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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de método para a determinacdo de halogénios e enxofre
em ovo integral desidratado e suas fragoes

Autora: isis Gongalves Toralles

Orientadora: Profé. Dr2. Marcia Foster Mesko

Métodos envolvendo a extragao alcalina assistida por radiagdo micro-ondas, bem
como a combustao iniciada por micro-ondas (MIC) foram aplicados para o preparo
de amostras de ovos integrais e suas fragées para a posterior determinacao de Br,
Cl, F, I e S por cromatografia de ions (IC), por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e por espectrometria de emissao O6ptica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Solugdées de hidréoxido de amoénio
(NH4OH), hidroxido de tetrametilaménio (HTMA) e agua foram avaliadas com o
intuito de selecionar as solugées mais adequadas para cada estudo. Os métodos
baseados na extracao alcalina nao foram adequados, visto que as concentracoes de
Br e | nas solucdes obtidas resultaram em extracdes incompletas e ndo homogéneas
com desvios padrao relativos (RSDs) de até 71%, bem como valores bastante
elevados para Br e | nos brancos. Além disso, nao foi possivel determinar as
concentracdes de F, Cl e S por IC apds os procedimentos de extracdo, devido ao
elevado teor de carbono presente em solucdo. Usando a MIC foi possivel decompor
massas de até 350 mg de ovo integral e suas fragdes. Para tanto, foi necessario
utilizar uma solucao de nitrato de aménio como solu¢cdo de ignicao, sendo esta
adicionada ao involucro contento a amostra. Como solucao absorvedora para Br, Cl,
F, | e S foi escolhido NH4OH 50 mmol I''. Nestas condicdes foram obtidas
recuperacoes entre 98 e 103% e concordancias superiores a 94% com os valores de
referéncia do material de referéncia (RM) NIST 8435. Com base nesses estudos foi
possivel desenvolver um método adequado para a determinacéo de Br, CI, F, 1 e S
em ovos integrais desidratados e suas fracdes, envolvendo a decomposicao das
amostras por MIC e posterior determinacdao dos analitos por IC, ICP-MS, ou ICP
OES. O método desenvolvido possibilitou observar que, principalmente, as
concentracdes de Cl e S variaram de modo consideravel, dependendo da fracao e
amostra analisada. Contudo, esse comportamento ndo foi observado para o F, visto
que suas concentragbes encontraram-se abaixo do limite de detec¢do (LD), o qual
foi de 44,1 mg kg'. Concordancias entre 100 e 103% foram obtidas para Cl, quando
comparado os valores obtidos pelo método MIC-IC com os do método oficial
(AOAC).

Palavras-chave: preparo de amostras; combustao iniciada por micro-ondas;
halogénios; enxofre; ovo integral; clara e gema de ovo
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ABSTRACT

Title: Development of method for halogens and sulfur determination in whole poder
egg and its fractions

Author: isis Gongalves Toralles

Supervisor: Prof. Dr2. Marcia Foster Mesko

Methods involving microwave-assisted extraction using alkaline solutions, as well as
microwave induced combustion (MIC) were applied for sample preparation of whole
eggs and its fractions for further Br, Cl, F, | e S determination by ion chromatography
(IC), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) and inductively
coupled plasma optical emission spectrometry. Solutions of ammonium hydroxide,
tetramethyl ammonium hydroxide and water were evaluated in order to select the
best suitable solutions for each studied. Methods based in alkaline extraction were
not suitable, taking into account that Br and | concentrations in solutions obtained
resulted in extractions incomplete and not homogenous with relative standard
deviations (RSDs) up to 71%, as well as high values for Br and | in blanks. Moreover,
it was not possible determinate F, Cl and S concentrations by IC after extraction
procedures, due the high carbon content present in solution. Using MIC was possible
to decompose masses up to 350 mg of whole egg and its fractions. For this, was
necessary to use an ammonium nitrate solution as ignition aid, being this added to
the polyethylene bag containing the sample. As absorbing solution for Br, CI, F, | and
S NH4OH 50 mmol I'! was selected. In these conditions, recoveries between 98 and
103% and agreements higher than 94% with reference values of the reference
material (RM) NIST 8435 were obtained. Based on this studies it was possible to
develop a suitable method for Br, Cl, F, | and S determination in whole eggs powder
and its fractions, involving samples decomposition by MIC for further analytes
determination by IC, ICP-MS or ICP OES. The proposed method allowed to observe
that mainly the Cl and S concentration ranged considerably depending on the fraction
and sample analyzed. However, this behavior was not observed for F, since their
concentrations were below of the limit of detection (LOD), which was 44.1 mg kg™'.
Agreements between 100 and 103% were obtained for Cl, when compared the
values obtained by MIC-IC method with the official method (AOAC).

Key-words: sample preparation; microwave-induced combustion; halogens; sulfur;
whole egg; white and yolk egg



1 INTRODUCAO

Cloro, fluor e enxofre sado considerados minerais importantes para o
organismo dos seres vivos, visto que participam de diversas fungées para o seu
funcionamento. De uma maneira geral, estes elementos atuam na manutencao do
balanco acido-basico (pH) do sangue, na pressdo osmotica e balanco da agua
corporal, no transporte de nutrientes através de membranas, na prevencao de caries
dentarias, na regulacado da permeabilidade das membranas de varios tecidos, além
de fazerem parte da composicédo de varias enzimas (WHO, 1996; ARAUJO et al.,
2008). Em particular, o iodo é imprescindivel para a sintese de hormdnios na
glandula da tireoide (COZZOLINO, 2012). Por sua vez, o bromo é um elemento que
nao apresenta uma funcdo fisiologica totalmente conhecida, visto que seu
mecanismo de acdo no organismo nao é totalmente elucidado (ROMARIS-HORTAS
et al.,, 2011). No entanto, estudos tém associado o excesso ou a caréncia deste
elemento a transtornos que trazem maleficios ao organismo humano (KOHLMEIER,
2003).

Dentre os alimentos que devem ter a concentracdo de Br, Cl, F, | e S
monitorada, pode-se destacar os ovos, visto que se trata de um alimento bastante
consumido mundialmente. Paises como China, Japao e México chegam a consumir
350 unidades por pessoa durante o ano, enquanto que no Brasil este consumo é
menor, estando em torno de 169 unidades por ano. Com relagdo a producao de
ovos no Brasil, cabe mencionar que o estado de Sao Paulo € o maior produtor de
ovos (34%) e que em 2013 a produgao brasileira chegou a aproximadamente 34
bilhdes de unidades (UBA, http://www.uba.org.br; KOBLITZ, 2011). Dentro desse
contexto, cabe destacar a relevancia de obter informagdes a respeito da composi¢cao
mineral de alimentos, pois, além de serem escassos os trabalhos que tenham
avaliado estes analitos em ovos, tratam-se de elementos importantes para o
metabolismo dos seres vivos.

De uma maneira geral, previamente a quantificacdo de halogénios e S é
necessario o desenvolvimento de métodos de preparo de amostras adequado para
este fim. Para tanto, deve-se considerar que o preparo de amostras visando a
posterior determinacdo de ndo metais e, principalmente, de halogénios é um desafio
analitico, em consequéncia da possibilidade de volatilizagdo destes analitos, bem

como de contaminagao durante o preparo e a analise das amostras (KRUG, 2010).
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Dessa forma, a escolha do método de preparo de amostras deve estar
associada com o(s) elemento(s) de interesse, com a concentragdo em que 0(S)
mesmo(s) se encontra(m), com natureza da amostra e técnica de deteccgéo utilizada,
bem como com a precisao e a exatidao desejadas (KRUG, 2010). Por se tratar de
uma amostra organica em que o interesse é a posterior determinagcdo de ndo metais,
0 uso de solugdes alcalinas associado a métodos de extracdo ou combustdo tém
sido proposto (NOBREGA et al., 2006; BARIN et al., 2014).

Em relacdo as técnicas analiticas para a determinacdo de ndo metais, além
da disponibilidade de instrumentos, o grande desafio € o uso de uma técnica que
possibilite a determinacao de elementos em concentragbes cada vez menores € em
matrizes mais complexas (KRATOCHVIL, 2003). Para tanto, algumas técnicas
analiticas tém sido amplamente utilizadas para este fim, como a espectrometria de
massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e a cromatografia de ions (IC)
(MELLO et al., 2013).

Diante do exposto, cabe enfatizar a relevancia do constante avancgo cientifico
e tecnoldgico na area de quimica analitica, principalmente, no desenvolvimento de
meétodos de preparo de amostras, a fim de proporcionar o desenvolvimento de novos
procedimentos que proporcionem a quantificacdo de forma exata, precisa e segura

de minerais em alimentos.



2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo desenvolver um método de preparo de
amostras para a subsequente determinacao de Br, Cl, F, | e S em ovos integrais

desidratados e suas fragdes (clara e gema), por IC, ICP-MS e/ou ICP OES.

Objetivos Especificos

1. Caracterizar quanto os constituintes majoritarios das amostras de ovo integral
desidratado, clara e gema desidratadas;

2. Otimizar a massa maxima de amostra, a solu¢cao absorvedora e o programa de
irradiacdo micro-ondas para o preparo das amostras por Combustao Iniciada por
Micro-ondas (MIC);

3. Avaliar o uso de métodos de extragao alcalina assistida por radiagdo micro-ondas;

4. Quantificar Br, Cl, F, | e S nas solu¢des utilizadas para o preparo das amostras
por MIC e por extracdo alcalina assistida por radiagdo micro-ondas por IC, ICP-
MS e/ou ICP OES;

5. Aplicar o método oficial recomendado pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) para a determinagéo de Cl em ovos e suas fragdes;

6. Aplicar o método desenvolvido para a andlise de ovos integrais e suas fracdes

oriundas de diversas empresas.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo bibliografica esta dividida em quatro partes principais. Na
primeira delas, serdo abordados alguns aspectos gerais sobre bromo, cloro, fltor,
iodo e enxofre relacionados principalmente as suas funcgbes fisiologicas e a
necessidade de determinacdo dos mesmos em alimentos. Na segunda parte, serdo
apresentados alguns aspectos gerais sobre o0 ovo, incluindo sua contribuicdo
nutricional, constituigdo quimica, bem como sobre a sua produc¢éo nacional. Em uma
terceira parte sera feita uma breve descricdo sobre os métodos de preparo de
amostras utilizados para a posterior determinacdo de halogénios, onde sera dada
énfase aqueles utilizados na execucdo deste trabalho. Na quarta e Ultima parte,
serdo abordados os aspectos relacionados a determinacdo de halogénios por IC,
ICP-MS e ICP OES.
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Absorcao, Metabolismo e Biodisponibilidade de Halogénios e Enxofre no

Organismo Humano

Considerando os elementos investigados neste trabalho (bromo, cloro, fluor,
iodo e enxofre), o iodo esta entre os minerais mais reportados na literatura, devido
sua importancia no organismo humano (COZZOLINO, 2012). Além disso, em ovos e
suas fracdes (clara e gema), este mineral foi o mais investigado até o presente
momento (FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST, 1998; ROSE et al., 2001;
ZIKOVSKY e SOLIMAN, 2002; DAHL et al., 2003; HALDIMANN et al., 2005;
TRAVNICEK et al., 2006; DUSOVA et al., 2012).

O iodo, quando presente na forma inorganica no organismo, € quase
totalmente absorvido no intestino delgado. Por sua vez, quando este mineral
encontra-se ligado a uma estrutura orgéanica, sua absorcao pelo trato gastrointestinal
é diminuida para cerca de 50%. Geralmente, o conteudo total de iodo no organismo
€ de cerca de 120-160 pmol (15 - 20 mg), sendo que entre 70 e 80% deste elemento
€ acumulado nas estruturas da glandula tireoide. No momento em que a sintese de
horménios nesta glandula esta completa, o excesso de iodo é excretado na urina
(ZIMMERMANN; JOOSTE; PANDAYV, 2008; COZZOLINO, 2012).

Na tireoide, os ions iodeto sdo oxidados a iodo elementar (I2) que, por sua
vez, reage com residuos de tirosina, presentes na estrutura da proteina
tireoglobulina, para formar residuos de monoiodo e diiodotirosina. Esta reacao so é
possivel sob a acdo da enzima iodinase que, num segundo momento, catalisa a
transferéncia de um grupo diiododifenil de um residuo de diiodotirosina para outro,
formando a tiroxina (T4), incorporada a proteina. Além disso, essa enzima também é
responsavel por catalisar a transferéncia de residuos de monoiodotirosina para a
diiodotirosina, formando pequenas quantidades de triiodotironina (T3)
(ZIMMERMANN; JOOSTE; PANDAYV, 2008; COZZOLINO, 2012).

A tireoglobulina iodada é entédo captada pelas células da tireoide, onde ocorre
um processo conhecido como proteodlise, que libera T4 e uma pequena quantidade
de Ts. Estes horménios séao liberados da glandula, através do estimulo da tireotrofina
que, por sua vez, tem sua secrecao controlada pela T4 circulante. Estes hormdnios
circulam no organismo ligados a globulina, sendo absorvidos pelo figado, rins e
tecidos-alvo. A tiroxina sofre desiodagao para T3, que representa a forma ativa do

horménio (COZZOLINO, 2012). No nucleo da célula, Tz liga-se a um receptor
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proteico e, depois de sua dimerizagao e ativagcao, o complexo receptor horménio &
incorporado  especificamente a um fator de transcricio do  acido
desoxirribonucleico (DNA), que regula a transcricdo de um ou mais genes para a
sintese de proteinas (COZZOLINO, 2012). A seguir, na Fig. 1 & ilustrado um resumo

do metabolismo da sintese de iodo no organismo.

ch

OXl

TIROXINA

MONOIODOTIROSINA
DIIODOTIROSINA @

| TRIODOTIRONINA |

Sintese de proteinas

T5: agao nuclear
Liga-se a um receptor proteico

Figura 1 - Esquema ilustrativo do processo metabdlico do iodo no organismo.

O iodo, na forma de hormdnio, possui varias fungdes fisioldgicas importantes
para o organismo, como participar do desenvolvimento e crescimento e controlar
processos metabodlicos no organismo. Em humanos, estes horménios sao essenciais
para o crescimento e desenvolvimento do cérebro e do sistema nervoso central
desde a 152 semana de gestacao até os 3 anos de idade (COZZOLINO, 2012).

Fatores ambientais e habitos alimentares contribuem para a elevada
ocorréncia de doencgas associadas a deficiéncia ou excesso de iodo no organismo.
Dentre os principais disturbios causados pela deficiéncia deste mineral, pode-se citar
0 bocio endémico, cretinismo endémico e hipotireoidismo (ZIMMERMANN; JOOSTE;
PANDAYV, 2008; COZZOLINO, 2012). Em contrapartida, ingestbes excessivas de
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iodo ocasionam hipertireoidismo e bécio endémico (WHO, 1996). E interessante
enfatizar que juntamente a este micronutriente, selénio e zinco também estao
envolvidos com o metabolismo dos hormoénios tireoidianos e, dessa forma,
contribuem para o desenvolvimento de doencas, quando deficientes no organismo.
Além disso, ingestdes elevadas de tiocianato, o qual compete com o iodo durante
sua captagcdo pela glandula da tireoide, contribuem para o desenvolvimento de
bocio, quando presente na dieta em quantidades elevadas (COZZOLINO, 2012).

Alimentos de origem marinha sdao excelentes fontes de iodo, entretanto, em
geral, sdo consumidos em pequenas quantidades. Por outro lado, alimentos como
sal iodado, leite e ovos, que também sao considerados fontes alimentares deste
mineral, sdao mais largamente consumidos (COZZOLINO, 2012). Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Fundo das Nac¢des Unidas para a Infancia
(Unicef) e o International Council for the Control of lodine Deficiency Disorders
(ICCIDD), as recomendacgdes de ingestdo de iodo para criangas sdo de 90 pg dia™,
para adolescentes e adultos é de 150 pg dia™! e para gestantes e lactantes é de 200
ug dia”' (WHO, 2007; COZZOLINO, 2012).

