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RESUMO

A carne de frango é uma importante fonte de proteina animal, pois, além de ndo possuir um
custo elevado, é produzida em curto prazo de tempo e em espacos fisicos reduzidos. O
Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de carne de ave e o controle da mesma
guanto a contaminacdo € uma exigéncia a nivel mundial. A contaminagdo por cadmio,
chumbo e arsénio é preocupante, pois esses elementos mesmo em pequenas quantidades
sdo prejudiciais & sadde humana. No Brasil, o Laboratdrio Nacional Agropecuario
(LANAGRO) ¢ o principal responsavel pelo controle de contaminantes em carne de frango.
O desenvolvimento de novos métodos de determinacdo de cddmio, chumbo e arsénio em
carne de aves, ou melhoramento dos métodos oficiais ja utilizados no LANAGRO,
permitira um maior controle desses contaminantes. Atualmente, a determinacdo de cadmio,
chumbo e arsénio ¢ feita em duas matrizes, no rim e no musculo das aves; o cddmio e 0
chumbo através da espectrometria de absorcdo atbmica em forno de grafite (GF AAS) e 0
arsénio por espectrometria de absorcdo atbmica por geracdo de hidretos (HG AAS). No
presente trabalho foi investigado a possibilidade de substituicdo das duas matrizes (musculo
e rim de aves) por somente uma, o figado, visando-se a determinacéo de cddmio, arsénio e
chumbo nesta matriz. Sendo assim, o método oficial do LANAGRO, para a determinagédo
de caddmio e chumbo em musculo de ave e arsénio em rim de ave foi validado para a
determinacédo dos trés elementos no figado. Com base nos resultados obtidos, constatou-se
a possibilidade da utilizacdo do figado como Unica matriz. Além disso, avaliaram-se outras
formas de preparar as amostras de figado: digestdo em forno de micro-ondas ou preparacao
de suspensdo com hidroxido de tetrametilamonio (TMAH), com possibilidade de
determinar os trés elementos por GF AAS. Conclui-se que a amostra de figado pode ser
preparada mediante os dois métodos avaliados, para a determinacdo de cadmio e chumbo
por GF AAS. No entanto, os resultados para arsénio ndo foram satisfatorios e estudos
adicionais fazem-se necessarios.

Palavras-chave: carne de frango, contaminantes inorganicos, espectrometria de absorcdo
atdbmica com forno de grafite, espectrometria de absorcéo atdmica com geracao de hidretos.



LISTA DE ABREVIACOES

AAS - Espectrometria de absorcdo atbmica (do inglés, atomic absorption spectrometry)
CV - Coeficiente de variacdo

EDL - Lampada de descarga sem eletrodo (do inglés, electrodeless discharge lamp)
EURACHEM - Analytical Chemistry Group

GF AAS - Espectrometria de absorcdo atdbmica em forno de grafite (do inglés, graphite
furnace atomic absorption spectrometry)

HG AAS - Espectrometria de absorcdo atdbmica por geracédo de hidretos (do inglés, hydride
generation atomic absorption spectrometry)

ISO - International Standartization Organization
LANAGRO - Laboratério Nacional Agropecuério

LCO - Lampada de catodo oco

LD - Limite de deteccao

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
MRC - Material de referéncia certificado

NIST - National Institute of Standards and Technology

PNCRC - Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes

TMC - Teor maximo de contaminante



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Programa de temperatura e tempo do forno de grafite para determinacdo de Cd,

Tabela 2: Programa do forno de mMiCro-0Ndas ...........cccvevveieieereciie s 21
Tabela 3: Programa inicial da mufla usado para secagem e calcinacdo das amostras de

FIQAO U8 AVE. ..ttt et 23

Tabela 4: Programa final da mufla usado para a secagem e calcinacdo das amostras de

FIQAO UB AVE. ..t ettt b ettt et 23
Tabela 5: TMC e niveis de fortificagdo da “matriz branca”. ..........ccccoceevvveiiieeiieiieesieeeineens 25
Tabela 6: Intervalo de aceitacdo do fator de reCUperagdo. ...........cccceveveveieeieeieseesieenan, 26
Tabela 7: Critérios de aceitabilidade da reprodutividade. ...........cccooceviviveiiieiiicie e, 28
Tabela 8: Recuperacdo do analito adicionado a matriz de figado ave...........ccccevvvvvecinnene. 31
Tabela 9: Valores do desvio-padréo, CV calculado e CV tabelado. .........ccccccvvvviverinnne. 32

Tabela 10: Desvio padrdo quadratico (S?) dos resultados encontrados para os diferentes
NIVEIS 08 CONCENTIAGAD. ...cveeivieeieiiieiteeie e ste ettt et e et e e saaesteessesreeteeneesneeeas 34
Tabela 11: Comparacdo dos valores de t para os diferentes niveis de concentracao. ......... 34
Tabela 12: Resultado da analise de material de referéncia certificado (figado bovino). ....35
Tabela 13: Recuperacdo do analito adicionado a matriz de figado de ave...........c.ccceeuenee. 35
Tabela 14: Recuperacdo do analito adicionado a matriz de figado de ave.............ccoccu...e. 36

Tabela 15: Resultado da analise de material de referéncia certificado (figado bovino). .... 37

Tabela 16: Reagentes e gases utilizados para a execu¢do do método oficial e respectivos
(o1 (01T PP P R OPPPRPPPPPRP 41
Tabela 17: Custos dos reagentes e gases utilizados para a execu¢do do metodo em que a
amostra é analisada na forma de suspensdo com hidroxido de tetrametilaménio (TMAH). 42
Tabela 18: Custos dos reagentes e gases utilizados para a execugdo do metodo em que a

amostra é digerida em forno de MICro-0Ndas. ........ccccerererererinise e 42



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt sttt en ettt 9
1.1 A CARNE DE FRANGO .....coociitiieiiiiieiet ettt sttt ne e 10
1.2 CONTAMINANTES INORGANICOS ..ot 11
I N 1= o SRS 11
2 O o | 111 o SO PSSR 12
1.2.3 CRUMDO .t bbbttt bbb enes 13
1.3 TECNICAS PARA DETERMINAQAO DE ARSENIO, CADMIO E CHUMBO ...... 14
1.3.1 Espectrometria de absorgao atdmica por geragéo de hidretos (HG AAS) .........c........ 14
1.3.2 Espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GF AAS).......cccceeveevenee. 15
1.4 VALIDACAO DE METODOLOGIA .....oooveeveeeeveeeeeteeeee e senssnnssnensens 16
2. SITUACAO ATUAL ..ottt s s nes s 17
O 1= N | 1 V4 SRR 17
4. PROPOSTA TECNOLOGICA ..ottt 18
5. METODOLOGIA. ...ttt sttt bt ne e 18
5.1 MATERIAIS E REAGENTES. ..ottt 18
5.2 LIMPEZA DO MATERIAL ..ottt 19
5.3 EQUIPAMENTOS .. .ottt e et e et e et e e snae e e snaeeesneeeennaeeans 19
5.4 AMOSTRAS ..ottt ettt R ettt ettt r et neere e 21
5.5 PREPARACAQO DAS AMOSTRAS .......ooiiiveeereiieeetesieee s esessesesss s sen s sensenenns 21
5.5.1 Digestdo das Amostras para Determinagdo de ArSEni0.........cccevvrveervereesieesieereeseenens 21
5.5.2 Digestdo das Amostras para Determinacdo de Cadmio e Chumbo...........cccccvevvvrnennee. 22
ST TR IS U] o =] o (o TSSO USRPRP 23
5.5.4 Digestdo Assistida por Radiagdo MICro-0Ndas. .........ccccueruerienieiieiin e 23
5.6 VALIDACAO DO METODO ..ot sessesses s sasnesss s, 23
5.6.1 Estudo da RecuperaGao/VeraCidade ............ccoeveiiririeieie e 24
5.6.1.1 Procedimento de Determinagao da RECUPEraGaO ..........cccceeveeieririieniiesienieeie e 24
5.6.1.2 Critérios de Aceitacido da RECUPEIaGAD ........ccveerveriiiriirie e 25

NS A o (e 1Y (o TR TTRRRRRRRRRR 25



5.6.2.1 REPELITIVIAAAR ......cccveiieieieie et ns 26

5.6.2.2 Procedimento de Determinacao da Repetitividade............ccocvirviiiienciencieneen 26
5.6.2.3 Critérios de ACeitaGio da PreCiSA0 ........ouiiiirieirereirie e 26
5.6.3 Estudo da Seletividade pelo Efeito da Matriz ..........cccocvevvvieiieii i 27
5.6.3.1 Procedimento de Determinacao do Efeito de Matriz............ccccevevevveveiiieciece e, 28
5.6.3.2 Criterios A8 ACEITAGAD .......cveuiriiieiirierieieie sttt 28
6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ovviiiiiriieineiesie e 30
8.1 RECUPERAGCAD .........coeveeieeetieeese e sesess s s sssss s assss st ses s snaes s ssnessnsesenns 30
6.2 REPETITIVIDADE .....oooiiiieict ettt sttt 31
6.3 EFEITO DE MATRIZ.... .ottt enae e 32
6.4 SUSPENSAD ...ttt sttt 34
6.5 DIGESTAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS.........coeviieeetieeiiessesesesesesssensenenns 35
6.6 ESTUDO DO PROGRAMA DO FORNO DE GRAFITE ....ccovooiiiieiieieeseeeeeen, 36
7. AVALIACAO DE CUSTOS ...ttt saases s, 38
7.1 AVALIACAO DA METODOLOGIA OFICIAL ..oovecee et 39
7.2 COMPARAGCAQO DOS CUSTOS......ooovieeiieeeeeieseieeeesestese s tesessesssss s sen s snsenenns 39
8. CONCLUSAOD.......iiriieiriieieeee sttt 42
0. PERSPECTIVAS ...ttt ettt e et e e st e e s e e e s e e e nneaeeanaeeans 42

10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS: ..o oo e eee e, 43



1. INTRODUCAO

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) a
populacdo mundial atingird 9 bilhdes de habitantes em 2050, o que aumentara a demanda
de alimentos. Um dos grandes desafios é produzir quantidade suficiente de alimentos e de
qualidade.

