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RESUMO

O presente trabalho trata sobre um método simples para a determinacéo
de cadmio e cromo em amostras lipidicas por espectrometria de
absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua em forno de
grafite. O método desenvolvido tem como principal objetivo permitir a
determinacdo destes elementos traco em amostras de 6leo de peixe, uma
vez que este projeto faz parte de uma série de estudos em parceria com
uma industria do ramo de suplementos de OMEGA-3. O método
desenvolvido apresenta como principais caracteristicas: simplicidade no
preparo da amostra, facilidade no manuseio e alta frequéncia analitica,
uma vez que foi desenvolvido para ser aplicado em um grande volume
de amostras. O preparo de amostra se da pela simples diluicdo em 1-
propanol. Foram utilizados tubos de grafite recobertos de platina e
adicdo de palddio como modificador quimico para a determinagdo de
cadmio enquanto para a determinacdo de cromo ndo foi utilizado
modificador quimico permanente ou em solucdo. A exatiddo do método
foi avaliada pela comparacdo com os resultados obtidos por digestéo
assistida em micro-ondas, apresentando resultados concordantes com
este método alternativo de preparo de amostra. Além de amostras de
o6leo de peixe, foram quantificadas as concentraces de cadmio e cromo
em outras matrizes lipidicas como manteiga de leite e manteiga de
cacau. Para cadmio, os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,5
pg e 1,5 pg, respectivamente, a faixa de trabalho foi de 1,5 a 330 pg de
cadmio com um coeficiente linear de 0,998. Para cromo, os limites de
detecgdo e quantificagdo para 0 método proposto foram de 7 pg e 23 pg,
respectivamente; a faixa linear foi de 23 a 1080 pg de cromo, com um
coeficiente linear de 0,999.

Palavras-chave: Espectrometria de absorcao atbmica. Cadmio. Cromo.






ABSTRACT

This work presents a simple method to determine cadmium and
chromium in lipid samples in graphite furnace by high-resolution
continuum source atomic absorption spectrometry. The aim of the
developed method is the determination of these trace elements in fish oil
samples, since this project is part of a series of studies in partnership
with an OMEGA-3 supplements industry. The method developed has
the following main characteristics: simplicity of sample preparation,
ease of handling and high frequency rate, once it has been developed to
be applied in a large volume samples. The samples were prepared by
dilution with 1-propanol. For cadmium determination a platinum coated
graphite tube and palladium as chemical modifier were used. For
chromium determination, no chemical permanent modifier or in solution
was employed. The method was evaluated by the comparison with
microwave-assisted digested samples, showing a good agreement with
this alternative sample preparation. In addition, the concentrations of
cadmium and chromium in butter and cocoa butter were measured. For
cadmium, the limits of detection and quantification for the developed
method were 0.5 pg and 1.5 pg respectively, the working range was 1.5
to 330 pg cadmium with a linear coefficient of 0.998. For chromium, the
limits of detection and quantification for the developed method were 7
pg and 23 pg respectively, the working range was 23 to 1080 pg
chromium with a linear coefficient of 0.999.

Keywords: Atomic absorption spectrometry. Cadmium. Chromium.
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1 INTRODUCAO
1.1  OLEO DE PEIXE E OMEGA-3

Peixes sdo uma parte importante da alimentacéo diaria de pessoas
de varias culturas ao redor do mundo. Apenas nos Estados Unidos, 2,2
bilhdes de toneladas de peixes sdo consumidos anualmente [1]. Estes
sdo fonte de proteinas, minerais e &cidos graxos essenciais.

Os acidos graxos sdo compostos organicos formados por uma
cadeia de hidrocarboneto e um grupo carboxila, podendo estes ser
saturados, monoinsaturados ou poli-insaturados. Sdo conhecidos como
acidos graxos essenciais, 0 grupo de acidos graxos poli-insaturados ou
monoinsaturados que o corpo humano ndo é capaz de sintetizar, sendo
necesséria a obtengdo através do consumo de alimentos ricos nestes
compostos [2] . OMEGA-3 sdo uma categoria de &cidos graxos
essenciais poli-insaturados [3] e assim sdo chamados devido a
insaturacdo no terceiro atomo de carbono contado a partir da
extremidade ndo-carboxilica.

O consumo de peixe a principal fonte de OMEGA-3 para 0s seres
humanos [2]. Sendo altamente recomendado a ingestdo de ao menos
duas por¢des semanais de peixes para se obter os beneficios deste acido
graxo essencial [4]. O OMEGA-3 entra na cadeia trofica a partir dos
fitoplénctons e os animais que se alimentam destes, tém em sua
estrutura grandes quantidades de OMEGA-3, sendo os peixes das
familias Scombridae (atum, cavala e serra), Clupeidae (sardinha e
arenque) e Salmonidae (salméo e truta) os que possuem maior teor de
acidos graxos essenciais por por¢do [2]. O consumo em quantidades
apropriadas de OMEGA-3 apresenta propriedades capazes de prevenir
acidente vascular cerebral, doencas neurodegenerativas [5], aumento no
apetite [6] , além de prevenir mal subitos, ataques do coracéo,
hipertenséo [7] e célicas menstruais [8].

Embora sejam alimentos riquissimos em &cidos graxos de
cadeias longas, 0s peixes e 0s alimentos & base de frutos do mar podem
ser veiculos de contaminacdo por metais-traco tdxicos, uma vez que
ocorre a biomagnificacdo destes [9]. O controle das concentra¢fes
destes metais, tais como cadmio, chumbo, cromo, mercurio, além de
organoclorados em carne de peixe s&o de extrema preocupagéo [10] .

Amplamente vendido em farmacias e lojas de suplementos
alimentares, o0s suplementos a base de 6leo de peixes podem ser
encontrados na forma de dleos refinados, cédpsulas ou até mesmo
tabletes. Conhecidos popularmente como “capsulas/tabletes de
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OMEGA-3”, uma vez que suplementam o consumo deste acido graxo,
sdo uma alternativa para se obter os beneficios do consumo da carne de
peixe sem 0 risco da contaminagao por metais tdxicos [2].

Visando obter os beneficios do OMEGA-3, a utilizagdo de 6leo
de peixe na produc¢do de alimentos funcionais tem se mostrado bastante
efetiva. A adigdo de OMEGA-3 tem se tornado comum na produgéo de
pées, leite, iogurte e no preparo de ovos [11]. O enriquecimento de
alimentos é uma alternativa ao consumo das capsulas de 6leo de peixe,
ja que estas costumam ser dificeis de ser engolidas, principalmente por
criangas. Pessoas que ndo se alimentam de produtos de origem bovina
também se beneficiam deste enriquecimento de alimentos com
OMEGA-3. As cépsulas utilizadas nos medicamentos e também nos
suplementos sdo feitas de gelatina, que por sua vez, tem origem bovina.

A extracdo de 6leo de peixe data de séculos atrds, quando eram
utilizados como combustivel em lampiGes. Vérias patentes foram
registradas, sempre visando obter maiores rendimentos e extraindo com
uma maior qualidade o 6leo de peixe. O método mais empregado
atualmente consiste em vérias etapas, comegando pelo cozimento dos
peixes, que coagula as proteinas, quebra os depdsitos de gordura e libera
0 Oleo para a extracdo. Ap6s 0 cozimento o material é prensado e/ou
centrifugado, para remover boa parte da fracdo liquida presente na
massa de peixe cozido. Ao retirar todo o liquido, a parte lipidica é entdo
separada da agua por evaporacdo [12]. Este método, embora simples,
permite a utilizacdo do 6leo de peixe como suplemento alimentar, por
ndo utilizar reagentes tdxicos para o ser humano. Outros métodos
utilizando fluidos supercritcos, enzimas e solventes organicos também
sdo empregados na extracdo do 6leo de peixe, porém o 6leo extraido por
estas técnicas ndo € utilizado para fins alimenticios [2].