Apesar de o iodo ser um dos minerais mais investigados, outros minerais
como bromo, cloro, fluor e enxofre merecem atencdo especial, visto que
desempenham funcdes essenciais e/ou toxicolégicas no organismo. Com relagcao ao
bromo, cabe mencionar que seu mecanismo de acdo é desconhecido até o
momento. No entanto, alguns autores relataram que, dependendo da forma quimica,
este elemento pode ser considerado carcinogénico, levando a formacéo de células
renais tumorais, bem como a formacgéo de células foliculares tumorais da glandula
tireoide (VOBECKY et al., 1996; DEANGELO et al., 1998; DELKER et al., 2006).
Além disso, o bromo pode interferir no transporte do iodo para a glandula tireoide, o
que poderia inibir o funcionamento da mesma (VOBECKY et al., 1996; FAO/WHO,
2004). Segundo Van Dokkum et al. (1989), doses de 8 mg dia' de bromo parecem
ser adequadas a jovens adultos. Quando deficiente no organismo, 0 mesmo vem
sendo associado ao retardo no crescimento e a insdnia. Por sua vez, o excesso
encontra-se associado a dores de cabeca, broncoespasmos, disturbios
gastrointestinais, fadiga e tolerancia reduzida a exercicios (KOHLMEIER, 2003).

Cloro, fluor e enxofre sao minerais que atuam de diferentes formas no
organismo. O cloro, por exemplo, participa da manutencao da pressao osmatica e do

equilibrio acido-basico, na transmissao de impulsos nervosos e no transporte ativo
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dos aminoacidos e da glicose em nivel celular. Além disso, este mineral, como acido
cloridrico, faz parte do suco gastrico (ARAUJO et al., 2008). Sobre a sua toxicidade,
cabe mencionar que esta € geralmente relacionado ao contra ion que o cloro esta
associado (FAO/WHO, 2004). No entanto, o cloro, ligado ou ndo a um composto
volatil, pode ocasionar lesdes nos pulmdes, sendo esta vinculada desde a irritagcoes
nas membranas mucosas até o edema pulmonar (EVANS, 2005). Ainda, o contato,
em excesso, com agrotoxicos contendo cloro pode gerar complicagbes no
nascimento de bebés, bem como problemas no neurodesenvolvimento do cérebro
(WHYATT, 2004). Considerando que o cloro geralmente é ingerido na forma de um
sal mineral, diversos alimentos contém o mesmo na sua composi¢ao quimica, como
frutas, graos, vegetais, produtos carneos, produtos lacteos e pescados. Cabe
mencionar ainda que, embora ndo haja um limite maximo de ingestao diaria de cloro,
deve-se considerar que sua limitagcdo ocorre em funcdo do contra ion ingerido
concomitantemente, como no caso do sédio, na forma de cloreto de sodio (BLAKE;
MUNOZ; VOLPE, 2009).

Por sua vez, o flior em concentracgées inferiores ao que é considerado normal
no sangue (0,04 pg ml') (WHO, 1996) n&o previne a carie. Em contrapartida, em
concentragoes elevadas (acima de 0,04 pg ml') pode afetar o funcionamento dos
rins e das hemacias (FAO/WHO, 2004; PRYSTUPA, 2011). Ingestdes diarias de 0,2
a 2 mg de F sado consideradas como adequadas para adultos, sendo a agua potavel
um dos principais alimentos responsaveis por fornecer esse mineral para o
organismo dos individuos (WHO, 1996).

Com relagdo ao enxofre, é possivel destacar que ele é importante no
metabolismo e sintese de proteinas, gorduras e carboidratos. Ainda, este mineral
participa da sintese de vitaminas do complexo B (ARAUJO et al., 2008). Acima de
60% do sulfato da dieta é proveniente de alimentos que contém metionina, cisteina,
glutationa e taurina. Uma dieta variada contendo carne, alimentos lacteos, peixes,
ovos, legumes e vegetais sdo considerados uma fonte deste mineral. Além desses,
bebidas como cerveja, vinho e alguns sucos também podem conter enxofre,
podendo, assim, ser uma fonte extra do mesmo. Nao ha um limite maximo em
relacdo a ingestdo de enxofre, geralmente, a maioria dos individuos consome uma
quantidade suficiente de proteina capaz de fornecer quantidades adequadas deste
mineral para o metabolismo do organismo (BLAKE; MUNOZ; VOLPE, 2009).
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Dessa maneira, levando-se em consideracao a relevancia desses minerais no
organismo, bem como pelo fato de que estes estdo contidos em diversos alimentos,
podendo, assim, suprir necessidades importantes para o metabolismo humano e/ou
o desenvolvimento de doencas, se ingeridos em concentragdes inadequadas - €
imprescindivel que estudos visando o controle dos mesmos em produtos
alimenticios sejam realizados. Dentre os diversos alimentos que podem conter estes
minerais, cabe citar o ovo, visto que se trata de um alimento rico nutricionalmente,

que apresenta diversos minerais (KOBLITZ, 2011).

Ovos - Generalidades

De acordo com a legislacdo brasileira, sdo denominados apenas de “ovos”
aqueles que forem provenientes da espécie das galinhas (Gallus gallus). Com isso,
para outras espécies o0 nome deve ser especificado conforme a sua origem, como,
por exemplo, “ovo de codorna”. Por sua vez, entende-se como “ovo integral” aquele
que é desprovido de casca e que conserva as proporcdes naturais de clara e de
gema, que, quando misturados, resultam em uma substancia homogénea (BRASIL,
1990).

A maioria dos ovos de aves tem composicdo extremamente parecida e
oferece quantidades semelhantes de calorias (50 a 190 cal 100 g'). Assim, o
tamanho de um ovo € o que o diferencia, pois, enquanto que ovos de avestruz tém
cerca de 1400 g, ovos de galinha tém em média 55 g (KOBLITZ, 2011).

No Brasil, a disposicdo de normas gerais de inspecao de ovos e derivados
sao especificados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
na Portaria 01, de 21 de fevereiro de 1990 (Brasil, 1990). Além disso, no MAPA esta
publicada a Resolucdao 05, de 05 de julho de 1991, a qual relata requisitos em
relacdo ao padréo de identidade e qualidade dos ovos integrais (BRASIL, 1991). Os
parametros para avaliagdo da qualidade compreendidos nessa resolugao incluem
sélidos totais, pH, proteina bruta, cinzas e gordura. Internacionalmente, os critérios
de qualidade dos ovos integrais encontram-se compilados na Codex Alimentarius
(Codex Alimentarius, http://www.codexalimentarius.org).

A produgao de ovos no Brasil encontra-se distribuida em diferentes estados,
sendo que em 2013 os principais estados produtores foram Sao Paulo, Minas Gerais

e Espirito Santo, com cerca de 34%, 13% e 9% desta producao, respectivamente.
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Neste contexto, cabe mencionar que em 2013 a producdo brasileira chegou a
aproximadamente 34 bilhdes de unidades (UBA, http://www.uba.org.br).

Com relagdo ao consumo per capita de ovos no Brasil, cabe salientar que de
acordo com dados de 2013 da Unido Brasileira de Avicultura (UBA,
http://www.uba.org.br), sdo ingeridos cerca de 169 unidades deste produto por
pessoa ao longo de um ano no Pais. Esse numero € considerado muito baixo em
comparagao com os maiores consumidores mundiais (China, Japdo e México), cujo
valor per capita chega a 350 unidades por ano (KOBLITZ, 2011, UBA,
http://www.uba.org.br). Esse baixo consumo esta associado, principalmente, a tabus
relacionados a problemas de saude, como nivel de colesterol no sangue, bem como
a baixa renda per capita do Pais, se comparado a outros paises, o que torna minimo
o consumo de produtos de maior valor agregado. Além disso, este baixo consumo
pode estar associado ao fato do brasileiro ndo consumir, em elevadas quantidades,
pratos culinarios que incluem ovo como componente, como os burgers nos EUA ou
as “tortillas” mexicanas no México (CIAS, http://www.cnpsa.embrapa.br/cias). Dentro
desse contexto, cabe mencionar ainda que, no mercado internacional, a participagéao
do Brasil, em 2013, no que diz respeito a exportagdo de ovos in natura e
processados foi muito pequena, visto que foi exportado em torno de 1% do total
comercializado, sendo que 90% do que foi exportado correspondeu a ovos in natura
(UBA, http://www.uba.org.br).

Na industria de alimentos, ovos integrais pasteurizados, congelados ou
desidratados sao preferencialmente utilizados no lugar de ovos in natura, pois além
do sabor, cor, valor nutritivo e propriedades funcionais serem compativeis aos dos
oVvos in natura, estes apresentam algumas vantagens operacionais, tais como maior
estabilidade, uniformidade, economia de mao-de-obra, além de ocupar menos
espaco para armazenar e facilitar o manuseio, no que tange a medida de porcoes
(ARAGON-ALEGRO et al., 2005). Os ovos liquidos sao utilizados na fabricacao de
varios alimentos como bolos, merengues, produtos de confeitaria, embutidos, etc.
(BARON et al., 2004). Além de seu uso como ingrediente, os ovos s&o utilizados
como matéria-prima principal na obtencao de diferentes produtos alimenticios, como,
por exemplo, ovos ou gemas cozidos em conserva e licor de ovos (KOBLITZ, 2011).

Com respeito aos ovo desidratados, cabe mencionar que seu processo de
obtencao ocorre através da secagem de ovos liquidos, por processo Spray-Drier,

onde ocorre a remogao praticamente total da agua, sem afetar a qualidade do ovo.
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Basicamente este processo consiste na pulverizacdo do ovo liquido, feita numa
camara de secagem, através de um disco rotativo. As goticulas de ovo sao
dispersas em corrente de ar quente. Esse procedimento resulta em uma grande area
superficial e a evaporagdo da umidade é praticamente instantanea. Apos a
secagem, o pd € conduzido através de transporte pneumatico até um conjunto de
ciclones, onde é feita a separacdo entre o pd e o ar quente. Por fim, o p6 é
conduzido para peneira vibratoria e, em seguida, embalado (KESHANI et al., 2015).

Em relacdo aos beneficios do consumo de ovos para a saude humana,
estudos tém indicado que o mesmo possui atividades antimicrobiana e anti-
hipertensiva. Além disso, possui propriedades anti-adesiva, antioxidante,
anticancerigena, imunomuladora, dentre outros (KOVACS-NOLAN; PHILLIPS;
MINE, 2005). Dentro desse contexto, cabe mencionar que os beneficios a saude
humana, proporcionados pelo consumo de ovos, estdo diretamente relacionados
com a composi¢cdo nutricional desse alimento. Nele sdo encontradas, de uma
maneira geral, proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas do complexo B, A, E, K,
minerais (como ferro, fésforo, selénio e zinco) e carotenoides (como a luteina e
zeaxantina) (KOBLITZ, 2011).

Considerando que fatores como a idade e a alimentacdo de aves poedeiras
influenciam a qualidade e quantidade de nutrientes presentes nos ovos (GARCIA et
al., 2010), na industria, estratégias relacionadas a modificacdo na composicao
nutricional da ragédo de poedeiras vém sendo exploradas na tentativa de melhorar a
qualidade nutricional desse alimento. Entre as estratégias utilizadas, pode-se
destacar a modificagdo da composicdo de lipidios, bem como o aumento da
quantidade de vitaminas e de minerais disponiveis nas ragdes (DONATO et al.,
2009).

No entanto, cabe mencionar que, embora estudos tém buscado avaliar os
efeitos benéficos gerados a partir da modificagdo de um ou mais nutrientes em
racdes de poedeiras (ARAUJO et al., 2007, 2008; CEDRO et al., 2010), geralmente,
0s mesmos incluem apenas a avaliagcdo de nutrientes majoritarios, como acidos
graxos e aminoacidos. Diante disso, existem poucos trabalhos que investigaram a
concentragcdo de minerais, como Br, Cl, F, | e S em ovos e/ou suas fragdes
(WEDRAL; VADEHRA; BACKER, 1974; SCHAAFSMA et al., 2000; ROSE et al.,
2001; ZIKOVSKY & SOLIMAN, 2002; DAHL et al., 2003; HALDIMANN et al., 2005;
TRAVNICEK et al., 2006; DUSOVA et al., 2012).
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De uma forma geral, os métodos convencionalmente utilizados para o preparo
de amostras, visando a posterior determinagcdo desses minerais, nesse tipo de
alimento, apresentam alguns inconvenientes. No preparo das amostras, geralmente,
sdo utilizados reagentes como solu¢gdes de aminas terciarias soluveis em agua(CFA-
C) e hidréxido de tetrametilamonio (HTMA), que requerem um elevado tempo nesta
etapa (> 2 h). Como técnicas de determinacgao, sao utilizadas, geralmente, a analise
instrumental por ativagcdo neutronica (INAA) e a espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST,
1998; KNAPP et al., 1998; GELINAS; IYENGAR; BARNES, 1998; ROSE et al.,
2001).

Preparo de Amostras

A determinacao direta de analitos em amostras solidas, na maioria das vezes,
€ mais dificil devido a diversos fatores como interferéncias e heterogeneidade da
amostra; incompatibilidade com a técnica de determinagcdo que, em muitos casos,
requer que a amostra esteja na forma de uma solucdo para analise; limitagdes
relacionadas a calibragdo dos equipamentos; e indisponibilidade dos analitos em
uma forma conveniente de ser determinada. Neste sentido, com o objetivo de
eliminar essas limitacoes, faz-se necessaria a introducédo de uma etapa de preparo
das amostras, previamente a etapa de determinacédo. Para que o método escolhido
para o preparo de amostras seja considerado adequado ele deve ser eficiente e,
sempre que possivel, simples. Além disso, deve oferecer minima manipulacdo da
amostra, frequéncia analitica e nao deve ser passivel a erros sistematicos, como
perdas por volatilizagdo dos analitos e riscos de contaminacdo (KRUG, 2010).

Dessa maneira, a escolha do método de preparo de amostras deve estar
associada com a natureza da amostra e do elemento a ser determinado, com a
concentragdo em que 0 mesmo se encontra, com a técnica de detecgao utilizada,
bem como com a precisdo e a exatidao desejadas. Frequentemente, esta etapa é
considerada como uma das mais criticas, tendo em vista que, geralmente, € a mais
demorada, de maior custo e onde se cometem mais erros (SNEDDON et al., 2006;
GONZALEZ et al., 2009; KRUG, 2010). Diante disso, existe a necessidade de um

constante avanco tecnologico nesta area, influenciado pelo progresso das técnicas
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analiticas, no que tange a determinacado de elementos em concentracdes cada vez

menores e em matrizes mais complexas (KRATOCHVIL, 2003).

Preparo de Amostras para a Posterior Determinacdo de Halogénios e

Enxofre

Considerando a relevancia da determinacao de ndo-metais em alimentos, faz-
se necessario o desenvolvimento de um método de preparo de amostras adequado
para este fim. O preparo de amostras visando a posterior determinacdo de nao-
metais e, principalmente, de halogénios pode ser considerado um problema
analitico, em consequéncia da possibilidade de volatilizacdo destes analitos, bem
como de contaminac¢ao durante o preparo e a analise das amostras.

