modificadores

foram selecionados para estudo nesse trabalho.
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3 2.1 Cadmio

3.2.1.1 Curvas de temperatura de pirélise e atomizacéao de Cd na

amostra de dgua de coco

A curva de temperatura de pirédlise foi obtida através da variacdo da
temperatura de pirdlise mantendo fixa a temperatura de atomizagéo, com o intuito de
avaliar a estabilidade térmica do analito, ou seja, obtencdo da temperatura maxima
gue podera ser utilizada sem que ocorra perda de analito por volatilizacdo. Para a
obtencado da curva, devido ao baixo teor de cadmio na amostra empregada, foi feita
a adicdo deste analito para uma concentracdo final de 2 ug L. Em todos os
estudos, foi utilizada a amostra de dgua de coco A3A, escolhida de forma aleatoria
(Tabela 4).

Os modificadores quimicos sdo empregados com a finalidade de retardar a
volatilizacdo do analito e/ou aumentar a eficiéncia de eliminacdo da matriz na etapa
de pir6lise, proporcionando temperaturas mais adequadas para essa etapa (ROSINI,
et al., 2006). Neste sentido, os modificadores quimicos Pd 0,1% m v*! (5,0 ug de
Pd), Mg 0,5% m v* (2,5 ug de Mg) e Pd+ Mg (5,0 ug de Pd + 2,5 pug de Mg) em
HNOs 0,5% (v v') foram avaliados. Para a obtencdo das curvas de pirdlise, a
temperatura de atomizacao foi fixada em 1800°C.

Na Figura 5 sdo apresentadas as curvas de pirdlise para Cd na amostra de
agua de coco com e sem modificador quimico. . Pode-se observar que na curva de
temperatura de pirélise sem modificador quimico, a absorvancia diminui de forma
drastica com o aumento da temperatura, indicando perda de cadmio por volatilizacéo
alcancando temperatura maxima de pirélise de 550°C. Comportamento semelhante
foi observado quando Mg foi utilizado como modificador (WELZ,1999).

Por outro lado, com a utilizagdo dos modificadores Pd e Pd+Mg, verifica-se
um aumento significativo da estabilidade térmica do analito, possibilitando o uso de
temperaturas de pirélise mais elevadas. Neste caso a temperatura maxima de
pirdlise foi de 900°C, para ambos modificadores. Portanto, verifica-se um aumento
de 400°C na temperatura de pirdlise em comparacdo com a aquela obtida na

auséncia de modificador.
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Desta forma, considerando os resultados obtidos para a etapa de pirélise
(Figura 5), foram selecionadas as seguintes temperaturas de pirélise para obtencao
das curvas de atomizacao, temperaturas de: 500°C para as curvas sem modificador
e com Mg, e 900°C Pd+Mg.

Figura 4. Curvas de temperatura pirélise e atomizacéo obtidas para Cd na amostra de agua
de coco A3A fortificada com 2 pg L™, na auséncia e na presenca de modificadores quimicos:

Pd + Mg (5 ug + 3 pg), Mg (3 ug) e Pd (5 pug) .
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Os estudos de otimizacdo das temperaturas da etapa de atomizacdo na
presenca e auséncia de modificador também sao apresentados na Figura 5. De
acordo com Luz et al. (2003) a temperatura 6tima de atomizacdo pode ser definida
como a menor temperatura em que o melhor sinal analitico € obtido.

Analisando as curvas e temperaturas de atomizacdo contidas na Figura 5,
maiores sinais de absorvancia foram obtidos em temperaturas de atomizacgao
menores (observando a faixa de temperatura de 1500 a 1800°C para o Pd). Porém o
perfil do sinal analitico também deve ser considerado. Para a amostra com
modificador Pd, por exemplo, a temperatura de atomizacao de 1500°C apresenta um
sinal analitico maior. No entanto, o perfil do pico nesta temperatura fica mais largo
guando comparado com temperaturas de atomizacdo mais elevadas, como pode ser
observado na Figura 6, resultando menor precisdo. Dessa forma, foi selecionada a
temperatura de atomizacdo de 1700°C para o modificador Pd, uma vez que
apresentou um melhor perfil de pico (simétrico) sem mudar de forma significativa o

valor do sinal analitico.

Figura 5. Perfil dos picos de atomizagéo obtidos para Cd na amostra de agua de coco A3B
fortificada com Cd 2 ug L™ usando modificador quimico Pd em diferentes temperaturas de
atomizagao.
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As escolhas das temperaturas de atomizagao para os demais modificadores
seguiram 0s mesmos critérios utilizados para o Pd. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 10.
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Tabela 10. Temperaturas de pirdlise e de atomizacdo para Cd obtidos na auséncia e na
presenca de diferentes modificadores quimicos.

Modificador quimico Temperatura de pirélise (°C) Temperatura de atomizacgao (°C)

Sem modificador 500 1100
Pd 900 1700
Pd+Mg 900 1700

Mg 500 1200

Levando em consideracdo a complexidade da matriz da dgua de coco, a
eficiéncia da etapa de pirélise € muito importante, uma vez que 0s concomitantes da
matriz precisam ser eliminados. Assim, tanto o modificador Pd e a mistura Pd+Mg
poderiam ser utilizados para a determinacdo de Cd nas amostras de 4gua de coco,
pois ambos estabilizam o Cd a temperaturas de até 900°C. Porém, a utilizacdo do
Pd como modificador implicou num aumento na sensibilidade, que pode ser
observado nas curvas de pirolise e atomizacdo, apresentadas na Figura 5.