O o6leo bruto extraido do peixe é uma mistura de &cidos graxos,
pigmentos, esteréides, glicerideos, fosfolipideos e ocasionalmente,
contaminantes como 0s metais toxicos e compostos organoclorados.
Portanto, é necessario um processo de refinamento do 6leo de peixe para
a remocdo de todos 0s compostos que possam vir a causar danos a
salde, além de apresentarem caracteristicas organolépticas indesejaveis
ao produto final [2]. A separagdo de fosfolipideos e de compostos
cerosos é feita pela centrifugacdo do 6leo com uma fase aquosa; a
desacidificagdo, ou neutralizacdo de acidos graxos livres também ¢
necessaria; além da etapa de branqueio, que remove pigmentos e metais
e a etapa de desodorizacdo, removendo compostos que causam o cheiro
caracteristico de peixe [13]. Ao final deseja-se obter um 6leo refinado
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gue se apresente limpido, sem cheiros que torne seu consumo mais
palatavel e principalmente, sem a presenca de metais toxicos.

1.2 CADMIO

Dentre 0s metais toxicos comumente encontrados em alimentos
de proveniéncia marinha, 0 cadmio estd entre os mais danosos ao
organismo [14]. Uma vez consumido, o cadmio se acumula no figado e
nos rins, com um tempo de meia-vida biolégico entre 10 a 30 anos [15].
Esta residéncia no organismo, uma vez que ndo é metabolizado e
excretado, causa a bioacumulacdo e a biomagnificacdo, podendo estar
presente em animais marinhos em concentracédo até mil vezes maior que
na agua. A intoxicagdo por cddmio pode vir a causar disfuncGes renais e
desmineralizagdo dos ossos [15], além de ser apontado como um
carcinogénico do Grupo-1 pela Agéncia Internacional de Pesquisas
sobre o Cancer (IARC) [16]. O cadmio esta presente nos alimentos
provenientes do mar devido agdo antropogénica, ao liberar
contaminantes no sistema aquatico, uma vez que 0 oceano € o destino
final dos rejeitos domésticos e industriais [17].

Encontrado no meio marinho de baixa salinidade na forma iénica
ou como hidroxido e de alta salinidade na forma de cloretos, ao entrar
no organismo, acredita-se que se ligue as proteinas e outras moléculas
organicas, formando sais com &cidos carboxilicos. Embora encontrado
em peixes, mamiferos e aves, ndo se tem nenhuma comprovagao que o
cadmio tenha alguma funcdo biol6gica no organismo humano ou em
animais. Devido ao alto grau de toxicidade do cadmio, a Comissdo
Europeia da salude dos alimentos aconselha o consumo de cadmio
semanal méximo de 2,5 ug kg™ de massa corpérea [15].

1.3 CROMO

O cromo ¢é tanto essencial quanto carcinogénico, dependendo do
estado de oxidacdo em que se encontra. Como cromo trivalente, é um
elemento-traco essencial para seres humanos e outros seres vivos, uma
vez que age regulando o metabolismo de gorduras e a glucose natural.
Encontrado em grdos, carnes, peixes, vegetais e cogumelos [18, 19] ,
tem a recomendacao de ingestdo de 40 a 50 pg por dia [20]. A falta do
cromo no organismo pode causar ansiedade e fadiga, além de estar
ligado a doencas cardiovasculares e diabetes.

Ndo ha dados sobre a ingestdo maxima tolerada de cromo
trivalente, uma vez que este possui baixa toxicidade. Apenas
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pouquissimos casos de intoxicacdo por excesso de cromo foram
reportados [21]. Por outro lado, o cromo hexavalente é um agente
carcinogénico e mutagénico [22] sendo que a inalacdo do cromo
hexavalente pode causar cancer nos pulmdes, sendo entdo classificado
como agente carcinogénico do Grupo-1 pela IARC [23]. Embora o
cromo hexavalente possua um alto grau de toxicidade, assim como as
outras espécies, com excecdo do cromo trivalente, é raramente
encontrado em alimentos [19].

Assim como o cadmio, 0 excesso de cromo no meio marinho é
proveniente de acgBes antropogénicas. Peixes expostos a ambientes
contaminados com excesso de cromo e c&dmio apresentam uma
diminuicdo na atividade de enzimas que combatem o stress oxidativo
[24]. Estudos apontam que o cromo trivalente, encontrado em ambientes
marinhos geralmente na forma de dxidos, pode sofrer bioacumulagéo e o
excesso deste na biota marinha pode causar disfungdes de crescimento,
alteracdo na taxa de reproducdo de sobrevivéncia no meio marinho [25].

1.4 METODOS PARA DETERMINACAO DE CADMIO E
CROMO

1.41 CONTROLE DAS CONCENTRAGCOES DE CADMIO EM
ALIMENTOS E SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Para evitar danos causados por intoxicacdo pelo consumo de
alimentos ou suplementos contaminados, o Regulamento (EC) No
488/2014, estabeleceu valores maximos de cadmio permitido em
alimentos e suplementos alimentares em 1,0 mg kg™ %!, Para garantir a
seguranca e a exatiddo das concentragcdes de cddmio em alimentos com
alto teor de lipidios, a Comissdo Europeia de Padrfes estipulou uma
lista de técnicas para a determinacdo de cddmio a nivel trago. Grande
parte dos métodos citados empregam espectrometria de absor¢do
atdbmica em chama (F AAS) ou em forno de grafite (GF AAS) apds
calcinacdo, digestdo assistida por micro-ondas ou por pressao, e técnicas
utilizando voltametria de redissolugdo anddica (ASV) [27]. Os padrdes
britanicos estabelecem como técnica para determinacdo de cadmio em
amostras de suplementos alimentares a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) ap6s digestdo assistida por
pressdo [28]. Todos estes métodos padrdo séo laboriosos e necessitam
de um preparo de amostras que envolve altas concentracdes de acido e
peroxido de hidrogénio. Além disto, todos os métodos propostos
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empregam algum tipo de digestdo, sendo este, passivel de
contaminacéo, além de consumir tempo do analista.

1.42 CONTROLE DAS CONCENTRAGOES DE CROMO EM
ALIMENTOS E SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Para o controle das concentracbes de cromo em alimentos ou
suplementos alimentares, a Comissdo Europeia para Padronizacdes,
através do Regulamento EN 14082/2003 estabeleceu o uso de
calcinacdo como forma de preparo de amostra, seguido de diluicdo em
meio de acido cloridrico e aplicado a GF AAS [29]. Novamente, 0
método padrao depende do emprego de reagentes toxicos e de manuseio
perigoso, além de técnicas laboriosas de preparo de amostra. O emprego
da calcinagdo como preparo de amostra torna inviavel o aproveitamento
das amostras para determinacdo de espécies organicas ou elementos
volateis.

1.4.3 METODOS PROPOSTOS PARA DETERMINACAO DE
CADMIO E CROMO EM ALIMENTOS E SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

O preparo da amostra para posterior analise é um fator
determinante para 0 método a ser desenvolvido. Além de consumir
tempo do analista, a etapa de preparo de amostra € critica quanto ao
risco de contaminacdes € erros instrumentais.

Considerado o “estado da arte”, a digestdo assistida em micro-
ondas é uma das técnicas de preparo de amostra mais aplicada para a
determinacdo de elementos-trago. Em matrizes complexas, a digestdo da
amostra pode eliminar interferentes, além de permitir a inser¢do da
amostra em um equipamento onde antes a suspensdo ou a analise direta
de sélidos eram um fator proibitivo. Para a determinacdo de 19 metais
em niveis traco via espectrometria de emissdo Otica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), Juranovic et al. [30] utilizaram a
digestdo assistida por micro-ondas e compararam com métodos de
digestdo em bloco com frascos abertos e fechados. Para a maioria dos
elementos-traco analisados, incluindo cadmio e cromo, foram obtidos
resultados superiores com a utilizacdo da digestdo assistida em micro-
ondas. Para elementos menos volateis, a digestdo em bloco obteve
resultados similares a digestdo em sistema fechado e por digestdo
assistida por micro-ondas. Embora a digestdo seja eficiente para a
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grande maioria dos analitos, exige uma quantidade alta de &cidos e
reagentes oxidantes, além de programas de temperaturas demorados.