Dentro desse contexto, cabe mencionar que a possibilidade de perda dos
analitos por volatilizagcdo aumenta com a utilizacdo de acidos inorganicos na etapa
de decomposi¢do, uma vez que o uso de acidos em combinagdo com os halogénios
pode levar a formacdo de substancias volateis (SULCEK; POVONDRA, 1989;
KNAPP et al., 1998). Ainda, o uso de solug¢des acidas concentradas pode resultar
em um aumento significativo dos brancos analiticos, além de requerer a realizagdo
de uma etapa de diluicdo, previamente a determinagcdo, com vistas a reduzir a
concentragdo acida do meio (FLORES et al., 2004). Ainda é importante mencionar
que a elevada acidez residual nas amostras decompostas pode acarretar em
problemas de compatibilidade com a técnica de determinacdo, como no caso da
cromatografia de ions (IC), amplamente utilizada para a determinacdo destes
elementos (MELLO et al., 2013)

Assim, tendo em vista as desvantagens anteriormente mencionadas, uma
alternativa para o preparo de amostras para subsequente determinacdo de néao-
metais é a utilizacdo de solugdes alcalinas, seja por meio de procedimentos de
preparo que envolvam extragdes ou dissolucdes. Segundo Nobrega et al. (2006), a
utilizacdo de solugdes alcalinas tem envolvido um grupo apreciavel de analitos em
diferentes matrizes e, dentre os principais reagentes utilizados, pode-se destacar o
uso do HTMA, as solugdes de CFA-C, bem como outras bases fortes.

Neste contexto, levando-se em consideracdo que o0 uso das solugdes
alcalinas anteriormente citadas requer, geralmente, um elevado tempo de preparo de

amostras (> 2 h), uma segunda alternativa para o preparo das amostras visando a
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determinacdo de halogénios e S deve ser considerada. Esta consiste na utilizagao
de métodos baseados nas reacdes de combustdo. Nessas, o carbono e hidrogénio
presentes na amostra sao convertidos, quase que na totalidade, em seus
respectivos produtos de oxidagdo, o que possibilita a obtencao de baixos teores de
carbono residual (RCCs). Consequentemente, com a redu¢cao dos RCCs é possivel
minimizar ou até mesmo eliminar problemas de interferéncias durante a
determinacdo dos analitos (BARIN; FLORES; KNAPP, 2006; FLORES et al., 2007,
BARIN et al. 2014). Ainda sobre as técnicas de combustdo cabe salientar que os
analitos podem ser retidos em uma solugédo adequada a sua absorgado, bem como a
técnica que sera utilizada para a determinagdo dos elementos de interesse
(FLORES et al., 2007; BARIN et al. 2014).

Nesta revisdo serao abordados com mais detalhes os métodos de preparo de
amostras que utilizam solugdes alcalinas, bem como as técnicas de combustao em

sistema fechado, em especial a combustao iniciada por micro-ondas (MIC).
Preparo de Amostras Utilizando Solugdes Alcalinas

A utilizacdo de solugdes alcalinas pode fornecer métodos de preparo de
amostras simples e eficientes, no que tange a absorcdo dos analitos, além de
permitir a aplicagdo de radiagdo micro-ondas e ndo ocasionar mudangas no estado
de oxidacdo do(s) analito(s) (NOBREGA et al., 2006). Além disso, seu uso pode
reduzir o efeito de memodria e interferéncias poliatdmicas, observados para alguns
elementos, principalmente os halogénios, quando analisados por ICP-MS
(POZEBON; DRESSLER; CURTIUS, 1998; FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST,
1998).

Em geral, para o preparo de amostras por dissolucao ou extracdo com
solucéo alcalina, o HTMA tem sido um dos reagentes mais utilizados. Esse reagente
vem sendo aplicado, principalmente, para o tratamento de amostras alimenticias e
biolégicas (até 500 mg). Ainda, cabe mencionar que, geralmente, sdo utilizados
pequenos volumes desse reagente (< 1 ml), sendo a homogeneizacao realizada a
temperatura ambiente ou sob aquecimento (geralmente entre 60 e 90 °C) (ROSE et
al., 2001; MARTINS et al., 2002; NOBREGA et al., 2006; TAGAMI et al., 2006;
BATISTA et al., 2009; CAMPILLO, et al., 2010; GHISI et al., 2011; ROMARIS-
HORTAS; BERMEJO-BARRERA; MOREDA-PINEIRO, 2012).



30

Em relacdo aos elementos determinados, apdés o preparo de amostras
alimenticias e bioldgicas por dissolucdo ou extragdo com HTMA, sdo citados na
literatura diversos metais como Ag, Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb,
Sr, V e Zn (MARTINS et al., 2002; BATISTA et al., 2009; CAMPILLO, et al., 2010;
GHISI et al., 2011) e alguns halogénios (Br, Cl e I) (ROSE et al., 2001; TAGAMI et
al., 2006; ROMARIiS-HORTAS; BERMEJO-BARRERA; MOREDA-PINEIRO, 2012).

Dentre os autores citados, somente o estudo descrito por Rose et al. (2001)
determinou Br e | em ovos por ICP-MS, apos o preparo das amostras por extragao
utilizando HTMA. Neste trabalho, foram utilizados 500 mg de amostra seca ou 3 ml
de amostra liquida, sendo a extracdo dos analitos realizada com 2 ml de uma
solucdo de HTMA (25% m m) diluida 1:1 com agua desionizada, sob aguecimento
(75 - 80 °C) por 4 h. Por meio da analise das solugdes obtidas apds a extragdo com
HTMA os autores determinaram, por ICP-MS, as concentracbes de Br e |, onde
encontraram 2,6 mg kg™ e 0,48 mg kg™', respectivamente, na amostra, e limites de
deteccgao (LDs) de 0,07 mg kg-! para ambos analitos. No entanto, cabe destacar que
a exatidao do método proposto nao foi avaliada neste estudo.

Na literatura é possivel encontrar, ainda, outros trabalhos que utilizaram
solucdo de HTMA (25% m m') para o preparo de amostras de ovos com vistas na
determinacédo de |. Nestes estudos, o material de referéncia (RM) NIST 8415 (Whole
Egg Powder) (200 - 500 mg) foi homogeneizado com 1 ml de HTMA (25% m m),
sob aquecimento a 90 °C, por 3 h, sendo, posteriormente, diluido com agua
purificada (25 ml). Apos a determinagédo, por ICP-MS, os autores obtiveram
concordéancias em torno de 98% entre o valor encontrado e o valor de referéncia
para | no RM (FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST, 1998; KNAPP et al., 1998).
Com relacdo aos LDs, Fecher, Goldmann e Nagengast (1998) descrevem que
obtiveram um LD em torno de 0,03 mg kg™ para |, considerando 100 mg de amostra
seca e um fator de diluicdo de 50 vezes (FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST,
1998). Por sua vez, Knapp et al. (1998) descrevem que obtiveram um LD de 0,01 ug
I" (KNAPP et al., 1998).

Neste contexto, € importante mencionar que, embora o uso de HTMA
apresente algumas vantagens frente a outros métodos de preparo de amostras,
como os que utilizam solucbes acidas concentradas — seu uso pode acarretar em
brancos analiticos elevados, devido a dificuldade envolvida na sua purificagao.
Ademais, por ndo promover a decomposi¢cdo das amostras, esse reagente,
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geralmente, proporciona solu¢coes com elevados teores de carbono, quando utilizado
no preparo de amostras organicas. Diante disso, hormalmente sucessivas diluicdes
devem ser feitas previamente a etapa de determinagdo, o que, consequentemente,
ocasiona em LDs maiores (NOBREGA et al., 2006).

Com respeito ao uso de solugdes de CFA-C e solugdes de ambnia também
foram descritas na literatura no preparo de amostras alimenticias e biologicas. No
trabalho desenvolvido por Oliveira, Nobrega e Pereira-Filho (2012) uma solucdo de
CFA-C (10% v v') foi utilizada para o preparo de amostras de sal de cozinha iodado
para subsequente determinacao de | por ICP OES. Para tanto, 500 mg de sal foram
dissolvidos em 25 ml de CFA-C (10% v v'). Como resultados, os autores
mencionam que as nove marcas de sal de cozinha iodado avaliadas apresentaram
concentragdes de | que variaram entre 13 e 35 mg kg'. Além disso, os autores
descrevem que método desenvolvido mostrou-se adequado, visto que o mesmo
proporcionou boa exatiddo (recuperagdes de até 120%) e LD de 0,1 mg I" para |
(OLIVEIRA; NOBREGA; PEREIRA-FILHO, 2012).

Por sua vez, no caso de solu¢cdes de amdnia, pode-se citar o trabalho de
VANHOE et al. (1993), em que uma solugcdo de amoénia (0,5% v v') foi utilizada no
preparo de amostras de leite em p6 e soro humano (300 mg) visando a
determinacdo de | por ICP-MS. Como resultados, os autores mencionam que
obtiveram concordancias em torno de 100%, entre o valor encontrado e o valor
certificado para |, quando avaliados tré&s CRMs, e LD de 0,01 mg kg™ para .

Dentro deste contexto, cabe comentar ainda como uma alternativa bastante
promissora, a utilizagdo de solugbes alcalinas diluidas (na ordem de mmol I'') em
combinacdo com técnicas de combustdo em sistema fechado para o preparo de
amostras alimenticias visando a subsequente determinacdo de halogénios e S
(MESKO et al., 2014; HARTWIG et al., 2014).

Técnicas de Combustao

Como relagdo as técnicas de combustdo, cabe mencionar que estas sao
classificadas em sistemas abertos: com decomposi¢do em forno tipo mufla; sistema

de combustdo Wickbold; e decomposi¢coes em baixas temperaturas com plasma de
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oxigénio, em sistema dindmico: Trace-O-Mat®, e, ainda, em sistemas fechados:
bomba de combustao; frasco de combustdo de Schdéniger e MIC.

Embora alguns sistemas abertos ainda sejam utilizados para decompor
amostras visando a posterior determinacdo de halogénios e S, problemas
relacionados a perda de elementos volateis (halogénios), possibilidade de
contaminacgao — principalmente para analise de elementos a nivel tragco, bem como
tempo envolvido na decomposicao (até 80 h) sdo, geralmente, descritos na literatura
como as principais limitagdes desse tipo de sistema (KRUG, 2010; BARIN et al.,
2014).

Em contrapartida, o sistema dindmico, conhecido como Trace-O-Mat®, é um
sistema que oferece menores riscos de contaminagao — visto que é feito de quartzo
e, ainda, possibilita menores chances de perdas por volatilizacdo dos elementos,
quando comparado aos sistemas abertos (BARIN et al., 2014). Na literatura é
relatada a utilizacdo deste sistema para decomposicao de amostras alimenticias e
biologicas (200 - 500 mg), inclusive de ovos, visando a posterior determinacao de |I.
Neste trabalho, os autores utilizaram 2 ml de CFA-C (5% v v''), como solugdo
absorvedora para |, apos decomposicdo do RM de ovo em pé (RM NIST 8415), por
Trace-O-Mat®. Apds analise das solugbes preparadas com CFA-C (5% v v'), por
ICP-MS, os autores relatam concordancias em torno de 93%, entre o valor
encontrado e o valor de referéncia para | no RM, e um LD de 0,01 mg kg™
(GELINAS; IYENGAR; BARNES, 1998). No entanto, é importante ressaltar que,
atualmente, esse sistema n&o esta disponivel comercialmente (BARIN et al., 2014),
devido, principalmente, a dificuldade de manuseio e baixa frequéncia analitica.

Sistemas fechados de combustdao em sdao mais amplamente utilizados, do que
em sistemas abertos, principalmente para amostras em que se visa a posterior
determinagcdo de ndo metais. Diante disso, maiores detalhes sobre os métodos de
combustdo em sistema fechado serdo apresentados a seguir.

E importante ressaltar, ainda, que o sistema proposto em 2010, conhecido
como combustdo iniciada por micro-ondas focalizada (FMIC) ndo foi incluido na
classificagao apresentada acima, pois se trata de um sistema aberto e dinamico
(MESKO et al., 2010a). Este sistema oferece diversas vantagens, como o uso de
uma elevada massa de amostra; baixos riscos de contaminacao; e frequéncia
analitica — quando comparado a outros sistemas de combustao. Entretanto, por se
tratar de um sistema aberto, o sistema FMIC nao € considerado adequado para a
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decomposicdo de amostras quando se visa a posterior determinagcao de halogénios,

uma vez que ha possibilidade de perdas por volatilizacao (BARIN et al., 2014).

Bomba de Combustéao

No procedimento de decomposi¢cdo envolvendo a bomba de combustéo, a
amostra, na forma de comprimido, e introduzida no interior de um sistema,
geralmente, de aco inoxidavel. Apdés o fechamento do sistema, o interior do frasco é
preenchido com excesso de oxigénio (normalmente, a pressao de O: utilizada é na
faixa de 20 a 30 atm). A ignicdo da amostra é feita através do contato elétrico dos
eletrodos conectados a amostra. Os vapores gerados pela combustdo da amostra
s&o absorvidos em uma solucao adequada (usualmente, 5 a 10 ml) (KRUG, 2010). O
procedimento dura em média 30 min, além do tempo necessario para o0
arrefecimento do sistema e absorcdo dos analitos. Posteriormente ao resfriamento,
que pode ser realizado por meio da submersao da bomba em agua (SOUZA et al.,
2002) ou em um banho de gelo (ANDERSON, 1991; BELEVI et al., 2000), o sistema
€ aberto e a solucdo absorvedora € utilizada para a determinacédo dos analitos. Na
Fig. 2 sdo apresentadas as principais partes que constituem o sistema de bomba de

combustao.
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Figura 2 - Bomba de combustéo de aco utilizada na decomposicdo de amostras.

Dentro desse contexto, também é importante salientar que em alguns
trabalhos que utilizaram a bomba de combustdo foram utilizados auxiliares como
amido (ARIKAWA e SASAKI, 1987), alcool (NARASAKI, 1985), 6leos (NADKARNI e
POND, 1983) e parafinas (SOUZA et al., 2002) com o intuito de melhorar a eficiéncia
da combustdo da amostra.

A decomposicao utilizando a bomba de combustdo permite a obtengcédo de
solucdes com RCCs relativamente baixos, quando comparados com os digeridos
ap6s decomposicao por via umida, além disso permite o uso de massa de amostra
relativamente elevada (geralmente, maior que 500 mg) o que permite a obtencao de
baixos LDs. No entanto, esse método apresenta desvantagens que incluem baixa
frequéncia analitica e a dificuldade de lavar as partes internas do recipiente, devido
a impossibilidade de uma etapa de refluxo (FLORES et al., 2007).

Na literatura foram encontrados trabalhos que relatam o uso da bomba de
combustdo para a decomposicdo de varios tipos de amostras visando a

determinagcdo de metais, bem como de nado metais (FLORES et al., 2007). Como
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exemplo, pode-se citar o estudo de Arikawa e Sasaki (1987), que descrevem que
utilizaram a bomba de combustdo para a decomposi¢cdao de amostras bioldgicas (<
1000 mg), para a posterior determinacdo de S por espectrometria de massa com
diluicdo isotdpica. Para tanto, foi utilizado 30 atm de O2, 1000 mg de amido como
auxiliar de combustao e 1 ml de agua como solugao absorvedora. Como resultados,
os autores comentam que foi verificado em torno de 4% e 3% de S nos cabelos e
unhas, respectivamente analisados. Com relagédo a exatidao e ao LD, cabe ressaltar
qgue os autores nao apresentaram informacgdes (ARIKAWA e SASAKI,1987).

Um trabalho mais recente, descrito por Souza et al. (2002), utilizou esse
sistema de combustdo para a decomposicdo de CRMs (musculo e figado bovino,
farelo de milho, musculo de bacalhau e leite em pd) para a posterior determinagao
de | e S por ICP OES. Neste trabalho, os autores relataram a utilizacdo de massas
de amostra entre 250 e 500 mg, 25 atm de O2, 0,5 ml de etanol misturado com
parafina (35 até 40 mg) como auxiliar de combustdo, e 5 ml de HNO30,1% v v-! ou
CFA-C 10% v v' como solugdo absorvedora. Em relagdo aos resultados, foram
obtidas recuperagbes entre 91 e 105% para | e S. Além disso, foram obtidas
concordancias em torno de 95%, entre os valores certificados e obtidos para S apés
avaliacao de variados CRMs. Os LDs do método para | e S nédo foram apresentados
pelos autores (SOUZA et al., 2002).

