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Resumo

O presente trabalho buscou estabelecer um método para a
determinacao de contaminantes inorganicos em leite cru que fosse
compativel com aplicagdoes em larga escala, como os programas
regulatérios de monitoramento de contaminantes em leite. Para tal,
foi proposta uma abordagem utilizando a técnica de espectrometria
de emissao atomica em plasma (ICP-AES) sem mineralizagdo das
amostras, que foram solubilizadas em solugao contendo etanolamina
e acido citrico. Estudos foram conduzidos a fim de estabelecer
condigOes instrumentais em que fosse possivel utilizar o preparo
amostral proposto mantendo o compromisso com a sensibilidade,
exatidao e desempenho analitico necessarios a fim de se atingir os
limites de deteccao requeridos por legislagbes relacionadas a
seguranca alimentar. A proporcao ideal de diluicao da amostra na
solucao de etanolamina e acido citrico foi de 1:2 (amostra:solucao) e
os valores mais adequados dos parametros instrumentais foram
1300W para a radiofrequéncia do plasma, 0,50L.min™" para a vazdo
do gds auxiliar e 0,60L.min"' para a vazdo do gas de nebulizagdo. Os
limites de quantificacao obtidos para Cd, Co, Cr, Cu e Pb foram,
respectivamente, 6,54, 6,57, 14,8, 14,3 e 27,4 pg.mL’l.

Palavras-chave: Contaminantes inorganicos. Leite. ICP-AES.
Solubilizacao alcalina. Preparo de amostras.



Abstract

This study aimed to establish a method for the determination of
inorganic contaminants in raw milk that was compatible with large-
scale applications, such as regulatory programs for the monitoring of
contaminants in milk. For this purpose, an approach using the
technique of atomic emission spectrometry (ICP-AES) with no
mineralization of the samples, which was solubilized in a solution
containing ethanolamine and citric acid, has been proposed. Studies
were conducted in order to establish experimental conditions in
which it was possible to use the proposed sample preparation and
keeping the commitment to sensitivity, accuracy and the analytical
performance required by legislations related to food safety. The ideal
ratio of sample dilution was 1:2 (sample:solution) and the most
suitable values for instrumental parameters were 1300W for the
plasma radiofrequency power, 0.50L.min"! for the flow of auxiliary
gas and 0.60L.min" for the flow of nebulizer gas. The quantification
limits obtained for Cd, Co, Cr, Cu and Pb were, respectively, 6.54,
6.57, 14.8, 14.3 and 27.4 pg.mL™.

Keywords: Inorganic contaminants. Milk. ICP-AES. Alkaline
solubilization. Sample preparation.
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1 Introducao

1.1 Importancia do leite e seu contexto socioecondémico

O leite bovino e seus derivados apresentam uma grande
importancia na alimentacao humana e um exemplo disso é o fato de
que o seu consumo é uma recomendacdo nutricional para todas as
faixas etdrias'. A Tabela 1 apresenta a concentracdo dos principais

constituintes minerais do leite?.

Tabela 1. Concentragao dos principais constituintes minerais do leite. FONTE: LARSON (1985)

Mineral Concentragio mmol.L!
Sodio 25,2
Potassio 35,3
Célcio 30,1
Magnésio 5,10
Fosforo inorganico 22,3
Fosfato 3,40
Cloro 28,0
Citrato 10,6
Carbonato 2,00
Sulfato 1,00

Essa importancia do leite na alimentacdao traz uma imensa
responsabilidade ao governo e érgaos regulamentadores em garantir
que o controle da qualidade do leite consumido seja efetivo e
transparente, a fim de evitar riscos a sociedade e a credibilidade da

industria de lacteos.

Nesse contexto, vale ressaltar que na ultima década nao foram

raros os casos de adulteracao de leite por grandes laticinios e
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cooperativas agropecuarias, inclusive em Minas Gerais, que ¢ um

expressivo Estado produtor de leite.

Em 2007, alguns laticinios foram responsabilizados pela Policia
Federal por terem adquirido leite criminosamente adulterado de

3 Em 2010, um outro

duas cooperativas, ambas em Minas Gerais
laticinio, que adulterava o leite com perdxido de hidrogénio, foi
descoberto pela Policia Federal (PF) apdés causar a intoxicagcao de
criancas em uma creche*. Em 2011, uma outra cooperativa foi

flagrada pela PF adulterando a composicdo de seu leite”’.

Esses exemplos, dentre diversos outros ocorridos nos ultimos
anos, evidenciam a importancia de um monitoramento mais intenso

desse produto, de grande representatividade na alimentacao.

Em nivel internacional, a adicao de melamina - um composto
abundante em atomos de nitrogénio utilizado para aumentar os
resultados de teor proteico do leite, determinado pelo método de
Kjeldahl6 - no leite em alguns laticinios da China, em 2008 culminou

com a morte de 6 bebés e a intoxicacdo de 300 mil individuos’.

Nesses casos, além de implicagoes éticas e sociais, a questdo
da qualidade do leite também tange areas econoOmicas e técnico-
cientificas. O Brasil é um pais com ampla producao de leite e,
contrastando-se a isso, encontra-se hoje em posicao delicada frente a
outros paises no que diz respeito a exportacao desse produto, visto
que existem barreiras nao tarifarias com relacao a qualidade de
nosso leite. De fato, a qualidade média do leite brasileiro é
considerada baixa®, o que representa um grande desafio nacional a
ser superado. Esse cenario indica a necessidade de aperfeicoamento
de ferramentas para se avaliar e/ou monitorar a qualidade do leite,

atinente as necessidades sociais, éticas e econOmicas.
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1.2 Qualidade e seguranca do leite

Como um importante subconjunto dos atributos de qualidade
dos alimentos, os parametros de seguranga impactam diretamente
na saude do consumidor. Um alimento seguro é aquele que nao
oferece perigo a saude e integridade do consumidor®. Agentes
quimicos, bioldgicos e/ou fisicos podem representar perigos nos

alimentos.

No contexto de perigos quimicos, existem uma gama enorme
de substancias capazes de promover efeitos negativos na saude
humana, como micotoxinas, pesticidas, hormonios, contaminantes
inorganicos, entre outros. No presente trabalho, foram estudados Cd,
Co, Cu, Cr e Pb, contaminantes inorganicos naturalmente presentes
em rochas, solos e nos mais diversos materiais'®. Estes
contaminantes estao envolvidos em processos geoldgicos naturais do
planeta11 e em diversos processos industriais modernos 13, Logo,
sdo diversas as formas possiveis de contaminacdo de aguas, plantas

14,15

e, consequentemente dos animais e do homem por espécies

desses elementos®.

Como fontes mais especificas desses contaminantes, os
fertilizantes, pesticidas, drogas veterinarias e aguas de irrigagao
merecem destaque, pois podem atuar como formas importantes de
contaminacao do solo, de plantas e animais, levando a contaminacgao
potencial de seus produtos e do préprio homem'’. Nesse contexto, o
leite, enquanto produto de origem animal, pode ser entao um agente
de transferéncia de contaminacao - oriunda de processos produtivos

e insumos agricolas envolvidos na sua obtenc¢ao - para o homem.

Portanto, para se maximizar o controle da seguranca dos
alimentos, em particular do leite, deve-se desenvolver métodos de
determinacdao de contaminantes quimicos cada vez mais eficientes,
robustos, e que atendam a padroes de legislagcoes (nacionais e
internacionais) bem como os de politicas de controle, como o Plano

Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC).
15



O PNCRC foi instituido pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) através da Instrucdao Normativa 42/199918,
publicada no Diario Oficial da Unido em 22 de dezembro de 1999.
Desde entdo, vem a cada ano ampliando o escopo de residuos e
contaminantes quimicos monitorados em diversas matrizes.
Especificamente para a matriz leite, os contaminantes inorganicos
ainda nao sao contemplados pelo programa, o que reforgca a
contribuicao deste trabalho de pesquisa em fornecer métodos
analiticos adequados a subsidiar futuros protocolos oficiais de
monitoramento de residuos e contaminantes inorganicos em
alimentos. A Unica legislagao nacional a delegar sobre contaminantes
inorganicos é a Portaria 685/1998, da ANVISA, onde é definido,
apenas para chumbo, o limite de 0,05 mg.Kg'1 em leite fluido pronto

para o consumao.

Concomitantemente, o ritmo acelerado de desenvolvimento da
ciéncia impoe a necessidade de repensar conceitos, pois limites
outrora determinados como seguros para alguns residuos e
contaminantes quimicos podem nao mais.+ serem de fato seguros
apos a geragao de novas evidéncias'®. Por isso, este trabalho busca
desenvolver um método analitico mais sensivel do que as alternativas
ja disponiveis para a analise de leite, levando-se em conta critérios
de aplicacao - custo e capacidade analitica - necessarios para

ensaios de rotina em programas regulatérios oficiais.