Desta forma, uma das preocupacdes no setor alimenticio esta relacionada com a
contaminacdo dos alimentos por residuos de pesticidas e contaminantes inorganicos.

A inspecdo da qualidade dos alimentos é de fundamental importancia para a saude
da populacdo, assim como para controle de producdo nacional. No entanto, os métodos
analiticos utilizados precisam ser validados. A validacdo consiste em comprovar a
eficiéncia e a qualidade do método (GONZALES, A. G.; HERRADOR, M. A., 2007). Os
parametros utilizados para tal, segundo a literatura (ALBANO, F. M.; RAYA-
RODRIGUES, M. T., 2009), sdo a exatidao, precisdo (repetitividade e reprodutibilidade),
linearidade, faixa de trabalho, seletividade, incerteza de medicdo, estabilidade, os limites de
quantificacdo e de deteccdo e a robustez.

A determinacdo de contaminantes inorganicos tais como cadmio (Cd), chumbo (Pb)
e arsénio (As) em alimentos, como carne de aves é feita por espectrometria de absor¢do
atdbmica com forno de grafite (GF AAS) e por espectrometria de absorcdo atdbmica com
geracdo de hidretos (HG AAS), esta para 0 As. O uso dessas técnicas, ja consolidadas e
oficiais pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e abastecimento (MAPA), pode ser
aprimorado, o que foi o objetivo do presente trabalho.

A proposta desse projeto foi aprimorar um método ja validado, a fim de substituir a
utilizacdo de duas matrizes (rim e masculo) por uma apenas (figado). Como néo se trata de
uma nova validacdo, foi necessario avaliar somente alguns parametros: a recuperacao
(exatiddo), repetitividade (precisdo) e efeito de matriz (seletividade). Essa nova proposta
tem o conveniente de poderem ser determinados os trés elementos numa Unica matriz e,
assim, realizou-se a avaliacdo dos parametros mediante a técnica de GF AAS. No entanto,

mediante essa técnica ndo foram obtidos resultados satisfatérios para As.
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Nesse trabalho também foram avaliadas duas formas alternativas de preparacdo da
amostra: digestdo em forno de microondas e preparacdo de suspensdo. Estas tem inimeras
vantagens, como reducdo de custos de reagente, tempo de analise assim como menor
geracdo de residuos, quando comparadas com aquelas recomendadas pelo método oficial.
Foram obtidos resultados satisfatorios para Cd e Pb, o que ndo ocorreu para 0 As. No
entanto, isso foi devido ao efeito de matriz na técnica de medicdo (GF AAS) e ndo ao
método de andlise. Por fim, foi feito um estudo de custos e fez-se um comparativo entre 0s

métodos.

1.1 A CARNE DE FRANGO

A arte de criar aves é uma das atividades pecudrias mais antigas e existem relatos de
que de hd mais de 4000 mil anos os povos de Extremo Oriente conseguiam prender e
domesticar algumas espécies de aves selvagens (http://www.fdr.com.br, acesso em
23/11/2013). Acredita-se que a ave tenha chegado ao Brasil em 1503, mas a produgéo
comercial surgiu em Minas Gerais, por volta de 1860, quando o estado comegou a enviar
aves e laticinios para outras regides do pais (http://www.aviculturaindustrial.com.br,
acessado em 23/11/2013).

Até o inicio do século XX a criacdo de frango era campestre no Brasil. As aves viviam
soltas e demoravam mais de seis meses para atingir o peso de abate, na faixa de 2,5 kg. O
processo de modernizacdo e de producdo em escala comecou na década de 30 em funcéo da
necessidade de abastecer os mercados que ja eram grandes na época. A partir dos anos 50, a
avicultura brasileira ganhou impulso com o melhoramento genético, com o
desenvolvimento de vacinas, nutricdo e equipamentos especificos para a criacdo dos
animais. As grandes agroindustrias avicolas brasileiras ganharam estrutura a partir dos anos
60 (http://www.aviculturaindustrial.com.br, acessado em 23/11/2013).

O Brasil é hoje um dos maiores exportadores de carne no mundo. Nos ultimos anos, o
pais firmou-se no mercado mundial de carnes, onde a carne de frango se destaca. Os
principais produtores de frango séo os Estados Unidos, a China e o Brasil, sendo que os
maiores consumidores sdo os Estados Unidos, a China, a Unido Européia e o Brasil. A


http://www.fdr.com.br/
http://www.aviculturaindustrial.com.br/
http://www.aviculturaindustrial.com.br/
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producdo brasileira em 2009 ultrapassou 11 milhdes de toneladas, sendo 30% deste
montante exportados (http://www.abef.com.br, acessado em 03/08/13).

A avicultura no Brasil se destaca no complexo de proteina animal por ser considerada a
mais dindmica e tecnicamente controlada, pois hoje os frangos de corte sdo abatidos com
cerca de 37 dias de idade e peso médio de 2,4 kg.

No Brasil, a carne de aves, por se tratar de um importante produto comercial, é
submetida a uma rigorosa fiscalizacdo no que diz respeito a contaminantes inorganicos
nocivos a saude do consumidor, mais especificamente, o arsénio, cddmio e chumbo, de
maior controle por parte do MAPA.

Atualmente, o Brasil conta com o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), amparado pela Rede Nacional de Laboratorios Agropecuarios
(LANAGROs), cujo objetivo é apoiar as acbes de fiscalizacdo de Secretaria de Defesa
Agropecuéria em toda a extensdo da cadeia produtiva alimentar. O PNCRC define limites
maximos de residuos de pesticidas e contaminantes inorganicos, incluindo As, Cd e Pb. Os
limites de tolerancia para tecido animal, incluindo as aves, sdo: 1,0 pg g™ de As; 0,50 pg g™
de Cd e 0,50 pg g™ de Pb (PNCRC-Animal, 2013).

1.2 CONTAMINANTES INORGANICOS

Os contaminantes inorganicos constituem uma das maiores fontes poluidoras dos
solos e agua. Elementos como As, Cd e Pb ndo sdo naturalmente encontrados nos
organismos vivos e ndo apresentam nenhum desempenho na fungdo nutricional e
bioquimica. Desta forma, mesmo em baixas concentragcbes esses elementos sdo
considerados prejudiciais a saude humana. Caracteristicas importantes dos elementos que

sdo determinados nesse trabalho estdo descritas a seguir.

1.2.1 Arsénio

O As e um metaloide que ocorre na forma inorganica e organica e € encontrado no

ambiente, tanto naturalmente como em consequéncia da atividade antrépica. As espécies
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inorganicas de arsénio sao mais toxicas do que as organicas, mas até agora a maioria dos
dados de ocorréncia em alimentos recolhidos no &mbito do controle oficial dos géneros
alimenticios, ainda sdo relacionados ao teor de As total, sem diferenciar as varias espécies
do elemento. A necessidade de dados de especiacdo é evidente, pois diversas investigacdes
demonstram que, especialmente em frutos do mar, a maior parte do arsénio esta presente
em formas orgénicas, que sdo menos toxicas. Por conseguinte, uma avaliagdo de risco sem
levar em conta as diferentes espécies levaria a uma superestimacao consideravel do risco de
salde relacionado com a exposicao do arsénio na dieta (ESFA).

Vérias pesquisas demostram que o As inorganico é um indutor genético
caracterizado como um agente cancerigeno (FRUMKIN, H.; THUN, M. J., 2001). O
As(111) reage com os grupos sulfidrilas de proteinas, afetando a atividade de muitas enzimas
que contém esse grupo. Efeitos inibidores do As(Ill) na respiracdo mitocondrial
determinam efeitos téxicos criticos (MCSHEEHY, S.; SZPUNAR, J.; MORABITO, R,
2003).

As atividades humanas intensificam a acumulacdo do arsénio no meio ambiente
com a queima de combustiveis fdsseis, fundicdo de metais e utilizacdo do elemento na
industria de semicondutores e de vidro. O arsénio € também um ingrediente de muitos
materiais comumente utilizados, incluindo preservativos de madeira, pigmentos,
inseticidas, herbicidas, fungicidas e rodenticidas (HATHAWAY, G. J.; PROCTOR, N. H,;
HUGHES, J. P., 2005). A utilizacdo de compostos de arsénio na agricultura, silvicultura e
nas atividades mineradoras podem contaminar o0 solo, aguas subterrdneas e vegetais
(SMEDLEY, P. L.; KINNINGURG, D. G., 2002).