Para métodos em que a viscosidade e a tensdo superficial ndo sdo
um parametro significativo e que ndo causam interferéncias de
transporte, o uso de emulsBes pode ser empregado para a determinacao
de elementos-tragco em oOleos. Gudnuz e Akman [31] utilizaram
emulsGes e microemulsdes para determinar chumbo, cobre, cromo,
niquel e cAdmio em amostras de 6leo comestivel por GF AAS. Também
utilizando emulsdo a partir de EDTA, e associado ao banho de
ultrassom, Kara, Fisher e Hill [32] desenvolveram um método para a
determinacdo das concentragfes de aluminio, calcio, cadmio, cobre,
magnésio, manganés, niquel, titdnio, vanddio e zinco em d4leos
comestiveis por ICP-MS. As microemulsdes reduzem a viscosidade dos
6leos, permitindo a injecdo por amostradores automaticos, porém
despendem de varios reagentes, geralmente um dispersante, acidos e
solventes organicos, o que pode acarretar em contaminagdes, além de
exigir uma otimizacdo das concentra¢es de cada um dos componentes
da emulsdo.

Em processos onde ndo ha a necessidade da insercdo da amostra
em fase liquida, a andlise direta dos sélidos pode ser empregada. Silva et
al. [33] determinaram a concentracdo de cromo em formulas infantis por
andlise direta de sélidos e HR-CS GF AAS. Neste trabalho os autores
pesaram as amostras diretamente nas plataformas de grafite, e inseriram
no tubo de grafite sem nenhum tratamento prévio. Embora a técnica de
analise direta de sdlidos ndo exija muito tempo ou reagentes para 0
preparo da amostra pode ocorrer problemas envolvendo a
heterogeneidade da amostra, 0 que acarreta em desvios padrdo elevados.
A técnica se mostra bastante eficiente quando o analito tem volatilidade
diferente da matriz. No caso de ambos terem volatilidade parecida, isto
podera causar interferéncias, devido a alta concentracéo desta no tubo de
grafite. Além destas limitagdes, a técnica exige um amostrador
sofisticado que disponha de uma balanga interna ou uma microbalanca
externa e um software capaz de fazer a normalizacao das curvas geradas.
Atualmente, apenas uma empresa fabrica equipamentos e suprimentos
para a analise direta de sélidos, o que é mais um fator limitante para a
técnica [34].

1.5 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

Alan Walsh [35], na década de 1950, propds o primeiro modelo
de espectrbmetro de absorcdo atbmica. Mesmo inicialmente sendo
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recebida com descrenca por parte dos espectroscopistas da época, a
técnica rapidamente ganhou aceitacdo do meio académico. Dentre o0s
pesquisadores adeptos, Boris L’vov [36] dedicou sua vida a aprimorar a
técnica, sendo ele o idealizador do conceito “atomizagdo eletrotérmica”.
Outros pesquisadores contribuiram para o sucesso e consolida¢do da
espectrometria de absorcdo atdbmica para determinacdo de metais. Slavin
e Manning [37] agregaram confiabilidade a técnica com o conceito
STPF (Stabilized Temperature Plataform Furnace) que emprega 0 uso
de plataforma, absorvancia integrada, tubo de grafite com recobrimento
pirolitico, modificadores quimicos — em solu¢cdo ou permanente,
aquecimento transversal do tubo e aquecimento a toda poténcia na etapa
de atomizacéo.

1.5.1 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM
FONTE DE LINHA

O equipamento é constituido por uma fonte de radiagdo,
geralmente uma lampada de catodo oco. A radiacdo entdo é modulada e
incidida sobre a nuvem atdmica proveniente da amostra, produzida por
um forno de grafite, tubo de quartzo ou chama, que contendo 4tomos
livres do mesmo elemento da lampada, ira absorver a energia, e esta
diferenca, entre a energia incidida e transmitida, ird gerar o sinal
analitico. A energia transmitida passa por um monocromador, composto
por uma rede de difracdo, a qual ira separar a linha de interesse das
outras emitidas pela ld&mpada. A radiacdo passa por espelhos, que
direcionardo a radiacéo pela fenda de saida, para chegar ao detector, que
medira os sinais fotoelétricos, e, por fim, transmitir a uma interface de
comunicacdo com o analista (computador). A correcdo de fundo €
geralmente efetuada por uma lampada de deutério, ou com um sistema
de correcdo baseada em efeito Zeeman, sendo o ultimo, capaz de
corrigir efeitos de fundo estruturado, diferente do corretor que utiliza
fonte continua de deutério, capaz apenas de corrigir eventos continuos,
se estes ndo forem afetados pelo campo magnético [38].

1.5.2 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA DE
ALTA RESOLUCAO COM FONTE CONTINUA

Embora muito parecido com o0s equipamentos de AAS
convencionais, 0 instrumento de espectrometria de absorcéo atdmica de
alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS) se diferencia
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principalmente pela fonte de radiagdo, uma lampada de arco-curto de
xendnio, com alta pressdo, emitindo um continuo espectral entre 190 a
900 nm e pelo sistema de monocromador duplo. O monocromador conta
com um prisma Littrow como pré-dispersor e uma rede de difracdo
echelle, que concede a alta resolucdo do intervalo espectral, melhor que
2 pm por pixel. O HR-CS AAS também conta com uma lampada de
nednio, que emite linhas estreitas e intensas, para a correcdo do
posicionamento do prisma e da rede echelle. Para a deteccdo € utilizado
um dispositivo de carga acoplada (CCD) que conta com 588 pixels
funcionando de forma independente e simultanea, dos quais, 200 sao
utilizados para fins analiticos, conforme ilustrado na Figura 1. Desta
forma, é capaz de fornecer informacdes sobre a vizinhanga espectral da
linha analitica, gerando um gréfico tridimensional, onde a absorvancia,
0 tempo de integracdo e os comprimentos vizinhos a linha analitica
estdo relacionados.

Forno de J 3
grafite = ¢
i3

E

C——=w

Y\ Limpada de Xenbnio
[\ / dearco curto

-

Detector

1

Monocromador de
alta resolucio

Figura 1 - Esquema do equipamento de espectrometria de alta resolugdo com
fonte continua. 1) fonte de radiagdo 2) espelhos elipsoidais 3) atomizador 4)
fenda de entrada do monocromador 5) espelhos parabdlicos 6) prisma Littrow
7) espelhos de deflexdo e fenda intermediaria 8) rede echelle 9) detector CCD
(adaptado de WELZ, 2005).

Os equipamentos de fonte continua ndo dispdem de lampadas ou
aparatos especiais para a corre¢do de fundo. Uma vez que o sistema de
alta resolucdo e os pixels trabalhando como detectores de forma
independente podem fornecer informagfes precisas sobre a vizinhanca
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espectral, é possivel visualizar a forma como o fundo se apresenta,
podendo assim ser tomadas algumas medidas para a sua corre¢do. Para
eventos continuos, ou seja, aqueles que afetam todos os pixels voltados
para este fim, o software corrige automaticamente. Também pode ser
utilizada a separacdo temporal do sinal e do fundo, pelo ajuste do
intervalo de integracdo. E para casos de fundo estruturado com
sobreposicdo temporal do espectro, é possivel a correcéo pelo algoritmo
de minimos quadrados — A partir de um espectro previamente
identificado, e salvo, o software é capaz de fazer a subtracdo deste do
espectro gerado pela amostra, restando apenas o sinal do analito.

1.6 MODIFICADORES QUIMICOS

Para métodos que utilizam forno de grafite, uma forma de
garantir maior estabilidade térmica do analito e uma maior eliminacédo
de interferentes é a utilizacdo de modificadores quimicos. Apds um
processo de recobrimento, ou adicionados a amostra no tubo de grafite,
os modificadores quimicos auxiliam na retencdo do analito em altas
temperaturas durante o processo de pirdlise, auxiliando na remocao de
concomitantes e melhorando a atomizacdo [36]. Algumas matrizes séo
melhores decompostas pelas atividades cataliticas que ocorrem devido a
presenca do modificador. Seu emprego pode também aumentar a vida
Gtil do tubo, pois evita a oxidagéo do carbono, além de ndo necessitar de
temperaturas elevadas na etapa de limpeza, uma vez que evita que 0
analito forme carbetos refratarios [39]. O modificador permanente atua
como uma camada seladora do tubo de grafite. Sendo esse um metal
cuja solucéo ¢ injetada no tubo que sofre tratamento térmico, de modo a
criar uma camada entre o carbono do tubo e o analito [40].