Além disso, considerou-se importante estabelecer como
analitos os elementos: Cd, Co, Cr, Cu e Pb. A decisao por estes
analitos foi tomada levando-se em consideracao uma série de fatores
sobre tais elementos, como: possuirem carater acumulativo,
potencial de ascensao na cadeia alimentar?’e sdo ligados a processos

antropicos atuais e em expanséolz'13'21.

Coletivamente, esses fatos indicam a importancia de pesquisas
em fronteira de conhecimento para estabelecimento de métodos

otimizados para o controle de contaminantes quimicos em alimentos.
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Assim, espera-se que com a disponibilizacdo de métodos
analiticos para controle desses contaminantes quimicos em leite
possa-se nao somente contribuir para a maximizacao de sua
seguranca e, consequentemente, para a melhoria da saude publica,
mas também para que sirva como valiosa referéncia de protocolos de

trabalho analitico para outros alimentos.

17



1.3 “Metais pesados”

Segundo Appenrothzz, parece existir um consenso na literatura
de que a definigcdo de metais pesados nao é adequada, uma vez que é
dificil identificar uma caracteristica comum que consiga agrupar
adequadamente todos os elementos que assim tem sido denominados

na literatura.

Atinente a essa questdao, esclarece-se que o termo metais
pesados, quando empregado neste trabalho, nao tem a pretensao de
referir-se a um grupo bem definido de elementos com alguma
caracteristica em comum (densidade, toxicidade, etc.). Pretende-se,
no entanto, apenas referir-se genericamente a contaminantes
inorganicos, como cédmio, chumbo, cromo, cobre, cobalto, entre

outros elementos quimicos.

1.3.1 “Metais pesados” no meio ambiente

Os metais pesados sao elementos amplamente dispersos no
meio ambiente®>??, sejam oriundos de processos naturais e

geoldgicos ou de processos antropicos.

O chumbo, por exemplo, é considerado o metal pesado de
maior ocorréncia natural em solos®’, com concentra¢des variando
entre 1 e 200 mg.Kg'l. Os dois isétopos mais abundantes de chumbo
— 206pp ¢ 298pp _ s30 produtos finais do decaimento radioativo natural

dos elementos 238U 232, 26,27

, encontrados naturalmente em
elevadas concentracoes em amostras de solo e de rochas de algumas

regioes do nordeste brasileiro®®.

Aos processos naturais nos quais os metais pesados estao
envolvidos, somam-se processos antrépicos em crescente expansao
mesmo nos dias atuais. A contaminacao do meio ambiente por metais
pesados tem sido intensificada pelo avango tecnoldgico e surgimento
de diversos novos processos industriais, além do aumento da frota de

1°° e da intensificacdo de atividades agricolas de

18

veiculos mundia



grande escala, com utilizacao de fertilizantes e outros agroquimicos.
E possivel, por exemplo, encontrar compostos de chumbo em
tubulacoes e em placas industriais, soldas, materiais de revestimento
na induastria automotiva, tintas, esmaltes, vidros, materiais
protetores contra radiacao ionizante e em placas de baterias
elétricas e acumuladores. Estima-se, inclusive, que a manufatura de
baterias elétricas seja responsavel por 70% do consumo mundial de

chumbo3%3!.

Portanto, o aumento nas emissdes urbanas, industriais e
agricolas tem contribuido para dispersar ainda mais esses elementos
no meio ambiente, fazendo com que alguns desses metais -
especialmente cddmio e chumbo - tornem-se quase que ubiquos,
facilitando sua entrada na cadeia alimentar e aumentando as
possibilidades do surgimento de efeitos negativos a seres humanos e

animais®°.

1.3.2 “Metais pesados” no leite

Apesar de ser um alimento de grande importancia nutricional,
o leite pode conter uma grande variedade de contaminantes
quimicos e biol(')g100524. Os metais pesados, que sao o0s
contaminantes foco deste estudo, estao dispersos no ambiente,
podem ser absorvidos por plantas e, através destas, serem
transferidos aos animais. Para os ruminantes, além da exposicao
através da vegetacao, existe também a exposicao devido a ingestao
de camadas de solo®?, que geralmente possuem as mais altas

concentragoes de metais pesados33'34.

Uma vez contaminado pelo elemento, o animal pode excretar
quantidades varidveis desse contaminante através do leite, o que
constitui uma grande ameaca a saude humana, considerando-se que,
dentre todas as outras vias possiveis de contaminacdo, a mais
importante delas é a ingestao, sendo responsavel por 90% da
assimilacao dos metais pesados nos seres humanos®.

19



Alguns estudos indicam a presenca de metais pesados no

20,23,25,35-385  om seus derivados?>3%49

leite em quantidades muito
variaveis (desde aproximadamente 2 pg.Kg'1 a 1050 pg.Kg'l) sendo
que nos derivados, sdao encontrados niveis mais elevados (2 pg.Kg'1 a
1050 pLg.Kg'1 de chumbo em queijo coalho) do que no leite (3 pg.L'1 a
90 pg.L’l de chumbo em leite). Acredita-se que durante o processo
de coagulagcao do leite para a remocao do soro e producao dos
queijos, haja um aumento na concentracao dos metais devido a uma

. . . ’ . 4
maior afinidade desses com as caseinas e com a gordura do leite 0,

Considerando-se as evidéncias existentes na literatura da
presenca de metais pesados em leite e derivados, aliadas a grande
representatividade desses alimentos na dieta humana e aos severos
efeitos negativos desses elementos no organismo, métodos de
investigacdo e acesso as concentracoes desses contaminantes em
leite e derivados sao assuntos de grande importancia e tem atraido a

atencao de diversos grupos de pesquisa pelo mundo.
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1.4 Meétodos para a determinacao de contaminantes

inorganicos em leite

Uma revisdo feita por Kira e Maihara®® nos métodos da
International Association of Official Analytical Chemists (AOAC) para
determinacao de elementos inorganicos em alimentos mostrou que
quase todos os métodos existentes empregam técnicas como
espectroscopia de absorcao molecular UV/Vis, voltametria de
stripping anddico ou espectrometria de absorg¢ao atdbmica em chama
e/ou forno de grafite combinados com digestao por via-seca ou por

via-umida das amostras.

Foram escassos os métodos que utilizavam a técnica de
espectrometria de emissdo atdmica em plasma indutivamente
acoplado (ICP-AES) em leite cru visando a determinagao de
contaminantes inorganicos como Cd, Co, Cr, Cu e Pb, sendo que
estes métodos utilizavam digestdao das amostras por via-Umida
empregando uma mistura de HNO3 e HClIO4, que possui diversas
dificuldades associadas, pois é necessario rigoroso controle do
processo a fim de evitar que as amostras sequem completamente,

para diminuir os riscos de explosoes ou perdas de analitos*!™3.

De todos as técnicas supracitadas, a espectrometria de emissao
atbmica em plasma indutivamente acoplado (ICP-AES) merece
destaque por ser a uUnica entre elas com a caracteristica da
determinacao multielementar. Ou seja, a utilizacao de ICP-AES
possibilita, ao contrario das outras técnicas, a determinacgao
simultanea (ou quase simultanea, no caso dos instrumentos
sequenciais) de todos os elementos de interesse. Nos outros casos,
para cada um dos elementos de interesse é necessaria a realizagao
de um novo procedimento de calibracao do equipamento e de uma
nova andlise para todas as amostras, o que, por si s, torna todo o
meétodo invidvel - ou no minimo inconveniente - para aplicacdoes em

larga escala, necessarias em procedimentos regulatorios.
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Com relacao a métodos nao oficiais, existem varios trabalhos

descritos na literatura®!**4°

, porém a maioria destes destinam-se a
determinacao de macronutrientes e - a exemplo dos métodos oficiais
AOAC - utilizam técnicas de digestdao com diversos problemas
associados e incompativeis com as caracteristicas buscadas neste
trabalho, que sao: simplicidade, pouco consumo de reagentes,
grande frequéncia analitica e com potencial de aplicagdao em larga

escala, para fins regulatoérios.

Nesse contexto, torna-se evidente a importancia e a
necessidade do desenvolvimento de métodos voltados a
determinacao de micronutrientes/contaminantes inorganicos em
alimentos utilizando a técnica de ICP-AES aliada a um preparo de
amostras diferenciado, visando agregar as opcgOes de métodos
atualmente existentes caracteristicas como simplicidade, reducao de
custos, aumento de capacidade analitica, diminuicdo dos riscos de
acidentes, explosoes e perdas de analitos e potencial de aplicagao em

larga escala.
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1.5 Preparo de amostras para determinacao de

contaminantes inorganicos em leite

O preparo de amostras de leite para determinacao de
contaminantes inorganicos é, por vezes, trabalhoso e apresenta uma
série de complexidades, provenientes das caracteristicas bastante

singulares desta matriz. Diante disso, Silva*’ destaca que:

A andlise de leite e produtos derivados de
maneira geral é complicada pela necessidade de
uma etapa trabalhosa e longa da mineralizacao.
Assim, na calcinagcdo da amostra inclui-se um
tratamento inicial para carbonizacdo em uma
placa com aquecimento controlado e subsequente
transferéncia para uma mufla sob temperaturas de
250 a 500°C por um periodo que varia de 15 a 30
horas ou até mais. Além desse tempo excessivo, a
calcinagdo apresenta a desvantagem de que
elementos voldteis podem ser perdidos. Por outro
lado, a mineralizagdo por via uUmida é o
procedimento mais usado na andlise de leite e
seus derivados, necessitando de um tempo entre 2
e 3 horas, enquanto que em um forno de micro-
ondas o processo pode ser reduzido para 15 a 30

minutos, para a decomposicdo.