Assim, para a determinacdo de Cd nas amostras de agua de coco foram
selecionadas as seguintes condi¢cbes: temperaturas de pirolise e atomizacdo de

900°C e 1700°C, respectivamente, e Pd como modificador quimico.

3.2.1.2 Curvas de pirélise e atomizacdo do Cd na amostra de
leite de coco

A amostra de leite de coco utilizada para os estudos de pirélise e atomizacao
continha concentracdo de Cd adequada para o estudo, de forma que nao foi
necessaria a sua adicao. Em todos os estudos foi utilizada a amostra LV3T, também
escolhida aleatoriamente (Tabela 5).

A temperatura de atomizacdo foi mantida em 1700°C para a obtencao das
curvas de pirdlise para amostra sem modificador. Como foi observado no estudo
anterior que a utilizacdo do Mg como modificador ndo conferiu ao Cd uma
estabilizacdo efetiva, o mesmo néo foi selecionado para este estudo. Assim, 0s
modificadores Pd+Mg e Pd foram empregados. Os resultados desse estudo séo
apresentados na Figura 7.

Na Figura 7 estdo mostradas as curvas de temperatura de pirélise obtidas

para Cd na amostra de leite de coco. Pode-se observar um comportamento similar
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ao obtido para a amostra de 4gua de coco. A utilizagdo do modificador quimico
confere uma estabilidade térmica ao Cd, uma vez que na amostra sem modificador a
absorvancia diminui bruscamente com o aumento de temperatura. Ja com a
utilizacdo dos modificadores Pd+Mg e Pd, observa-se um aumento na temperatura

de pir6lise de 450°C para 900°C, para ambos os modificadores.

Figura 6. Curvas de pirdlise e atomizacéo de Cd obtidas para uma amostra de leite de coco
LV3T, na auséncia e na presenca de modificadores quimicos: Pd + Mg (5 ug + 3 ug) e Pd (5

1g).
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Para a obtencao das curvas de temperatura de atomizagéo, foram fixadas as
seguintes temperaturas de pirélise: para amostra sem modificador (450 °C), Pd+Mg

(800°C) e Pd (900°C). As curvas de temperatura de atomizacdo também sao
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apresentadas na Figura 8. A temperatura de atomizacéo foi escolhida também de
acordo com o perfil do pico, além do maximo sinal de absorvancia. Na Tabela 11,
encontram-se o0s valores das temperaturas de pirdlise e atomizacdo para cada

modificador quimico estudado.

Tabela 11. Temperaturas de pirdlise e de atomizagdo para Cd obtidas na auséncia e na
presenca de diferentes modificadores quimicos.

Modificador quimico Temperatura de pirélise (°C) Temperatura de atomizagédo (°C)

Sem modificador 450 1100
Pd 900 1700
Pd+Mg 900 1700

A escolha da temperatura de atomizacdo, para a determinacdo de Cd na
amostra de leite de coco utilizando Pd como modificador, foi feita baseado nos perfis
dos picos apresentados na Figura 9. Nesta, pode-se observar que na temperatura
de 1500°C obteve-se um pico bastante alargado; ja para as temperaturas de 1700°C
e 1800°C o perfil do sinal foi semelhante, sendo estes adequados para a
determinacao do analito. Portanto, foi selecionada a temperatura de atomizacao de
1700°C, considerando o perfil do sinal analitico, e a preservacdo do tubo de grafite.

Figura 7. Perfil dos picos de atomizag&o para Cd obtidos para amostra de leite de coco com
modificador quimico Pd em diferentes temperaturas de atomizacao.
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Analisando o comportamento do Cd frente a utilizagdo dos modificadores
quimicos, considerando apenas a estabilidade térmica, tanto Pd quanto a mistura

Pd+Mg poderiam ser empregados na determinagdo deste analito. Porém, ao se
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observar as curvas de temperatura de pirélise e de atomizacdo, percebe-se que
houve um aumento significativo na sensibilidade quando Pd € empregado como
modificador, fato também observado para a amostra de agua de coco.

Assim, o Pd foi selecionado como modificador na determinacdo de Cd em
leite de coco, para as temperaturas de pirélise e atomizacdo de 900°C e 1700°C,

respectivamente.

3.2.2 Chumbo

3.2.2.1 Curvas de pirolise e atomizacao de Pb na 4gua de coco

Para a determinacédo de Pb na amostra de agua de coco por HR-CS GF AAS,
também foi necessario a selecdo de modificador quimico adequado. Dessa
maneira, foram estudados: mistura de Pd 0,1% m v* + Mg 0,05% m v e NH4H,PO,

1% mv?

Para a obtencdo das curvas de pirélise, a temperatura de atomizacéo foi
fixada em 1700°C para amostra sem modificador, e para os modificadores Pd+Mg e
NH4H,PO,4. Na Figura 10 estdo apresentadas as curvas de pirélise para amostra
fortificada com 20 pg L™, na auséncia e na presenca dos diferentes modificadores

guimicos avaliados.

Na Figura 9 pode ser observado que o comportamento térmico do Pb na
amostra sem modificador quimico e com a mistura de Pd+Mg foi semelhante, sendo

a temperatura maxima de pir6lise de 600 °C.

Ja com a utilizacdo do NH4H,PO4, observa-se uma maior estabilidade térmica
para Pb, uma vez que ocorre o incremento de 300°C na temperatura de pirélise,

guando comparada a amostra sem modificador e com Pd + Mg.