Modificadores do grupo da platina (PGM) séo frequentemente
empregados como modificadores permanentes na determinacdo de
cadmio e algumas vezes utilizados na determinacdo de cromo em
matrizes complexas. Acredita-se que PGM intercalam-se na estrutura do
tubo apds um programa de temperatura, que permite a formagdo destes
compostos com grafite [41]. Todos os PGM interagem com facilidade
com a maioria dos metais, formando ligas e compostos intermetalicos
com maior ponto de ebulicdo que no prdprio analito, fornecendo
estabilidade mesmo quando empregado altas temperaturas de pirdlise
[42]. Esta estabilizacdo térmica é essencial em analises que envolvem
matrizes complexas e organicas, uma vez que temperaturas altas na
etapa de pir6lise sdo necessarias para a eliminagdo de interferéncias.
Além da estabilidade térmica, os PGM fornecem uma protecdo contra a
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oxidacdo do tubo de grafite, resultando em uma maior vida util do
suprimento e ndo apresenta fundo [36].

Além dos modificadores quimicos permanentes, um modificador
guimico em solucdo pode ser adicionado junto a amostra no tubo de
grafite. Embora pouco se saiba sobre o comportamento dos
modificadores quimicos, acredita-se que estes tenham agdo catalitica
sobre a matriz, facilitando sua eliminagdo, além de prover maior
estabilidade térmica ao analito [39].

A matriz lipidica do dleo de peixe, assim como de outros
alimentos e suplementos alimentares gordurosos, podem ser um desafio
para a determinacdo de elementos volateis, fazendo-se necessario o uso
de modificadores permanentes e em solu¢do. A combinacdo palddio e
magnésio é conhecida como “modificador quimico universal” [43]. Sua
eficicia é comprovada para muitos elementos, sendo comumente
empregado nas determinacGes de caddmio e cromo [44]. Além da
combinacdo paladio e magnésio, outras combinacfes de paladio com
acidos, e também apenas paladio como modificador quimico em solugédo
foram empregadas em varios estudos. Bermejo-Barrera et al. [45]
estudaram o efeito de paladio e misturas com paladio como modificador
guimico obtendo bons resultados na determinacdo de cromo mesmo em
altas temperaturas. Assim como Bulska et al. [46] obtiveram um
acréscimo na sensibilidade e na estabilizacdo da temperatura quando
utilizaram paladio como modificador quimico na determinacdo de
cadmio.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de um método rapido, simples e que possa ser

aplicado em grande escala para determinacdo de cadmio e cromo em
amostras de 6leo de peixe e outros produtos com alto teor de lipidios.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir os parametros do programa de temperatura do
espectrometro de absor¢do atdmica de alta resolu¢do com fonte
continua;

Estudar os modificadores quimicos, tanto os permanentes quanto
0s em solugdo jA mencionados na literatura, comparar seus
resultados e selecionar dentre estes, o que melhor se adequa para
a determinacdo de cadmio e cromo em amostras de 6leo de peixe;
Otimizar as temperaturas de pirolise e atomizagdo para cadmio e
cromo;

Verificar a possibilidade de calibragdo por padrdo aquoso pela
comparagdo com a curva por adi¢ao de analito;

Quantificar amostras de 6leo de peixe provenientes dos varios
estagios de refinamento do dleo, assim como amostras comerciais
de 6leo de peixe;

Comparar os valores obtidos pelo método desenvolvido com o
método de preparo por digestdo em micro-ondas.
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3 METODOLOGIA
3.1 INSTRUMENTACAO

Todas as medidas foram realizadas no espectrdmetro de absor¢éo
atbmica de alta resolucdo com fonte continua ContrAA 600 (Analytik
Jena, Jena, Alemanha) com forno de grafite de aquecimento transversal.
Como fonte de radiacdo, o equipamento conta com uma lampada de
xendnio de arco curto de 300 W, operando em modo hot-spot, emitindo
um espectro continuo e intenso para 0s comprimentos de onda entre 185
e 900 nm; um monocromador duplo de alta resolucgéo, formado por um
pré-monocromoador prisma e um monocromoador de alta resolucdo
com rede echelle. O equipamento também conta com um detector CCD
de 588 pixels operando de forma simultdnea e independente. Foram
utilizados os comprimentos de onda de 228,8058 nm para a
determinacéo de cAdmio e 357,8687 nm para a determinagdo de cromo,
sendo monitorada a absorvancia integrada no CP + 1 pixel. O
espectrometro foi controlado por um computador pessoal com
processador “AMD Athlon 647, 2,21 GHz, operando com o programa de
aquisicao de dados Aspect CS 2.1.0.0.

Foram utilizados tubos de grafite com recobrimento pirolitico
com plataforma PIN integrada (Analytik Jena, Part No. 407-A81.025,
Alemanha), recoberto ou ndo com zircdnio, paladio, iridio ou platina 1 g
L™ (Sigma-Aldrich, St. Louis, Estados Unidos) e argdnio com pureza
>99,98% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil) como gas de purga. Para o
preparo das amostras digeridas foi utilizado um forno de micro-ondas
TOPWave IV (Analytik Jena, Alemanha) operando com oito frascos,
com controle de temperatura e pressdo independentes e sem contato.

3.2 REAGENTES E AMOSTRAS

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada a
18,2 mQ cm (MegaPure, Sdo Paulo, Brasil). Para o preparo das
amostras digeridas, foi utilizado HNO; 67% (Fluka, Neu-Ulm,
Alemanha) destilado abaixo do ponto de ebuli¢do e H,0, 37% (Vetec,
Xéren, Brasil) de padrdo analitico. As amostras foram preparadas
utilizando 1-propanol > 99,5% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) de
padrdo analitico, xileno (Nuclear, Brasil), metilisobutilcetona (Vetec,
Diadema, Brasil) e HNO; (Fluka, Alemanha). Os padrdes aquosos
utilizados na otimizacdo do programa de temperatura e curva de
calibracdo foram preparados a partir da solugdo estoque de cadmio e
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cromo 1 g L™ (Sigma-Aldrich, Sigma-Aldrich). As solucdes foram
preparadas e homogeneizadas em frascos de polipropileno de 15 mL do
tipo Falcon.

Amostras de Oleo de peixe bruto foram utilizadas no
desenvolvimento do método para cromo e cddmio, respectivamente. O
método desenvolvido foi aplicado em amostra de 6leo de peixe bruto
utilizado na fabricacdo de racdo animal, amostra de dleo de peixe
utilizado na producdo de capsulas de OMEGA-3 bruto e em quatro
estagios do processo de refinamento (Golden OMEGA, Arica, Chile),
além de amostras comerciais de manteiga de leite e manteiga de cacau.

3.3 RECOBRIMENTO DO TUBO DE GRAFITE

Dois modificadores permanentes e a auséncia de modificadores
sdo comparadas neste trabalho. Para cadmio, iridio e platina foram
escolhidos devido a eficacia j& comprovada por Bulska et al. [46] e
Thomaidis et al. [47] respectivamente. Para cromo, zirconio e palddio
foram escolhidos para este estudo, baseado em trabalhos anteriores [48,
49]. Os tubos de grafite foram entdo recobertos com 400 ug de iridio,
paladio, platina ou zircdnio usando uma solugdo estoque a 1 g L™, em
10 ciclos de 40 pL cada e aplicando o programa de temperatura descrito
na Tabela 1.

Tabela 1 - Preparo da amostra.