A introducdo direta de amostras em ICP-AES
ou em ICP-MS, na forma de emulsdo, tem se
tornado uma opg¢do atrativa para a andlise de
micro e macro constituintes em leite. Este
processo ndo requer uma manipulacdo exaustiva
das amostras e ndo apresenta a maioria das

contaminagoes indesejdveis impostas por
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reagentes normalmente usados em digestoes
umidas e processos de calcinagdo, perdas por
retencoes quando o elemento de interesse reage
com o frasco usado na calcinagdo e o tempo

consumido nestas mineralizacoes.

Neste contexto, a literatura disponivel mostra que nao ha ainda
um consenso com relacao ao método mais adequado e/ou eficiente
para o tratamento de amostras de leite. O que normalmente ocorre é
que alguns métodos de preparo se apresentam adequados para

determinacao de certos elementos, mas sao inadequados para outros.

Sturup e Biichert** estudaram um método de tratamento de
amostra de leite em meio alcalino - empregando uma mistura de
hidroxido de potassio e hidréxido de tetrametilamoOnio. Porém,
apenas obtiveram éxito na determinacgdo de Al, As, Cd, Cr, Ni, Pb e
Se devido a insolubilidade de outros elementos inorganicos em meio
alcalino, ou a menor susceptibilidade a interferéncias poliatomicas
dessas espécies, no caso de analises por espectrometria de massas
com fonte de plasma (ICP-MS).

Li-QiangQinet al.*® utilizaram um método de digestao assistida
por microondas, em que era adicionado acido nitrico e peroxido de
hidrogénio a amostra de leite, seguida de predigestdao noturna e o
subsequente tratamento com microondas. Com este procedimento,
0os autores conseguiram determinar nove microconstituintes do leite
em material de referéncia certificado (MRC) - Zn, Fe, Mn, Cu, Mo, Cr,
Se, Sr e Rb - com resultados compativeis com os valores certificados.

1.4 utilizaram, com sucesso, uma mistura de

Nobrega et a
aminas tercidrias - reagente comercial denominado CFA-C® - para o
tratamento de amostras de leite visando a determinacao de Ca, K,
Mg, Na, P e Zn por ICP-AES e Al, Ba, Cu, I, Mn, Mo, Pb, Rb, Se, Sr, e
Zn por ICP-MS. Com excecao do selénio, os valores determinados

pelo método para todos os elementos se mostraram concordantes,
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em um nivel de confianga de 95%, com valores certificados pelo NIST.

Santos et al.*®

desenvolveram solugoes de aminas que
apresentaram desempenho semelhante ao reagente comercial CFA-
C® para a determinacdo de Ca, K, Mg, Na, P, Ba, Cu, Fe, Mn e Zn em
leite. Esse trabalho viabiliza para rotinas o uso da preparacao de
amostras em meio alcalino, visto que as solucoes podem ser
preparadas no laboratdrio e, por isso, foi utilizado como base para o
estudo desenvolvido neste projeto. Os resultados obtidos com o
método para todos os analitos se mostraram concordantes, em um
nivel de 95% de confianga, com os valores certificados para o

material analisado (NIST SRM 8435).

Nesses métodos em que se utiliza o reagente comercial CFA-C®,
ou as solugoes propostas por Santos et al.*®, a amostra é geralmente
diluida em uma solugcdo de um desses reagentes e introduzida
diretamente no ICP-AES. Isso é extremamente atrativo, pois hd um
menor risco de contaminacao da amostra - devido a menor
manipulacao da mesma - e maior praticidade e velocidade de
tratamento das amostras, o que facilita as aplicacoes em andlises de

rotina.

Apesar das interessantes caracteristicas desse tratamento de
amostras, nao foram encontrados registros na literatura abordando a
utilizagcao deste tratamento para determinacao de contaminantes
inorganicos como Cd, Co e Cr - espécies de interesse neste projeto -
utilizando a técnica de ICP-AES.

Portanto, para o tratamento das amostras, neste trabalho, foi
escolhida a utilizacao da diluicao do leite cru em uma mistura de

aminas, conforme proposto por Santos et al*®.

E importante ressaltar que a escolha da utilizacdo da mistura
de aminas proposta por Santos et al. ao invés do reagente comercial
CFA-C deve-se ao fato de que este ultimo é importado, possui preco
elevado e maior dificuldade de obtencao em mercado nacional.

Portanto, a utilizacdao da mistura de aminas agrega ao método uma
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importante reducao de custos concomitantemente com o aumento da
facilidade de obtencao do reagente. Esse conjunto de vantagens
ajusta-se plenamente com a argumentacdao defendida até entdo, de
priorizar metodologias mais simples, portaveis a aplicagao em larga

escala e com custo reduzido ao maximo possivel.

Nessa abordagem, a amostra é diluida em meio de aminas e
posteriormente introduzida no equipamento de ICP-AES em
condigOes otimizadas e empregando um sistema de nebulizacao
apropriado. Consequentemente, a adequagao deste procedimento
como um todo foi avaliada ao longo deste projeto, visando a

determinacao dos analitos em amostras de leite cru.
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1.6 Contexto de execucgao do projeto

O presente trabalho emana de um contexto de execucao de
estudos especiais de interesse nacional em qualidade e seguranca de
alimentos, em alinhamento as necessidades estratégicas do
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, entre outros
orgaos do Poder Publico. Dessa forma, contribuiu para fortalecer a
pareceria entre o Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Juiz de Fora e o Laboratério de Qualidade do Leite da Embrapa
Gado de Leite.

O Laboratério de Qualidade do Leite (LQL) da Embrapa Gado
de Leite, onde todos os ensaios foram conduzidos, € membro da Rede
Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL), analisando mais de 30 mil
amostras/més de leite bovino cru, principalmente provenientes de
estabelecimentos submetidos ao Servico de Inspecao Federal-SIF.
Rotineiramente, o LQL executa ensaios microbiolégicos e fisico-
quimicos com a finalidade de subsidiar o Programa Nacional para
Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL), bem como a fiscalizagao por
parte do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, mas
vem atendendo crescentemente a necessidades analiticas avancadas

no ambito da Embrapa Gado de Leite.

Dessa forma, o presente estudo vem a fortalecer decisivamente
as parcerias institucionais de elevado impacto, indicando um cendrio
futuro promissor para sua evolucao continuada, notadamente a

formacao de capital humano de elevada competéncia.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método para a determinagao de contaminantes
inorganicos em leite bovino cru que tenha alta frequéncia analitica,
potencial de aplicacao em procedimentos de rotina em larga escala e
sensibilidade adequada aos niveis determinados em legislagoes;
caracteristicas estas indispensaveis em métodos utilizados em

programas de monitoramento e controle de seguranca de alimentos.

2.2 Objetivos especificos

- Estabelecer um procedimento para o preparo de amostras de leite,
com diluicdo em solugdo contendo etanolamina e 4acido citrico
visando a determinacao de Cd, Co, Cr, Cu e Pb nesta matriz
utilizando a técnica de ICP-AES

- Avaliar a influéncia de varidveis do preparo de amostra na

sensibilidade do método para cada um dos analitos.

- Avaliar a influéncia de variaveis instrumentais na robustez do
plasma e otimizar tais variaveis de maneira a obter um plasma

robusto, capaz de anular ou minimizar possiveis efeitos de matriz.

- Selecionar, para cada analito, linhas de emissao mais adequadas
em termos de interferéncias, visando refinar a sensibilidade e

desempenho do método analitico.

- Avaliar critérios de desempenho do método - tais como exatidao,
precisao, limites de deteccao e de quantificacao - a fim de garantir a

funcionalidade e adequacao do método.
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3 Parte experimental

3.1 Materiais e reagentes

Todas as solugdes utilizadas foram preparadas com Aagua
ultrapura (Milli-Q) com resistividade igual a 18,2 MQ.cm e menos
que 2 pg.L! de carbono organico total (TOC). As vidrarias utilizadas
para as determinagoes dos contaminantes inorganicos foram todas
descontaminadas em banho de HNO3; 10% (v/v) por, no minimo, 24

horas.

Os seguintes padroes monoelementares e rastreaveis ao NIST
foram utilizados: cromo, cadmio, cobalto, chumbo, cobre e itrio
(todos FlukaAnalytical- Buchs, Switzerland); todos a concentracao de

1000 mg.L™' e em meio &cido.