Com relacao as aplicacbes da bomba de combustdo cabe destacar, ainda,
que, apesar deste sistema ser utilizado na decomposicdo de amostras alimenticias e
biologicas, este € mais amplamente utilizado na decomposi¢cao de carvao e outros
combustiveis. Ainda, cabe ressaltar que solu¢des obtidas a partir da mistura dos sais
bicarbonato de sédio e carbonato de sédio (em diferentes proporgdes), bem como a
agua sao as principais solugées absorvedoras escolhidas para o preparo das
amostras por este sistema, quando a intencdo é absorver halogénios e S. Além
disso, as técnicas por IC, ICP OES e a potenciometria estdo entre as principais
técnicas utilizadas para a determinagdo dos elementos anteriormente citados
(FLORES et al., 2007).

Por ultimo, vale mencionar que nao foram encontradas aplicagbes deste

método para a decomposicao de ovos e/ou suas fragoes.
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Frasco de Combustdo de Schéniger

O procedimento de decomposi¢cdo com o frasco de combustao de Schoniger
(Fig. 3 A) consiste, basicamente, na combustdo da amostra em um frasco fechado
na presenca de oxigénio a pressao atmosférica. Como pode ser observado na Fig. 3
(B), normalmente a amostra € envolvida por um papel com baixo teor de cinzas e
posicionada em um suporte de platina que se encontra fixado na tampa do frasco. O
recipiente utilizado nesse sistema €, geralmente, um erlenmeyer, no qual,
primeiramente, é colocado um volume adequado de solucdo absorvedora. Assim,
apos ter sido adicionada a solugao absorvedora e ter-se introduzido O2 no frasco, a
amostra é, entéo, inserida. A ignicao pode ser realizada manualmente, eletricamente
ou por meio da incidéncia de radiacao na regido do infravermelho. Apds a ignicao, o
frasco € rapidamente invertido para que a propria solu¢cdo absorvedora vede o
sistema, o0 que minimiza a possibilidade de perda dos produtos resultantes da
combustdo. A combustdo é, geralmente, rapida e se completa entre 5 e 15 s.
Posteriormente a combustdo, o frasco é agitado manualmente para realizar a
limpeza das paredes do recipiente e garantir a recuperacao quantitativa dos analitos
(FLORES et al., 2007; MAGALHAES et al., 2010).
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Figura 3 - Frasco de combustao de Schoniger com seus principais componentes (A)
e sequéncia basica do procedimento de decomposicao utilizando o
sistema (B) (adaptado de Flores et al., 2007).

No frasco de Schoéniger a massa de amostra que pode ser decomposta esta
diretamente relacionada com o volume do frasco de decomposi¢do. Em geral, para a
queima de apenas 50 mg de amostra é necessario um frasco de volume igual ou
superior a 500 ml. Diante disso, a sua aplicacdo para a determinacdo de
concentracdes muito baixas é limitada. Além disso, a frequéncia de analise do frasco
de combustdo de Schoniger é baixa. Outras desvantagens desta técnica de
combustdo é a possibilidade de oxidacdo incompleta da amostra devido a falta
suficiente de Oz, e de ocorrer evaporagao de compostos volateis antes da queima
ser concluida (MAGALHAES et al., 2010). Entretanto, &€ importante enfatizar que
esta técnica € considerada relativamente simples, visto que utiliza uma aparelhagem
menos complexa do que o da bomba de combustdo (BARIN; FLORES; KNAPP,
2006; FLORES et al., 2007).

Diversos procedimentos envolvendo o frasco de combustao de Schéniger sao
descritos na literatura para a posterior determinacdo de halogénios e S, estes

incluem, principalmente, amostras bioldgicas, plantas e compostos organicos, nao
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sendo encontrada aplicagédo para ovos e/ou suas fragdes (FLORES et al., 2007;
KRUG, 2010).

Em um trabalho envolvendo o preparo de amostras de cabelo (40 — 50 mg),
por exemplo, este sistema foi utilizado, visando a posterior determinacao de F, por
eletrodo ion seletivo (ISE). Neste trabalho, os autores descrevem que utilizaram um
frasco de combustdo de Schdéniger de 500 ml, um papel filtro aderido a um papel
adesivo para a ignicao e uma solucao de ajuste de forga i6nica (TISAB) 15 ml, como
solucdo absorvedora. Em relagdo aos resultados, os autores comentam que as
concentragdes de F variaram de 35 a 210 mg kg™!, apos avaliagdo de 7 amostras de
cabelo, de origem diferentes. Além disso, foram descritas recuperacdes de 98 a
104% para F, quando avaliada a exatiddo do método proposto. Sobre o LD os
autores nao apresentaram nenhuma informacao (WANG; ZHOU; YANG, 1995).

Dentre os principais aspectos relatados na literatura para o preparo de
amostras através deste sistema, cabe mencionar que a solu¢cao absorvedora mais
utilizada € a agua. Além disso, a IC e a potenciometria estdo entre as principais

técnicas para a determinacao de halogénios e S (FLORES et al., 2007).

Combustéo Iniciada por Micro-ondas

A combustéo iniciada por micro-ondas (MIC) foi desenvolvida por Flores et al.
(2004) e combina as principais caracteristicas dos procedimentos classicos de
combustdo, como o frasco de combustdo de Schoniger e a bomba de combustéo,
com as decomposi¢des por via umida em sistema fechado aquecido por radiagéao
micro-ondas.

De um modo geral, o processo de combustdo ocorre em um frasco de quartzo
fechado, pressurizado com oxigénio, o que reduz a ocorréncia de perdas por
volatilizagdo e contaminagdes pelo ambiente. Neste método, a ignigao ¢é feita através
da incidéncia de radiagao micro-ondas e uma solucao oxidante de nitrato de aménio
depositada na superficie de um papel filtro que se encontra em contato com a
amostra. Esta solu¢gao promove uma reagao de oxidagdo extremamente exotérmica,
responsavel pela ignicdo do papel filtro e, posteriormente, da amostra. Apos a
combustao, os analitos sdo absorvidos em uma solugcao adequada. Na MIC, ainda
ha possibilidade de aplicacdo de uma etapa de refluxo que permite a obtencao de

baixos desvios padrao relativos (RSDs) e recuperagbées quantitativas dos analitos
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(FLORES et al., 2004; BARIN et al. 2014). Para o procedimento de combustdo, um
dispositivo de quartzo (Fig. 4 A), € usado como suporte para a amostra, o qual é

inserido no frasco de decomposicgao.

N
_

-

Figura 4 - Dispositivos comercial (A) e ndo comercial (B) de quartzo utilizado na MIC

como suporte para as amostras.

Outro dispositivo também utilizado na MIC é o ilustrado na Fig. 4 B,
desenvolvido no Laboratorio de Hialotecnia da Universidade Federal de Santa Maria.
Este é perfeitamente adaptavel ao frasco de quartzo disponivel comercialmente pelo
fabricante do forno micro-ondas e tem sido utilizado para decomposi¢ao de variados
tipos de amostra (MESKO et al., 2014; HARTWIG et al., 2014). A parte superior do
dispositivo tem um funil, que permite que a solugdo absorvedora promova uma
lavagem efetiva da base do suporte onde ocorre a combustdo da amostra, e que
auxilie na protecdo da tampa do frasco, impedindo o contato direto da chama
originada na combustdo com o material constituinte da tampa. Enquanto, a parte
inferior do suporte apresenta quatro ranhuras que permitem que ocorra um maior

contato entre o oxigénio e a amostra (MESKO, 2008).
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Para que amostras solidas sejam decompostas por MIC faz-se necessario
prepara-las na forma de comprimidos. Todavia, no caso de amostras liquidas ou
semisolidas, devido a impossibilidade de obtencdo de comprimidos, estas sao,
geralmente, encapsuladas em policarbonato ou envolvidas em filmes de polietileno
(PEREIRA, 2008; COSTA; 2013; BARIN et al. 2014).

No procedimento por MIC, a amostra € colocada sobre um disco de papel
filtro, previamente posicionado sobre o suporte de quartzo, contendo 50 pl de
solugdo de NH4sNO3 6 mol I-'. Em seguida, o suporte é inserido dentro do frasco de
decomposigao contendo 6 ml da solugédo absorvedora (volume minimo recomendado
pelo fabricante do equipamento) (Anton Paar GmbH, 2006). Apds o fechamento dos
frascos com a tampa de politetrafluoretileno (PTFE), estes sao fixados ao rotor,
pressurizados com oxigénio e levados ao forno micro-ondas, onde, serao
submetidos a radiacao que dara inicio ao processo de combustdo. Posteriormente a
ignicdo, temperaturas superiores a 1300 °C geralmente sdo atingidas, o que garante
a conversao de praticamente toda a matéria orgénica em seus respectivos produtos
de oxidacdo e, consequentemente, baixos RCCs sdo obtidos (normalmente
inferiores a 1%) (FLORES et al., 2004, 2007; BARIN et al. 2014).

A MIC apresenta como principais vantagens o minimo consumo de reagentes;
baixo tempo de decomposicao, tendo em vista que € possivel decompor até oito
amostras simultaneamente; e permite a realizagdo de uma etapa de refluxo. Além
disso, os valores obtidos para os brancos sao relativamente baixos e a etapa de
descontaminacao do sistema € simples e rapida (FLORES et al., 2004, 2007; BARIN
et al. 2014).

Um aspecto importante das técnicas de combustdo esta relacionado a
solucao absorvedora, responsavel por reter quantitativamente os analitos antes da
determinacdo. A selecdo da solucao absorvedora a ser utilizada depende
principalmente do tipo de analito e da técnica de determinagao utilizada. Dessa
forma, a possibilidade de escolha da solu¢do absorvedora mais adequada para reter
0s analitos € outra vantagem a ser considerada para este tipo de técnica (FLORES
et al., 2004, 2007; BARIN et al. 2014).

Como mencionado anteriormente, a MIC tem sido utilizada na decomposicao
de amostras alimenticias, em combinagdo ao uso de solu¢do alcalinas diluidas (na
ordem de mmol I'"), para subsequente determinagdo de halogénios e S. No trabalho

desenvolvido por Hartwig et al. (2014), foram decompostos 500 mg de camarao
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inteiro (residuos + massa corpérea), bem como de suas partes (massa corpérea ou
residuos), por MIC, visando a posterior determinacédo de Br e |, por ICP-MS. A
solugéo utilizada neste trabalho para absorver os analitos foi NH4«OH 50 mmol I, e,
de acordo com os autores, o método proposto apresentou exatiddao satisfatoria,
tendo em vista que concordancias em torno de 99% para ambos os analitos foram
obtidas, quando avaliado o material de referéncia (RM) RM NIST 8414. Além disso,
LDs de 0,120 mg kg™' para Br e de 0,0010 mg kg para | foram obtidos (HARTWIG
et al., 2014).

Em outro trabalho descrito recentemente na literatura (MESKO et al., 2014), a
MIC foi utilizada na decomposicdo de diferentes tipos de algas marinhas
comestiveis, visando a posterior determinacao de Br e |, por ICP-MS. Neste trabalho,
os autores descrevem que 500 mg de amostra foram decompostas por MIC
utilizando (NH4)2CO3 150 mmol I como solugdo absorvedora. Ainda, é relatado que
o0 método desenvolvido apresentou concordancias entre 103% e 108% para ambos
os analitos, quando avaliados o CRM BCR 150 (leite em pd) e o RM NIST 8414
(musculo bovino). Os LDs obtidos para Br e | foram 0,011 e 0,010 mg kg,
respectivamente (MESKO et al., 2014).

Outras aplicagbes da MIC para a subsequente determinagcédo de Br, Cl F e/ou
I, incluem carvao (FLORES et al., 2008), derivados de petroleo (PEREIRA et al.,
2008), alimentos (MESKO et al., 2010b; BARBOSA et al., 2013), nanotubos de
carbono (PEREIRA et al., 2010), solo (ALBERS et al., 2011), tabaco (MULLER et al.,
2012a), substancias farmacéuticas (MULLER et al., 2012b) e plantas (SUCMAN e
BEDNAR, 2012). Para a determinacao destes elementos € comumente utilizada as
técnicas de determinacao por IC e por ICP-MS. Em relacédo a solugao absorvedora,
é, geralmente, escolhido o uso de meios alcalinos diluidos (na ordem de mmol I),
sendo que as solugdes de (NH4)2CO3 e de NH4OH representam em torno de 80%
das aplicacdes (COSTA, 2013; BARIN et al., 2014; HARTWIG et al., 2014; MESKO
et al., 2014).

Por sua vez, foram encontrados poucos trabalhos que descrevem o uso da
MIC, visando a posterior determinacdo de S (MELLO et al., 2008; MELLO et al.,
2009; PEREREIRA et al., 2009; MULLER et al., 2012c). No trabalho de Mello et al.
(2008), os autores descrevem que utilizaram a MIC para a decomposi¢cao de coque
de petroleo, visando a determinagédo de S por IC e por ICP OES. Neste estudo, foi

descrito concordancias acima de 98% para S, quando avaliado quatro CRMs de
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carvao (SRM NIST 1632b, SRM NIST 1632c, CRM SARM 18 e CRM SARM 19), por
ICP OES. Com relacdo ao LD do método, os autores ndo descrevem detalhes
(MELLO et al., 2008).

Neste sentido, cabe salientar ainda que, apesar de a MIC ser utilizada para o
preparo de variadas amostras visando a posterior determinagdo de halogénios e S,
sua utilizacdo para o preparo de amostras alimenticias € mais comumente utilizada
para a posterior determinacao de Br e |. Além disso, nao foi verificada o uso desse

sistema para a decomposic¢ao de ovos e/ou suas fragoes.

Técnicas para a Determinacédo de Halogénios e de Enxofre

Para a determinacao de halogénios e S, podem ser utilizadas varias técnicas
analiticas e, a selecdo da técnica a ser utilizada, geralmente, depende do tipo de
amostra, da concentracdo e do analito a ser determinado, bem como da
disponibilidade de instrumentos (KNAPP et al., 1998; VARGA, 2007). Dentre as
técnicas utilizadas para determinacdo de halogénios e de S, pode-se destacar a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), a
espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a
cromatografia de ions (IC), a potenciometria e os métodos titrimétricos e
gravimétricos (MELLO et al., 2008, 2013; SKOOG et al., 2014).

Quando comparada com as técnicas espectrométricas, a técnica de IC
proporciona um custo relativamente menor, tanto no que tange a aquisicao e
manutenc¢ao do instrumento, quanto no que se refere a realizacdo das analises, visto
que nao se faz necessario o uso de gases (MELLO et al.,, 2013). Ainda, cabe
mencionar que esta técnica também permite a determinacdo de F de modo
sequencial aos demais elementos, o que até o momento nao foi possivel por ICP
OES, e por ICP-MS é raro (BU et al. 2003) dado o seu elevado potencial de
ionizacao (P.l).

Na técnica de IC a separacao dos ions presentes na amostra é resultante das
interacdes especificas entre as espécies ibnicas e a fase estacionaria. O mecanismo
de interacao dos ions com a fase estacionaria € conhecido como troca ibnica. Nesta
técnica as colunas utilizadas sao constituidas por uma matriz polimérica, que possui
em sua superficie um grupo funcional ligado a um polimero. A fase moével também

contém espécies idnicas, dessa maneira, ocorre uma competicdo das espécies
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presentes na amostra entre as espécies presentes na fase moével e na fase
estacionaria. Para cada ion, o processo de troca € caracterizado pelo equilibrio de
distribuicdo entre a fase movel e a fase estacionaria (EITH et al., 2007).