1.2.2 Cadmio

O Cd é um dos cinco elementos mais toxicos presentes na natureza, ndo sendo
elemento essencial ao homem. Sua presenca em tecidos bioldgicos decorre da
contaminacdo dos alimentos, meio ambiente ou exposicdo ocupacional. Suas numerosas
aplicagdes industriais e sua capacidade de combinacdo com outros elementos metélicos (Zn
e Cu, principalmente) favorecem a contaminagdo ambiental (ESFA).
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O Cd é encontrado naturalmente e também devido a acgdes antrépicas,
principalmente devido a sua presenca em insumos agricolas. Para os ndo fumantes e a
populagéo em geral, os alimentos s&o a principal fonte de exposi¢do ao Cd. A absorc¢ao do
Cd apos a exposicdo alimentar é relativamente baixa (3 a 5%), mas € eficientemente retido
nos rins e figado do corpo humano, com uma meia vida biologica de 10 a 30 anos. O Cd ¢
especialmente toxico para os rins, acumulando-se nas células tubulares proximais ao longo
do tempo, podendo causar disfuncéo renal. A Agencia Internacional para Pesquisa sobre o
Cancer (IARC) classificou o0 Cd como um cancerigeno humano, com base em estudos
ocupacionais, aumentando o risco de cancer de pulmdo, endométrio, bexiga e mama
(ESFA).

1.2.3 Chumbo

O chumbo foi um dos primeiros metais que o homem aprendeu a usar. Ha
evidéncias que ja era utilizado na Asia Menor 4000 a.C. Por ser utilizado de forma téo
intensa e por tdo longo tempo, a histéria de sua intoxicacdo é extensa. No Império Romano
era comum devido ao fato de os canos serem feitos de chumbo, assim como os vasos onde
se guardavam os vinhos e alimentos (HENDERSON, J. A.; BLOOD, D. C.; RADOSTITS,
0. M., 1983).

O Pb ocorre como contaminante ambiental em consequéncia de seu amplo emprego
industrial, destacando-se a industria extrativa, petrolifera, de tintas e corantes, ceramica,
gréfica, bélica, entre outros (HENDERSON, J. A.; BLOOD, D. C.; RADOSTITS, 0. M.,
1983).

A presenga de chumbo no ambiente aumenta com a intensificagdo da urbanizagéo,
agricultura e emissdes industriais. Na China, a concentragcdo de chumbo na carne, nos ovos
e no leite aumentou nos ultimos 10 anos, enquanto em paises desenvolvidos a
contaminagédo parece ter se estabilizado. Apesar disto, estima-se que nos ultimos 30 anos,
grandes quantidades de chumbo tenham sido emitidas no ambiente (TAJKARIMI, M.;
FAGHIH, M. A.; POURSOLTANI, H., 2008). Assim, o Pb esta presente no meio em que 0
homem vive e a concentracdo do elemento varia de um local para o outro. A populagdo

urbana defronta-se com este problema devido a constante emissdo, pelas industrias ou ainda
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pela ingestdo de alimentos contaminados (HENDERSON, J. A.; BLOOD, D. C,;
RADOSTITS, O. M., 1983).

Foi constatado que o Pb é armazenado nos 0ssos e € liberado ao longo do tempo,
especialmente durante a gravidez, amamentacéo e ap0s a menopausa. Os principais efeitos
do chumbo séo exercidos sobre o sistema cardiovascular, renal, imunoldgico, e reprodutivo.
Foi também identificado como possivel agente cancerigeno, sendo que o sistema nervoso é
especialmente sensivel ao Pb (WHITE, L. D.; CORY-SLECHTA, D. A.; GILBERT, M. E.,
2007).

No Brasil, 0 MAPA estabelece um limite méximo de 0,5 ug g™ de Pb, 0,5 ug g™ de
Cd e 1,0 ug g™ de As no figado de aves (PNCRC-Animal, 2013).

1.3 TECNICAS PARA DETERMINACAO DE ARSENIO, CADMIO E CHUMBO

A técnica de HG AAS foi utilizada para determinacédo de As e a técnica de GF AAS

foi utilizada para a determinacéo de Pb e Cd.

1.3.1 Espectrometria de absorcéo atdmica por geracdo de hidretos (HG AAS)

A HG AAS é, essencialmente, uma técnica de separacdo quimica do elemento de
interesse (analito) da solucdo contendo a matriz da amostra, a qual, fregiientemente,
interfere no sinal do analito. Elementos como arsénio, selénio e antim6nio produzem
hidretos com caracteristicas covalentes mais pronunciadas e de relevante estabilidade,
sendo gerados e transportados até a célula de atomizacdo com alta eficiéncia (DEDINA, J.;
TSALEV, D. L., 1995).

A HG AAS associada a uma célula de quartzo (atomizador) pode garantir menores
limites de deteccdo de As que aqueles obtidos por GF AAS. Devido as condicGes
especificas do detector (AAS), a capacidade da HG AAS é geralmente restrita a analise
monoelementar (DEDINA, J.; TSALEV, D. L., 1995).

O uso dessa tecnica especificamente para a quantificacdo de arsénio possui, pelo
menos, dois beneficios principais: o arsénio é separado como um gas a partir da matriz da

amostra, reduzindo assim a interferéncia do efeito da matriz e é muito mais eficientemente
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transportado para o instrumento na fase gasosa do que na fase liquida, melhorando a
sensibilidade (MORRETO,A.L., 2001).

O hidreto pode ser gerado através do uso de agente redutor, sendo um dos mais
usados o tetrahidroborato de sdédio (NaBH;) em meio acido (SMEDLEY, P. L.
KINNINGURG, D. G., 2002), conforme resumido pelas equacdes (1) e (2).

NaBH; + H,O + HC]1 — H3;BO3; + NaCl + 8H° (l)
As®* + 3H° - AsH; (2)

As solucBes de NaBH, sdo geralmente preparadas diariamente em solucdo bésica,
por exemplo, em NaOH 0,05 a 0,1% (m/v), para melhor estabilidade do reagente
(TAKASE, |.; PEREIRA, H.B.; LUNA, ASS., 2002).

Na HG AAS é utilizado um atomizador aquecido a 900 °C, onde os hidretos de
arsénio sdo decompostos e € produzido arsénio livre, absorvendo a radiacdo da fonte em
193,7 nm.(POLETTI, J., 2012)

Para a determinacdo do arsénio inorganico total é necessario efetuar a reducdo do
As(V) para As(l11), com a utilizacdo de agentes redutores como o iodeto de potéssio (KI).
O KI é utilizado na presenca de acido ascorbico que tem a finalidade de prevenir a oxidacdo
do iodeto pelo ar atmosférico (BARRA, C.M.; SANTELLI, R.E.; GUARDIA, M., 2000).

1.3.2 Espectrometria de absorcéo atdmica com forno de grafite (GF AAS)

A GF AAS também é conhecida como espectrometria de absor¢do atbmica com
atomizacédo eletrotérmica (LIMA, V.S., 2011). Na atomizacdo eletrotérmica, a amostra é
introduzida no forno ou camara (tubo) de grafite, a qual é submetida a um aquecimento
progressivo previamente programado. A temperatura do tubo aumenta a medida que se
aumenta a diferenca de potencial e corrente aplicados aos contatos do tubo de grafite, sendo
o calor desenvolvido por efeito Joule (RIDDLE, C., 1993).

Durante a atomizacdo os atomos presentes na amostra sdo levados ao estado
fundamental. Uma lampada de catodo oco (LCO) ou de descarga sem eletrodo (EDL) emite

radiacdo no comprimento de onda especifico do analito e os 4&tomos do analito absorvem
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parte dessa radiacdo passando para o estado excitado. A quantidade de energia absorvida é
proporcional & concentracdo de analito na amostra e pode ser medida através da quantidade
da radiagdo da fonte que chega ao detector antes e ap6s a absor¢do pelo analito (SILVA, Jr,
A.l; BIDART, AM.F.; CASELLA, R. J., 2011).

Ao se utilizar a GF AAS, é de fundamental importancia o uso de modificador
quimico, que tem como principal funcdo separar e eliminar a matriz durante a etapa de
pirdlise, fixando o analito no tubo de grafite até a etapa de atomizacédo, permitindo assim a
eliminacdo de maior parte da matriz. O modificador quimico pode ser colocado sobre a
amostra no tubo de grafite, através do pipetador automatico, pipetando em seqiiéncia,
modificador e amostra. Além disso, 0 modificador quimico pode ser permanente no tubo de
grafite. Os modificadores quimicos comumente usados, na forma de solucdo, sdo o Pd,
Mg(NOs),, NH4H,PO,4 e misturas desses (ATZ, V.L., 2008).

A GF AAS é uma técnica seletiva e de boa sensibilidade, sendo, portanto,
apropriada para determinar baixas concentragdes de elementos em varios tipos de amostras
liquidas e sélidas, como no caso de Cd e Pb (ATZ, V.L., 2008).