Para os procedimentos de tratamento das amostras utilizou-se
acido nitrico (Sigma-Aldrich - Seelze, Germany), &cido citrico
(Sigma-Aldrich - Vienna, Austria) e Etanolamina (Sigma-Aldrich -

Seelze, Germany).

Os procedimentos de preparo das amostras foram realizados
em tubos coOnicos de 15 mL para centrifugacao (Corning Inc. -
Corning, USA) feitos em PTFE.

3.2 Instrumentacao

Para determinacao de contaminantes inorganicos, as medidas
foram realizadas em um espectrometro de emissao optica em plasma
indutivamente acoplado (ICP-AES) modelo Optima™ 7000DV (Perkin
Elmer - Waltham, MA, USA) utilizando-se a configuracao axial da
tocha e argonio 99,999% de pureza. O espectrometro foi configurado
com um nebulizador GemCone® (Perkin Elmer - Waltham, MA, USA)
- adequado para amostras com alta concentracao de sélidos
dissolvidos - e com uma camara de nebulizacdao do tipo ciclonica.
Para fins de ilustracao, as Figuras 1 e 2 mostram uma imagem do

sistema de nebulizacao utilizado.
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Figura 1. Imagem do nebulizador utilizado Figura 2. Imagem da camara de
no equipamento de ICP-AES nebulizagdo utilizada no equipamento de
ICP-AES

3.3 Metodologia analitica
3.3.1 Preparo de amostra

Para o preparo de amostras adotou-seum procedimento
baseado na solubilizacao alcalina de uma aliquota de leite cru em
uma mistura de etanolamina e &cido citrico, a fim de formar uma
emulsao estdvel e que pudesse ser introduzida diretamente no
equipamento de ICP-AES. Para esse tratamento, preparou-se uma
solucgdo estoque contendo etanolamina e acido citrico e a partir deste
estoque, preparou-se uma solugao em pH 8,0, conforme descrito no

diagrama a seguir:
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SolEtAc
(estoque)

18,0mL de Etanoclamina
1,92g de Acido Citrico
“ol, Final de 50,0mL

k. 4

Solucdo Diluente

Amostra de Leite Cru
SolEtac 20% (wiv)

pH ajustado em 8.0

Solucio de Analise

4,00mL de Sol. Diluente
2.00mL de Amostra

Figura 3. Diagrama do preparo de amostra para determinacdo de contaminantes inorganicos.

No diagrama acima, a concentracao da solucao diluente, seu
pH e a proporgao de diluicao da amostra correspondem a valores
encontrados como o6timos em estudo multivariado realizado neste
trabalho. Vale ressaltar que se utilizou calibragao externa com
sobreposicao de matriz, em que amostras brancas (isentas dos
contaminantes inorganicos monitorados) de leite eram fortificadas e
- apo6s passar pelo tratamento descrito na Figura 3 (acima) - tinham

seu sinal analitico mensurado e tomado como padrao.

3.3.2 Otimizacao das condicoes analiticas e validacao do
meétodo

Para a otimizacao das condigdes analiticas - parametros
instrumentais e variaveis do preparo de amostra - foram conduzidos
estudos multivariados do tipo Box-Behnken, que permitem a
avaliacao dos efeitos das variaveis estudadas e também de suas

interacoes.
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O método foi avaliado por meio da investigacao de sua
robustez, linearidade, limites de deteccao e quantificagao, exatidao e
precisdo. A robustez, por ser definida como a capacidade do método
de suportar pequenas variagoes das condigoes analiticas, foi avaliada

na otimizacao das condigodes analiticas.
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4 Resultados e discussao

O tratamento de amostras escolhido - baseado na diluicao do
leite em uma mistura de etanolamina e &cido citrico e posterior
introducao da emulsao obtida diretamente no equipamento - confere
ao processo uma série de caracteristicas favoraveis, como
simplicidade, menor manipulagdao das amostras, maior frequéncia
analitica e menor possibilidade de contaminacao que os
convencionais métodos de digestdo. Porém, nao se deve perder de
vista que nesse tratamento a amostra ndao é mineralizada e, portanto,

a natureza organica da matriz nao pode ser desprezada.

Sendo assim, para que a determinacao dos analitos na matriz
fosse acurada, sensivel e precisa, foi necessaria a realizagao de uma
série de estudos visando identificar varidveis relevantes - tanto
instrumentais como do procedimento de preparo de amostra - e

estabelecer valores otimizados para as mesmas.

Cabe destacar aqui que todos os estudos conduzidos neste
trabalho foram de natureza multivariada, a fim de que os efeitos de
interacdo entre as varidveis nao fossem negligenciados. Tal
caracteristica consiste em um diferencial deste trabalho, tendo em
vista que os estudos disponiveis na literatura para problemas
semelhantes sao univariados; ou seja, embora levem a uma condicao
analitica satisfatoria, tais condigdoes podem nao ser as melhores
possiveis, impactando, por exemplo, em limites de deteccao ou

precisao inferiores aos que se poderia obter.

Nesse contexto, espera-se que os estudos realizados neste
trabalho representem um avanco na forma de se estabelecer
meétodos para analise de leite por ICP-AES. Até o presente momento,

49-52nara a técnica em

os poucos estudos relatados na literatura
questdao e analitos de interesse, empregam apenas a estatistica
basica para o tratamento dos dados experimentais. Nesta
dissertacdao, métodos estatistico-computacionais foram usados desde

o planejamento de experimentos até a interpretacao dos dados.
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4.1 Otimizagao instrumental - Estudo de robustez do
plasma

A fim de eliminar ou mitigar a interferéncia da matriz - em
virtude de sua natureza organica - na determinagao dos analitos, é
importante estabelecer um conjunto de parametros instrumentais
que proporcionem uma condicao robusta para o plasma. Esta
condicao deve promover uma decomposicao dos compostos
organicos da matriz, minimizando seus efeitos de interferéncia. Isto
se torna possivel porque, no plasma robusto, o equilibrio
termodinamico local é atingido, e os processos de transferéncia de
energia sao mais efetivos para a atomizacao, ionizagao e excitagao

da amostra>?.

A robustez do plasma, enquanto parametro, pode ser
mensurada pela razao entre as intensidades de emissao do magnésio
ionico (280,270 nm) e do magnésio atomico (285,213 nm)
(Mgll/Mgl), conforme recomendacao da literatura53, sendo que um
valor maior ou igual a 10 para esta razao caracteriza um plasma

robusto.

Conforme apontado por Peixoto et al*®., alguns artigos ja
avaliam a robustez do plasma a fim de determinar condigoes
instrumentais otimizadas, no entanto, a maioria baseia-se em estudos

49-52

univariados , negligenciando importantes efeitos de interacao

entre os fatores investigados. Sao escassos na literatura os trabalhos

54-56 e, além disso, nao se

que realizam uma abordagem multivariada
encontrou nenhum trabalho que avalie a robustez do plasma para
equipamentos da série Optima™ 7000 - relativamente nova - ou para

a mesma matriz deste trabalho.

Sendo assim, realizou-se um estudo multivariado, do tipo Box-
Behnken, para avaliar a influéncia de trés parametros instrumentais
na robustez do plasma, medida pela razao Mg(II)/Mg(I) obtida

enquanto uma amostra branca de leite, diluida em igual volume em
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uma solucdao de etanolamina e &cido citrico, foi introduzida no

espectrometro.

Entre as opgoes avaliadas para o delineamento do experimento
multivariado, havia o Planejamento Composto Central (CC) e o Box-
Behnken (BB). O Box-Behnken foi escolhido pelo fato de que ele - ao
invés do Composto Central - evita experimentos sob condigdes
extremas como, por exemplo, um experimento em que todas as
variaveis instrumentais avaliadas estivessem em seu valor minimo ou
em seu valor méaximo. Tais situagbes poderiam ser
experimentalmente invidveis, por promoverem um plasma incapaz de
se sustentar durante a introducao da amostra com grande
concentracao de matéria organica nao mineralizada ou um plasma
com alto sinal de background, prejudicando sobremaneira a

sensibilidade da técnica.

A Tabela 2 (a seguir) apresenta a estrutura do experimento

fatorial realizado.
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Tabela 2. Estrutura do planejamento fatorial Box-Behnken utilizado para a otimizacao das condigoes
instrumentais do equipamento de ICP-AES.