Entdo, foram fixadas as temperaturas de pirélise de 600 °C para a amostra
sem modificador e a mistura de Pd+Mg, e 900 °C para a amostra com o modificador
NH4H,PO,4, para a obtencdo das curvas de atomizacdo, as quais também estédo

apresentadas na Figura 9.
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Figura 8. Curvas de temperatura de pirélise e atomizacao de Pb obtidas para uma amostra
de &gua de coco A3A fortificada com 20 ug L™, na auséncia e na presenca de modificadores
quimicos: Pd + Mg (5 pug + 3 ug) e NH;H,PO, (50 ug).
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A escolha da temperatura de atomizacdo seguiu 0S mesmos critérios ja
mencionados para o estudo do Cd. Na Figura 10, estdo apresentados os perfis dos
sinais analitico do Pb em presenca do modificador NH4sH,PO, em diferentes

temperaturas.

Figura 9. Perfil dos picos de atomizacdo para Pb obtidos para amostra de agua de coco
com o modificador quimico NH,;H,PO,4 nas diferentes temperaturas de atomizagao.
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Apesar de possuir absorvancia integrada semelhante em valor as demais
temperaturas de atomizacdo, em 1500°C apresenta um perfil de sinal analitico mais
largo quando comparado com temperaturas de atomizacdo mais elevadas, como
pode ser observado na Figura 10. J& para as temperaturas de 1700°C e 1800°C, o
perfil dos sinais é semelhante e se apresenta mais estreito, sendo estes adequados
para a determinacdo do analito. Portanto, foi selecionada a temperatura de
atomizacado de 1700°C, considerando o perfil do sinal analitico, e a preservacéao do
tubo de grafite, para o modificador NH4H,PO,.

Os mesmos critérios utilizados para as escolhas da temperatura de
atomizacado para NH4H,PO, foram empregados para a definicdo das temperaturas
de atomizacdo para amostra sem modificador quimico e com o Pd+Mg. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12. Temperaturas de pir6lise e de atomizacao para Pb com diferentes modificadores.

Modificador quimico Temperatura de pirélise (°C) Temperatura de atomizacao(°C)

Sem modificador 600 1500
Pd+Mg 700 1700
NH4H,PO, 900 1700

O composto NH4H,PO, foi selecionado como modificador quimico para a
determinacao de Pb (temperatura de pirélise de 900°C e atomizacéo igual a 1700°C)
nas amostras de agua de coco, devido a possibilidade de utilizacdo de temperatura
de pirdlise mais alta quando comparado as demais situacoes. A eficiéncia deste
modificador pode ser explicada devido a formacdo de compostos termicamente
estaveis de pirofosfato de Pb que s&o favorecidos com o aumento da temperatura,
sendo bastante empregado nas determinacdes do analito em varias matrizes
(VOLYNSKY, 2003).

Durante a realizacdo dos experimentos da curva de atomizacédo, foi
observada a formacdo de bandas proximas ao pixel central. Assim, estudos
posteriores foram realizados para a identificacdo de um possivel interferente. Estes

estudos serao apresentados no item 3.2.2.3.
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3.2.2.2 Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizacédo de Pb

na amostra de leite de coco

A amostra de leite de coco foi submetida a um procedimento de extracao
assistida por ultrassom proposto por Santos et al. (2014). Para a obtencdo das
curvas de pirdlise e atomizagédo para Pb em leite de coco, foram co-injetadas 20 uL

de amostra, 5 L peroxido de hidrogénio 30% m m™ e 5 uL de modificador quimico.

Para a obtencdo da curva de temperatura de pirélise, a temperatura de
atomizagdo foi mantida em 1700°C para amostra sem modificador e com o
NH4H,PO,4, e Pb foi adicionado na amostra de leite de coco na concentracéo final de
20 pg L™

Na Figura 11, a utilizagdo de NH4H,PO, confere ao Pb um aumento na
estabilidade térmica, uma vez que a absorvancia integrada ndo tem variacao
significativa até a temperatura de 1100°C, enquanto que para a amostra sem
modificador observa-se um decréscimo a partir dos 700°C. Dessa forma, com o
NH4H,PO,4, obteve-se um acréscimo de 400°C na temperatura de pirélise e um

aumento significativo na sensibilidade.

Para a obtencdo da curva de temperatura de atomizacdo (Figura 11), a
temperatura de pirélise fixada foi 600 °C para amostra sem modificador e 1000°C
com o NH4H,PO,4. Com a utilizagdo do modificador quimico, pode-se observar que o
sinal do Pb apresenta pouca variacdo com o aumento da temperatura indicando que
Pb apresenta uma estabilidade térmica consideravel, sob estas condigfes. Além
disso, a utilizagdo de modificador quimico implica numa maior sensibilidade, sendo

obtidos maiores valores de absorvancia.
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Figura 10. Curvas de pirdlise e atomizacdo para Pb obtidas na amostra de leite de coco
LV3T fortificada com 20 ug L™, com e sem modificador.
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Para a escolha da temperatura de atomizacgéo, foram avaliados os perfis dos
picos obtidos para Pb utilizando NH4;H,PO, como modificador, em diferentes
temperaturas de atomizacédo. Apesar do maior valor de absorvancia ter sido obtido
na temperatura de 1600°C, o perfil do pico nesta temperatura foi alargado como
pode ser observado na Figura 13. Dessa forma, a temperatura de atomizacao de
1700°C foi adequada, uma vez que o pico obtido foi estreito e simétrico, além de
contribuir para uma maior vida util do tubo de grafite.

Figura 11. Perfil dos picos de atomizacdo obtidos para Pb a amostra de leite de coco LV3T

fortificada com 20 pg.L™ com o modificador quimico NH4H,PO, nas diferentes temperaturas
de atomizagao.
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Assim, devido ao aumento consideravel na temperatura de pirélise e na
sensibilidade, o NH4H,PO, foi escolhido para ser utilizado como modificador quimico
na determinacao de Pb em amostras de leite de coco e as temperaturas de pirélise e

atomizacéao selecionadas foram 900 °C e 1700 °C, respectivamente.