1.4 VALIDACAO DE METODOLOGIA

O objetivo de se avaliar um método analitico é assegurar que em uma analise de
rotina serdo obtidos resultados confiaveis. Apenas uma comparacdo dos resultados obtidos
mediante 0 método em questdo, com valores certificados para materiais de referéncia, ndo €
o suficiente. O objetivo de uma validacdo ndo é simplesmente a obtencéo da veracidade de
um resultado, mas também avaliar os riscos que podem ser expressos pela incerteza da
medida associada com este resultado (GONZALES, A. G.; HERRADOR, M. A., 2007).

Um método deve ser validado quando surge a necessidade de se verificar a
adequacao de seu desempenho em relacdo a uma nova situacdo analitica, ou quando ocorre
a extensdo de escopo de um método ja validado, ou mesmo quando um aprimoramento é
incorporado ao sistema, entre outros (EURACHEM.,1998).

Existem critérios bem definidos para a validacdo de metodos analiticos, com
evidéncias objetivas. Estes sdo: precisdo (repetitividade e reprodutibilidade), exatiddo,

linearidade, faixa de trabalho, seletividade, incerteza da medicdo, estabilidade, limites de
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deteccdo e quantificacdo e robustez (ALBANO, F. M.; RAYA-RODRIGUES, M. T,
2009).

2. SITUACAO ATUAL

Os limites maximos de contaminantes inorganicos estdo definidos no Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), onde os limites de tolerancia
para tecido animal, incluindo as aves de corte a partir da anélise do musculo e rim séo: 1,0
ng gt de As; 0,50 pg gt de Cd e 0,50 pg g™ de Pb (PNCRC-Animal., 2013).

Atualmente, o Laboratério Nacional de Agropecuaria (LANAGRO), que é
descentralizado do MAPA, esta desenvolvendo diversas atividades de insercdo ou alteracdo
de escopos e, no caso das aves de corte, existe a possibilidade de se determinar Cd, Pb e As
em somente uma matriz, no figado. Atualmente, no LANAGRO/RS, o Cd e o Pb (em
musculo de ave) sdo determinador por GF AAS, enquanto que o As (em rim de ave) ¢é
determinado por HG AAS.

O método de digestdo das amostras para determinacdo de Cd e Pb baseia-se na
adicdo de acido nitrico (HNO3) e peroxido de hidrogénio (H,0,), sendo primeiramente
adicionado 0 HNO3 e a mistura aquecida em bloco digestor por 60 minutos. Apoés resfriar a
temperatura ambiente é adicionada uma aliquota de H,O, e a mistura novamente aquecida
por 60 minutos. A decomposi¢do de amostra para determinacdo de As é realizada por
calcinagdo em forno mufla a temperatura de 550 °C, onde na primeira queima é adicionada
uma aliquota de nitrato de magnésio (Mg(NOz3), e na segundo queima uma aliquota de
HNOs3.

3. OBJETIVO

Este trabalho visa desenvolver e implementar uma metodologia mais eficiente de
analise para a determinacdo de As, Cd e Pb em tecido de aves, melhorando o método ja
existente. Sera avaliada a possibilidade de analisar somente um tipo de tecido ao invés de

dois; atualmente sdo feitas determinagdes desses elementos no musculo e no rim das aves.
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Neste contexto, o objetivo do trabalho é desenvolver um método de analise para o figado,
que substituird a analise dos rins e musculo.

Para a validacdo do método foram avaliadas a seletividade (atraves do efeito de
matriz), exatiddo (pelo teste de recuperacdo do analito) e a precisdo (pelo teste de
repetitividade). Alguns parametros foram avaliados mediante a analise com material de
referéncia certificado e outros através da adigdo de solucéo padréo de referéncia certificada.

Neste trabalho também foram investigadas formas alternativas de preparo da
amostra: suspensdo com hidréxido de tetrametilaménio (TMAH) e digestdo em forno de
micro-ondas. Também foram avaliadas as temperaturas de pirdlise e atomizacdo do

programa de temperatura do forno de grafite.
4. PROPOSTA TECNOLOGICA

Este trabalho apresenta como proposta tecnolégica avaliar a possibilidade de
utilizacdo de uma nova metodologia de determinacgéo de elementos tracos em carne de aves,
investigando-se a possibilidade de utilizar apenas uma matriz para determinacdo de Cd, Pb
e As ao invés de duas que sdo utilizadas atualmente.

Para a avaliacdo serdo usados critérios ja definidos pelo MAPA, para demonstrar a
eficiéncia do método proposto.

Por fim, avaliar e comparar os custos envolvidos na determinacdo dos elementos

pelo MAPA, mediante 0 método proposto e o oficial.

5. METODOLOGIA

5.1 MATERIAIS E REAGENTES

Foram utilizados reagentes de grau analitico e agua purificada (com condutividade
de 0,05 uS) atraves de um ultra purificador (Master System da marca Gehaka). Essa dgua
foi utilizada para a preparacdo das solucGes e amostras. HNO3; 65% (m/m), HCI 37%
(m/m), H,0O, 30%, NaOH 99%, hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) 25% (m/v), acido
ascorbico (CgHgOgs) 99%, KI 99%, Mg(NO3),.6H,O 98-102%, tetrahidroborato de sodio
(NaBH,) 99%, Mg(NOs), 10 g L™ e solucdo de Pd(NOs),.2H,0 10 g L™ foram utilizados.
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As solucdes de calibracdo foram preparadas a partir da diluicdo de uma solucéo
estoque (Merck) com 1000 mg L™ do analito em &gua.

O material de referéncia certificado utilizado foi o Bovine Liver (1577¢) do National
Institute of Standards and Technology. Para as fortificacbes das amostras foram utilizados

padrdes aquosos da marca Merck, contendo 1000 mg L™ do analito.

5.2 LIMPEZA DO MATERIAL

Os tubos de vidro utilizados na digestdo das amostras, os frascos de polipropileno
(PP) usados no armazenamento das amostras, os bal6es volumétricos e os copos béquer
foram descontaminados de acordo com o seguinte procedimento: a) enxague em agua
corrente por 3 vezes; b) contato com uma solucdo de detergente neutro 0,5% (v/v) por 24
horas; d) sucessivas lavagens com agua corrente; d) imersdo em uma solucdo de HNO3
10% (v/v) por 24 horas e f) lavagem com agua ultrapura. Apos isso, o material foi deixado

Secar.

5.3 EQUIPAMENTOS

Para a determinacdo do arsénio foi utilizado um espectrometro de absor¢do atbmica
Analisty 200 com um sistema de injecdo de fluxo FIAS/100, equipado com um amostrador
automatico AS 90 Plus e ldmpada EDL da marca PerkinElmer, operada com uma corrente
de 400 mA. Foi utilizado N, com pureza de 99,999% de marca IBG como gas de purga,
com vazéo de 50 -100 mL min™. A absorvancia do As foi medida em 193,7 nm, para uma
fenda espectral de 2,3 nm e tempo de integragdo de 15 s. O atomizador utilizado foi uma
célula de quartzo em forma de T, aquecida a 900 °C. Utilizou-se NaBH, 0,4% (m/v) e HCI
10% (v/v), respectivamente, para a geracdo dos hidretos de As. Para obter a curva de
calibracdo do As foram preparadas solugdes de calibracdo contendo 1,0; 2,5; 5,0; 7,5;10 e
12,5 pg L™ do elemento, em HCI 10% (v/v).

A determinacdo de Cd e Pb, e alguns testes para As, foi realizada por GF AAS,
utilizando-se um espectrometro Analisty 600 em conjunto com um amostrador automatico
AS 800, ambos da marca PerkinEImer. Como géas de purga e protecao foi utilizado argénio

com pureza de 99,999% marca IBG, & vazdo de 250 mL min™. Como fonte de radiacéo
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foram utilizadas lampadas de EDL de Cd, Pb e de As, operadas a 230 mA, 440 mA e 400
mA, respectivamente. A absorvancia do Cd foi medida em 228,8 nm, a do Pb em 283,3 nm
e a do As em 193,7 nm, sendo a fenda espectral 0,7 nm e o tempo de integragédo 5 s para
ambos os elementos. O modificador utilizado foi uma mistura de Pd 0,05% e Mg(NOs).
0,03%. A curva de calibracdo do cadmio foi preparada mediante solugcdes de calibracéo
contendo 1, 2, 4, 6, 8 e 10 pg L™ do elemento, a de chumbo foi preparada a partir de
solucdes contendo 20, 40, 60, 80 e 100 pg L™ do elemento e a de arsénio foi preparada a
partir de solugdes contendo 5, 10, 25, 50, 75, 100 pg L™ do elemento. Os volumes de
solucdo da amostra e do modificador quimico introduzidos no tubo de grafite foram 20 pL
e 5 uL, respectivamente. O programa de temperatura e tempo do forno de grafite é citado
na Tabela 1.

Tabela 1: Programa de temperatura e tempo do forno de grafite para determinacdo de Cd,
Pbe As.

Etapas Temperatura °C  Rampa(s) Patamar (s) Fluxo de gas (mL min™)
Secagem 110 1 30 250
Secagem 130 15 30 250
Pir6lise 700%; 1000°; 1200° 10 20 250
Atomizacdo 1500%1600”;2000° 0 5 0
Limpeza 2450 1 3 250
% Cd, " Pb, : As

A decomposic¢do das amostras assistida por micro-ondas foi realizada em um forno
Multiwave 3000 da marca Anton Paar, com um rotor para oito tubos de quartzo. O
programa usado € citado na Tabela 2.