Variavel -1) 0 (+1)
(a) poténcia da radiofrequéncia(W) 1200 1300 1400
Ei) mv?nz_?;) do gas de nebulizacao 0.2 0.6 1
(c) vazao do gas auxiliar(L.min}) 0,2 0,5 0,8
Ordem a b C MgII)/Mg()
1 -1 +1 0 4,04
2 -1 -1 6,41
3 0 +1 -1 6,94
4 0 -1 +1 4,89
5 +1 +1 0 5,71
6 0 +1 +1 3,85
7 0 0 0 11,2
8 0 0 0 11,5
9 0 0 0 11,5
10 0 -1 -1 5,02
11 -1 0 0 9,92
12 0 0 0 11,3
13 0 0 0 11,4
14 0 0 0 11,3
15 0 0 0 11,6
16 +1 0 -1 9,66
17 +1 -1 0 5,23
18 0 0 11,6
19 0 0 11,6
20 +1 0 +1 10,1
21 -1 0 -1 9,33

36



A partir dos resultados obtidos com o planejamento acima,
realizou-se uma regressao linear para explicar a resposta -
Mg(II)/Mg(I) - em funcao dos trés parametros instrumentais
avaliados, bem como seus termos de interacdo e de influéncia
quadratica. Através da Tabela 3, abaixo, é possivel observar que
quase todos os termos sao relevantes para explicar a resposta

(robustez do plasma), inclusive os termos de interacgao.

Tabela 3. Coeficientes da regressao linear para os termos avaliados no planejamento
experimental.

Legenda dos Termos

(a) poténcia da radiofrequéncia
(b) vazao do gas de nebulizacao

(c) vazdo do gas auxiliar

Termo Coeficiente Erro Padrao p-valor
Constante 11,4 0,184 2,31E-12
a 0,118 0,195 0,556261

b -0,126 0,195 0,532247

o -0,280 0,195 0,178708
a*b 0,711 0,276 0,025817
a*c -0,052 0,276 0,855377
b*c -0,742 0,276 0,021155
a’ -0,764 0,256 0,012446
b® -5,33 0,256 3,49E-07
c? -0,934 0,256 0,003831

A andlise dos p-valores na Tabela acima evidencia a
necessidade de estudos de otimizagao multivariados, pois os termos
de interagao “a*b”, “a*c” e “b*c” sao relevantes - a 99% de confianca
- para explicar a resposta do planejamento e, consequentemente, a

robustez do plasma.
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A regressao obtida com os coeficientes da Tabela 2 (acima),
apresentou-se altamente significante (Fsig = 128,35 p-valor = 0,000)
com um valor de R? ajustado de 0,9630, apesar de uma andlise de
variancia indicar a possibilidade de falta de ajuste no modelo.

Sabe-se, no entanto, que a falta de ajuste nao é um parametro
global, podendo estar restrita apenas a uma regidao da superficie de
resposta, o que provavelmente aconteceu neste estudo, pois o valor
de R? ajustado indica que 96,30% de toda a variancia estd bem
explicada pelo modelo tracado. Como o interesse da otimizacao nao
estd sobre a superficie de resposta inteira, mas sim sobre a regiao de
maxima resposta (mdaxima robustez), optou-se por utilizar sim a
superficie de resposta e avaliar experimentalmente se o ponto da
superficie escolhido apresenta robustez condizente com a predita
pelo modelo. A seguir, pode-se observar a as matrizes de contorno e
as superficies de resposta obtidas para as combinagoes dos fatores
representados tridimensionalmente contra a varidvel resposta

(robustez do plasma):
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Figura 4. Representagoes graficas das matrizes de contorno (linha superior) e das superficies de resposta (linha inferior) com
diferentes combinagdes de variaveis.
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Vale ressaltar que devido ao fato de trés varidveis
instrumentais terem sido contempladas nesse estudo, além da
variavel resposta, em qualquer um dos graficos uma das variaveis
avaliadas deve ficar sem representacao, por falta de dimensodes
suficientes. Os graficos da figura acima sao algumas combinacoes
possiveis das varidveis, em que a varidavel ndao contemplada é sempre
fixada em seu valor central.

Analisando os graficos da Figura 4, nota-se que as combinacgoes
dos valores intermedidrios das variaveis, em geral, proporcionam os
melhores valores de robustez do plasma. Tal observacao é coerente
com o esperado pela teoria, uma vez que sendo a poténcia da
radiofrequéncia do plasma muito baixa, este nao consegue transferir
energia suficiente para a amostra; sendo muito alta, a intensidade de
emissdao do préprio plasma é bastante aumentada, prejudicando o
sinal analitico e, consequentemente, a sensibilidade do método. Com
relacao as vazoes dos gases auxiliar e de nebulizacao, vazoes muito
altas diminuem consideravelmente o tempo de residéncia da amostra
no plasma, desfavorecendo a adequada transferéncia de energia
deste para a amostra; por outro lado, vazoes muito baixas implicam
em um tempo de residéncia alto, o que possibilita um aumento de

emissoes de interferentes da matriz, prejudicando o sinal analitico.

Para utilizacao experimental uma das combinacoes deve ser
escolhida. Nesse sentido, optou-se por escolher a que contemple
graficamente a vazao do gas de nebulizacdo e a poténcia da
radiofrequéncia do plasma, omitindo e fixando a vazao do gas

auxiliar em seu valor central.

O critério para a escolha partiu da avaliacao dos p-valores
obtidos para cada uma das variaveis experimentais, na Tabela 3.
Nota-se nesta Tabela que a vazao do gdas auxiliar apresenta o menor
p-valor frente as outras duas variaveis, o que constitui indicativo que
sua influéncia na robustez do plasma é mais sutil que a das outras

duas variaveis. Diante disso, optou-se por utilizar a curva ilustrada
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na Figura 5, em que a vazao do gas auxiliar - ndo representada

graficamente - é fixada em seu valor central.
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Na superficie de resposta da Figura 5, a regido com maior
valor para a razao MgIl/Mgl corresponde a condicdo de madaxima
robustez do plasma, sendo, portanto, a regiao de interesse para o
meétodo analitico proposto. Tal ponto é o ponto estacionario da curva

e foi calculado pela seguinte expressao:
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dy/dx, =dy/dx, =dV/dx, =0

Equacao 1. Célculo do ponto estaciondrio da superficie de resposta

A Tabela 4 (abaixo), contém os valores obtidos através da

Equacao 1:

Tabela 4. Valores dos parametros instrumentais escolhidos com base nos valores de ¥
obtidos na Equacao 1.

Parametro Valor escolhido
poténcia da radiofrequéncia 1300 W
vazao do gas de nebulizacao 0,60 L.min™

vazao do gas auxiliar 0,50 L.min™

Para avaliar o ajuste adequado do modelo na regiao de
interesse - o ponto de maximo da superficie - mediu-se
experimentalmente a razao Mg(II)/Mg(I) utilizando as condicoes da
Tabela acima. O valor tedérico apontado pelo modelo foi de 11,44,
enquanto que o valor obtido em uma medida real foi de 11,27. O
modelo apresentou um erro relativo de apenas 1,51% do valor
experimental, o que evidencia o seu ajuste adequado para essa
regiao da curva e que os valores escolhidos para cada um dos
parametros levam a uma resposta o0tima, em termos de robustez do

plasma.
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4.2 Estudo de variaveis do preparo de amostras

Uma vez que a condicao de robustez do plasma - condigao
primordial para a execucdao de toda a andlise - tenha sido
estabelecida, foi possivel delinear um estudo para avaliar a
influéncia de varidveis do preparo de amostra na sensibilidade do

método para os analitos.

Nesse sentido, foi realizado um estudo multivariado - fatorial
fraciondrio do tipo Box-Behnken - de quatro parametros principais.
Avaliou-se cinco respostas em paralelo, sendo estas as razoes sinal-

fundo (SBR) para cada um dos cinco elementos de interesse.

A Tabela 5, a seguir, apresenta a estrutura do experimento

fatorial realizado.

Tabela 5. Estrutura do planejamento fatorial utilizado para estabelecer as condigdoes Otimas do
preparo de amostra. (*) SBR razdo sinal fundo (do Inglés “Signal to background ratio”) Nota: para Cd,
Co, Cr, Cu e Pb utilizou-se, respectivamente, as seguintes linhas de emissao (nm): 228,802; 228,616;
267,716; 327,393 e 220,353

Variavel (-1) 0 (+1)
(a) concentracao da solugao diluente (% de

SolEtAc) 20 30 40
(b) temperatura da solucdo de analise (°C) 25 45 65
(c) pH da solucgao de analise 8 9 10
(d) tempo de delay do espectrometro (s) 20 40 60

SBR* SBR* SBR* SBR* SBR*

Ordem a b (o d Cd Co Cr Cu Pb
1 -1 -1 0 0 0,53 2,15 7,26 1,10 1,01
2 +1 -1 0 0 0,40 1,59 3,36 1,05 1,37
3 -1 +1 0 0 0,01 2,23 8,27 1,45 1,45
4 +1 +1 0 0 0,48 2,08 4,28 2,23 0,96
5 0 0 -1 -1 0,56 2,16 5,35 1,42 0,83
6 0 0 +1 -1 0,41 2,18 6,05 1,59 1,02
7 0 0 -1 +1 0,57 2,11 6,84 1,63 1,13
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20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

+1

0,43
0,07
0,19
0,24
0,76
0,49
0,67
0,44
1,14
0,50
0,44
0,30
0,10
0,09
0,11
0,61
0,37
0,06
0,25
0,37
0,13
0,60
0,08
0,78
0,30

0,14

2,16
2,16
2,18
2,19
2,50
1,95
2,43
1,92
2,04
2,27
2,13
2,53
2,35
2,49
3,32
2,37
3,70
2,23
1,91
2,77
2,13
2,43
2,53
2,40
2,35

2,18

5,63
3,46
3,28
4,63
3,69
3,04
4,66
3,41
2,67
5,86
3,52
6,12
5,55
5,65
3,86
6,83
3,37
3,14
3,52
5,87
4,55
7,77
6,11
2,43
2,60

3,45

1,84
0,70
0,77
1,24
1,01
1,13
1,12
1,05
0,80
1,70
1,10
2,21
1,86
1,78
3,41
1,29
5,66
0,34
1,65
3,12
1,33
3,79
1,89
0,92
1,01

1,09

0,95
1,21
1,17
1,08
1,46
1,12
1,44
1,09
1,40
0,79
1,40
1,00
1,06
1,03
0,96
0,90
1,41
1,09
0,93
1,26
1,03
1,10
1,01
1,98
2,39

1,21
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O experimento acima permitiu avaliar a influéncia de cada uma
das variaveis de preparo de amostra sob o SBR - e
consequentemente, a sensibilidade - para cada um dos elementos

investigados.