3.2.2.3 Estudo de interferéncia na determinacdo de Pb utilizando

o fosfato de aménio como modificador quimico

Durante a realizacdo do estudo para definir a temperatura de atomizacéo
utilizando o modificador NH;H,PO,4 na amostra de agua de coco, foi observado que o
aumento da temperatura favoreceu a formacéo de estruturas finas proximas ao pixel
central (CP), porém néo foi observada a sobreposi¢cdo ao sinal do analito. Na Figura

13 podem ser observados os espectros tridimensionais obtidos.

Figura 12. Espectros 3D para amostra de 4gua de coco fortificada com Pb 20 ug L™ com
modificador NH4H,PO, Tp= 900°C (fixa) e Ta de 1500°C (a) , 1600°C (b), 1700 °C (c) e
1800°C (d).
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Na Figura 13, pode-se observar que o aparecimento de um fundo estruturado,
a partir da temperatura de 1600°C, depende diretamente do aumento da
temperatura de atomizacdo uma vez que pode ocorrer o aumento da populacdo
dessas espécies no interior do tubo. Essas bandas podem ser atribuidas a excitacao
de moléculas diatdbmicas.

A priori essas bandas ndo atuam como interferente, uma vez que ndo ha
sobreposicao ao sinal analitico, porém com o aumento da concentracdo de Pb na
amostra, e consequentemente do aumento da intensidade do sinal analitico, essas
bandas préximas ao CP passaram a sobrepor parcialmente o sinal correspondente
ao analito.

Na Figura 14 estdo apresentados 0s espectros de contorno referentes a
amostra de &gua de coco diluida sem adicdo e com adicdo de 25 pg L™ de Pb

utilizando NHsH,PO,4 como modificador.

Figura 13. Espectros de contorno e espectro de absorvancia versus pixel para Pb na
amostra de agua de coco na presenga do NH4;H,PO, ( Tp= 900°C e Ta= 1700°C) :(a e c)
Amostra nao fortificada, (b e d) Amostra fortificada com 25 pg L™ Pb.
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Ao comparar os espectros da Figura 14 para amostra com (b e d) e sem
fortificacdo (a e c) na presenca do modificador NH4sH,PO,, nota-se a sobreposi¢éo do
sinal analitico no CP com as bandas de absorcdo do interferente. Neste caso,
estratégias como a utilizacdo de espectro de referéncia para a correcdo da
interferéncia pode ser aplicado, desde que o composto interferente seja identificado
(WELZ et al., 2005)

A interferéncia poderia ser ocasionada por algum componente da matriz e/ou
pela utilizacdo do modificador quimico NH4H,PO,. Estudos realizados por Dessuy et
al. (2007) e Lepri et al. (2006), empregando HR-CS GF AAS, mostraram que fosforo
tende a formar espécies volateis que podem absorver na faixa de 200 nm a 350 nm;
em comprimentos de onda mais baixos (213 nm). Nas temperaturas de pirdlise igual
a 400°C e de atomizacdo de 2700°C sao obtidos espectros com bandas referentes
as transicdes eletrénicas das moléculas de PO. Assim, adotou-se a hip6tese de que
a interferéncia provavelmente seria ocasionada pela formacdo de moléculas de PO
proveniente da matriz e/ou da utilizacdo de fosfato de aménio como modificador. Na
Figura 15 estdo dispostos os espectros 3D dos estudos realizados para uma

possivel identificacdo do interferente.

Figura 14. Espectros 3D de Pb (Tp= 900°C e Ta= 1700°C) : a) Amostra de 4gua de coco
com fortificacdo de 25 pug L™ sem a utilizagdo de modificador, b) Modificador puro -
NH,H,PO, c) Padréo Pb de 25 pg L™ com modificador NH,H,PO,, d) Amostra de agua de
coco com fortificacdo de 25 ug L™ com a L#liznn&n da niL L DA
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Para a elucidacdo da hipétese de que as moléculas de PO eram provenientes
dos componentes da matriz foi realizada analise de uma amostra de agua de coco
fortificada com Pb (25 pg L™ sem a presenca do modificador quimico (Figura 15 a)
nas Tp=900°C e Ta= 1700°C, e apenas o pico do sinal analitico foi observado.

O modificador quimico também foi analisado nas mesmas condicbes e
nenhum sinal foi observado indicando que nessas condi¢des térmicas moléculas de
PO provenientes do grupo fosfato ndo sdo formadas (Figura 15 b). Também né&o
foram observadas a formacgao de bandas na vizinhanca do CP para o padréo de Pb
(Fig. 14 c) em meio aquoso.

Esses resultados estdo de acordo com o encontrado por Dessuy et al. (2007)
que verificaram que a formacdo de PO sem a utilizacdo de modificadores quimicos
ocorre em temperaturas de atomizagao superiores a 2000°C. No entanto, a agua de
coco é uma matriz bastante complexa e os seus constituintes podem também atuar
como modificador quimico favorecendo a formacdo de PO em temperaturas mais
baixas que 2000°C estabelecidas pela literatura, como pode ser notado na Figura 15
d.

Para comprovacdo dessa hipétese, foram comparados os perfis dos
espectros obtidos para as amostras sem adicdo de Pb na presenca de NH4H,PO,
(Tp= 900°C e Ta= 1700°C) e na condicao utilizada por Dessuy et al. (2007), para o

padrdo de P de 4000 mg L™ e os resultados estdo apresentados na Figura 16.