Etapa | T/°Cs-1 Rampa /°C s-1 Tempol/s Gas de purga
/L min-1

1 90 5 40 2,0

2 110 1 40 2,0

3 130 1 40 2,0

4 1200 300 25 2,0

5 2100 500 10 0

6 2100 0 5 2,0

Aproximadamente 1 g de amostra (6leo de peixe, manteiga
bovina ou manteiga de cacau), foram pesadas em frascos de
polipropileno e avolumados até 5 mL com 1-propanol. As amostras
foram manualmente agitadas até completa homogeneizacdo. A amostra
também foi preparada na forma de microemulséo, pesando cerca de 1g
de amostra e adicionando 1 mL de xileno e 250 pL de HNO3, a amostra
foi levada para o banho de ultrassom por 5 minutos, e apos isto, foi
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adicionado 1 mL de metilisobutilcetona e avolumado para 5 mL com 1-
propanol. Para a verificacdo da exatiddo do método, as mesmas
amostras foram digeridas. Foi pesado cerca de 0,5 g de amostra e
adicionados 5 mL HNO; 37% e 3 mL H,0, 30%. As amostras foram
submetidas a um programa de digestdo assistida em micro-ondas com o
programa de temperatura e pressao descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Programa de temperatura e pressao para digestao assistida em micro-
ondas.

Etapa | Temperatura/°C Pressdo /bar Rampa/°’Cs’  Tempo/min
1 145 40 2 10

2 170 40 5 5

3 200 40 2 20

4 50 0 0 10

5 50 0 0 1
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTUDO DO PREPARO DA AMOSTRA

Foram estudados dois métodos de preparo de amostra para o 6leo
de peixe. Um dos métodos utiliza uma microemulsdo, sendo esta
homogénea e capaz de reduzir a viscosidade das amostras de 6leo de
peixe. O preparo desta microemulsao foi realizado utilizando método ja
proposto na literatura [50]. Também foi utilizada apenas a diluicdo do
Oleo de peixe com 1-propanol. Ambos 0s preparos de amostra
apresentaram a mesma facilidade de manipulagdo, reduzindo
satisfatoriamente a viscosidade da amostra, 0 que permitiu a insercéo
desta no equipamento por meio do amostrador automatico. Os métodos
também ndo apresentaram divergéncias quanto a sensibilidade e desvio
padrdo. Desta forma, visando ndo s6 a praticidade do método a ser
desenvolvido, quanto um menor risco de contaminacéo, foi adotado para
0s demais estudos e para a determinacdo dos metais tanto em 0leo de
peixe quanto nas outras amostras lipidicas, apenas a diluicdo em 1-
propanol.

4.2 OTIMIZA(;A~O DAS TEMPERATURAS DE PIROLISE E
ATOMIZACAO

4.2.1 CADMIO

O estudo dos modificadores permanentes foi iniciado pelo estudo
do comportamento térmico de uma solugéo aquosa de cadmio a 1 pg L™
Foram comparados os resultados obtidos utilizando tubos recobertos por
platina ou iridio e comparados ao tubo sem o recobrimento por
modificadores permanentes. Os resultados obtidos nesta investigacdo
sdo mostrados na Figura 2.

Quando nenhum modificador quimico permanente foi
empregado, melhores resultados foram obtidos nas temperaturas de
pirdlise e atomizacdo de 400 °C e 1400 °C respectivamente. Estes
resultados encontrados sdo coerentes com os mencionados na literatura.
Bulska et al. [46] descreveu perdas a partir de 300 °C na etapa de
pirdlise, quando nenhum modificador foi empregado. Ja para o tubo
recoberto com platina, além do acréscimo na sensibilidade quando
comparado ao tubo sem recobrimento, houve um acréscimo na
estabilidade térmica, sendo que o analito se apresentou termicamente
estavel até 1000 °C, e obteve uma maior resposta analitica quando foram
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empregadas temperaturas de pirélise e atomizacao de 600 °C e 1600 °C
respectivamente. Os resultados foram coerentes com o encontrado por
Thomaidis et al. [47] que relataram maior sensibilidade quando
temperaturas de pirélise de 650 °C foram empregadas, utilizando platina
como modificador quimico permanente. J& para o tubo recoberto com
iridio, também houve um acréscimo na sensibilidade e na estabilidade
térmica do cadmio, quando comparado ao tubo sem recobrimento, além
de ndo apresentar perdas significativas em temperaturas de pir6lise de
até 1000 °C. Os melhores resultados foram obtidos quando as
temperaturas de pirolise e atomizacdo foram de 800 °C e 1800 °C
respectivamente. Os resultados obtidos para o tubo recoberto com iridio
estdo em concordancia com o relatado por Silva et al. [51].

Neste estudo foi possivel observar uma maior sensibilidade
quando se utilizou platina como modificador quimico permanente. O
estudo dos modificadores quimicos permanentes em padrdo aquoso
servird para comparacdo com o estudo dos modificadores quimicos
utilizando amostra de matriz lipidica, que sera discutido adiante.
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Figura 2 - Curvas de pirdlise e atomizagdo para 10 pg de cadmio. (e) sem
modificador; durante pirdlise, Tat = 1400 °C; durante atomizacdo, Tpir = 400
°C. (A) 400 pg de platina como modificador permanente; durante pirdlise, Ty =
1700 °C; durante atomizagdo, Ty, = 800 °C. (m) 400 pg de iridio como
modificador permanente; durante pirélise, T, = 1700 °C; durante atomizagdo,
Tyir =800 °C.

A determinacdo de metais em matrizes organicas complexas
demanda etapas de pirélise em altas temperaturas e de longa duracéo.
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Para a determinacdo de metais-traco em amostras de 6leo de peixe,
temperaturas de pir6lise abaixo dos 800 °C se mostraram inadequadas
para a eliminacdo satisfatéria da matriz, causando fumaga durante a
etapa de atomizacdo. Uma vez que temperaturas abaixo dos 800 °C sdo
proibitivas, os estudos sem modificadores permanentes para a
determinacdo de cadmio foram descontinuados, jA que as perdas do
analito durante a etapa de pirdlise sdo significantes acima de 400 °C.

Para investigar o comportamento térmico do cddmio na amostra,
0 mesmo estudo de modificadores foi procedido, utilizando uma solugéo
de 6leo de peixe diluido em 1-propanol e os resultados estdo exibidos na
Figura 3. Quando platina foi empregada como modificador quimico
permanente, a mais alta sensibilidade foi alcangada quando as
temperaturas de pir6lise e atomizacdo de 800 °C e 1600 °C
respectivamente, foram empregadas. Ja para iridio como modificador
guimico permanente, embora ndo tenha apresentado um aumento de
sensibilidade superior ao da platina, apresentou boa estabilidade
térmica, e os melhores resultados foram obtidos quanto temperaturas de
pirolise e atomizagdo de 800 °C e 1700 °C respectivamente, foram
empregadas.

Os resultados obtidos com o estudo de modificadores quimicos
permanentes utilizando amostra de 6leo de peixe foram condizentes com
os resultados obtidos utilizando padrdo aquoso de cadmio. Este
comportamento similar entre a amostra de 6éleo de peixe e o padréo
aquoso de caddmio pode vir a permitir o uso da calibragdo com padréo
aquoso para quantificar cadmio nas amostras de 6leo de peixe. Uma vez
gue houve um acréscimo na sensibilidade ao usar platina, quando
comparado ao uso de iridio, essa foi adotada como modificador
permanente para 0s proximos estudos.

Embora 0 mecanismo de acdo dos modificadores permanentes
continue sendo alvo de discussoes, acredita-se que além da estabilizacdo
térmica do analito devido & intercalagdo do metal nobre no grafite, via
ligacGes covalentes fortes [39], a platina age como um catalisador na
quebra de ligacdes C-C e C-H em compostos organicos [52]. Esta
atividade catalitica da platina pode ser a razdo pela qual se alcanca
maiores valores quando esta é utilizada como modificador permanente.
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Figura 3 - Curvas de pirolise e atomizacéao utilizando 30 pL de solucdo de 6leo
de peixe em 1-propanol. (m) 400 pg de iridio como modificador permanente;
durante pirélise, T, = 1700 °C; durante atomizagéo, T, = 800 °C. (A) 400 pg
de platina como modificador permanente; durante pirolise, T, = 1700 °C;
durante atomizagdo, T,;= 800 °C.