A deteccao dos ions, geralmente, é feita por condutividade. Contudo, em
virtude desta ser uma propriedade comum a todas as espécies iGnicas em solucao,
podem ocorrer interferéncias causadas pela alta condutividade de alguns ions
presentes na fase movel, principalmente devido a presenga do ion sadio,
impossibilitando a quantificacdo de outros ions. Este problema pode ser contornado
com o uso de um supressor, que permite a troca de ions presentes no eluente por
espécies que contribuam para uma condutancia relativamente baixa ou nula
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; EITH et al., 2007).

Apesar da técnica de IC ser utilizada para quantificagcdo de halogénios e S
(COETZEE; TALJAARD, 1990; MELLO et al., 2008, 2013), a determinacao destes
elementos a nivel traco é considerada ainda um desafio. Dessa maneira, técnicas
espectrométricas, como a ICP-MS e a ICP OES podem ser uma alternativa (MELLO
et al., 2008, 2013). Para alimentos, por exemplo, a determinacao de Br e I, a nivel
traco, por ICP-MS, vem sendo bastante utilizada, visto que se trata de uma técnica
muito sensivel. Cabe destacar que LDs para Br entre 0,01 e 0,12 mg kg e para |
entre 0,0003 e 0,05 mg kg' sdo relatados na literatura, quando estes foram
determinados por ICP-MS em amostras alimenticias (MELLO et al., 2013; MESKO et
al., 2014; HARTWIG et al., 2014).

A técnica de ICP-MS permite a analise elementar e isotdpica, baseada na
geracdo de ions positivamente carregados (M*) em um plasma de Ar, onde
temperaturas elevadas sao alcancadas. Geralmente, as amostras sao introduzidas
através de um nebulizador, na forma liquida, passando para uma camara de
nebulizacdo. Nessa camara é formado um aerossol, onde goticulas maiores e
menores sao separadas, a fim de facilitar o processo de atomizagdo e ionizagao,
quando em contato com o plasma. Os ions M* gerados no plasma sao amostrados
pela interface (cone de amostragem e skimmer) por diferenca de pressao. A partir
deste ponto, os ions, através da lente ibnica, sdo conduzidos até o separador de
massas, pela aplicacdo de potenciais cada vez mais negativos. E importante
destacar que a lente ibnica também tem como funcao equalizar a energia cinética
dos ions, isto €, fazer com que a energia cinética de cada ion, de mesma razao

massal/carga (m/z), seja a mais idéntica possivel. No separador de massas, 0s ions
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sao separados de acordo com sua m/z e finalmente conduzidos até o detector, onde
a corrente elétrica medida € convertida em contagem por segundo (cps) (THOMAS,
2001a; THOMAS, 2001b; THOMAS, 2001c; BEAUCHEMIN, 2010)

Uma das limitacbes desta técnica € a possibilidade de alguns elementos
sofrerem interferéncias poliatbmicas no plasma, o que, consequentemente, interfere
na obtencdo de baixos LDs. Diante disso, especial aten¢cdo deve ser dada a
determinacgédo de nao-metais. Dentre os halogénios, o 3°Cl, isétopo mais abundante
(76%), sofre interferéncias de 7080, 7O'80OH* e 3*SH*, enquanto que o 3/Cl pode
sofrer interferéncias de 36Ar'H, '9F'8Q, 36SH*. Assim como para os is6topos de Cl, o
325, que representa 95% de abundancia, sofre interferéncias poliatdmicas de >N'70,
14N18Q, 15N16Q'H e 1602 (JARVIS; GRAY; HOUSE, 1992).

Além dos problemas relacionados a interferéncias espectrais, o efeito de
memoria € outro agravante na determinagao de alguns elementos por ICP-MS. Este
efeito € proveniente da formacgédo de espécies volateis de halogénios. Para tanto, é
necessario ter cuidado com a escolha do solvente utilizado para absorver estes
elementos, visto que estes, em meio acido, volatilizam podendo permanecer na
camara de nebulizacdo e no nebulizador (AL-ALMAR; REITZNEROVA; BARNES,
2001). Alguns autores avaliaram o efeito de memoria na determinag&o de halogénios
em ICP-MS utilizando solugées de HNO3 5 e 20%, agua deionizada e solugao de
NH4OH 5%, onde foi observado que o efeito de memoaria é praticamente nulo com a
utilizacado de solugao alcalina (BU et al., 2003).

Embora na literatura ndao tenham sido encontrados trabalhos que citam a
utilizagdo da técnica de IC para a determinacdo de Br, Cl, F, | e S em amostras de
ovo, existem alguns trabalhos que descrevem a determinacado destes analitos por
outras técnicas analiticas. Desta forma, na Tab. 1 estdo listados e detalhados os
trabalhos publicados que envolvem diferentes técnicas analiticas para a

determinacao de halogénios e enxofre em ovos e suas fragoes.
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Tabela 1 - Trabalhos publicados que envolvem a determinacao de halogénios e enxofre em ovos por diferentes técnicas analiticas.

Preparo de amostra
(massa de amostra; quantidade e

Técnica de

Amostra concentragéo de reagentes; forma Analito(s) determinacio Referéncia
de aquecimento e tempo de
preparo)

Membrana NH4OH 6% v v! ou H202 6% v S foi determinado na forma AAS Wedral, Vadehra e Backer
interna e v!: Frasco de combustdo de de BaSOq4 (1974)
externa da Schoniger
casca de ovo
e cuticula de
ovo
RM NIST 200 - 500 mg; 1 ml HTMA (25% [ ICP-MS Fecher, Goldmann,
8415 m v'); Estufaa 90 °C, 3 h Nagengast (1998)
RM NIST 200 - 500 mg; 1 ml HTMA (25% I ICP-MS Knapp et al. (1998)
8415 m v'); Estufaa 90 °C, 3 h
RM NIST 1) 200 - 500 mg; 2 ml CFA-C I ICP-MS Gélinas, lyengar e Barnes
8415 (5% v v"); Sistema Trace-O- (1998)

Mat®, 35 min

i) 100 - 250 mg; 40 ml CFA-C;
Banho ultrassonico, 30 min




Tabela 1 - Continuagéo.
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Preparo de amostra
(massa de amostra; quantidade e

Técnica de

Amostra congentragég de reagentes; forma Analito(s) determinacéo Referéncia
e aquecimento e tempo de
preparo)
Fo de casca Nao informa F GC Schaafsma et al. (2000)
e ovo

0,5 g de amostra seca ou 3 ml
Ovos de amostra liquida; 1 ml HTMA Brel ICP-MS Rose et al. (2001)

(25% m v'); Estufa a 75 - 80

°C, por4 h
Ovos cozidos N&o ha preparo Br,Cl,leS INAA Zikovsky e Soliman (2002)
Ovos N&o informa I ICP-MS Dahl et al. (2003)




Tabela 1 - Continuacéo.
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Preparo de amostra

(massa de amostra; quantidade e
concentracao de reagentes; forma
de aquecimento e tempo de
preparo)

Amostra

Analito(s)

Técnica de
determinacao

Referéncia

HNOz3; Autoclave a 130 atm a
230 °C

Ovos, clara e
gema de ovos
desidratados

Clara e gema

4 Nao informa
de ovos in
natura
Gemas de ovo o
Nao informa

in natura

| foi determinado de forma
indireta através do efeito
catalitico na reducao de
Ce** a Ce?®, na presenca
de As3*

| foi determinado de forma
indireta através do efeito
catalitico na reducédo de
Ce** a Ce%, na presencga
de As®

ICP-MS

AAS

AAS

Haldimann et al. (2005)

Travnicek et al. (2006)

Dusova et al. (2012)




MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos 0s equipamentos, 0s reagentes e as amostras
selecionadas para o desenvolvimento deste trabalho, bem como os procedimentos
utilizados para o preparo e andlise das amostras.

Os métodos de preparo de amostra avaliados para a subsequente
determinacdo de halogénios e S por IC, ICP OES e ICP-MS foram a combustéao
iniciada por micro-ondas (MIC) e a extragado alcalina assistida por radiacdo micro-
ondas.

No procedimento de decomposicéo por MIC, foi estudada a massa maxima de
amostra que poderia ser utilizada sem o risco de um aumento excessivo de pressao
durante a etapa de combustdo, bem como o tempo total de combustdo das
amostras. Adicionalmente, foram avaliadas solu¢cdes absorvedoras variadas, com o
intuito de selecionar a solucdo mais adequada para absorver os analitos.

Para o procedimento de preparo de amostras envolvendo a extracao alcalina
foram utilizadas uma solugdo como HTMA e NH4OH. Além disso, foi avaliado o
método oficial para a determinacdo de Cl em ovos e suas fracdes, descrito pela
AOAC, visando comparar com os demais procedimentos estudados.

A caracterizacao fisico-quimica do ovo integral desidratado e suas fracfes
também foi realizada para obter informacdes a respeito da matriz das amostras.

Cabe ressaltar que as determinagdes de ClI, S por ICP OES, bem como as
determinacdes de Br e | por ICP-MS foram realizadas no Laboratério de Andlises
Quimicas, Industriais e Ambientais da Universidade Federal de Santa Maria, com o
apoio do grupo coordenado pelo Prof. Dr. Erico M. M. Flores, visto que esses

equipamentos nao estdo disponiveis na UFPel.
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Instrumentacéao

Para o preparo das amostras através da extracdo alcalina assistida por
radiagdo micro-ondas e da MIC foi utilizado um sistema pressurizado com
aquecimento por radiagdo micro-ondas Multiwave 3000® (Microwave sample
preparation system, Anton Paar, Austria). Para o procedimento de extracdo alcalina
assistida por radiagdo micro-ondas o sistema foi equipado com 8 frascos de PTFE,
com um volume interno de 100 ml, que opera sob condigcdes maximas de 1400 W de
poténcia, 260 °C de temperatura e 60 bar de pressao. Enquanto, para a MIC, foi
usado o0 mesmo sistema, porém equipado com 8 frascos de quartzo, com um volume
interno de 80 ml, sob condigbes maximas de 1400 W, 280 °C e 80 bar (Fig. 5 B). O
forno € equipado com sensores de temperatura e de pressdo, que permitem o
acompanhamento destes parametros em tempo real e, ainda, permite que a poténcia

irradiada seja monitorada durante todo o programa de aquecimento.

Figura 5 - Forno de micro-ondas comercial Multivave 3000® (A) e rotor equipado

com 8 frascos (B).

Todas as pesagens foram feitas em uma balanca analitica modelo AY220

(Marte, Brasil), com resolucao de 0,0001 g e carga maxima de 220 g.
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A agua purificada (resistividade até 18,3 MQ cm), utilizada em todos os
procedimentos, foi obtida a partir de um purificador de agua modelo MegaUP
(MegaPurity, Coreia do Sul).

Um multiprocessador modelo All In One 2 (Philco, Brasil) foi utilizado para
misturar as amostras.

Um torno morsa de bancada modelo FORJASUL-33890406 (Tramontina,
Brasil) foi utilizado para prensar as amostras na forma de comprimido.

Um banho de ultrassom modelo Ultrasonic Cleaner 1440D Série Evolution
(Odontobras, Brasil), com frequéncia de 40 kHz, foi utilizado na descontaminacao de
papéis filtro e dos involucros utilizados nas decomposi¢cdes das amostras por MIC.
Este mesmo equipamento foi utilizado no processo de eliminacdo do CO:2 dissolvido
na fase mével do equipamento de IC.

Uma capela de fluxo laminar classe 100 modelo CSLH-12 (Veco, Brasil) foi
utilizada para a secagem dos papéis filtro e dos involucros utilizados nas
decomposi¢des das amostras por MIC.

Para a determinagdo de Cl, F e S foi utilizado um cromatdgrafo de ions
modelo IC 861 (Metrohm, Suiga) com detector por condutividade modelo 861
advanced compact IC (Metrohm, Suica) e com um sistema de supressao modelo
853 (Metrohm, Suicga). Para tanto, também foi utilizada uma coluna de troca ani6nica
com grupos de amoénio quartenario suportados em poli(alcool vinilico) modelo
Metrosep A Supp 5 (250 x 4 mm d.i., 5 mm de didmetro de particula, Metrohm,
Suica) e uma coluna-guarda modelo Metrosep A Supp 4/5 Guard (5 x 4 mm d.i., 5
mm de didmetro de particula, Metrohm, Suiga), com o mesmo material de
preenchimento da coluna de troca iénica.

Adicionalmente, para a determinacdo do potencial hidrogenidnico (pH) foi
utilizado um potencidémetro digital modelo HI 3221 pH/ORP/ISE Meter (Hanna, EUA),
equipado com eletrodo ion seletivo para hidrogénio (modelo HI 1131).

Bromo e | também foram determinados em um espectrometro de massa com
plasma indutivamente acoplado modelo Elan DRC Il (PerkinElmer SCIEX, EUA). O
espectrometro foi equipado com um nebulizador concéntrico (Meinhard Associates,
EUA), uma cémara de nebulizacdo do tipo ciclénica (Glass Expansion, Inc.,
Australia) e uma tocha de quartzo (Glass Expansion, Inc., Australia), com tubo injetor

de quartzo (2 mm d.i).
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Cloro, S e o RCC foram determinados em um espectrometro de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado modelo Cirus CDD (Spectro Analytical
Instruments, Alemanha) nas solugdes obtidas apds a decomposicdo das amostras
por MIC. O espectrébmetro foi equipado com céamara de nebulizagdo duplo passo
(tipo Scott), nebulizador de fluxo cruzado (cross flow) e uma tocha com tubo injetor
de quartzo de 2,5 mm d.i (Spectro EOP Quartz Torch, Glass Expansion, Australia).

As condicbes operacionais utilizadas para as técnicas de IC, ICP-MS e ICP
OES para a determinacao dos analitos, bem como para a determinacdo do RCC
estdo descritas na Tab. 4 do item 3.8.

A secagem das amostras e a determinacdo do teor de umidade foram
realizadas em uma estufa modelo 400/2ND (Nova Etica, Brasil). Para a
determinacédo de cinzas, foi utilizado um forno mufla modelo 1C.318.24 (Quimis,
Brasil), enquanto para a determinacao do teor de proteina bruta foi usado um bloco
digestor modelo KB 40S (C Gerhardt, Brasil) e um destilador de nitrogénio modelo
MA 036 PLUS (Marconi, Brasil). Ainda, um banho de aquecimento modelo 18 BU B.
Braun Biotech International, (Thermomix®, Alemanha) e uma centrifuga modelo 2-3,

(Sigma, Alemanha) foram utilizados na determinag&o do teor de gordura.
Reagentes e solucdes

Carbonato de sddio p.a (Vetec) e bicarbonato de sédio p.a (Isofar) foram
utilizados para obtencao da fase movel utilizada durante a determinacao dos analitos
por IC. Para tanto, estes foram dissolvidos em agua nas concentragdes de 3,2 mmol
I* (Na2CO3) e 1 mmol I'' (NaHCO:3).

Hidréxido de amoénio p.a (Synth), diluido em &gua, na concentragdo de 500
mmol I'" foi utilizado para preparar NH4OH nas concentragdes de 10, 25, 50 ou 75
mmol I como solu¢édo absorvedora no preparo das amostras por MIC.

Acido sulfirico p.a (Synth) foi utilizado na digestao das amostras para a
determinacao do teor de proteina bruta por método de Kjeldahl. A partir da diluicao
desse acido também foi preparada uma solugdo na concentragdo de 200 mmol I,
utilizada como solucao regeneradora da coluna supressora do cromatégrafo de ions.

Eter de petroleo (Proquimios), éter etilico (Synth), bem como acido cloridrico
p.a (Synth), diluido em agua (1:11), foram utilizados para a determinacao do teor de

gordura por Mojonnier.
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Com relacao ao teor de proteina bruta, cabe comentar ainda que acido borico
p.a (Vetec), dissolvido em agua (4% m v'), bem como vermelho de metila p.a
(Synth) e verde de bromocresol p.a (Synth), dissolvidos em alcool etilico p.a (Vetec),
nas concentragoes de 0,066% m v' e de 0,033% m v-!, respectivamente, foram
utilizados como solugao indicadora. Além dessa solucdo, hidréxido de sédio p.a
(Isofar) e HCI p.a, diluido em agua, na concentragdo de 12,5 mol I e 0,01 mol I,
respectivamente, foram também utilizados durante essa determinacgao.