Tabela 2: Programa do forno de micro-ondas.

Etapas  Poténcia (W) Rampa (min)  Patamar (min)  Estagios de Ventilacdo

1 600 5 10 1
2 1400 10 10 1
3 0 10 3




21

5.4 AMOSTRAS

As amostras de figado de ave utilizadas para desenvolvimento do método foram
adquiridas aleatoriamente em supermercados locais, sendo usadas preferencialmente
amostras que continham baixas concentracdes dos elementos estudados, atraves de anélises
preliminares, constituindo a “matriz branca”. As amostras de figado in natura de ave foram
trituradas e homogeneizadas, colocadas em frasco plastico e armazenadas congeladas (em

freezer) até o dia da analise.

5.5 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

5.5.1 Digestao das Amostras para Determinacéo de Arsénio

As amostras de figado foram decompostas conforme método oficial do LANAGRO.
Foram pesados, aproximadamente, 5 g em copo béquer de 25 mL, onde foram adicionados
5 mL de nitrato de magnésio Mg(NO3), 50% (m/v) e a mistura foi aquecida a 90 °C em
estufa por cerca de 8 h, até secagem completa da amostra. Posteriormente, as amostras
foram calcinadas em mufla, com rampa de aquecimento (Tabela 3), de modo a elevar
lentamente a temperatura até 550 °C, permanecendo nessa temperatura por um periodo de 6
horas. Apo0s esfriar e atingir a temperatura ambiente, foi adicionado 1 mL de HNO3; 50%
(v/v), tendo-se o cuidado de lavar as paredes do frasco para remover possiveis residuos de
carbono remanescentes, e a mistura foi levada a secura (sem ferver) em chapa eletricamente
aquecida, durante 1 h. Em seguida, as cinzas foram novamente aquecidas (Tabela 4) a 550
°C por 1 h em mufla. Apds esfriar e atingir a temperatura ambiente, foram adicionados as
cinzas 10 mL de HCI 4,5 mol L™ e a mistura foi aquecida (sem ferver) em chapa elétrica,
até a solubilizacdo das cinzas. Repetiu-se por mais duas vezes a adi¢cdo de 10 mL de HCI
4,5 mol L. Finalmente, foram adicionados 2 mL de solucdo de iodeto de potassio (KI)
7,5% (m/v) + &cido ascorbico 7,5% (m/v) e o volume da solugédo foi completado com agua
até 50 mL em frasco graduado.

Para o estudo das temperaturas de pir6lise e atomizacdo, foi utilizada uma amostra

de figado in natura, digerida com 5 mL de HNO3; + 2 mL de H,O, em tubo quartzo, no
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forno de micro-ondas. Ap6s o término do programa de aquecimento e resfriamento, o
volume da solucéo foi completado a 15 mL com &gua. Antes da decomposicdo, foi feita
adicao dos analitos (com padrdo aquoso de referéncia), a fim de se obter 125 pg kg™ de Cd,
250 pg kg™ de Pb e 500 pg kg™ de As.

Tabela 3: Programa inicial da mufla usado para secagem e calcinacdo das amostras de
figado de ave.

Etapas Temperatura (°C) Rampa (min) Patamar (min)
1 100 20 10
2 180 10 30
3 250 20 60
4 350 20 90
5 450 15 30
6 550 15 150
7 0 - Desligar

Tabela 4: Programa final da mufla usado para a secagem e calcinacdo das amostras de

figado de ave.

Etapas Temperatura (°C) Rampa (min) Permanencia (min)
1 250 10 30
2 550 15 30
3 0 - Desligar

5.5.2 Digestao das Amostras para Determinacdo de Cadmio e Chumbo

As amostras de figado foram decompostas de acordo com o método oficial, para a
determinacdo de Cd e Pb. Para isso, 2 g de figado foram pesados em tubo de vidro
graduado, onde foram adicionados 5 mL de HNO3 concentrado. A digestdo da amostra foi
feita em sistema aberto, onde o tubo foi colocado em um bloco digestor aquecido a 80 °C e
a mistura mantida nessa temperatura por 60 min. Apds o resfriamento, foram adicionados 2
mL de H,O, e a mistura foi novamente aquecida por mais 60 min. Eventualmente, o tubo

contendo a amostra e 0 acido era manualmente agitado. A digestdo foi finalizada apos
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observar-se auséncia de residuos da amostra. ApoOs esfriar a temperatura ambiente, o

volume foi ajustado para 15 mL com &gua.

5.5.3 Suspensao

Para a determinacao dos Cd, Pb e As, a amostra foi também preparada na forma de
suspensdo. Foram pesados 30 mg de figado de ave, em triplicata, diretamente no copo do
amostrador automatico associado ao espectrometro GF AAS. Apds a pesagem, foram
adicionados 500 pL de &gua e a mistura foi homogeneizada com o auxilio de uma
micropipeta. A seguir, foram adicionados 500 pL de uma solu¢do de TMAH 25% (m/v) e a
suspensdo foi novamente homogeneizada com auxilio de uma micropipeta. Finalmente,
foram adicionados mais 500 puL de &gua e a suspensdo novamente homogeneizada.
Imediatamente antes de ser pipetada, a suspensdo era homogeneizada, também com o
auxilio de uma micropipeta (DAMIN, I.C.F., 2009).

5.5.4 Digestdo Assistida por Radiacdo Micro-ondas

Foram pesadas 500 mg da amostra de figado em frascos de quartzo do forno de
micro-ondas. Foram adicionados 5 mL de HNOs3, 1 mL de H,O;, e 1 mL de agua. Apoés a
adicdo dos reagentes os frascos foram colocados no rotor e transferidos para o forno de
micro-ondas. A digestdo da amostra foi efetuada segundo o programa citado na Tabela 2. A
solucdo obtida foi quantitativamente transferida para frasco graduado de polipropileno cujo

volume foi completado com agua até 15 mL.

5.6 VALIDACAO DO METODO

A validacéo é feita através da verificacdo de diversos pardmetros. O presente caso
ndo se trata de uma nova validagdo e sim de uma modificacdo de um método ja validado.
Portanto, conforme citado anteriormente, os parametros avaliados foram a precisao (através
da repetitividade), a seletividade (através do efeito de matriz) e a exatidao (pelo teste de

recuperacao do analito).
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5.6.1 Estudo da Recuperacao

A veracidade é a concordancia entre a média de um namero suficientemente grande
de resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito convencionalmente como
“verdadeiro”. A veracidade esta inversamente relacionada ao erro sistematico ou ao fator de
correcdo (MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE ANALITICA. MAPA, 2011).

Os testes de recuperagdo tém como objetivo a avaliacdo dos resultados das analises,
para verificar os erros sistematicos oriundos dos efeitos de extracdo ou digestdo e das
perdas advindas de todas as etapas da marcha analitica, até a resposta instrumental. Nao se
dever confundir a recuperacdo do analito com a eficiéncia de extracdo ou da digestdo da
amostra; a recuperacdo mede a tendéncia total do método analitico e, portanto, € uma

expressao de sua veracidade.

5.6.1.1 Procedimento de Determinacdo da Recuperacéo

A recuperacdo foi avaliada a partir de seis réplicas da matriz da amostra, esta
denominada de “matriz branca”. A matriz branca era constituida por varias amostras com
baixa concentracdo do analito, as quais foram homogeneizadas e misturadas. Esta foi
fortificada com o analito, em trés niveis de concentracdo: baixa, média e alta, conforme a
Tabela 5.

Tabela 5: TMC e niveis de fortificagdo da “matriz branca”.

TMC Cadmio (ngkg®)  Chumbo (ng kg™)  Arsénio (ug kg™)
0,2 TMC - - 200
0,4 TMC 200 200 -
1,0 TMC 500 500 1000
1,5 TMC 750 750 1500

O “Teor Maximo de Contaminante” (TMC) para As, Cd e Pb variam conforme a
determinacdo do PNCRC (PNCRC-Animal, 2013) para cada matriz, sendo que o TMC
desses elementos em figado de ave é: 1000 pg kg™ de As, 500 ug kg™ de Cd e 500 pg kg™
de Pb.
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O fator de recuperacéo (frec) é calculado pela equacao (3):
frec = ((ct - Cnf) X 100) /Caq (3)

Onde:
e s =concentracdo medida ap0s fortificacdo da “matriz branca”;
e Cps = concentracdo medida na “matriz branca” néo fortificada;

e Cyg = concentracdo do analito adicionado a “matriz branca”.

5.6.1.2 Critérios de Aceitacdo da Recuperacdo

A recuperacéo, calculada segundo a equacao (3), deve estar compreendida dentro de
intervalos especificos por norma ou legislagdo especifica (MANUAL DE GARANTIA DA
QUALIDADE ANALITICA. MAPA, 2011). A Tabela 6 apresenta os critérios de aceitacio
para a recuperacdo, aplicaveis a analise de residuos e contaminantes em produtos de origem

animal.

Tabela 6: Intervalo de aceitacdo do fator de recuperacao.