Modificadores quimicos em solucdo sdo frequentemente
empregados para promover 0 aumento da estabilidade térmica durante
as analises, permitindo a aplicacdo de maiores temperaturas na etapa de
pirdlise, evitando perdas por difusdo. A combinacdo de palddio e
magnésio como modificadores em solu¢do é comumente utilizada nas
determinacdes de cadmio. Bons resultados foram reportados por Vale et
al. [44], onde pir6lises até 800 °C foram utilizadas sem perdas
significativas. Bulska et al. [46] utilizaram paladio como modificador
guimico conseguindo bons resultados com pirdlises de até 900 °C. O
estudo dos modificadores quimicos em solucdo foi executado utilizando
um tubo recoberto por platina, uma solucdo de dleo de peixe em 1-
propanol e adicionado sobre a amostra no tubo de grafite 10 pg de
paladio ou 15 pg / 10 pg de uma solucéo de paladio e magnésio. Ambos
os modificadores quimicos em solucdo apresentaram um aumento na
sensibilidade em altas temperaturas quando comparado com o estudo
sem modificador quimico em solucdo. Ambos os modificadores também
apresentaram comportamento parecido quanto ao aumento de
estabilidade térmica e sensibilidade. Para temperaturas de pirélise até
1000 °C ndo houve perdas significativas do analito, sendo esta a
temperatura 6tima de pir6lise tanto para a adi¢ao de paladio, quanto para
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a adicdo da combinacdo paladio e magnésio. Ja para o estudo das
temperaturas de atomizagdo, os sinais mais simétricos foram obtidos
guando a etapa de atomizagdo empregou a temperatura de 1700 °C, sem
perdas significativas de sensibilidade. As temperaturas encontradas
utilizando paladio como modificador quimico em solu¢do estdo um
pouco superiores com o encontrado por Bulska et al. [46]. Porém, o
citado trabalho utiliza iridio como modificador permanente, e para a
matriz estudada neste presente trabalho, platina apresentou melhores
resultados como modificador permanente, conforme exibido na Figura
2. O estudo dos modificadores quimicos em solucao de 6leo diluido em
1-propanol é mostrado na Figura 4.
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Figura 4 - Curvas de pirdlise e atomizagdo para os modificadores quimicos
utilizando 20 pL de uma solucdo de 6leo de peixe em 1-propanol e tubo
recoberto com platina, como modificador permanente. (m) sem modificador
quimico; pirélise T, = 1700 °C; durante atomizagéo, Ty, = 800 °C. ()15 pg /
10 pg de paladio e magnésio como modificador quimico em solugdo; durante
pir6lise, T, = 1700 °C; durante atomizagéo, T,; = 800 °C. (»)10 pg de paladio
como modificador quimico em solugdo; durante pirolise, T, = 1700 °C; durante
atomizacéo, Ty = 800 °C.

Uma forma de investigar a compatibilidade da calibracéo
utilizando padrdo aquoso com a amostra, é investigando o
comportamento térmico do analito em solucdo. Para o estudo dos
modificadores quimicos em solugdo em padréo aquoso, foram utilizados
10 pL de uma solugéo de cadmio a 1 pug L™ e um tubo utilizando platina
como modificador permanente. Como pode ser observado na Figura 5, 0
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acréscimo promovido pelo modificador quimico no padrdo aquoso nédo
foi tdo significativo quanto na amostra de 6leo de peixe. Uma vez que o
6leo de peixe é uma matriz complexa, formada majoritariamente por
compostos lipidicos de cadeia longa, a acdo dos PGM como
catalisadores para a volatilizacdo da matriz mostra-se mais pronunciada
[43].

Devido a diferenga no comportamento térmico entre as amostras
de peixe e 0 padrdo aquoso de cadmio quando o modificador paladio e
magnésio foi empregado, este foi descartado como possivel modificador
guimico. Contudo, o comportamento térmico do palddio como
modificador quimico em solucdo foi 0 mesmo tanto para a amostra de
0leo de peixe quanto para o padrdo aquoso de cadmio, com temperaturas
6timas de pir6lise e atomizacdo de 1000 °C e 1700 °C respectivamente,
sendo este, adotado como modificador quimico em solucdo para o
método.
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Figura 5 - Curvas de pirdlise e atomizagdo para modificadores quimicos em
solucdo utilizando 10 pg de cadmio e tubo recoberto por platina. (m) sem
modificador quimico; durante pirolise, T, = 1700 °C; durante atomizagéo, T =
800 °C. (*)15 pg/10 pg de paladio e magnésio como modificador quimico;
durante pirdlise, T, = 1700°C; durante atomizagéo, Ty = 800 °C. ()10 pg de
paladio como modificador quimico; durante pirdlise, T, = 1700 °C; durante
atomizagéo T,;= 800 °C.

Com isto, a combinacdo platina como modificador permanente e
paladio como modificador quimico em solugdo foi adotada como 6tima
e utilizada para a verificacdo do método e quantificacdo das amostras.
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As melhores condi¢cdes foram entdo selecionadas para compor o
programa de temperatura descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Programa de temperatura para cddmio utilizando platina como
modificador quimico permanente e paladio como modificador quimico em
solucéo.

Etapa T/°C Rampa/°Cs®* Tempo/s Géasdepurga/L min
Secagem 150 30 20 2,0

Secagem 250 30 25 2,0

Pirolise 1000 300 10 2,0

Atomizacdo | 1700  FP* 5 0

Limpeza 2000 1000 5 2,0

*FP: poténcia maxima
4.2.2 CROMO

Para 0 estudo do comportamento térmico do cromo, foram
escolhidos zirconio e palddio para a investigacdo dos modificadores
permanentes uma vez que a eficacia destes é comprovada em trabalhos
ja publicados [45, 53]. Utilizando uma solucdo aquosa de cromo a 10 g
L™, foram comparados os resultados obtidos para as curvas de pirélise e
atomizagdo em um tubo sem modificador permanente, com o0s
resultados obtidos utilizando tubos com recobrimento de zirconio e
paladio. Os resultados deste estudo sdo mostrados na Figura 6.

Para 0 tubo sem recobrimento, os melhores resultados foram
obtidos quando utilizadas temperaturas de 1100 °C e 2500 °C na etapa
de pirdlise e atomizacdo. Resultado que corrobora com trabalhos ja
publicados [53]. Ja para zirconio e paladio, as temperaturas de 1300 °C e
2600 °C de pirdlise e atomizacdo, respectivamente, apresentaram
melhores resultados, e embora a estabilidade térmica tenha sido um
pouco maior para 0s tubos recobertos por zircénio e paladio, ndo houve
acréscimo na sensibilidade.

Os resultados apresentaram concordancia quando comparados
com os obtidos por Oliveira et al. [53], para tubo recoberto com paladio,
gue encontraram como condigdes Otimas temperaturas de 1200 °C e
2600 °C nas etapas de pirdlise e atomizacdo respectivamente. Bermejo-
Barrera et al. [45] descreveram melhores resultados quando empregaram
pirolise de 1300 °C em tubo recoberto por zirconio.

O resultado obtido para zirconio ja era o esperado, uma vez que
0 zircbnio como modificador permanente tem como finalidade selar o
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tubo de grafite, evitando o contato do analito com o carbono,
importantissimo para se evitar efeitos de memoria causados por analitos
formadores de carbeto. Porém o cromo ndo é conhecido por formar
carbetos refratarios, embora seja notavel que a interagdo carbono-cromo
ndo sO6 fornece estabilidade térmica, quando comparado ao tubo
recoberto com outros modificadores, mas também fornece um acréscimo
na sensibilidade.
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Figura 6 - Curvas de pirdlise e atomizagéo utilizando 200 pg de cromo. (¢) 400
Kg de zircbnio como modificador permanente; durante pirdlise, Tat = 2400 °C;
durante atomizagdo, T, = 1300 °C. (m) sem modificador permanente; durante
pirolise, T, = 2400 °C; durante pirdlise, T, = 2400 °C; durante atomizagdo, T
= 1100 °C. (») 400 pg de palddio como modificador permanente; durante
pirolise, T, = 2400 °C; durante atomizagdo, Ty = 1300 °C.