Figura 15. Espectro de absorvancia versus pixel para amostra de agua de coco diluida sem
adicéo de Pb na presenga do NH4H,PO, (Tp=900°C e Ta= 1700°C), e padrdo de P de 4000
mg L™ na presenca de Ca ( Tp=900°C e Ta= 2000°C).
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Confrontando o perfil do espectro da solugéo estoque de fésforo (Figura 16 b)
com a amostra sem adicdo de Pb (Figura 16 a) pode-se perceber a grande
semelhanca entre eles, indicando que as bandas proximas ao CP correspondem a
formacdo de PO. Além disso, pode-se confirmar a hipétese de que a matriz atua
como modificador quimico favorecendo a formacdo de PO a temperaturas mais
baixas (1700°C), uma vez que nessa condicdo na auséncia da matriz ndo ocorre a
formacéo de PO (Figura 15 c).

O software do equipamento permite que o espectro da espécie interferente
seja armazenado, e este pode ser subtraido do espectro da amostra obtendo-se
assim, o espectro livre do interferente. Dessa forma, o espectro do padréo de fésforo
(4000 mg L™) (Fig.15b) foi salvo como espectro de referéncia para ser subtraido dos
espectros obtidos para as determinacdes de Pb.

Na Figura 17, estdo apresentados os espectros da Figura 14 b e d apds a
correcdo das bandas de PO obtidos através da utilizacdo do espectro de fosforo

como espectro de referéncia.

Figura 16. Espectro de absorvancia versus pixel e 3D sem correcdo de interferéncia das
moléculas de PO (a e c) e corrigidos (b e d) da amostra de agua de coco fortificada com 25
ug L™ Pb na presenca do NH4H,PO, (Tp= 900°C e Ta= 1700°C ).
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Para a determinacdo de Pb nas amostras de leite de coco usando NH4H,POg,,

nao foram observadas estas interferéncias.

Assim, para a determinacdo de Cd e Pb nas amostras de agua de coco e leite
de coco por HR-CS GF AAS foi proposto o programa de aquecimento mostrado na
Tabela 13.

Tabela 13. Programa de temperatura otimizado para determinacdo de cadmio e chumbo
utilizando como modificadores respectivamente, Pd e NH;H,PO,4, has amostras de agua de
coco e leite de coco.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C/s) Tempo (s)
Secagem 110 3 10
Secagem 140 5 20

Pirdlise 900 100 20
Atomizacao 1700 FP 3
Limpeza 2450 500

FP - FULL POWER Pd 5 ug NHsH,PO450 g

3.4 Validacdo do método para quantificacdo de Cd e Pb

O procedimento de validagcdo confere a um novo meétodo analitico a
creditacdo de que os dados gerados a partir deste sao confiaveis, seguros. Segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) “A validagdo deve garantir,
através de estudos experimentais, que o0 método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados”.

Os parametros de desempenho analiticos normalmente empregados para
validacdo de métodos sdo: limite de deteccédo e limite de quantificacdo; faixa linear

de trabalho, efeito de matriz, precisao e exatidao.
3.4.1 Limite de deteccao e limite de quantificacéao

Os valores de limites de quantificacdo e deteccdo para os metodos de diluicao
da 4gua de coco e extracdo acida assistida por ultrassom do leite de coco,

expressos em pg L™ e ng g*, estdo apresentados na Tabela 14, abaixo.
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Tabela 14. Estimativa para os limites de detecc¢ao e quantificac@o para os métodos de
diluicdo da agua de coco e extragcdo do leite de coco por HR-CS GF AAS.

Agua de coco Leite de coco

Analitos LOD (ug L) LOQ(ugL™ | LOD(ngg™) LOQ (ng g7

Cd 0,02 0,06 0,03 0,1
Pb 0,20 0,7 0,2 0,8

Comparando os limites dos dois procedimentos de extracéo e diluicdo, pode-
se perceber que para ambos os elementos os limites estimados foram menores para

o procedimento de diluicao.

3.4.2 Concentragédo caracteristica

As condicfes de operacao dos instrumentos podem ser avaliadas através da
comparacao do valor de concentracdo caracteristica ou massa caracteristica com o
valor fornecido pelo equipamento ou pela literatura (WELZ, 1999). Na Tabela 15,
sdo apresentados os valores médios de concentracdo caracteristica obtidos
experimentalmente para os elementos Cd e Pb e os valores fornecidos pelo

equipamento.

Tabela 15. Valores médios de concentragdo caracteristica obtidas experimentalmente para
Cd e Pb e concentracdo caracteristica fornecida pelo equipamento (Analytik Jena AG,
Alemanha).

Elemento Concentracéao Concentracéo
calculada (ug L™ equipamento (ug L™)
Cd 0,06 0,06
Pb 0,50 0,65

Comparando os valores obtidos com os valores sugeridos pelo equipamento
pode-se observar que eles possuem boa concordéancia entre si. Indicando que o

equipamento teve uma boa performance durante a realizacdo dos experimentos.
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3.4.3 Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho para os elementos Cd e Pb considerando deteccao
por HR-CS GF AAS corresponde a faixa desde 0,06 a 4 pg L™ para Cd; e 0,7 a 20
ng L para Pb.

3.4.4 Efeito de Matriz

Na Tabela 16 encontram-se as equacdes da reta obtidas através da técnica
de adicao de analito (Pb e Cd) nas amostras de 4gua de coco (A3A) e leite de coco
(LV3T), escolhidas aleatoriamente, e das curvas preparadas em meio aquoso.

Tabela 16. Equacdes da reta e valores de R? para os elementos Pb e Cd e a raz&o entre
0s coeficientes angulares da curva no meio da matriz e da curva aquosa.