Concentracao (C) Intervalo (%)
C<1pgkg” -50% a +20%
1pgkg'<C<10pgkg™ -30% a +10%
C>10 pgkg™ -20% a + 10%

Fonte: MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE DO MAPA, 2011

Segundo a Tabela 6, para o presente trabalho, a faixa de aceitacdo da recuperacgdo é
-20% a + 10% do valor esperado (100%).
5.6.2 Preciséo

A precisdo é uma estimativa da dispersédo de resultados entre ensaios independentes,

repetidos de uma mesma amostra ou padrées em condicdes definidas, sendo que uma das
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formas de expressar a precisdo € por meio da repetitividade (MANUAL DE GARANTIA
DA QUALIDADE ANALITICA. MAPA, 2011).

5.6.2.1 Repetitividade

A repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados de medicdes
sucessivas. As condicdes de repetitividade sdo aquelas em que todos os fatores que podem
alterar o resultado da medicdo sdo mantidos constantes ou controlados, ou seja, mesmo
procedimento de medicdo, mesmo analista, mesma temperatura, pressdo e umidade
ambiente, mesmo laboratério, mesmo fornecedor e lote de reagentes e as medigdes
realizadas em curto periodo de tempo (MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE
ANALITICA. MAPA, 2011).

5.6.2.2 Procedimento de Determinacdo da Repetitividade

Para a determinacdo da repetitividade a “matriz branca” foi fortificada ao nivel de
TMC, onde os trés niveis de concentracdo foram 0,2 ou 0,4 TMC; 1,0 TMC e 1,5 TMC.

Para cada nivel de concentracdo foram preparadas, pelo menos, seis réplicas
independentes, sendo esse procedimento realizado trés vezes, para cada nivel de
concentracdo, sendo as medicdes realizadas no menor intervalo de tempo possivel. Assim,
foram medidas dezoito replicatas para cada nivel de concentracdo. Cada replicata foi
medida trés vezes e utilizada a média das trés medidas. Além disso, para cada nivel de
concentracdo, foram calculados as concentragdes médias, o desvio padrédo e o coeficiente de
variacdo (CV) da repetitividade.

5.6.2.3 Critérios de Aceitacdo da Preciséo

O CV ¢ usado para verificar as condi¢des de aceitacdo da repetitividade, sendo que
0 CV calculado deve ser menor que o CV tabelado. Na Tabela 7 séo citados os valores de
CV tabelados para os diferentes intervalos. Para comparacdo, é recomendado usar 2/3 do

valor tabelado.
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Tabela 7: Critérios de aceitabilidade para a reprodutividade.

Concentracao (C) Coeficiente de Variacéo (CV) (%)
C <1 pg/kg 35
1 ng/ kg < C <10 pg/ kg 30
10 pg/kg < C <100 pg/kg 20
100 pg/kg < C <1 mg/kg 15
1 mg/kg < C <10 mg/kg 10
10 mg/kg < C < 100 mg/kg 7,3

Fonte: Manual de garantia da qualidade do MAPA, 2011

O coeficiente de variacao é calculado segundo a equacéo (4).
CV = (desvio padrao/media) x 100 4)

5.6.3 Estudo da Seletividade Mediante o Efeito da Matriz

A seletividade informa o quanto um método analitico permite determinar um analito
sem a interferéncia de outros componentes da matriz (MANUAL DE GARANTIA DA
QUALIDADE ANALITICA. MAPA, 2011). A verificacio da seletividade do método deve
ser realizada a partir da comparacdo entre os sinais (resposta instrumental) advindos do
processamento da matriz, do digerido da matriz fortificada e do analito em solvente puro
(Manual de Garantia da Qualidade Analitica. MAPA, 2011).

O estudo do efeito de matriz objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas
pelas diversas substadncias que compdem a matriz amostral, gerando, basicamente
fendmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental ou resposta instrumental
(Manual de Garantia da Qualidade Analitica. MAPA, 2011).
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5.6.3.1 Procedimento de Determinagéo do Efeito de Matriz

Para avaliar o efeito de matriz foi preparado um conjunto de amostras, que foram
fortificados com o analito, ou ndo, antes das mesmas serem digeridas. Da mesma forma,
foram preparadas replicatas do solvente puro. No caso da adi¢do do analito, esta foi feita
em diferentes niveis de concentracdo: 0,2 ou 0,4 TMC; 1,0 TMC e 1,5 TMC. Para cada

nivel de contracdo foram preparadas seis replicatas e cada replicata foi medida trés vezes.

5.6.3.2 Critérios de Aceitacao

Inicialmente foi aplicado o teste F (Fischer-Snedecor), de homogeneidade de
variancias, para verificar se as variancias para o sinal do analito na presenga da matriz
(amostra matrizada) e no solvente puro (amostra ndo matrizada) eram estatisticamente
iguais para cada nivel de fortificacdo. Para comparar o valor de F obtido com o valor de F
tabelado utilizou-se um nivel de confianca de 95% (Manual de Garantia da Qualidade
Analitica. MAPA, 2011).

O F é calculado pela equacdo (5) :
F = S1%/S2? (5)

Onde, S1% e S2° sdo, respectivamente, as variancias das sextuplicatas para o analito
em solvente puro e em presenca da matriz da amostra, para cada nivel de concentracao,
com a maior variancia no numerador (Manual de Garantia da Qualidade Analitica. MAPA,
2011).

Se em um dado nivel de concentracdo o valor F for menor que o F;, as variancias
para esse nivel de concentragdo podem ser considerados iguais, ou seja, a matriz ndo tem
efeito importante sobre a precisdo do método nesse nivel de fortificacdo considerado. Nesse
caso, 0s desvios-padrdo podem ser agrupados e a igualdade das medias dos dois conjuntos
de amostras pode ser testada mediante o teste t de student, comparando-se as concentragdes
médias (Manual de Garantia da Qualidade Analitica. MAPA, 2011). O valor de t calculado

é obtido pelas equagdes 5 e 6.
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X, =X,.
{:;r:':.f = _I - | .
({1 1)
(87| —+—
\l n, n, |
(5)
Onde:
o ny-1)s +(n,—1)s2,
5 = A S
(7, +1;5-2)
(6)
Sendo:

o Tile Mi2 sd0 as médias das concentragdes do analito na presenga (amostra
matrizada) e auséncia da matriz (solvente puro), respectivamente;

e Sj;e S, 0sdesvios padrdes das concentragdes do analito no i-ésimo nivel de
fortificagéo;

e nj1 e N, sao 0s numeros de replicatas das amostras 1 e 2 (ndo matrizadas e

matrizadas).

Se F calculado for maior que Fgi, as variancias ndao podem ser consideradas
estatisticamente iguais para o nivel de fortificacdo considerado. Verifica-se, entdo, o efeito
da matriz mediante as equacdes (7) e (8), que sdo alternativas para o calculo de t (Manual
de Garantia da Qualidade Analitica. MAPA, 2011).

Equac&o para calculo de t de student:
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Equacao para célculo dos graus de liberdade:

(@)

O valor de tg é tabelado e esse é determinado pelo numero de graus de liberdade
(vi) conforme a equacéo (8), ao nivel de confianca de 95%.

Quando t calculado for menor que tci;, podemos concluir que a matriz ndo afeta o
sinal do analito no nivel de concentracdo avaliado, mas se t for maior que ti podemos
concluir que a matriz tem um efeito estatisticamente significativo sobre o resultado
(MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE ANALITICA. MAPA, 2011).

Para aceitacdo da ndo existéncia de efeito de matriz, ndo deve haver efeito para
nenhum nivel de concentragdo avaliado (MANUAL DE GARANTIA DA QUALIDADE
ANALITICA. MAPA, 2011).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 RECUPERACAO

O teste de recuperacdo foi realizado segundo os métodos oficiais do
LANAGRO/RS. Na Tabela 8 sdo citados os valores obtidos experimentalmente.
Comparando-se os valores de recuperacdo com o critério de aceitabilidade, podemos
concluir que para todos 0s niveis de concentracdo o valor da recuperacdo esta no intervalo

de aceitagéo, portanto, mesmo alterando a matriz, sdo obtidos resultados exatos.
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Tabela 8: Recuperacdo do analito adicionado a matriz de figado de ave.

Nivel de Recuperado Valor Recuperacgao Faixa de
Elemento  Concentracao (pgpkg‘l) Esperacllo (E,)/O ) ¢ Aceitacio
(TMC) (Mg kg™)

0,4 186,3 1911 97,4
cd 1.0 474,2 483,7 98,1
1,5 631,8 696,6 90,6
0,4 164,6 192,4 85,6

Pb 1,0 453,9 484,7 93,6 80-110%
1,5 653,3 693,6 94,2
0,2 168,3 193,2 87,1
As 1,0 824,8 974,3 84,7
15 1341,6 1459,1 91,9

6.2 REPETITIVIDADE

O teste de repetitividade foi realizado observando-se os critérios recomendados, ou
seja, realizado pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, no mesmo laboratério e no
menor tempo possivel para a realizacdo das leituras.

Assim como o teste de recuperacdo, o teste de repetitividade foi realizado atraves de
fortificacdo da matriz com padr@es de calibracdo. Os niveis de fortificacdo foram 0,2 ou 0,4
TMC; 1,0 TMC e 1,5 TMC. Essas fortificacGes foram feitas em replicatas de seis amostras,
sendo que cada uma foi medida trés vezes. Esse procedimento foi realizado em trés etapas,
totalizando 18 replicatas para cada nivel de concentracdo, totalizando 56 replicatas para
cada elemento.