O comportamento térmico do cromo na amostra foi verificado a
fim de se verificar a compatibilidade da calibracdo com padrdo aquoso.
Foi utilizada uma solucdo de 6leo de peixe diluida em 1-propanol. O
estudo foi procedido utilizando zircdnio, paladdio ou a auséncia de
modificador permanente. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura
7.

Quando nenhum modificador é empregado, os melhores
resultados sdo alcangados quando as temperaturas de 1100 °C e 2500 °C
nas etapas de pirdlise e atomizacdo, respectivamente, sdo aplicadas.
Estas temperaturas estdo em concordancia com as obtidas para solugéo
aquosa. Zirconio como modificador permanente também apresentou
resultados compativeis com os obtidos para o padrdo aquoso, com
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temperaturas de 1300 °C e 2600 °C para as etapas de pirdlise e
atomizacdo, respectivamente. Contudo, as condi¢cBes Otimas para
paladio como modificador quimico permanente sdo um pouco diferentes
das obtidas com padrdo aquoso. O estudo das temperaturas de pirdlise e
atomizacdo utilizando amostra de 6leo de peixe apresentaram melhores
resultados quando as temperaturas de 1000 °C e 2600 °C para pir6lise e
atomizacdo, respectivamente, foram empregadas, ficando 300 °C abaixo
do obtido para o padrdo aquoso na etapa de pirdlise.

Assim como no estudo do padrdo aquoso, o sinal analitico
decresceu com o emprego de modificadores permanentes. Baseado nos
resultados obtidos, foi descartada a utilizagdo de modificadores
permanentes nos estudos subsequentes com cromo.
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Figura 7 - Curvas de pir6lise e atomizagdo para cromo, utilizando 30uL de uma
solugdo de 6leo de peixe em 1-propanol. (m) sem modificador permanente;
durante pirélise, T, = 2400 °C; durante atomizag&o, T, = 1100 °C. (>) 400 ug
de palddio como modificador permanente; durante pirélise, T, = 2400 °C;
durante atomizagéo, Ty = 1300 °C. (#) 400 pg de zirconio como modificador
permanente; durante pirélise, T, = 2400 °C; durante atomizagdo, T, = 1300 °C.

Embora o uso de modificador permanente ndo tenha se mostrado
necessario, foi estudado o comportamento térmico do cromo na
presenca de modificadores quimicos em solucdo. Foram escolhidos para
comparagdo 10 pg de paladio e a combinagéo de 15 pg de palédio e 10
Mg de magnésio, adicionados sobre a amostra no tubo de grafite. Os
resultados desta investigagdo sédo exibidos na Figura 8.
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A adicdo de paladio ou a combinacdo de paladio e magnésio
mantiveram a estabilidade térmica do cromo até 1400 °C. Contudo,
conforme o nimero de leituras no mesmo tubo eram feitas, na presenca
dos modificadores quimicos em solucdo, o valor da absorvancia
integrada aumentava, indicando um provavel efeito de meméria. Para
averiguar este comportamento, foram feitas varias leituras com o tubo
vazio apos leituras com a amostra. Nenhum sinal analitico foi detectado
com o tubo vazio.

Conforme descrito por de Quadros e Borges [54], este aumento
no sinal pode ser atribuido ao uso de 1-propanol como diluente. O 1-
propanol permite a migragdo do analito para o intersticio dos poros do
tubo de grafite, e é gradualmente liberado a altas temperaturas de
atomizacdo. Uma vez que o cromo ndo é conhecido por ser um elemento
formador de carbeto, na auséncia de modificadores quimicos em
solucdo, todo o cromo é liberado na etapa de atomizagdo, e limpeza, ja
guando sdo aplicados paladio e magnésio junto a amostra, devido a
estabilidade térmica fornecida ao analito pelo modificador quimico, o
cromo permanece nos poros do grafite mesmo apds a etapa de limpeza.
Acredita-se que ao adicionar 1-propanol proveniente da amostra em um
novo ciclo, 0 cromo remanescente consegue migrar para uma regido
onde pode ser atomizado.
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Figura 8 - Curvas de pir6lise e atomizacéo de cromo utilizando 30 pL de uma
solucdo de 6leo de peixe em 1-propanol em tubo sem modificador permanente.
(w) sem modificador quimico; durante pirdlise, T, = 2500 °C; atomizagdo
Tpir=1100 °C. (%) 15 pg/10 pg de paladio e magnésio como modificador
quimico; durante pirélise, T, = 2500 °C; atomizagéo T, = 1100 °C. (») 10 pg de
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palddio como modificador quimico; durante pirdlise, T, = 2500 °C; durante
atomizagéo, Ty = 1100 °C.

Para averiguar o efeito do 1-propanol como veiculo para o
mencionado efeito, foi efeituado um estudo dos modificadores quimicos
em solucdo, mas desta vez, utilizando uma solucdo de padrdo aquoso de
cromo. As curvas de pirolise atomizacdo efetuadas com uma solugéo
padrdo de 10 pg L™ de cromo ndo apresentaram o acréscimo antes
observado, sendo esta uma evidéncia que o fendmeno é causado pela
presenca do 1-propanol como diluente.

A ndo ser pelo efeito mencionado anteriormente, o
comportamento térmico do cromo no padrdo aquoso foi concordante
com o obtido para a amostra de 6leo de peixe. Para evitar esse feito, ndo
foi adotado o uso de modificadores quimicos em solucdo. Os resultados
obtidos estdo na Figura 9.

0.20
. ¥
0.15 - /o

0.10 4 / ¥

Absorvancia integrada / s
2 N

T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000

Temperatura / °C

Figura 9 - Curva de pirdlise e atomizacéao utilizando 200 pg de cromo em tubo
sem modificador permanente. (m) sem modificador quimico; durante pirdlise,
Ta = 2500 °C; durante atomizacéo Ty, = 1100 °C. (%) 15 pg/10 ug de paladio e
magnésio como modificador quimico; durante pirdlise, T, = 2500 °C; durante
atomizagdo Ty = 1100 °C. (») 10 pg de paladio como modificador quimico;
durante pir6lise, T, = 2500 °C; durante atomizagdo T,;= 1100 °C.

Baseado nos estudos do comportamento térmico do cromo, ndo
serdo utilizados modificadores quimicos permanentes ou em solugdo. As
temperaturas para o tubo sem modificador foram fixadas em 1100 °C e
2500 °C para as etapas de pirélise e atomizacdo, respectivamente. O
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programa de temperatura otimizado para cromo estd exibido na Tabela
4.

Tabela 4 - Programa de temperatura para cromo sem modificador quimico
permanente ou em solucdo.

Etapa T/°C Rampa/°Cs’ Tempo/s Gésdepurga/L min™
Secagem 150 30 20 2,0

Secagem 250 30 25 2,0

Pirdlise 1100 300 10 2,0

Atomizacdo | 2500  FP* 5 0

Limpeza 2600 1000 5 2,0

*FP: poténcia maxima

Os resultados obtidos pelas otimizagBes, que envolveram o
preparo da amostra e 0 programa de temperatura do forno de grafite para
a possivel determinacdo dos analitos por espectrometria de absorcéo
atbmica permitiram o desenvolvimento de um método para
determinacdo de cddmio e cromo em amostras lipidicas. Os principais
pardmetros e as condi¢des 6timas encontradas estéo dispostos na Tabela
5.

Tabela 5 - Resumo dos parametros otimizados para 0 método proposto para
determinagdo de cadmio e cromo em amostras lipidicas.