Analito Pb Razao Cd Razao
Curva y = 0,0097x + 0,0056 y = 0,1100x - 0,0007
Aguosa R?= 0,9991 R2=0,9992
Agua de y=0,0096x +0,0259 y =0,1176x + 0,0581
0,99 , 1,07
Coco R2=0,9993 R“=0,9999
Leite de y=0,0099x+0,0228 y =0,1028x + 0,0515
1,02 0,93
Coco R2=0,9996 R2 =0,9995

A razdo entre os coeficientes angulares da curva no meio da matriz e da
curva em meio aquoso variam de 0,99 a 1,02 para o Pb e 0,93 a 1,07 nas amostras
de agua de coco e leite de coco, respectivamente. Pode-se constatar que as razdes
ficaram proximas a unidade indicando, portanto que as determinagcfes de Pb e Cd
nas amostras de leite de coco e 4gua de coco podem ser realizadas com curvas

analiticas de calibracdo preparadas em meio aquoso.

3.4.5 Precisao

A precisdo do método analitico foi avaliada em termos de repetitividade
expressa com o desvio padréo relativo ou coeficiente de variacdo (CV) de cinco

réplicas da amostra de agua de coco industrializada A4A e do leite de coco LV1. Os
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valores de médias, desvio padrdo e coeficiente de variacdo sdo apresentados na
Tabela 17.

Tabela 17. Média, desvio padrdo (SD) e coeficiente de variacdo para a determinacao de
cinco réplicas da amostra de agua de coco industrializada (A4A) e leite de coco (LV1).

Agua de coco (ug L™ Leite de Coco (ng g™)

Amostras Cd Pb Amostras Cd Pb
1 0,882 22,28 1 2,98 7,90

2 0,932 24,09 2 2,83 7.65

3 0,923 23,34 3 2,73 7.33

4 0,918 24,38 4 2,99 7,17

5 0,882 25,71 5 2,89 7.32
Média 0,918 24,09 Média 2,89 7,33
SD 0,024 1,14 SD 0,10 0,29
CV(%) 2.6 4,7 CV(%) 3,4 3,9

Os valores de desvio padréo relativo (Tabela 17) ficaram na faixa entre 2,6 e
3,4 % para as determinacdes de Cd e entre 3,9 e 4,7% para as determinacfes de
Pb, todos abaixo de 5%. Indicando, portanto, que os métodos possuem boa

precisao.

3.4.6 Exatidao

Neste trabalho, a exatiddo foi estimada através dos ensaios de adicdo e

recuperacao e utilizando o material de referéncia certificado.
3.4.6.1 Avaliacdo da exatiddao através de teste de adigao e
recuperacao

Nos testes de adicdo e recuperacdo do analito, foram utilizadas trés
concentracOes diferentes de Cd e Pb (Tabela 18) foram adicionadas as amostras de

agua de coco e leite de coco.
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Tabela 18. Percentagens de recuperacédo (%) para Cd e Pb nas amostras de agua de coco

e leite de coco industrializados. (média * sd, n=3)

Taxa de recuperacao Cd (%) Taxa de recuperacdo Pb (%)
Conc Agua de Coco Leite de coco| Conc Agua de Coco Leite de coco
(ng LY (ng L)
1 98,2+2,.2 110,0+ 3,5 5 99,9+0,5 91,3+2,3
2,5 105914 97,7+0,4 7,5 93,7+2,3 95,0+ 1,0
4 101,7+ 3,1 99,2+2,0 25 98,4+25 93,2+0,3

As percentagens de recuperacao variaram entre 98,2 e 105,9 % para Cd e
93,7 a 99,9% para Pb na amostra de agua de coco industrializada; e na amostra de
leite de coco entre 97,7 e 110 % e entre 91,3 e 950 %, para Cd e Pb
respectivamente. Esses valores de taxas de recuperacdo sdo consideraveis
aceitaveis, uma vez que faixa recomendada pela AOAC (2002) é de 70-125% para

concentracdes a nivel de ug L™.

3.4.6.2 Avaliacdo da exatiddo usando Material de Referéncia
Certificado

Devido a falta de material de referéncia certificado (CRM) para a amostra de
agua de coco, a exatiddo do método analitico proposto para diluicdo da amostra por
HR-CS GF AAS foi verificada através da andlise de CRM de aguas residuais IRM
BCR-713. As réplicas do material certificado foram tratadas da mesma forma que as

amostras e os resultados dos valores encontrados estdo dispostos na Tabela 19.

Tabela 19. Determinacdo de Cd e Pb no material de referéncia certificado IRMM BCR-713
aguas residuais por HR-CS GFAAS. (média * IC, n=3).

Elementos Valor certificado (ug L")  Valor obtido (ug L™ Concordancia (%)

Cd 51+0,6 55%+0,7 108 + 14
Pb 47 + 4 48 £ 5 102 £ 11
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A concordancia entre o valor certificado e o valor obtido experimentalmente foi
de 108 % para Cd e 102 % para Pb. Os resultados da Tabela 19 séo expressos em
intervalo de confianca, para n = 3. O teste estatistico t pareado, a um nivel de 95 %
de confianga, foi aplicado para comparacédo dos valores obtidos experimentalmente
e os valores certificados. O teste estatistico revelou ndo haver diferencas

significativas entres as duas meédias.