Podemos verificar na Tabela 9 que para todos os niveis de concentragédo, os valores
de CV calculado foram menores que os valores de CV tabelado. Com isso, podemos
concluir que a dispersdo dos resultados esta dentro dos limites de aceitabilidade e, desse

modo, a nova matriz ndo afeta a precisdo do método.
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Tabela 9: Valores do desvio-padréo, CV calculado e CV tabelado.

Elemento Cor’?é\e/ﬁlt;j:géo Desvio Médial cv cv
Padréo (Mg kg™®) Calculado Tabelado
(TMCQC)

0,2 114 1715 6,67 10

As 1,0 48,4 878,4 5,51 6,7
1,5 63,2 1354,2 4,67 6,7

0,4 13,6 179,0 7,61 10

cd 1,0 27,0 433,7 6,25 10
1,5 48,8 682,3 7,16 10

0,4 9,77 172,3 5,56 10

Pb 1,0 37,0 420,4 8,79 10
1,5 61,65 692,5 8,90 10

6.3 EFEITO DE MATRIZ

Para avaliar o efeito de matriz, a “matriz branca” (amostra matrizada) e o solvente
puro (amostra ndo matrizada) foram novamente fortificados em trés niveis diferentes de
concentracdo. Foram preparadas 6 replicatas para cada nivel de concentracao e o0 analito em
cada uma delas foi medido trés vezes.

Inicialmente foi aplicado o teste F aos dados experimentais, cujos resultados séo
apresentados na Tabela 10. Para o teste F considerou-se 5 graus de liberdade (nimero de
replicatas da amostra -1), com um nivel de confianca de 95% (MILLER, C.N.; MILLER,
J.N., 1988). Segundo a Tabela 10, todos os valores de F calculado foram menores que o
valor tabelado, podendo-se afirmar que as varidncias, para os diferentes niveis de
concentracdo, podem ser consideradas iguais. A partir dessa informacdo, foi possivel
aplicar o teste t de student, onde o valor de t foi calculado mediante a equagéo (5).

Neste caso, o numero de graus de liberdade foi 10 ((nUmero de replicatas para
solucdo matrizada + nimero de replicatas para solu¢do ndo matrizada) - 2) e o nivel de
significancia foi 95% (MILLER, C.N.; MILLER, J.N., 1988). Os valores de t calculado séo

citados na Tabela 11. Podemos verificar que para todos os elementos e para todos os niveis
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de concentracdo, os valores de t calculado foram menores que o valor de t critico, ou seja,

podemos concluir que a matriz ndo afeta o sinal do analito.

Tabela 10: Desvio padrdo quadrético (S?) dos resultados encontrados para os diferentes

niveis de concentracdo em relacdo ao TMC.

Nivel de

Elemento Concentracao S&Q;?;;é;a naS;’l\el\g][?isztgga calchJ:Ia do F tabelado
0,2 29,2 6,9 4,19

Arsénio 1,0 1046,4 240,0 4,36
1,5 5098,3 2805,6 1,86
0,4 103,9 22,9 4,54

Cadmio 1,0 568,3 119,7 4,75 5,05
15 1863,1 520,9 3,58
0,4 189,0 61,3 3,09

Chumbo 1,0 631,9 489,1 1,29
1,5 548,3 346,4 1,58

Tabela 11: Comparacdo dos valores de t para os diferentes niveis de concentracao.

Elemento Nivel de Concentracdo (TMC) t calculado teritico
0,2 0,01
Arsénio 1,0 0.64
1,5 0,32
0,4 0,43

Cadmio 1,0 0,05 2,23
1,5 0,98
0,4 0,15
Chumbo 1,0 018

1,5 0,01
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6.4 SUSPENSAO

O preparo da amostra atraves da formacao de suspensdo foi proposto como método
alternativo ao método oficial de digestdo utilizado pelo MAPA. O método proposto possui
aspectos favoraveis, tais como reducdo do tempo de preparo da amostra, economia de
reagentes, materiais e mao-de-obra e, principalmente, porque poderia permitir a
determinacdo dos trés elementos (Cd, Pb e As) na mesma aliquota preparada da amostra.

Para avaliar o método proposto, foi feita analise do material de referéncia
certificado, sendo os trés elementos determinados por GF AAS, cujos resultados obtidos
sdo mostrados na Tabela 12, onde foram observados resultados satisfatérios para Cd e Pb,
mas ndo para 0 As. Isso ocorreu provavelmente por causa do efeito da matriz (ATZ, V.L.,
2008).

Além da analise do material de referéncia certificado, foi ainda feito teste de
recuperacdo do analito, utilizando-se padréo aquoso certificado. Foram novamente obtidos
bons resultados somente para Pb e Cd, conforme pode ser visto na Tabela 13.

Foi feita também andlise do padrdo de As, para verificar possiveis problemas de
instrumentacao ou concentracdo dos reagentes. A concentracdo certificada de arsénio € 50
ng kgt e a encontrada foi 51,9 pg kg, evidenciando que os resultados incorretos s&o
decorrentes dos efeitos da matriz figado de ave, na determinacéo do As por GF AAS.

Tabela 12: Resultado da analise de material de referéncia certificado (figado bovino).

Elemento C(e rtiLicglc)io E?cor:;cr?;jo \Igarlllgornl\t/géllc? Recu(g/e;agéo
ug kg ug kg (g kg 6

92,97

Cadmio 97,0+ 1,4 88,02 89,5 92,3
87,60
73,78

Chumbo 62,8+ 1,0 61,79 67,7 108
67,65
10,93

Arsénio 19,6 + 1,4 9,80 9,5 48,4

7,75
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Tabela 13: Recuperacdo do analito adicionado a matriz de figado de ave.

Elemento Valor . Encontra}do Valor Médio . Recuperacéo
Esperado (ug kg™) (ug kg™) encontrado (ug kg™) (%0)
235,2
Cadmio 238,1 230,0 237,4 99,7
247,1
254,6
Chumbo 238,1 253,6 251,4 106
2459
187,9
Arsénio 476,1 182,4 183,0 38,4
178,7

6.5 DIGESTAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

A digestdo das amostras em forno micro-ondas também foi avaliada como método
alternativo ao método oficial do MAPA. O novo método de digestdo foi avaliado visando-
se a determinacdo por GF AAS dos trés elementos (As, Cd e Pb) em uma unica aliquota
preparada da amostra e também por ser mais rapido e mais facilmente executavel, trazendo
diversos beneficios financeiros ao longo do tempo, além da menor geragao de residuos.

A determinagcdo de arsénio por HG AAS foi também testada, para a amostra
digerida em forno micro-ondas, mas sem sucesso devido a formacao de precipitado quando
da adicdo da solucdo de iodeto de potassio e acido ascoérbico.

Da mesma forma que foi feito para a suspensdo, foi analisado material de referéncia
e feitos testes de recuperacdo do analito (com padrdo certificado). Novamente, foram
obtidos bons resultados para Cd e Pb, conforme pode ser observado nas Tabelas 14 e 15.
Observa-se que o As nao foi detectado no figado bovino certificado, que foi digerido.

Com base nos resultados encontrados, a preparacdo da amostra (figado bovino) na
forma de suspenséo e a digestdo assistida por micro-ondas poderiam ser empregadas para a
determinacédo de Cd e Pb. Com respeito ao As, um estudo mais detalhado faz-se necessario
guanto ao programa de temperatura e tempo, utilizando-se também outros modificadores

guimicos ou até mesmo maiores quantidades desses.
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Tabela 14: Recuperacgdo do analito adicionado a matriz de figado de ave.

Valor Encontrado Meédia do Valor Recuperacao
Elemento Esperado (g kg Encontrado (%)
(ug kg™ (ug kg™

266,6

Cadmio 260,4 267,5 267,3 103
267,8
248,9

Chumbo 271,7 249,5 249,3 91,9
249,5
194,4

Arsénio 520,8 228,1 218,8 42,0
233,9

Tabela 15: Resultado da analise de material de referéncia certificado (figado bovino).

Elemento Céarth:(ici()jo Er(1corl1(tr§;jo \éilggnﬁﬁigj Recu(rz;r)a(;éo,
Mg Kg Mg Kg (ug kg™ 0

81,74

Cadmio 97,0+1/4 83,02 82,9 85,4
83,88
54,68

Chumbo 62,8+1,0 69,67 63,06 100
64,83
<1,0°

Arsénio 19.6+1,4 <1,0 - -
<1,0

a: LD, em pg kg™

6.6 ESTUDO DO PROGRAMA DO FORNO DE GRAFITE

Foram preparadas curvas de temperatura de pirélise e de atomizagdo para As, Cd e
Pb na matriz (figado ave), a fim de se avaliar se o programa de temperatura e tempo (para
masculo e rim, conforme o método oficial) do forno de grafite era adequado para a matriz

figado. As curvas de temperatura de pirolise e atomizagao sdo mostradas nas Figuras 1-3.