Hidroxido de tretrametilamonio p.a (diluida em metanol, 25% m m-!, Sigma-
Aldrich) e NH4OH p.a foram diluidos em agua nas concentragdes de 0,11 mol I-' e 50
mmol ', respectivamente, a fim de serem utilizados no procedimento de extragao
alcalina assistida por radiagao micro-ondas.

Para ignicdo da combustdo na MIC, foi necessario o uso de uma solugéo de
nitrato de amonio (Merck) 6 mol I'', obtida através da dissolucao deste sal em agua.

Para a pressurizagdo dos frascos de decomposi¢cdo por MIC, foi utilizado
oxigénio comercial (Oxigeo, Brasil). Além disso, argbnio de elevada pureza
(99,998%, White Martins, Brasil) foi utilizado para a geracdo do plasma nas
determinacées por ICP-MS e por ICP OES.

Para as determinacodes de CI, F e S por IC, Br e | por ICP-MS e Cl e S por ICP
OES, foi necessaria a utilizacdo de solucbes de calibracdo preparadas a partir da
dissolucdo de brometo de potassio p.a (Synth), cloreto de potassio p.a (Synth),
fluoreto de sédio p.a (Synth), iodeto de potassio p.a (Synth) e sulfato de sédio anidro
p.a (Vetec), em agua, ou solu¢gdo compativel com aquela utilizada na absor¢do dos
analitos. Ainda, esses sais foram previamente secos em estufa (85 °C/4 h) para
preparar as solugdes de calibragdo, bem como as solu¢des utilizadas para avaliar a
exatiddo dos métodos estudados neste trabalho.

Acido nitrico p.a (Synth) foi utilizado para o preparo das solucdes usadas na
descontaminacdo dos materiais que foram utilizados neste trabalho. Além disso,
uma solugédo de alcool etilico 20% (v v') foi preparada, por meio da diluigdo de
alcool etilico em agua, para descontaminagdao dos papéis filtro utilizados no
procedimento de combustao.

Nitrato de prata (Vetec) 0,08 mol I" e HNOs (1 + 49), ambos dissolvidos em
agua purificada, foram preparados para a determinacao de Cl pelo método descrito
pela AOAC.
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Acido citrico p.a. (Vetec) foi diluido em agua purificada e a solugéo obtida,
contendo 1000 mg I' de carbono, foi utilizada para o preparo das solugdes de
calibragdo (5 a 500 mg ') utilizadas para a determinacdo do teor de carbono
residual nas solucdes obtidas apdés a decomposicdo das amostras por MIC. Para
essas determinacgdes também foi utilizada uma solucdo de itrio Assurance® (Spex
CertiPrep, 1001,5 £ 3 mg I em HNO3 0,28 mol I'', EUA) como padréao interno.

Descontaminacédo dos Materiais Diversos

As vidrarias, os filmes de polietileno, bem como outros materiais comuns de
laboratério foram descontaminados por imersdo em HNOs 10% (v v') por, pelo
menos, 24 h e, posteriormente, foram lavados com agua e secos em capela de fluxo
laminar.

Os papéis filtro utilizados na MIC, foram descontaminados através de imersao
em alcool etilico 20% (v v'') por 20 min em banho de ultrassom. Posteriormente, os
mesmos foram lavados com agua e secos em capela de fluxo laminar.

Os frascos de quartzo e de PTFE do forno de micro-ondas, bem como os
suportes para as amostras, usados no sistema de combustdo, foram
descontaminados com HNO3 concentrado sob aquecimento em forno de micro-
ondas. Para tanto, o seguinte programa de aquecimento foi utilizado: i) 1400 W por
10 min e ii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento). Além disso, posteriormente a
descontaminagdo com HNO3s concentrado, um procedimento de descontaminagao
com agua foi realizado. Para isso, 0 seguinte programa de aquecimento foi utilizado:

i) 800 W por 10 min e ii) 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).

Amostras

As amostras de ovo integral, clara e gema de ovos desidratadas utilizadas
neste trabalho foram adquiridas no comércio local de Pelotas/RS, bem como por
doacao de empresas de Sao Paulo/SP, que preferiram nao ser identificadas. Dentre
as aquisicoes feitas, uma amostra de ovo integral desidratado foi selecionada
aleatoriamente para a otimizacdo do método e as demais foram utilizadas para

aplicagdo do método proposto.
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Apoés a aquisigao das amostras, estas foram secas (85 °C, 8 h), misturadas
em um multiprocessador e, posteriormente, foram armazenadas em frascos de
polietileno de alta densidade (PEAD).

O RM NIST 8435 (Whole Milk Powder) foi seco em estufa (85 °C, 4 h) e

utilizado para a avaliagao da exatidao do procedimento proposto por MIC.

Caracterizacao Fisico-quimica das Amostras

Com o intuito de obter mais informacdes a respeito da matriz do ovo integral
desidratado, da clara de ovo e da gema de ovo (desidratados) foi realizado um
estudo de caracterizagdo fisico-quimica, onde foi avaliado o teor de umidade, o teor
de cinzas, o teor de proteina bruta, bem como o teor de lipidios das amostras
estudadas. O teor de umidade foi obtido por meio da secagem da amostra a 105 °C
até peso constante e o teor de cinzas, por calcinagdo em forno tipo mufla a 525 °C
por 3 h (HORWITZ e LATIMER, 2011). Enquanto, o teor de proteina bruta foi
determinado pelo método de Kjeldahl (ZAMBIAZI, 2010) e o teor de gordura foi
avaliado pelo método de Mojonnier. Cabe destacar que por ndo ter disponivel uma
centrifuga para tubos Mojonnier no laboratério (adaptado de HORWITZ e LATIMER,
2011) foram utilizados tubos de centrifuga no formato cilindrico e uma centrifuga,

conforme mostrado na Fig. 6.

Figura 6 - Tubo no formato cilindrico (100 ml) utilizado na centrifugacéo das

amostras.
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Avaliacado de Parametros Relacionados ao Procedimento de Decomposicéo
por MIC

Determinagdo da Massa Maxima de Amostra

Inicialmente, visando determinar a quantidade maxima de amostra a ser
decomposta, foi estabelecida uma correlagdo entre a massa de amostra submetida a
decomposicdo e a pressao maxima indicada no momento da combustdo. A partir
disso, foi possivel estabelecer a capacidade maxima de amostra (entre 100 e 400
mg) que pode ser decomposta, levando em consideragcdo o aspecto da amostra
decomposta. O programa de irradiagao utilizado nessa etapa foi de 1400 W por 50 s,

com posterior resfriamento a 0 W por 10 min.

Determinacao do Intervalo de Tempo da Combustéo

Para monitorar o tempo de duragéo do processo de combustao das amostras,
foi necessaria ser realizada uma modificagcdo na capa protetora de um dos frascos
de quartzo, a partir da abertura de uma janela para a visualizagao do processo. Além
disso, foi feita uma alteragao no software para permitir que o rotor nao girasse, bem
como nao fosse necessaria ser colocada a capa protetora do rotor, no momento do
teste. Cabe enfatizar que este procedimento ndao é recomendado pelo fabricante do
equipamento e medidas de seguranca foram tomadas para evitar acidentes. Com
isso, o rotor foi colocado na cavidade do forno, onde permaneceu parado,
possibilitando que o frasco contendo a amostra e a capa de prote¢cdo com a janela
de visualizacdo, ficasse posicionado em frente a porta do equipamento (Fig. 7).
Ainda, cabe ressaltar que este modo de visualizagdo foi utilizado somente neste
estudo. A poténcia irradiada nesse procedimento foi de 1000 W, sendo esta
irradiacdo imediatamente interrompida no momento da igni¢ao, permitindo, assim, a

observacao do inicio da combustao, seu desenvolvimento e término.
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Figura 7 - Adaptacdo do sistema para a visualizagcdo do processo de combustdo
(cortesia de PIRES, 2014).

Procedimento para Decomposicdo por MIC e Avaliacdo da Solucao

Absorvedora

Para a decomposi¢cado das amostras por MIC, foi avaliado o uso de comprimidos
ou invélucros com um filme de polietileno (com dimensdes de 8 x 8 cm, massa de
aproximadamente 50 mg), sobre o qual foi pesada a amostra. No caso do involucro,
adicionou-se NH4NOs3 (6 mol I-') sob a massa de amostra otimizada, sendo o mesmo
fechado com o auxilio de uma pinga, selado por aquecimento e o excesso de
polietileno removido (massa final de filme de polietileno 10 mg). Por sua vez, os
comprimidos foram preparados por prensagem das amostras através do uso de um
torno morsa de bancada, sendo também adicionado NH4NO3 (6 mol I'') sob a massa
de amostra otimizada. Contudo, é importante enfatizar que sempre tomou-se o
cuidado de manter a mesma forca aplicada na preparacao dos comprimidos.

A massa otimizada foi obtida a partir de estudos prévios que verificaram a
massa maxima de amostra que poderia ser completamente decomposta sem o risco
de um aumento excessivo de pressao durante a etapa de combustdo, garantindo,
assim, a seguranca do operador durante o preparo das amostras (descrito no item
4.6.1).
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Desta forma, o involucro contendo a amostra foi disposto na base do suporte
de quartzo contendo um disco de papel filtro (15 mm de didmetro, 12 mg) umedecido
com 50 pl de NHsNOs (6 mol ). A seguir, foram adicionados 6 ml da solugdo
absorvedora no interior do frasco de quartzo e o suporte com o involucro foi
colocado, entdo, no interior do mesmo com o auxilio de uma haste. Por fim, os
frascos foram fechados, fixados no rotor, pressurizados com 20 bar de O2 por 1 min

e submetidos ao programa de irradiagdo com micro-ondas apresentado na Tab. 2.

Tabela 2 - Programa de irradiacao utilizado para a decomposi¢do das amostras por

combustao iniciada por micro-ondas.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo de permanéncia Exaustéo
1 1400 - 50s Fan 1
2 0 - 1 min Fan 1
3 1400 - 5 min Fan 1
4 0 - 20 min Fan 3*

Taxa de aumento de pressao: 0,8 bar s™!, temperatura maxima: 280 °C e pressao

maxima: 80 bar; *etapa de resfriamento.

Apos o término do programa, as solugdes obtidas foram avolumadas a 25 ml
e as determinacgdes de Br, Cl, F, | e S foram feitas pelas técnicas de determinacao
descritas no item 4.8. Outro parametro avaliado na MIC foi a solu¢dao absorvedora,
para tanto foram estudadas, por meio de ensaios de recuperagao, solucdes de
NH4OH (10, 25, 50 ou 75 mmol I'') ou agua. Os ensaios de recuperagdo foram
realizados por meio da adicdo de 50 pl de solugbes padrdo de Br (28 mg I"), CI
(22400 mg I'"), F (10 mg I'"), | (4,2 mg I'") e S (23800 mg I''), na massa otimizada de
amostra.

A exatiddo também avaliada por meio da decomposi¢ao de 200 mg do RM
NIST 8435 por MIC, e pela presenca deste RM (50 mg) juntamente a matriz da
amostra (300 mg de ovo integral desidratado + 100 pl de NH4NOs3, 6 mol I''). Para
isso, foi utilizado, assim como para as amostras, o filme de polietilieno, como
invélucro e a solucdo absorvedora otimizada a partir dos estudos anteriormente
citados. Apds, a melhor condicdo para a decomposi¢ao das amostras visando a

determinacao de Br, CI, F, | e S foi aplicada para a decomposi¢cao de outros ovos
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integrais desidratados, bem como para suas fragbes (gema ou clara, desidratadas).
No que diz respeito ao procedimento utilizado para a execucado da MIC, ainda cabe
destacar que a massa de papel filtro, a concentracédo e o volume de NH4NO3, assim
como o tempo e a pressdo de O:2 utilizadas foram baseados em trabalhos prévios
(FLORES et al., 2004; BARIN et al., 2014).

Extracdo Alcalina Assistida por Radiagédo Micro-ondas em Sistema Fechado

Primeiramente, para o procedimento de extracdo alcalina assistida por
radiacdo micro-ondas, foram transferidos 350 mg de amostra para frascos de PTFE,
onde, em seguida, foram adicionados 6 ml de solugdgo HTMA (0,11 mol I'') ou
NH4OH (50 mmol I'). A seguir, os frascos foram fechados e submetidos ao

programa de irradiagdo com micro-ondas apresentado na Tab. 3.

Tabela 3 - Programa de irradiagao utilizado na extracao alcalina assistida por

radiacdo micro-ondas em sistema fechado.

Etapa Poténcia (W) Rampa (min) Tempo de permanéncia Exaustao
1 1000 10 - Fan 1
2 1000 - 50 min Fan 1
3 0 - 20 min Fan 3*

Taxa de aumento de pressdo: 0,3 bar s™!, temperatura maxima: 90 °C e presséo

maxima: 40 bar; *etapa de resfriamento.

E importante mencionar que a temperatura de 90 °C, limitada para ambos os
procedimentos de extragcdo assistida por micro-ondas, foi escolhida com o intuito de
evitar riscos de degradacao do reagente HTMA (KNAPP et al., 1998; TAGAMI et al.,
2006). A solucéo obtida apds o término do programa de irradiacdo foi avolumada a
25 ml com agua e as determinagdes dos analitos foram feitas por ICP-MS.

Na Fig. 8 & apresentado um fluxograma com os procedimentos utilizados
neste trabalho para o preparo de amostras de ovo e suas fracdes, para subsequente
determinacao dos analitos.
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Procedimentos utilizados no preparo
das amostras

Extragao alcalina assistida
por radiagao micro-ondas

350 mg Involucros com 100 ou 400 mg
de amostra de amostra, 50 ou 100 pl NH,NO;
| (6 mol I)
6 ml de sol. extratora |
(HTMA 0,11 mol I' ou NH,OH Papel filtro + 50 pl NH,NO,
50 mmol I) (6 mol 1)

|
Programa de aquecimento:

10 min rampa 6 ml de sol. absorvedora (NH,0H (10,

50 min 1000 W 25, 50 ou 75 mmol I') ou agua)
20 min 0 W (resfriamento)

Programa de aquecimento:
50 s 1400 W
1min0W
5 min 1400 W
20 min 0 W (resfriamento)

| |
IC, ICP-MS ou ICP OES

Figura 8 - Representacdo esquematica dos procedimentos avaliados para o preparo

de amostras de ovo integral e suas fragcdes desidratadas para
subsequente determinacdo de halogénios e S por IC, ICP-MS ou ICP
OES.

Determinacdes por IC, ICP-MS ou ICP OES

As solucdes obtidas apds as amostras terem sido submetidas aos diferentes
procedimentos de preparo de amostra foram analisadas por IC para a determinagao
de CI, F- e SO4%, por ICP-MS para a determinagdo de Br e | e por ICP OES para a
determinacao de C, Cl e S. Os parametros operacionais do IC, do ICP-MS e do ICP

OES no momento das analises sao apresentados na Tab. 4.
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Tabela 4 - Parametros operacionais para a determinagao de CI-, F-e SO4? por IC, Br

e |l por ICP-MS e C, Cl e S por ICP OES.

Parametros

Condic¢oes operacionais

Fase estacionaria

Fase movel (mmol I)

Amadnio quartenario em
poli(alcool vinilico)

3,2 Na2COs/ 1,0 NaHCOs3

Vazao da fase mével (ml min-') 0,7
Alca de amostragem (pl) 20
Escala de condutividade do detector (uS cm™) 68
ICP-MS
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1300
Vaz&o de argbnio no tubo externo (I min ) 15,0
Vazao auxiliar de argénio (I min') 1,20
Vaz&o de argbnio do nebulizador (I min-') 1,15
Camara de nebulizacao Ciclbnica
Nebulizador Concéntrico
Cones de amostragem (sampler e skimmer) Pt
Leituras/replicatas 8
Lente ibnica (V) Auto lens “on”
Tempo de aquisicdo dos dados (ms) 50
Isétopo (m/z) 79Br,127]
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Tabela 4 - Continuagao.