3.5 Aplicacédo dos métodos nas amostras de dgua de coco natural e

industrializada e para leite de coco

O método analitico proposto para analise direta por HC-RS GF AAS foi
aplicado para a determinacdo de Pb e Cd em 14 amostras de 4gua de coco natural e
16 amostras de agua de coco industrializada, descritas no item 2.3, comercializadas

em Salvador, BA

No Brasil, em agosto de 2013, a ANVISA por meio da Resolugdo RDC N° 42:
“Dispbe sobre o Regulamento Técnico MERCOSUL sobre limites maximos de
contaminantes inorganicos em alimentos” revogou os limites maximos permitidos de
arsénio, cadmio, chumbo, estanho e mercurio em alimentos que constavam na
Portaria n°® 685 de agosto de 1998. Nota-se que para alguns elementos, a exemplo
do chumbo, houve uma reducéo no teor permitido de 0,05 para 0,02 mg Kg ™ no teor
tolerado para o leite. Ha também a insercado de outros alimentos que ndo haviam
sido citados em resolucdes/ portarias anteriores como sorvetes, leite condensando,
creme de leite, dentre outros. Dessa forma, devido a auséncia de valores de
referéncia para as matrizes estudadas, para titulo de avaliacdo dos resultados serédo
adotados como referéncia os valores maximos permitidos para as bebidas nao
alcodlicas, de 0,02 e 0,05 mg L™, respectivamente para Cd e Pb; e dos maximos
permitidos para o creme de leite 0,02 mg L para Cd e 0,10 mg L* para Pb
(ANVISA, 2013).

Os valores de concentragdo medias e desvio padrdao para Cd e Pb

determinados nas amostras estao apresentados na Tabela 20.
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As concentracdes obtidas para as amostras de agua de coco natural estdo
compreendidas nas seguintes faixas de concentragdo (ug L™): 0,422 -18,72 para Cd
e 4,41 — 36,32 para Pb. Apenas na amostra AN5 a concentracdo de Pb esteve

abaixo do limite de quantificacdo (< 0,7 ug L™).

As concentragdes de Pb determinadas foram maiores do que as
concentracbes de Cd em todas as amostras, com destaque para a amostra AN2
com concentracdo de 18,72 pg L™, valor préximo do limite méximo tolerado 20 pg L
!, Apesar disso, os valores encontrados estdo abaixo do maximo tolerado para os

dois elementos de acordo com a Resolucdo n°® 42 2013 da ANVISA.

A faixa de concentracdo média, em ug L™, obtidas para amostras de agua de
coco industrializadas foram: Cd (0,244 — 1,493) e Pb (6,57 — 29,02). Apenas as
amostras A3A e A3B estavam com concentracdes de Cd abaixo do limite de

quantificacdo do método (< 0,06 pg L™).

Todos os valores de concentragdes encontrados para as amostras de agua
de coco industrializadas estdo abaixo do maximo tolerado para os dois elementos
investigados, de acordo com a Resolugéo n°® 42 de 2013 da ANVISA.

Para avaliar se houve diferenca significativa entre os valores de
concentracbes obtidos para os lotes A e B, aplicou-se a andlise de variancia
(ANOVA) fator unico com 95% de confianca (desconsiderando os valores de
concentracdo de Pb para as amostras 2A e 2B que possuem visualmente valores
discrepantes entre si). O teste estatistico indicou que ndo h& diferenca significativa

entre os teores encontrados de Cd e Pb nos dois lotes.

Foram adquiridas 16 amostras de leite de coco em supermercados na cidade
de Salvador Bahia. As amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo ja
descrito (item 2.4.2) e os analitos Cd e Pb determinados por HC-RS GF AAS. Os

resultados encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20. Concentracdo de Cd e Pb nas amostras de 4gua de coco natural e industrializada e leite de coco ( média + desvio padréo, n=3)

Agua de coco natural (ug L™)

Agua de coco Industrializada (ug L™)

Leite de Coco (ng g?)

Amostras Cd Pb Amostras Cd Pb Amostras Cd Pb
AN1 0,486 + 0,016 5,52 +0,28 AlA 1,007 + 0,007 16,59 + 0,15 LV1 2,89 +£0,10 7,33+£0,29
AN2 18,72 £ 0,32 28,38 + 1,31 AlB 0,900 £ 0,097 17,15+ 0,65 LVv2 < 0,0984 3,00+ 0,16
AN3 0,343+0,011 25,53+0,19 A2A 0,871+0,044 20,79+1,10 LV3T 5,930 + 0,001 <0,854
AN4 0,271 +£0,017 32,26 +0,64 A2B 0,561 + 0,014 8,91+0,12 LV3L 1,014 £ 0,015 <0,854
AN5 0,422 + 0,012 < 0,666 A3A < 0,055 8,88 £ 0,07 LV3R 2,359+ 0,14 5,59 £ 0,02
ANG6 1,72 + 0,06 9,58 + 0,26 A3B < 0,055 6,57 + 0,09 Lv4L 0,333+ 0,03 4,14 + 0,09
AN7 0,748 £ 0,050 2,54 £ 0,02 AdA 0,918 £ 0,024 24,09+ 1,14 LVAT < 0,0984 <0,854
AN8 0,719 £ 0,032 6,46 £ 0,22 A4B 0,688 £ 0,045 22,01 +0,04 LV5T 2,086 + 0,16 <0,854
AN9 0,704 £ 0,010 9,15+ 0,06 ABA 0,271 +£0,008 18,25+ 0,16 LV5R 0,827 £ 0,070 16,48 + 0,17
AN10 2,28 £ 0,006 6,72+ 0,19 A5B 1,493 +£0,030 20,02 + 0,46 LP6 < 0,0984 13,34 £ 0,02
AN11 0,609 + 0,032 4,41 £ 0,22 ABA 0,548 + 0,015 24,34+0,26 LP7 < 0,0984 15,27 £ 0,47
AN12 13,33+ 0,49 36,35+ 0,16 A6B 0,712+0,016 23,45+ 0,97 LP8 0,784 £ 0,073 540+ 0,41
AN13 3,52+0,44 22,26 + 0,63 A7A 0,707 +0,011 21,78+0,71 LPOT 2,204 + 0,218 <0,854
AN14 0,722 + 0,006 24,36 + 0,05 A7B 0,584 + 0,013 23,37 £0,29 LPI9R 1,542 +£+0,298 22,41 +0,96