Par&metros Cd Cr

Preparo da amostra | Aproximadamente 1 g de Aproximadamente 1 g de
0leo de peixe diluido para  ¢leo de peixe diluido para 5
5 mL com 1-propanol mL com 1-propanol

Utilizagdo de Tubo de grafite com Tubo de grafite com

modificadores recobrimento pirolitico recobrimento pirolitico sem

quimicos modificado com 400 ug de  a utilizagdo de

permanentes platina modificadores permanentes

Utilizagdo de Adicéo de 5 pL de uma Sem adigdo de

modificadores solucdo 1 g L™ de paladio  modificadores quimicos em

quimicos em ao tubo de grafite juntoda  solugéo.

solucéo amostra

Temperaturas de 1000 °C/ 1700 °C 1100 °C/ 2500 °C

pirdlise e

atomizagdo
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43 DESEMPENHO DO METODO ANALITICO

Diferentes pardmetros de mérito, tais como limite de deteccio
(LOD), limite de quantificagdo (LOQ), coeficiente de correlagdo (R) e
faixa linear, foram avaliados. O LOD e LOQ foram estimados pela
multiplicagcdo por 3 e 10 do valor do desvio padrdo de 10 medidas do
branco, respectivamente divididos pelo coeficiente angular da curva de
calibracdo. O LOD e LOQ para cadmio foi de 0,5 pg e 7 pg,
respectivamente. Para cromo o LOD e LOQ foi de 1,5 pg e 23 pg,
respectivamente. A massa caracteristica (mg) foi calculada como a
massa suficiente para resultar uma absorvancia integrada de 0,0044 s,
apresentando valores de 1,5 pg e 3 pg para cadmio e cromo,
respectivamente. A faixa linear para os dois analitos foi avaliada, sendo
gue a curva de calibracdo se mostrou dentro da linearidade até 330 pg
para cadmio e 1080 pg para cromo. Além da curva de calibragdo com
padrdo aquoso (aquosa), foram construidas curvas de calibracdo por
adicdo de padrdo em meio alcodlico (spike), que apresentaram
sensibilidade muito similares, confirmando a possibilidade da calibracdo
com padrdo aquoso. As curvas foram construidas com concentragdes
variando de 0,5 ug L™ a 11 pg L™ para cadmio e 0,75 pg L a36 pg L™
para cromo, utilizando um volume de 30 pL. Os parametros de mérito
estdo disponiveis na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros de mérito do método desenvolvido para determinagdo de
cadmio e cromo.

Parametro de mérito Cédmio Cromo

Equagdo da reta (aquosa) y =0,0535 + 0,1043x y =0,0014 + 0,0381x
Equacdo da reta (Spike) y = 0,0384 + 0,094x y =0,016 + 0,0323x
R 0,998 0,999

Faixa linear (pg) 1,5-330 23 -1080

LOD (pg) 0,5 7

LOD (ng g-1) 0,2 2

LOQ (pg) 15 23

LOQ (ng g-1) 0,7 7

Os limites de quantificacdo apresentados sdo suficientemente
baixos para mensurar quantidades maximas estipuladas pelas legislacdes
vigentes, como por exemplo, o regulamento (EC)No 488/2014, que
estipula o valor maximo de cddmio em suplementos alimentares de 1 pg
g’ [26] e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
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estipula a concentracdo maxima de 0,1 pg g™* de cadmio em produtos a
base de leite, como a manteiga [55]. J& para cromo, embora os valores
maximos ndo sejam frequentemente estipulados, as legislacdes chinesas
permitem valores abaixo de 0,3 ug g™* de cromo para produtos derivados
de leite e 2,0 pg g™* de cromo para produtos derivados de peixe [56].

4.4 VERIFICACAO DA EXATIDAO E APLICACAO DO
METODO

O método desenvolvido e otimizado foi aplicado em uma amostra
de oleo de peixe proveniente de industria brasileira e quatro amostras de
6leo de peixe de industria chilena (Golden OMEGA, Arica, Chile),
referentes a quatro processos de refinamento do 6leo de peixe. O
método também foi aplicado em outras matrizes lipidicas, como
manteiga de cacau e manteiga de origem bovina. Como forma de avaliar
a exatiddo do método proposto, os valores encontrados foram
comparados utilizando digestdo assistida por micro-ondas (MW). Os
resultados encontrados estdo exibidos na Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados obtidos para cAdmio e cromo em amostras de 6leo de
peixe, manteiga de cacau e manteiga de leite.

Amostra Cadmio Cromo Céadmio Cromo MW
/ug g-1 /ng g-1 MW /ug g-1

_ /pg g-1

Oleo estagiol | 1,36 +0,2 1,1+£01 1,39+£0,2 1,27+0,04

Oleo estagio 2 | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Oleo estagio 3 | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Oleo estagio4 | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Oleo Br1 <LOQ 1,3+0,1 <LOQ 1,2+0,05

Manteiga de 0,007 £0,001 0,017 £0,04 <LOQ 0,020 £ 0,01

cacau

Manteiga <LOQ 0,051 £0,01 <LOQ 0,050 £ 0,01

bovina

Baseando-se no teste-t, foram feitas comparacbes entre 0s
resultados obtidos utilizando o método proposto e 0 método por digestdo
assistida em micro-ondas. Dentro de um intervalo de confianca de 95%,
em nenhuma das amostras o0s resultados obtidos com o método proposto
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apresentaram diferengas estatisticamente significantes em relacdo ao
método de comparagao.

Embora o método tenha sido otimizado utilizando apenas amostra
de dleo de peixe, a concordancia dos resultados obtidos com o método
proposto em relacdo ao método de comparacdo para a manteiga de cacau
e a manteiga de origem bovina sugerem que o método desenvolvido
também pode ser aplicado para outras matrizes lipidicas, tanto de
origem animal quanto vegetal.

Outra forma de se verificar a exatiddo de um método
desenvolvido é o estudo de adicdo e recuperagdo do analito nas
amostras. Foram adicionadas quantidades de cadmio e cromo em
amostras de Oleo de peixe de forma que as concentracGes fossem
préximas ao limite de quantificacdo e também proximas ao ponto médio
da faixa linear. Os resultados da recuperacdo para cadmio foram de 90%
para a concentracio préxima ao limite de quantificacio (0,1 pg L™ de
cadmio) e 80% para a concentracdo proxima ao ponto médio (5 pg L™
de cadmio). Ja para cromo, os resultados da recuperacdo foram de 80%
para a amostra dopada com concentragdo proxima ao limite de
quantificacdo (1 pg L™ de cromo) e 105% para a amostra dopada e com
concentracdo préximo ao ponto médio da curva (10 ug L™ de cromo).

Os resultados obtidos para os estagios 2, 3 e 4 do refinamento do
oleo de peixe indicam que os métodos utilizados pela Golden OMEGA
para a obtencdo do 6leo de peixe para consumo humano séo eficazes em
relagcdo & cadmio e cromo a nivel-traco. Os resultados obtidos para estes
estagios ficaram abaixo do limite de quantificacdo da técnica.
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5 CONCLUSOES

Um novo método simples e confidvel para determinacdo de
cadmio e cromo em amostras de 6leo de peixe utilizando apenas 1-
propanol como diluente foi desenvolvido. As determinacgdes foram feitas
utilizando espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com
fonte continua em forno de grafite. A diluicdo com 1-propanol permitiu
0 uso de amostrador automatico, antes impossivel, devido a alta
viscosidade da amostra. O comportamento térmico dos analitos em
solucdes de padrdo aquoso foram condizentes com o comportamento
térmico dos analitos quando utilizado, para cadmio, platina como
modificador quimico permanente e adicionado paladio como
modificador quimico em solucdo. J& para cromo, o comportamento
térmico da amostra e da solucdo padrdo foram condizentes quando
utilizado tubo sem modificador quimico permanente e sem a adicdo de
modificador quimico em solugdo. Esta semelhanca entre os
comportamentos permitiu a calibragdo externa com padrdo aquoso. A
determinacdo de cromo e cadmio em amostras de 6leo de peixe,
manteiga de leite e manteiga de cacau mostrou-se adequado com 0s
resultados encontrados utilizando digestdo assistida por micro-ondas. O
estudo de adicdo e recuperacdo do analito nas amostras de éleo de peixe
obtiveram um alto percentual de recuperacdo, de 80% e 90% para
cadmio e 80% e 105% para cromo. A utilizacdo de 1-propanol no
preparo da amostra ao invés de solucdes acidas ou oxidantes reduz a
periculosidade e a quantidade dos residuos gerados, além de nédo
despender do uso de equipamentos caros ou laboriosos, como
digestores, fibras para a limpeza da amostra ou banhos de ultrassom.
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