A Tabela 6 (a seguir) apresenta os coeficientes de regressao
linear do modelo obtidos para cada varidvel investigada, bem como

de suas interacoes e efeitos quadraticos.

Tabela 6. Coeficientes da regressao linear para os termos avaliados no planejamento
experimental para otimizacao do preparo de amostra.

Legenda dos Termos

(a) concentracao da solugao diluente
(b) temperatura da solucao de andlise

(c) pH da solugao de analise
(d) tempo de delay do espectrometro

Termo Cd Co Cr Cu Pb
a -1,07% -0,063 0,538 -0,039 -0,018
b 0,395 0,055 -0,013 -0,108 -0,165%
c -0,245 -0,126 -0,314 -0,006 -0,155%
d 0,489 -0,009 0,143 0,000 0,006
a*b -0,023 0,103 0,208 -0,213 0,150
a*c 0,960 -0,413 -0,765 -0,168 0,108
a*d -0,150 0,010 -0,048 0,003 0,010
b*c -0,148 0,043 0,053 0,053 0,125
b*d -0,085 0,185 -0,028 0,035 -0,070
c*d -0,478 0,008 0,010 -0,092 0,002
a’ -0,134 -0,089 -0,054 -0,024 0,080
b? 1,22% -0,112 0,282 -0,080 0,069
c? 0,374 0,002 0,215 -0,197 0,151
d? 0,883 -0,063 0,176 -0,012 0,135

* Coeficientes significantes a 95% de confianca

Para nenhum dos elementos investigados houve indicios de
falta de ajuste no modelo, de modo que superficies de resposta
puderam ser obtidas sem necessidade de verificagoes adicionais de

ajuste.
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As Figuras a seguir apresentam, para cada elemento, as
matrizes de contorno e as superficies de respostas obtidas com a
combinacao das variaveis de preparo de amostras. Abaixo de cada
grafico encontra-se explicitado os valores fixados (“Slice at”) para as

variaveis nao representadas.
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Examinando a Tabela 5, observa-se que poucos coeficientes
exibiram influéncia significativa na razao sinal-fundo e
consequentemente na sensibilidade para os analitos. O chumbo, que
sofreu maior influéncia, possui apenas dois parametros relevantes, a
temperatura e o pH da solugdo de anadlise. Ha ainda elementos que
nao foram significativamente afetados por nenhum parametro, como

é 0 caso de cobalto, cromo e cobre.

Apesar de algumas superficies de resposta aparentarem
visualmente curvaturas, os parametros avaliados nao apresentaram
coeficientes significativos - em sua maioria - na regressao linear
efetuada para predizer o comportamento do SBR para os elementos.
A regressao linear é que gera um modelo matematico para predizer o
SBR, de forma que as superficies de resposta sdo estimativas
graficas. Visualmente ndao é possivel determinar se as superficies
apresentam curvaturas significativas, para isso seria necessario a

157, nao utilizado neste

aplicacao de um teste de curvatura globa
trabalho uma vez que os coeficientes da regressao linear ja foram
suficientes para evidenciar a pouca influéncia das varidveis do

preparo de amostra no SBR para os elementos.

Com esse experimento, observa-se que no geral as variaveis do
preparo de amostra estudadas pouco influenciaram a sensibilidade
dos elementos nos niveis testados, sendo tal afirmacao evidenciada
pelos escassos coeficientes de regressao que se mostraram
significativos, na Tabela 6. Essa observacao pode, provavelmente,
ser atribuida ao fato de que com as condigcdes instrumentais
otimizadas o plasma alcancado tenha sido robusto suficiente para
degradar a matriz organica sem grande dependéncia das variaveis

do preparo da amostra.

Em outras palavras, a opcao de utilizar plasma robusto obteve
éxito em proporcionar eficiéncia e sensibilidade de maneira
praticamente independente das varidaveis envolvidas no preparo de

amostra. Dessa forma, este estudo fatorial forneceu evidéncia
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concreta da robustez do meétodo proposto, uma vez que sua
sensibilidade para todos os elementos mostrou-se inalterada
mediante pequenas variacoes do procedimento de tratamento das

amostras.
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4.3 Avaliacao de efeitos de matriz

Tendo em vista que o preparo de amostras proposto nao
decompoOe totalmente a matéria organica da matriz, foi preciso
avaliar a presenca de efeitos de matriz que pudessem permanecer
mesmo com as otimizagoes ja realizadas, ao ser utilizada uma
calibracao externa com solugdes aquosas tipicas, excluindo-se
também a etanolamina e o acido citrico, a fim de nao incluir na curva
de calibragcdao externa algum efeito que esses compostos,

eventualmente, pudesse causar.

No processo do preparo de amostras, a proporgao de diluigao
da amostra é provavelmente o fator que maior impacta sobre o efeito
de matriz observado para os elementos, uma vez que uma diluigao
menor, apesar de proporcionar concentracoes mais elevadas dos
elementos, implica em mais quantidade de matriz sendo levada ao
plasma e, assim, em maior consumo da energia disponivel no

atomizador, que é o proprio plasma.

Nesse contexto, realizou-se um estudo para avaliar a influéncia
de trés proporgoes de diluicao diferentes sobre o efeito de matriz,
medido pela diferenca de inclinacdao entre a curva analitica
utilizando-se sobreposicao de matriz e uma curva analitica com

padroes aquosos.

A Figura 16 ilustra, comparativamente para cada elemento, a
diferenca de inclinagdes entre as curvas analiticas aquosas (em
preto) e de sobreposicao de matriz (em vermelho). As linhas
numeéricas (1, 2, 3, 4 e 5) representam, respectivamente, Cd, Co, Cr,
Cu e Pb e as colunas (a), (b) e (c) representam,
respectivamente, (1ieite: 1sol. diluente ), (lieite: 1,350l diluente ), (lieite: 2sol.

diluente ), €m volume.

59



350004 25000
1 n 20000 |
20000+
20000+
= u u .
25000 L 15000
150004 .
R — — —- ]
— 20000 . - . . =
- = = 100004 1
2 2 ] . =
T 15000 ¢ 00ae L] = -
- . b3 =
@ o @ H L
spao4 .
10000+ spao] 5000 .
L]
] o n *
5000 » L u .
[ o 0
- L]
o T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
L 20 40 ED 80 100 o 10 20 30 a0 S0 &0 0 &0 o 10 20 20 40 0 &0
Concentragde (ng/g) Concentragdo ingg) Concentragdo (ngig)
(a) (b) (c)
400004 25000 4
ELLLE ¥
35000 n o
— 20000 4
2000 o X L] ¥ . "
-
25000 200004 15000 < L4
] | . n L]
@ 20000 ] - . t
3 | ] ERELLE El .
. = 1oooo -
# 1s000 n 2 E n o 1
o] 0 100004 . i
[
1000 —
] ' s000 o s
; = ELLLE .
5000 4 . & n M
o . o .
o4 . 7
T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T T
o = 100 151 200 30 &1 €0 B0 100 1230 140 6D 180 2 20 3] 80 100 120 10
Coneentragdo (ngig) Coneentragdo (ng'g) Concentragio (nglg)
(a) (b) (c)
120000 - 500004
140000 sa000J .
| 100000 ]
120000 * 70000 4
¢ 1
100000 | 50000 ] 50000 'y
- . " so000 | ']
a 4 > 4 ]
@ sa0m . M _: 50000 : 2 -
E] 2 B- [}
£0000
] w 42000 @ 30000
1 H ' '
43008 4 . 20000
Zzo00o H
20000 4 10000 4 .
. - 4
o o T T T T T T T T 1 [ T T T T T T T
T T T T 0 20 &0 s1 S0 100 120 140 160 18D ] 20 40 =) &0 o 120 40
] s0 100 150 200 L
-~ - Concentragao (ngig) Ci ragic (ng'g)
Coneentragde (ng'g) tac ng'g) ancentracic (ng'g)
(a) (b) (c)
ELLLE 2000 4
100000 X n = ]
70000 4
50000 4
] [ ]
23000 4 5000 4 ] L] -
L H
40000 4
o= 52000 - }
ELLLE . a n i -
2 | . e . 5, zan00 L]
] ’ ? 7
@  +a000 . @ 3000¢ 3 @ 20000 =
- .
L] 20000 p— .
20000 g
10000
* - c
o T T T T e T T T T T T T T 1 T T T T T T T
1 = 103 =0 200 ] 20 40 50 =0 00 6230 14D 150 18D o 20 40 &a e 100 120 140
Conecentragie (ng'g) Cencentragdo inglg) Concentragdo (ng'g)
(a) (b) (c)
TO0OO 4
4000 4
1 ]
5000 o n
3500 4
HLLE n 200 ] — n
. 40oo 4 - . 2500
a . [} ] m u 1
E) E] S
= 3000 4 = 20004
2 n 2 . 2 '
i ;2000 ] @ yean ]
2000 4 @ 1500 [
]
] 1000
1000 4 n . 1 . u
[} (] . L
(] . - zae [ ] -
LB . 0 L] . .
T T T T T 1 o U T T T T o T T T T T T T T
o E 100 150 200 50 300 o 50 100 150 200 40 &0 a0 100 120 140 180 180