Figura 1: Curvas de temperatura de pirdlise e atomizacdo para Cd.
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Figura 2: Curvas de temperatura de pirdlise e atomizacao para Pb.
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Figura 3: Curvas de temperatura de pirdlise e atomizacao para As.
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Nas Figuras 1, 2 e 3 verifica-se um comportamento estavel da absorbancia do Cd até
700 °C e do Pb até 1100 °C, diminuindo em temperaturas mais altas. Comparando-se essas
temperaturas com as utilizadas (Tabela 1), podemos constatar que a temperatura do Cd é
adequada, enquanto que a do Pb poderia ser 100 °C maior, aumentando a sensibilidade.
Para 0 As, a temperatura de pir6lise mais adequada seria entre 1300 °C e 1400 °C, em vista
da melhor sensibilidade e, possivelmente, maior eliminacdo da matriz. Com uma
temperatura de pirélise mais alta, ou com duas etapas de pirdlise, a recuperacdo do As
poderia ser melhor (veja as Tabelas 12-14). Quanto a temperatura de atomizacdo, aquelas
utilizadas para As e Pb sdo adequadas. No entanto, deveria ser 1100 °C para Cd, pois o
sinal comeca a diminuir em temperaturas mais altas. A temperatura utilizada foi 1500 °C
(Tabela 1, conforme o método oficial), que estd bem acima. Isso deve ser a principal razdo

da recuperacdo mais baixa observada para o Cd em alguns casos (Tabelas 12 e 15).

7. AVALIACAO DE CUSTOS

Foram feitas trés avaliagdes do custo relacionado com a metodologia proposta neste
trabalho, em relacdo ao método oficial, ou seja, a utilizacdo de uma Unica matriz ao invés

de duas, além da utilizacdo de um Unico método de preparo da amostra.
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7.1 AVALIACAO DA METODOLOGIA OFICIAL

O método oficial do LANAGRO/RS ¢ confiavel, pois foi validado pelo INMETRO
(Instituto Nacional de Pesos e Medidas), de acordo com ISO 17025 (Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas, 2005), onde foi aprovado em todos os testes que a validacdo exige.
Porém, é um método demorado e leva a geracdo de muitos residuos. A geragédo de residuos
é uma preocupacao atual a nivel mundial, principalmente com relagdo a elementos tdxicos,
como é o caso do As, Cd e Pb. Nesse contexto, em todos os trabalhos realizados h4 uma
preocupacdo com relacdo a diminuicdo dos residuos.

A metodologia proposta proporcionaria uma vantagem em relacdo ao tempo de
analise que, aléem do menor custo, possibilitaria um maior nimero de analises anuais,
aumentando o poder de fiscalizacdo dos contaminantes inorganicos em questdo, em ambito

nacional.

7.2 COMPARACAO DOS CUSTOS

Para avaliar os custos da metodologia proposta foram calculados os gastos
necessarios para analisar 10 amostras.

Os custos envolvidos com os reagentes e gases utilizados estdo resumidos nas
Tabelas 16, 17 e 18 (http://www.comprasnet.gov.br, http://www.quimibras.com.br. Acesso
em 26/11/2013). Considerando-se uma curva de calibragdo com seis pontos para Cd e As e
cinco pontos para Pb, o custo total dos reagentes e gases para a determinagdo dos trés
elementos nas 10 amostras, segundo o método oficial do LANAGRO, seria R$ 20,70. O
custo total da analise é menor quando é feita a analise somente do figado, pois se utiliza
uma unica matriz, ao invés de duas, para as mesmas técnicas empregadas, pois ha menor
custo com relacéo a coleta, transporte, armazenamento e mao-de-obra qualificada.

Considerando-se as curvas de calibracdo do Cd, Pb e As, o0 custo total dos reagentes
e gases seria menor se fosse feita digestdo da amostra em forno de micro-ondas (R$ 2,70)
ou se a amostra fosse preparada na forma de suspensao (R$ 4,80), sendo os trés elementos
determinados por GF AAS.


http://www.comprasnet.gov.br/
http://www.quimibras.com.br/
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Tabela 16: Reagentes e gases utilizados para a execucdo do método oficial e respectivos

custos.
Reagente Quantidade Custo (R$)

Acido nitrico 1L 31,70
Peréxido de hidrogénio 1L 54,04

Nitrato de magnésio
(hexahidratado) 05k 1az.24
Acido cloridrico 1L 19,80
lodeto de potéssio 0,5 kg 217,92
Acido ascorbico 1 kg 160,68
Hidroxido de sodio 1kg 44,00
Solucdo padréo de arsénio 0,1L 110,27
Solugéo padrao de cadmio 0,1L 134,86
Solucédo padréao de chumbo 0,1L 128,33
Gas de argonio 1m? 49,86
Gas de nitrogénio 1m? 83,12
Tetrahidroborato de sodio 0,5 kg 330,00
Nitrato de Pd (modificador) 0,1L 207,50
Nitrato de Mg (modificador) 0,1L 170,20

Tabela 17: Custos dos reagentes e gases utilizados para a execucdo do método em que a

amostra é analisada na forma de suspensao com hidroxido de tetrametilaménio (TMAH).

Reagente Quantidade Custo (R$)
TMAH 1L 390,00
Gas de argénio 1m 49,86
Solucéo padréo de arsénio 0,1L 110,27
Solucéo padréo de cadmio 0,1L 134,86
Solucéo padréo de chumbo 0,1L 128,33
Nitrato de Pd (modificador) 0,1L 207,50

Nitrato de Mg (modificador) 0,1L 170,20
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Tabela 18: Custos dos reagentes e gases utilizados para a execucdo do método em que a

amostra é digerida em forno de micro-ondas.

Reagente Quantidade Custo (R$)

Acido nitrico 1L 31,70

Gas de argonio 1m? 49,86
Perdxido de hidrogénio 1L 54,04
Solucéo padréo de arsénio 0,1L 110,27
Solucéo padréo de cadmio 0,1L 134,86
Solucéo padréao de chumbo 0,1L 128,33
Nitrato de Pd (modificador) 0,1L 207,50
Nitrato de Mg (modificador) 0,1L 170,20

Outra questdo que deve ser levada em consideracdo € o volume de residuo gerado.
Fazendo-se um levantamento, verificou-se que para a analise dessas mesmas 10 amostras
sdo gerados em torno de 1000 mL de residuos liquidos, seguindo-se 0 método oficial de
analise. Se for analisada somente uma matriz, conforme proposto, esse volume seria
reduzido para 170 mL, se a amostra fosse digerida em forno de micro-ondas. Este volume
seria ainda menor, 40 mL, se a amostra fosse preparada na forma de suspensdo com
TMAH.

Comparando-se as Tabelas 17, 18 e 19, verificamos que a metodologia de menor
custo seria aquela em que a amostra € digerida em forno de micro-ondas, seguida da
metodologia em que a amostra é preparada na a forma de suspensdo e, por ultimo, a
metodologia oficial. Quanto ao consumo de reagentes e gases, a digestdo em forno de
micro-ondas tem menor custo do que a preparacdo da suspensdo, mas 0 metodo que usa
suspensdo € o de menor custo, pois € mais rapido, ndo necessita de equipamentos

sofisticados, como um forno de micro-ondas, além de gerar a minima quantidade de

residuo.
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8. CONCLUSAO

A determinacdo de Cd, Pb e As na matriz de figado por GF AAS e HG AAS pode
ser considerada adequada, pois conforme teste realizados foi possivel demonstrar que a
precisdo, exatiddo e seletividade do método ja validado e utilizado para analise de rim e
musculo ndo sdo alteradas

A digestdo das amostras em forno de micro-ondas ou preparagdo de suspensao com
TMAMH podem ser utilizadas para a determinacao de Cd e Pb por GF AAS. No entanto, para
0 As, estudos adicionais sao necessarios. As principais vantagens desses dois métodos sdo a
maior rapidez da analise, 0 menor custo e a menor geracao de residuos. Embora a aquisi¢édo
de um forno de micro-ondas para laboratério demande apreciaveis custos, a metodologia
levaria a significativa reducdo dos custos em médio prazo.

Através da avaliacdo das temperaturas de pirélise e atomizacdo recomendadas pelo
método oficial, constatou-se que para a determinacdo de Cd no figado de ave a temperatura
de atomizacdo deve ser mais baixa (1100 °C ao invés de 1500 °C), enquanto que a
temperatura de pirélise para Pb deve ser mais alta (1100 °C ao invés de 1000 °C), e
também constatou-se que a temperatura de pirdlise para o As deve ser mais alta (1300 °C a
1400 °C ao invés de 1200 °C).

Através do estudo de custo foi possivel verificar a enorme vantagem de adesdo a
nova metodologia, pois de imediato ndo ha a necessidade de aquisicdo de novos materiais e

equipamentos.

9. PERSPECTIVAS

Como perspectivas de continuidade do trabalho estdo os estudos envolvendo a
determinacdo de As por GF AAS, assim como a possibilidade de introduzir os métodos de
preparo de amostra sugeridos. Com a verificacdo da possibilidade de alteracdo da matriz
(analise de figado ao inves de rim e masculo, de aves), tem-se a perspectiva dos resultados
serem apresentados para os outros laboratorios da rede LANAGRO, cabendo aos mesmos,

a insercdo da nova matriz.
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