A8A 0,346 + 0,012 27,42+0,16 LP10 < 0,0984 <0,854
A8B 0,244 + 0,014 29,02 +0,80 LV11 1,020 £ 0,067 9,07+£0,14
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Os valores de concentracdo determinados nas amostras de leite de coco
encontram-se na seguinte faixa, em ng g™*: Cd (0,333 — 5,930) e Pb (3,00 — 22,41).
As concentra¢cBes para cadmio nas amostras LV2, LVAT, LP6, LP7, LP10 estavam
abaixo do limite de quantificacdo (< 0,1 pg L™); da mesma forma que as
concentragcdes para chumbo nas amostras LV3T, LV3L, LVAT, LV5T, LPIT (< 0,8 ug
L™Y). Os valores de concentracdes encontrados para as amostras leite de coco para
ambos 0s elementos estdo abaixo do maximo tolerado de acordo com a Resolucéo
n® 42 de 2013 da ANVISA.

Santos (2012) investigou as concentragdes de Pb e Cd em amostras de leite
de coco por ICP OES apés decomposicdo em forno de micro-ondas com cavidade.
As concentracdes de Cd nas amostras estavam abaixo do limite de quantificacao do
método proposto (< 0,334 ug g*). Enquanto que as concentracdes de Pb estiveram
na faixa entre 0,022 e 0,27 ug g . Os valores de concentracdo de Pb sdo superiores

aos encontrados neste estudo.

Tavares (2010) estudou as concentracdes de Pb e Cd em 12 amostras de
adgua de coco industrializadas por L AAS ap6s diluigdo com triton X-100 (10%). As
concentracbes de Cd em todas as amostras estavam abaixo do limite de
quantificacdo do método (< 1,0 pg L™). Com relacdo ao Pb apenas uma amostra
apresentou contaminacdo (4,91 ug L) e as demais estavam abaixo do limite de
quantificacdo do método (< 2,0 pg L™). A concentracdo de Pb é inferior as

concentracdes encontradas neste estudo.

Embora as concentracdes encontradas nesse trabalho estejam abaixo do
recomenda a ANVISA, os niveis encontrados servem de alerta. Pois, tanto o Cd

guanto o Pb séo bioacumulativos e causam efeitos adversos a saude.

A presenca desses contaminantes na agua de coco industrializada e no leite
de coco pode ser atribuida ao uso de fertilizantes durante o cultivo da plantagcéo de
coqueiros que podem ser transferidos ao fruto. Segundo Jiao et al. (2012) os
fertilizantes podem conter contaminantes provenientes das matérias-primas e
reagentes intermediarios utilizados na sua fabricagdo. Algumas agéncias, como o
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), estabelece limites

maximos para contaminantes em fertilizantes. Através da Normativa n° 27 de Junho
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de 2006 do MAPA os es os limites méaximos permitidos para Cd é 4 mgKg * e
Pb 20 mg Kg ™ (BRASIL, 20086). Cientes dessa possibilidade de contaminac&o do
solo e consequentemente alimentos, Souza et al. (2014) e Molina et. al (2009)
desenvolveram métodos para a determinacdo de contaminantes, dentre eles Cd e
Pb, em fertilizantes por ICP OES.

Atualmente, existem poucos trabalhos publicados sobre esses produtos
consumidos em territério nacional, e maioria deles tem como foco macronutrientes e

espécies organicas, o que justifica a importancia da realizacéo deste trabalho.
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5. Consideracdes Finais

Neste trabalho foram desenvolvidas estratégias para métodos analiticos
aplicados a determinacdo de Cd e Pb em amostras de agua de coco natural e
industrializada e leite de coco por HR-CS GF AAS, utilizando procedimentos de

preparo baseados em diluicdo e extracao assistida por ultrassom.

O efeito dos modificadores quimicos Pd e Mg, individualmente e combinados
para a determinacdo de Cd; e NH4H,PO, e Pd + Mg para a determinacdo de Pb
foram avaliados. Como resultado, foram selecionados Pd e NH4H,POs como
modificadores quimicos para Cd e Pb respectivamente. Para a determinacédo de Pb
foi necessério fazer correcéo das bandas de PO através da utilizacao do espectro de

fésforo como espectro de referéncia.

Os métodos propostos foram validados e apresentaram uma boa precisao e
exatiddo, com limites de deteccdo e de quantificacdo adequados, ndo foram

observados efeitos de matriz para as determinacdes de Cd e Pb.

As concentragbes encontradas para Cd e Pb nas amostras analisadas
estavam abaixo do maximo tolerado de acordo com a resolugdo n° 42 da ANVISA de
2013. Na literatura, existem poucos trabalhos que tratam da determinacdo de
contaminantes nas matrizes estudadas, dessa forma este trabalho contribui para a
obtencdo de um perfil preliminar desses contaminantes. Além disso, propfe a
utilizacdo de procedimento de diluigdo com o minimo de manipula¢do, diminuindo
0s riscos de contaminacdo e perda de analito, resultando em baixo consumo de

reagentes corrosivos e menor geracao de residuos.
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