Concentragde (ng'g)

(a)

Coneentragde (ngig)

(b)

Concentragdo (nglg)

(c)

Figura 16. Comparacdo de curvas analiticas aquosas e com sobreposicdo de matriz para os
diferentes elementos e para diferentes proporcoes de diluicdo da amostra. Nota: os sinais sao
referentes as mesmas linhas de emissao da tabela 4
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As curvas da Figura 16 indicam que inicialmente, na proporgao
de diluicao (1:1), o efeito da matriz foi bastante significante para
cadmio e chumbo. Porém, com o aumento da proporc¢ao da diluicao,
o efeito da matriz é praticamente eliminado para cadmio e
significativamente reduzido para chumbo. Para os outros elementos,
o efeito da matriz € menos pronunciado e o aumento da diluigao

também favorece, em geral, sua diminuigdao ou desaparecimento.

Para mensurar o efeito de matriz, optou-se por calcular a
diferenca relativa (DR) entre os coeficientes angulares das curvas
analiticas aquosas e com sobreposi¢ao da matriz para cada elemento
e proporcao de diluicao distintos. A DR foi calculada pela equacgao

abaixo:

B1,a quosa B1.ieite

DR (%) = x 100

Jﬁl,c{q:msa

Equacao 2. Célculo da diferenca relativa entre os coeficientes angulares das curvas
analiticas (aquosa e com sobreposicdo de matriz) para a determinacdo de metais em leite cru.

onde B1,aquosa € O coeficiente angular da curva analitica aquosa
e B11eite € 0 coeficiente angular da curva de sobreposicdao de matriz.

Na Tabela 7 estao contidos os valores de diferenca relativa
calculados entre os coeficientes angulares das curvas analiticas em

meio aquoso e com sobreposicao de matriz.
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Tabela 7. Diferencas relativas entre as curvas analiticas aquosas e com sobreposicao de matriz
obtidas para diferentes proporcoes de diluicao da amostra.

Diferenca relativa entre as curvas analiticas em
meio aquoso e com sobreposicao de matriz

Elementos | (lieite:ldiluente) | (1 1eite:1,3 diluente) | (1 1eite:2 diluente)
Cd 61,7% 45,7% 15,5%
Co 16,4% 19,4% 21,9%
Cr 19,8% 18,1% 16,8%
Cu 24,6% 19,9% 20,3%
Pb 79,0% 80,9% 38,6%

Observando-se os resultados da Tabela 7 é possivel notar que
os elementos estudados ainda possuem efeitos da matriz quando a
amostra é prepara na maxima diluicdo testada (1ieite:2diluente). NO
entanto, na grande maioria dos casos houve reducao do efeito com o
aumento da diluicao da amostra, com destaque para chumbo e
cadmio, que apresentaram melhorias drasticas, na ordem de 50%.
Sendo assim, optou-se por trabalhar com a proporgao de diluigao
(1:2) e realizar todas as calibragoes utilizando sobreposicao de

matriz.

Embora esta forma de calibracao, aqui escolhida, nao seja a
mais desejavel para procedimentos de controle, sabe-se que os
laboratoérios da Embrapa tém acesso a amostras de leite isentas de
contaminacao (“amostras brancas”). Desta forma, este tipo de
calibragao é viavel e possibilita evitar o uso de um procedimento de
mineralizagcao, no qual a diluicao da amostra seria ainda maior,

prejudicando os limites de deteccao.

Nesse contexto, vale ressaltar que a proporcao de diluigao
selecionada para a amostra, além de reduzir os efeitos da matriz e

aumentar a sensibilidade do método (por meio da obtencao de sinais
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mais intensos), possibilitou atingir limites de quantificagao menores
do que aqueles na condicao de diluigdoes menores. Além disso, com a
diluicao inicialmente utilizada - na proporcgao (1:1) - o sistema de
nebulizacdao era afetado com a deposicdao de proteinas do leite e
entupimentos em curto periodo de trabalho - cerca de 15 minutos.
Para evitar o entupimento, era preciso a aspiragao de uma solugao
de limpeza (SolEtAc 10% (v/v) pH 8,0) por 3 minutos entre cada
amostra. Mas, com a nova proporcao de diluicao (1:2), nao foram
mais observados entupimentos em até um dia de trabalho (periodo
testado), além de que a aspiragdao da solugao de limpeza entre as

amostras pode ser feita por apenas 15 segundos.

As Figuras 17 e 18 (abaixo) mostram o aspecto do sistema de

nebulizagcao do equipamento para as duas proporcoes de diluicao da

amostra.

Figura 17. Sistema de nebulizagao com a Figura 18. Sistema de nebulizacdao com a
proporgao (1:1) de diluicdo das amostras proporcao (1:2) de diluicao das amostras
durante uma medida. durante uma medida.
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4.4 Avaliacao das linhas de emissao e da utilizagao de
padrao interno

Apbs os estudos de otimizacao das condigdes instrumentais e
do tratamento de amostras, foi realizado um estudo para avaliar qual
seria a linha de emissao mais adequada para cada elemento. Desse
modo, foram feitas leituras de padroes em duas linhas de emissao
para cada elemento. Os padroes foram preparados por sobreposicao
de matriz, sendo submetidos ao mesmo preparo de amostra proposto

na Figura 3.

A Tabela 8 (abaixo) mostra os niveis de concentracdo dos

padroes utilizados.

Tabela 8. Niveis de concentragao utilizados para obtencao das curvas analiticas para cada elemento.

Concentragoes (pg.mL’l)
Niveis Cd Co Cr Cu Pb
1 6,54 6,57 14,2 14,3 27,4
2 19,6 28,5 36,1 36,2 43,8
3 32,7 50,3 72,2 72,4 60,3
4 45,8 72,2 105 105 76,7
5 58,8 94,1 138 138 93,1
6 72,0 116 171 171 110

As curvas analiticas obtidas para as linhas de emissao de cada
elemento tiveram suas regressoes avaliadas por meio de alguns

parametros, contidos na Tabela 9, a seguir.
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Tabela 9. Parametros avaliados de curvas analiticas obtidas para algumas linhas de emissao.

Faixa de Calibracao LDM LQ

Elemento A (nm) (pg.mL'l) (pg.mL’l) (pg.mL'l) RZajus.
214,440 1 6,54 0,9933

Cd 6,54 - 72,0
228,802 2 6,54 0,9931
228,616 2 6,57 0,9753

Co 6,57-116
238,892 3 6,57 0,9951
205,560 9 14,8 0,9899

Cr 14,2 -171
267,716 1 14,8 0,9947
324,752 1 14,3 0,9817

Cu 14,3 -171
327,393 3 14,3 0,9876
217,000 17 27,4 0,8760

Pb 27,4 -110
220,353 2 27,4 0,9902

E importante ressaltar que na Tabela 9, o limite de deteccdo do
método (LDM) foi calculado através da multiplicacao da
concentragcao correspondente ao desvio padrao obtido para o
elemento em dez leituras do branco (SDsg,10) por 3,143 (t unilateral

para 99% de confianca), conforme descrito na literatura®°®°°

. Ja para
o limite de quantificacao, optou-se por defini-lo como sendo igual ao

primeiro nivel de concentracao da curva analitica.

O motivo da definicao do limite de quantificacao como sendo o
primeiro ponto da curva partiu da finalidade especifica do método:
aplicacao em programas regulatérios. Tal aplicacao demanda grande
critério analitico, como, por exemplo, garantir um limite de
quantificacao bem definido e com seguranca contra resultados falso
negativos, o que sem duvida pode ser obtido através da pratica
adotada de considerar como tal limite apenas um ponto efetivamente

contemplado na curva analitica.