ICP OES

Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400 (S, C) e 1600 (CI)
Vazao de argénio no tubo externo (I min ) 12,0
Vazao auxiliar de argénio (I min-') 1,0
Vaz&o de arg6nio do nebulizador (I min-) 1,0
Camara de nebulizacao Duplo passo, tipo Scott
Nebulizador Cross flow
Vista Axial
Comprimento de onda (nm) Cl (134,724)

S (182,034)

C (193,091)

Y (371,030)

Com respeito a calibragado, cabe destacar que esta foi feita por meio do uso
de solugbes preparadas a partir de solugbes estoque de concentragdo de 100 mg |-
(Cl, F e S) e de 10 mg I'' (Br e I). As faixas de calibragdo utilizadas foram de 1 a 10
mg I'"de Cl-e de 10 a 30 mg I'' SO4%> (IC); 0,1a1mgl'deBr,Frede1a3mgl'lI
(IC); 0,001 a 0,01 mg I'" de Br e 0,0001 a 0,001 mg I'"de | (ICP-MS); 1 a 10 mg I de
Cle0,25a10mg ' de S (ICP OES).

A anadlise estatistica dos resultados foi realizada por meio do software
GraphPad Software®, Inc (Instat 3.0). A comparagao de até duas médias foi feita
através do calculo do grau de confianca Student (t), ao nivel de 95%. A comparacgao
de trés ou mais médias foi realizada através da analise de varidncia — ANOVA, para

intervalo de confianca de 95%.

Determinacao de Cl pelo Método Oficial Recomendado pela AOAC

A determinacdo de CI- nas amostras de ovo integral desidratado e suas
fracdes foi também avaliada pelo método oficial (971.27) recomendado pela AOAC,
a fim de comparar com o método otimizado. O procedimento utilizado para a

determinacgao deste analito é baseado em uma titulagao potenciométrica, que utiliza
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uma solugdo de AgNOs (0,08 mol I'') como agente titulante e um eletrodo ion
seletivo de CI- para medir as diferencas de potencial estabelecidas ao longo da
titulagdo (HORWITZ e LATIMER, 2011).

Determinagao do Teor de Carbono Residual

A determinacdo do RCC nas amostras decompostas por MIC foi feita por ICP
OES somente na condicdo otimizada. Para tanto, os digeridos, bem como as
solucdes de calibracao foram, previamente, purgadas com argdnio por 2 min, para a
remogdo do CO2 dissolvido. itrio foi utilizado como padrdo interno, este foi
adicionado as amostras e aos padrées a uma concentragéo final igual a 1 mg I
(GOUVEIA et al., 2001).

Os parametros operacionais do espectrdmetro de emissao optica com plasma

indutivamente acoplado sao apresentados na Tab. 4.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para as
andlises descritas no capitulo 4 (Materiais e Métodos), os quais possibilitaram o
desenvolvimento e avaliacdo dos procedimentos de preparo de amostras de ovo
integral desidratado e suas fracdes para a subsequente determinacdo de ndo metais
por IC, ICP-MS, ICP OES.

A discussao dos resultados encontra-se subdividida em quatro partes
principais. Na primeira delas, serdo apresentados e discutidos o0s parametros
avaliados para caracterizar a amostra fisico-quimicamente. Na segunda parte, seréo
apresentados e discutidos aspectos relacionados aos parametros otimizados para
processo de combustdo das amostras, bem como quantificacdo dos analitos por
técnicas variadas. Num terceiro momento, serdo apresentados os resultados obtidos
pelo método de extracdo e pelo método oficial descrito pela AOAC para, entdo
comparar com o método proposto. Por ultimo, serdo apresentados os resultados
obtidos para a aplicabilidade do método escolhido para ovos integrais, bem como

suas fragdes (clara e gema).
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Caracterizacao Fisico-Quimica das Amostras

As amostras de ovo integral desidratado e de suas fragdes (clara e gema)
foram submetidas a determinacdo do teor de umidade, cinzas, proteina bruta e
gordura, de acordo com o que foi descrito no item 3.5 (Materiais e Métodos). Cabe
destacar que para esta avaliacao foi escolhida amostras de apenas uma empresa de
forma aleatoria. Estes parametros foram avaliados com o intuito de obter
informacdes a respeito do tipo de matriz a ser decomposta por MIC, visto que
matrizes complexas com elevado conteudo proteico e lipidico, podem ser de dificil
decomposicao, inclusive quando utilizado este método de preparo de amostras. Na
Tab. 5 sdo apresentados os resultados obtidos para a caracterizacao fisico-quimica

da amostra de ovo integral desidratado e de suas fragdes (clara e gema).

Tabela 5 - Determinagcao dos teores de umidade, cinzas, proteina bruta e gordura
em amostras desidratadas de ovo integral e suas fragdes (clara e gema)

resultados expressos em % * desvio-padrao, n=3).

Teor Ovo integral Clara de ovo Gema de ovo
Umidade 29+0,2 4,3+0,3 1,4+0,1
Cinzas 40+04 7,0+£1,0 50+0,6
Proteina bruta 394 68 £5 303
Gordura 313 <1 314

Como pode ser observado na Tab. 5, como esperado, os teores de umidade
(1,4 a 4,3%) para as amostras avaliadas foram consideravelmente baixos, visto que
as mesmas foram submetidas a um processo de desidratagao industrial. Além disso,
os teores de cinzas (4 a 8%) também foram consideravelmente baixos, quando
comparados com os teores de proteina bruta (30 a 67%) e de gordura (31%). Ainda,
entre as amostras avaliadas, pode-se verificar uma maior variagao percentual em
relacdo ao teor de proteina bruta, sendo que a clara de ovo desidratada apresentou
praticamente o dobro do valor percentual obtido para as demais amostras. Em
contrapartida, a gema apresentou 30 vezes mais gordura, do que a clara. Além
disso, cabe enfatizar que, possivelmente, parte do valor percentual ndo quantificado

nas amostras avaliadas pode estar vinculado aos carboidratos presentes em ovos.
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Embora ndo representem mais do que 10% do conteudo nutricional presente em
ovos e suas fragées (KOBLITZ, 2011), carboidratos podem estar presentes huma
proporgcao percentual maior, se considerado que juntamente as amostras pode ter
adicionado um ou mais adulterante(s) que tenha(m) na sua constituicdo este
nutriente.

A partir dessas informacoes, pode-se dizer que os constituintes majoritarios
do ovo integral desidratado, na clara, bem como na gema (proteina bruta e gordura)
contribuem para a complexidade da matriz, o que pode limitar a quantidade de
massa de amostra a ser decomposta por MIC.

Adicionalmente, pode-se verificar que de acordo com a Resolugéo 05 de julho
de 1991, que rege o padrdao de identidade e qualidade do ovo integral, os
percentuais de proteina bruta e de gordura ficaram préximos aos limites minimos
estipulados (proteina bruta: min. 40%, lipidios: min. 45%) (BRASIL, 1991). Ainda,
cabe destacar que outros trabalhos descrevem faixas de variagao semelhantes aos
percentuais obtidos para todos os parametros avaliados neste estudo, que incluem
(teor de umidade: 3 a 7%; teor de cinzas: 3 a 6%; teor de proteina bruta: 33 a 84%;
gordura: 0,4 a 54%), quando avaliado ovos integrais e/ou suas fragdes desidratados.
Ademais, sobre as variacbes relatadas na literatura pode-se dizer que,
possivelmente, encontram-se associadas ao tipo de alimentacao, criacdo e raca das
aves (CABONI et al., 2004; American Egg Board, 2006; AYDI et al., 2008; AQUINO
et al. 2008; KOBLITZ, 2011).

Decomposicdo por Combustéo Iniciada por Micro-ondas (MIC)

A MIC foi um dos métodos de preparo de amostras avaliados visando a
posterior determinacéo de Br, Cl, F, | e S em ovo integral desidratado pelas técnicas
analiticas estudadas, tendo em vista que métodos de combustao tém sido aplicados
de forma eficiente para a decomposicdao de alimentos para a subsequente
determinacado de halogénios (COSTA, 2013; MESKO et al.,, 2010b; MESKO et al.,
2014; HARTWIG et al.,, 2014). No entanto, é importante ressaltar que, até o
momento, nao existem relatos na literatura do uso da MIC para a decomposicao de
0vos, cuja matriz € bastante complexa, devido ao seu elevado conteudo proteico e
lipidico, como apresentado no item 5.1. Neste sentido, também cabe enfatizar que &
imprescindivel que a combustdo ocorra de maneira adequada, pois a presenca de
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algumas espécies quimicas, associadas a decomposi¢do incompleta da amostra,
pode ocasionar interferéncias durante a determinacdo dos elementos de interesse
por técnicas como IC, ICP OES e ICP-MS. Como exemplo, pode-se citar a presenca
de carbono nos digeridos durante as analises por ICP-MS. Quando presente huma
elevada concentracdo, o carbono permanece acumulado na interface do
equipamento, implicando na perda de sensibilidade durante a analise, bem como
podem ocorrer interferéncias na ionizacdo dos analitos no plasma (NOBREGA et al.,
2006; GRINDLAY et al., 2013).

As decomposicdes por MIC foram realizadas conforme descrito no item 4.6.3
(Materiais e Métodos). Inicialmente, foi avaliada a forma de introducdo da amostra
no sistema de combustao, onde, primeiramente, foi verificada a possibilidade de uso
de comprimidos obtidos a partir da prensagem das amostras. Como pode ser
observado na Fig. 9, durante a etapa de prensagem das amostras foi observada a
perda de gordura. Esta perda foi observada somente para as amostras com elevado

teor de gordura (cerca de 30%), conforme apresentado no item 5.1.

el

I

Figura 9 - Imagem ilustrativa da perda de gordura durante o preparo do comprimido
de ovo integral desidratado (350 mg), por prensagem (tempo de

prensagem: 30 s).

Diante disso, diferentemente da maioria dos trabalhos relatados na literatura
que utilizaram amostras sélidas na forma de comprimidos, neste trabalho foi

investigada a utilizacao de filmes de polietileno para envolver as amostras, visto que
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0 uso desse material como invélucro € reportado na literatura para envolver
amostras semisélidas, como o mel, bem como outras amostras (COSTA, 2013;
BARIN et al., 2014). A imagem do involucro produzido com a amostra de ovo integral

desidratado encontra-se apresentada na Fig. 10.

Figura 10 - Invélucro contendo 350 mg de ovo integral desidratado e 100 pl NH4NO3
(6 mol I'").

Embora as concentragées de Cl e S, por IC, nas amostras de ovo integral
preparadas tanto na forma de comprimidos, quanto na forma de invélucros nao
tenham apresentado diferenca significativa (teste t Student, p > 0,05), optou-se por
prepara-las na forma de invélucros. Esta escolha foi atribuida ao fato de nao ter sido
feita a determinacao de Br e | nessas amostras até o término desse trabalho, o que
poderia comprometer os resultados desses analitos, considerando que a gordura
perdida durante a prensagem dos comprimidos poderia influenciar na quantificagao
dos mesmo. Além disso, apesar de ser viavel preparar amostras de clara em po, as
quais apresentaram < 1% de gordura, na forma de comprimidos, optou-se por
padronizar uma forma de introducdo da amostra no sistema de decomposicao por
MIC.

Adicionalmente, nos itens a seguir (5.2.1, 5.2.2 e 5.2.3) foram avaliados o
tempo de combustdo, a massa de amostra que poderia ser decomposta por MIC de
forma apropriada, bem como a solugdo mais adequada para a absor¢do dos

analitos.



68

Avaliacdo da Massa Maxima de Amostra Decomposta por MIC

Como mencionado anteriormente, a massa maxima de amostra decomposta
por MIC foi um parametro avaliado durante o desenvolvimento do método para as
amostras de ovo integral desidratado e suas fragcbes. A menor massa avaliada foi
100 mg, para estudos subsequentes a massa utilizada foi aumentada em
incrementos de 50 mg ou 100 mg. No decorrer do estudo observou-se o aspecto das
solucdes obtidas apos decomposicao da amostra, a pressdo maxima atingida no
sistema para cada massa de amostra avaliada, bem como a variagao interna da
pressao do sistema. Esses parametros foram avaliados para que, assim, fosse
determinada a massa maxima de amostra que poderia ser decomposta de um modo
seguro sem que ocorresse um aumento excessivo da pressédo do sistema, uma vez
que a pressao operacional do forno de micro-ondas nao deve ultrapassar 80 bar.

Os resultados obtidos a partir do monitoramento da pressdo maxima atingida
pelo sistema, durante a decomposicao de diferentes massas de amostra por MIC,
bem como os obtidos pelo monitoramento da variagcdo da pressao do sistema sao

mostrados na Fig. 11.

Empressao maxima -a—variagcao de pressao
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Figura 11 - Pressao maxima atingida no sistema e variacao da pressao em funcao
da massa de amostra decomposta por MIC (presséo inicial de oxigénio -
20 bar, n = 3).
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Conforme pode ser observado na Fig. 11, a pressdo maxima atingida no
sistema durante a combustdo de até 300 mg de ovo integral ndo apresentou
diferenca significativa (p < 0,05, teste de Tuckey) com o incremento da massa de
amostra. Além disso, a pressdo maxima atingida foi cerca de 37 bar, o que de
acordo com o fabricante do equipamento ndo oferece risco devido ao excesso de
pressao. Ainda, pode-se observar que mesmo com 0 aumento da massa de
amostra, o aumento da pressdo do sistema em relagado a pressao inicial de O2 nao
foi superior a 20 bar para as massas avaliadas. A partir deste estudo foi possivel
perceber que massas de amostras de até 300 mg podem ser decompostas por MIC
a uma pressao inicial de O2 de 20 bar (Fig. 12). Em contrapartida, sob estas

condicdes, nao foi possivel realizar a combustao de 350 mg de amostra, visto que a

decomposicao foi incompleta.

Figura 12 - Aspecto da solugdo absorvedora e do suporte de quartzo apos a
decomposicdo de diferentes massas de ovo em pdé por MIC com
pressao inicial de 20 bar de O2: 100 mg (A) e (B); 200 mg (C) e (D);
300 mg (E) e (F) e 350 mg (G) e (H).
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Dessa maneira, investigou-se a adicdo de 50 pl e 100 pl de NHsNO3 6 mol I
(mesma solugao de igni¢ao) no interior do involucro da amostra, com o intuito de
avaliar se o mesmo auxiliaria no processo de combustdo. O NH4NO3 € um agente
oxidante, assim, quando adicionado a amostra, poderia tornar a reacdao de
combustdo mais homogénea. Cabe destacar que além do NH4NO3 outros agentes
oxidantes poderiam ter sido utilizados, como Ca(NO3)2, KNO3, Mg(NO3s)2, NaNOs. O
que limita o poder de acdo do agente oxidante sob a ignicdo € a concentracéo e a
poténcia de radiagcdo micro-ondas aplicada durante essa etapa (PEREIRA et al.,
2015). Como pode ser observado na Fig. 13 (A) e (B), com a adi¢cdo de 50 pl de
NH4NO3 6 mol I'' ha presenca de material particulado, tanto na solugdo absorvedora,
guanto no suporte de quartzo — diferentemente do que é mostrado com a adicéo de
100 pl de NH4NO3 6 mol I, onde foi possivel decompor 350 mg de amostra, sem a
presenca de material particulado (Fig. 13 (C) e (D)). A eficiéncia da decomposi¢ao
dessa massa de amostra foi comprovada por meio da determinacdo do RCC nos
digeridos, onde nestas condi¢cdes, as solucdes analisadas apresentaram RCC

abaixo de 25 mg I'' (LD instrumental).
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Figura 13 - Aspecto da solugido absorvedora e do suporte de quartzo apds a
decomposicao de 350 mg de ovo em po, com a adicao de 50 pl (A) e
(B) ou 100 pl de NH4NO3 6 mol I'' (C) e (D), com pressao de O2de 20
bar.