Para testar a hipdtese de que haveria uma melhoria nas curvas

analiticas caso se utilizasse padrao interno, foram preparadas curvas
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analiticas idénticas porém com adigcdo de itrio como padrao interno.

Os resultados estao na Tabela 10, a seguir.

Tabela 10. Parametros avaliados de curvas analiticas obtidas para algumas linhas de emissao
utilizando Y (371,029nm) a uma concentracao de 65,95 ng.rnL'1 como padrao interno.

Elemento Faixa de Calibracao LDM LQ

(PI) A (nm) (pg.mL'l) (pg.mL'l) (pg.mL'l) Rzajus.
214,440 1 6,54 0,9938

Cd (Y) 6,54 - 72,0
228,802 1 6,54 0,9912
228,616 2 6,57 0,9723

Co (Y) 6,57 -116
238,892 3 6,57 0,9970
205,560 8 14,8 0,9930

Cr (Y) 14,8 -171
267,716 2 14,8 0,9975
324,752 4 14,3 0,9917

Cu (Y) 14,3-171
327,393 3 14,3 0,9964
217,000 19 27,4 0,8853

Pb (Y) 27,4 -110
220,353 2 27,4 0,9900

Percebe-se que com a utilizacao do padrao interno, o
parametros R* ajustado e LDM foram melhorados, no geral, de
maneira discreta. Desse modo, todas as opgoes testadas - com
excessao da linha 217,000 nm para chumbo - sdo possiveis de serem
utilizadas independente do uso do PI.

E importante ressaltar que ndo foram observados beneficios
significativos com a utilizagcdo de itrio como padrao interno, havendo
inclusive o aumento de alguns limites de deteccao, no caso de Cr
(267,716 nm), Cu (324,752 nm) e Pb (217,000 nm). Dessa forma, nao
recomenda-se a utilizacao deste elemento como padrao interno, pois
nao promove beneficios significantes e a adicao de padrao interno

representa uma etapa a mais na analise, implicando em aumento da
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manipulacao da amostra e eventual chance de sua contaminacao,

aumento de custo do método e diminuigcao da frequéncia analitica.
Para avaliar a melhor linha de cada elemento, realizou-se um

estudo de exatiddo do método, visando determinar quais das opgoes

acima se mostrariam mais adequadas.
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4.5 Estudos de exatidao

A exatidao do método foi avaliada por meio de experimentos de
adicao e recuperacao de analitos, ou seja, considerando a diferenca
entre o resultado experimental obtido para uma amostra e o valor de
referéncia, que foi a concentracao de fortificacdo de uma matriz

branca.

Para este estudo, 6 amostras de leite cru (consideradas isentas
de contaminacgao pela Embrapa Gado de Leite) foram fortificadas em
um nivel de concentracao correspondente ao ponto 3 (vide Tabela 8)
das curvas analiticas dos elementos. Na Tabela 11 (a seguir) estao
representadas as recuperacoes médias obtidas para cada elemento,
para cada uma das linhas de emissao testadas e com a utilizacao de

padrao interno ou nao.
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Tabela 11. Valores médios de recuperacgao obtidos para os elementos com diferentes
linhas de emissao e com a utilizacdao ou nao de padrao interno.

Faixa de Calibracao

Elemento 2 (nm) PI (pg.mL'l) Recuperacao
- 97,3%
214,440
Y 94,8%
Cd 6,54 - 72,0
- 93,6%
228,802
Y 91,3%
- 73,9%
228,616
Y 71,5%
Co 6,57 - 116
- 80,9%
238,892
Y 79,0%
- 68,7%
205,560
Y 67,2%
Cr 14,8 - 171
- 103,4%
267,716
Y 100,5%
- 96,2%
324,752
Y 93,5%
Cu 14,3 -171
- 64,2%
327,393
Y 62,7%
- 77,3%
Pb 220,353 27,4 -110
Y 75,7%

Pode-se observar na Tabela 11 que, com excecao da linha de
emissao de 267,716 nm para o cromo, as melhores recuperacgoes
foram obtidas sem a utilizacao do padrao interno.

Considerando a caracteristica multielementar do método, é
preciso escolher a melhor condicao, no geral, para todos os analitos.
Diante disso, optou-se por nao utilizar padrao interno e utilizar para
Cd, Co, Cr, Cu e Pb as seguintes linhas de emissao, respectivamente,
214,440nm, 238,892nm, 267,716nm, 324,752nm e 220,353nm.

Salienta-se que, nas condigoes escolhidas, trés elementos - Cd,
Cr e Co - apresentaram recuperacoes entre 95 e 105%, faixa
considerada bastante adequada a métodos quantitativos. Para Pb e

Co, as recuperacoes ficaram em torno de 80%, o que pode ser
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considerado satisfatorio levando-se em conta os niveis de
concentragao envolvidos, da ordem de pg.L'l. Dessa forma, é possivel
considerar o método satisfatéoriamente adequado a fins

quantitativosGO.
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4.6 Estudos de precisao

Visando avaliar a precisao do método para a quantificacao dos
elementos utilizando-se as todas as condicoes oOtimas, foi realizado
um ensaio em que o nivel 3 (vide Tabela 8) da curva de calibracao
por sobreposicao de matriz foi analisado pelo equipamento vinte
vezes e ao final do processo, foram calculados os desvios relativos

das concentragoes encontradas.
A Tabela 12 (a seguir) apresenta os valores de desvios relativos

encontrados para cada elemento.

Tabela 12. Desvios relativos percentuais encontrados para cada elemento em vinte
medidas no nivel 3 da curva analitica.

Elemento | Desvio Relativo (%)
Cd 1,69
Co 0,39
Cr 0,75
Cu 1,34
Pb 1,96

A andlise da Tabela 12 permite observar que, para todos os
elementos os valores de desvios relativos encontrados sao bastante
satisfatérios, todos abaixo de 2%, o que evidencia uma boa precisao

exibida pelo método proposto.
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5 Conclusoes

O método inicialmente proposto sofreu ao longo do trabalho
diversas otimizagdes que o permitiram, ao final, apresentar as
caracteristicas almejadas desde o inicio do presente trabalho:
portabilidade a processos de rotina, elevada frequéncia e
desempenho analiticos e sensibilidades compativeis com processos

regulatorios.

Com relacao a frequéncia analitica, o preparo de amostra
estabelecido demanda de um analista treinado cerca de meio minuto
por amostra, enquanto que a leitura instrumental leva cerca de dois
minutos por amostra (incluindo 15 segundos de lavagem do sistema
de nebulizacao antes de cada amostra). Dessa forma, um lote de cem
amostras deve levar, em média, quatro horas para ser analisado.
Vale ressaltar que o equipamento de ICP-AES utilizado é do tipo
sequencial; considerando-se um equipamento simultaneo o tempo de
leitura por amostra seria menor e, consequentemente, a frequéncia

analitica seria ainda maior.

As figuras de meérito avaliadas demonstraram que o método
estabelecido, em suas condicoes finais, é preciso e exato, exibindo
valores de recuperacao e variabilidade adequados a finalidade

regulatéria, almejada desde o inicio.

Diante disso, por meio do presente trabalho estabeleceu-se um
meétodo analitico para determinar Cd, Co, Cr, Cu e Pb em leite cru
com potencial de aplicacao em larga escala, ou seja, em processos de
rotina e ainda com um desempenho analitico compativel com
finalidades regulatérias. Grupos ou instituicdes que necessitem
determinar tais elementos em leite cru terao neste trabalho um
ponto de partida com condicoes instrumentais e de preparo de
amostras bem determinadas, podendo apenas reproduzi-lo e

submete-lo a um processo de validacao “in house”, mais expedito.
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APENDICE A - Protocolo analitico para a

determinacao de contaminantes inorganicos em
leite cru por ICP-AES

SolEtAc
(estoque)

18.0mL de Etanclamina
1,92q de Acido Citrico
Vol. Final de 50,0mL

Solucdo Diluente

SolEtAc 20% (viv)
pH ajustado em 2.0

|

Amostra de Leite Cru

Solucao de Limpeza
{15 cegundos entre cada amostra)

SolEtAc 10% (vv)
pH ajustado em 2.0

k4

Solucdo de Andlise

4.00mL de Sol. Diluente
2,00mL de Amostra

Tempo de delay: 20s

Elementos (A/nm):
cd (1 228,802)
Co (11 228,616)
Cr (11267,716)
Cu (1 327,393)
Pb (11 220,353)

ICP-AES
Condigdes Instrumentais:

Poténcia da Radiofrequéncia: 1300W
Vazdo do gas de nebulizacdo: 0,60L.min™
Vazado do gas auxiliar: 0,50L.min™
Configuracao da tocha: axial

Correcdo de fundo: 2 pontos
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