Tendo em vista que foi possivel decompor 350 mg de amostra utilizando
NH4NO3 como um auxiliar de combustdo, foi dado prosseguimento a avaliagdo da
decomposicdo da amostra com o uso de 100 pl de NH4NOs3 (6 mol I'). Entretanto,
ndao foi possivel realizar a decomposicdo de massas superiores a 350 mg.
Possivelmente, isso se deve, em parte, ao aumento do conteudo proteico e lipidico,
associado ao incremento da massa de amostra, o qual acaba por dificultar a

combustao, conforme pode ser visualizado na Fig. 14 (A) e (B).
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Figura 14 - Aspecto da solugéo absorvedora (A) e do suporte de quartzo (B) apos a
decomposicdo de 400 mg de ovo integral por MIC, com 100 pl de
NH4NO3 6 mol I' e pressdo de O2 de 20 bar.

Assim, devido a massa de 350 mg ter sido decomposta de uma forma
eficiente na presenca de 100 pl de NH4NO3 6 mol I-', com baixo RCC (< 25 mg I"),
esta foi selecionada para os estudos subsequentes. Embora a condi¢cdo descrita
acima tenha sido selecionada para estudos posteriores, optou-se ainda por avaliar a
decomposicdao de massas maiores de clara de ovo, em virtude de o teor de gordura
(< 1%) presente nesta fragdo ter sido bastante diferente das demais amostras
caracterizadas fisico-quimicamente. Conforme observado na Fig. 15 (A) e (B), para
massas de amostra de até 450 mg, sem adi¢cdo de nenhum auxiliar de ignigdo, pode

ser decomposta de forma eficiente por MIC.

Figura 15 - Aspecto da solugdo absorvedora (A) e do suporte de quartzo (B) apds

decomposicao de 450 mg de clara de ovo desidratada por MIC.
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Para fins comparativos, avaliou-se ainda a decomposi¢do de 450 mg de gema
de ovo. Na Fig. 16 (A) e (B) € possivel observar que essa massa de amostra néao
obteve o mesmo comportamento verificado para a clara, o que confirma que o teor
de gordura € um dos principais fatores limitante em relagdo a quantidade maxima de

amostra a ser decomposta pelas condi¢des utilizadas na decomposi¢ao por MIC.

Figura 16 - Aspecto da solucao absorvedora (A) e do suporte de quartzo (B) apés

decomposicao de 450 mg de gema de ovo desidratada por MIC.

E importante ressaltar que estes dois tltimos estudos foram realizados com o
intuito de elucidar o porqué foi possivel decompor somente massas de ovo integral e
de gema de ovo inferiores ao do que comumente € citado na literatura
(decomposicdes de 500 a 1000 mg) (COSTA et al., 2013; HARTWIG et al., 2014;
MESKO et al., 2014). Diante disso, cabe destacar que nao foram feitos estudos
adicionais para verificar um limite maximo de clara de ovo possivel de ser
decomposto. No entanto, acredita-se que massas maiores que 450 mg sejam
possiveis de serem decompostas, uma vez que o teor de gordura nessa fragao foi
consideravelmente pequeno.

Cabe destacar que os estudos realizados para avaliagdo da massa maxima
de amostra a ser decomposta por MIC foram feitos sem a etapa de refluxo (etapa 3
do programa de irradiacao utilizado). Além disso, a pressdao maxima utilizada nestes
estudos foi limitada a 20 bar, em fun¢cdo da mangueira disponivel no laboratorio para

pressurizar os frascos com O2 nao permitir exceder a pressao selecionada.
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Determinacao do Intervalo de Tempo da Combustao

Utilizando as condi¢coes descritas no item 4.6.2, foi possivel visualizar o
comportamento e a duragédo do processo de combustao. Neste estudo foi avaliada a
combustdo de 100 ou 350 mg de ovo integral desidratado na presenca de 100 pul de
NH4NO3 6 mol I-1, 20 bar de Oz e 6 ml de 4gua. Com relagao ao tempo de ignigao foi
verificado que ambas as massas de amostras avaliadas levaram cercade 6 £ 2 s, 0
que demonstra que o tempo de ignicao independe da quantidade de massa de
amostra utilizada. Além disso, faixas semelhantes em relagdo ao tempo de ignigéao
sao descritas na literatura para matrizes diversas, como para amostras de coque de
petréleo (7 £ 3 s) e polimeros (4 £ 1 s) (MELLO, 2008; PIRES, 2014). Por sua vez,
com relacédo ao tempo de combustao foi observado que o intervalo foi praticamente
proporcional ao aumento da massa de amostra, sendo que para 100 mg de
amostras a combustdo durou em torno de 11 + 2 s, enquanto que para 350 mg de
amostras na presenca de 100 pl de NH4sNOs 6 mol I'' o intervalo de tempo de
combustdo foi de 29 + 5 s. Essas informagdes sao importantes para definir o
programa de irradiagdo com micro-ondas que sera usado.

Diante disso, a escolha do tempo e da poténcia selecionados para as etapas
1 e 2, apresentadas na Tab. 2 (Materiais e Métodos), foi dada a partir das
observagbes descritas acima, que demonstraram que a queima pode levar de 28 a
42 s, se considerado os desvios-padrao obtidos para o tempo de ignicdo e o
intervalo de tempo de combustdo. Além disso, considerando que a radiagao micro-
ondas nao se distribui de forma homogénea dentro da cavidade do forno, este fator
também deve ser levado em consideracdo na elaboragcdo do programa de
decomposicao.

Por sua vez, o tempo de 5 min a 1400 W, referente a etapa 3 do programa de
irradiacdo apresentado na Tab. 2 (Materiais e Métodos), foi selecionado
considerando que alguns autores demonstraram que para amostras alimenticias
decompostas por MIC e absorvidas em solug¢des levemente alcalinas, uma etapa de
refluxo de 5 min proporcionou melhores recuperagoes para | (cerca de 99%), quando
comparada as decomposicoes feitas sem refluxo (entre 70 e 75%). Além disso, os
autores relatam que foi possivel obter RSDs relativamente baixos (< 4%) nas
condi¢des avaliadas com o uso da etapa de refluxo (MESKO et al., 2010b). Cabe

destacar ainda que no trabalho de Mello et al. (2008) sdo descritos recuperacdes em
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torno de 100% para S, quando avaliada a adicdo de uma etapa de refluxo de 5 min a
1400 W para decompor amostras de coque de petroleo por MIC (MELLO et al.,
2008).

A escolha da etapa de resfriamento, referente a etapa 4 do programa de
irradiacdo micro-ondas, em que foram utilizados 20 min, foi dada de acordo com a
recomendacao do fabricante (Anton Paar GmbH, 2006).

Assim, o programa definido 50 s a 1400 W (etapa de combustao), 1 mina 0
W, etapa de espera para que a combustao das amostras se completasse, sem que
ocorresse evaporagao da solugcao absorvedora, seguido da etapa de refluxo (5 min a
1400 W) e da etapa de resfriamento (20 min a 0 W) foi definido para realizar a
combustdo das amostras.

E importante ressaltar que a combustdo da amostra gerou uma rapida
elevacao da pressao no interior do frasco, a qual foi causada pela rapida liberacéo
dos gases da queima, o que pode ser observado no visor do equipamento. Isso
ocorre porque no momento da combustdo a taxa de elevacao da pressao excede 0,8
bar s'. Como este valor é pardmetro limite, o software informa que um dos
parametros operacionais foi excedido (nesse caso o limite de elevacao da pressao),

0 que pode ser um indicativo de que a combustao ocorreu.

Avaliagado da Solugéo Absorvedora

Apos as condicoes operacionais do sistema de combustdo terem sido
estabelecidas, foram feitos ensaios de recuperagcdo para avaliar a solugdo mais
adequada para a absorcao de halogénios e S liberados apds a decomposi¢ao das
amostras. Neste estudo, foram avaliadas solu¢des de NH4OH (10, 25, 50 € 75 mmol
I") ou dgua. Estas solugbes foram escolhidas tendo em vista que meios levemente
alcalinos, quando utilizados para a absorcdo de halogénios e S, proporcionam a
obtencao de resultados exatos e precisos (MELLO et al., 2008; MESKO et al., 2014;
HARTWIG et al.,, 2014). Além disso, essas solucdes sao compativeis com as
técnicas utilizadas para a determinagado dos analitos, conforme trabalhos relatados
na literatura (MELLO et al., 2008; MESKO et al., 2010b, 2014; HARTWIG et al.,
2014). Para tanto, os ensaios de recuperacao foram feitos com a adicao de
concentragdes conhecidas de Br, Cl, F, | e S aos involucros contendo amostras de

ovo integral desidratado (item 4.6.3 — Materiais e Métodos).
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Para as determinacdes de ClI, F e S foi utilizado um cromatografo de ions. Por
sua vez, para avaliacao das recuperacdes de Br e | ndo foi possivel utilizar este
equipamento, visto que por IC estes elementos ndo foram detectados nas amostras
decompostas nas condic¢oes iniciais avaliadas.

Cabe destacar ainda que, conforme apresentado na Tab. 1, diversos
trabalhos relataram baixas concentracdes de Br e | em ovo integral desidratado, bem
como em suas fragoes.

Diante disso, optou-se por fazer as determinacées de Br e | em um
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado, cuja técnica
possibilita, de uma maneira geral obter, baixos LDs para Br e | entre (0,01 e 0,05 pg I
1 respectivamente) (KNAPP et al., 1998; WANG; JIANG, 2007).

Os resultados obtidos por IC, para avaliagdo das recuperacgdes de CI, F e S,
bem como por ICP-MS para avaliagdo das recuperacdes de Br e |, nas solugdes

absorvedoras estudadas estdo apresentados na Fig.17 (A) e (B).
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Figura 17 - Recuperacdes para EICI, [JF el S, por IC (A) e parall Bre [] | por ICP-
MS (B), em amostras de ovo integral desidratada decompostas por MIC
com 5 min de refluxo, utilizando NH4OH (10 a 75 mmol I-') e agua como

solucao absorvedora (massa 350 mg, n = 3).

Como pode ser observado na Fig. 17 (A) as recuperagdes para Cl, F e S
foram quantitativas para todas as solug¢des avaliadas, uma vez que para Cl as
recuperacgoes variaram de 95 a 103%, e para F e S variaram de 98 a 103% e 93 a
104%, respectivamente. Contudo, com o uso das concentracdes de 25, 50 e 75
mmol I'" de NHsOH, como solucdo absorvedora, os RSDs para os analitos
mostraram-se inferiores (< 5%) aos obtidos quando 10 mmol I-! (cerca de 6%) ou
agua (entre 7 e 8%) foram utilizadas, para absorver Cl e S. Os RSDs para F foram
baixos e néo variaram de forma pronunciada nas diferentes solugdes (2 a 5%). Com
relagcdo as recuperagdes para F cabe salientar que devido a baixa concentragéo
deste elemento nas amostras avaliadas, optou-se por avaliar o comportamento deste
analito a partir da adicao de uma concentragdo conhecida de F na solugdes obtidas
apo6s decomposicao por MIC, que pudessem ser detectadas por IC.

Quanto aos ensaios de recuperacéao para Cl e S, por ICP OES, nas solugdes
absorvedoras de NH4OH (10 a 75 mmol I'") ou dgua foram verificadas recuperacoes
entre 96 e 109% para Cl e entre 91 a 99% para S, com RSDs inferiores a 7%. Além
disso, através da avaliacdo dos resultados obtidos por ICP OES para Cl e S, pelo

teste de Tuckey, ndo foi observada diferencga significativa, a um nivel de 95% de
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confianga, dos valores obtidos para estes elementos por IC. Dessa forma, todas as
solucdes utilizadas foram consideradas adequadas para a absorcédo de Cl, F e S
apo6s a decomposicao da amostras de ovo integral desidratado.

Conforme apresentado na Fig. 17 (B), em relacdo as recuperacbes para Br e
I, pode-se verificar que as solugdées absorvedoras avaliadas também mostraram-se
satisfatorias, visto que para Br as recuperacgdes variaram de 96 a 103% e para | as
recuperacgoes variaram de 97 a 101%. Todavia, somente a partir da concentragao de
50 mmol I foi possivel obter RSDs inferiores a 6%, visto que em NH4OH 10 mmol I
1, NH4OH 25 mmol I e agua foram obtidos RSDs em torno de 10, 8 e 12%,
respectivamente. Cabe enfatizar que no trabalho desenvolvido por Costa (2013), em
que Br e | foram determinados em amostras de méis, em baixas concentracoes, foi
relatado comportamento semelhante aos observado neste trabalho, onde menores
RSDs (< 6%) foram obtidos a partir do uso de solugbes de NH4OH 50 mmol I
Dessa maneira, as solugdes utilizadas com concentragdes a partir de 50 mmol |
foram consideradas adequadas para a absorcao de Br e | apds a decomposicao por
MIC.

Embora as solucdes absorvedoras estudadas para Br, Cl, F, | e S tenham
apresentado recuperagoes que indiquem ser uma possibilidade de uso para manter
os analitos absorvidos em seus respectivos meios, estes resultados nao podem ser
considerados isoladamente, visto que o pH da solu¢cdo absorvedora, apos a
decomposicao das amostras, influencia na estabilidade do analito no meio. Com
isso, apdés decomposi¢cao das amostras por MIC, o pH das solu¢des absorvedoras foi
determinado, onde foi verificada uma variacao entre 2,0 e 8,0. Os menores valores
de pH observados referem-se as solugdes obtidas apdés a decomposicdo da
amostras utilizando agua (2,0) e NH4OH 10 ou 25 mmol I'' (2,0 a 3,0) como solugéo
absorvedora, enquanto que para as demais solugdes o pH manteve-se entre 7,0 e
8,0. Assim, o pH da solucdo obtida quando foram utilizadas agua ou solucao de
NH4OH (10 ou 25 mmol I'') pode ser um indicativo de que em algumas situagdes os
halogénios ndo possam permanecer absorvidos estaveis nessas solugdes, devido
ao meio acido favorecer a formacéo de espécies volateis com os halogénios (HX ou
X2) (KNAPP et al., 1998; GELINAS; KRUSHEVSKA; BARNES,1998; AL-AMMAR;
REITZNEROVA; BARNES, 2001; FECHER; GOLDMANN; NAGENGAST, 1998;
PEREIRA et al., 2009).
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E importante ressaltar ainda que outros autores (HARTWIG et al., 2014) em
que amostras de camardao foram decompostas por MIC para a posterior
determinacdo de Br e | numa faixa de concentragao variada (Br: 28 a 320 mg kg'™; I:
1 a 40 mg kg™, relataram recuperagdes inferiores a 60% para estes elementos,
quando utilizado a solugdo de NH4OH 25 mmol I-', o que reforga que as solugdes
absorvedoras de NH4OH 10 ou 25 mmol I'' ou 4gua podem néo ser uma alternativa
viavel. Além disso, estas observacbes estdo de acordo com alguns trabalhos na
literatura que mencionam que meios alcalinos possibilitam a formacdao de compostos
ndo volateis com os halogénios (KNAPP et al., 1998; GELINAS; KRUSHEVSKA;
BARNES,1998; AL-AMMAR; REITZNEROVA; BARNES, 2001; FECHER;
GOLDMANN; NAGENGAST, 1998; PEREIRA et al., 2009).

Para avaliar a exatiddo do método proposto o RM de leite integral em po
(NIST 8435) foi decomposto por MIC usando a solugdo de NH4OH 50 mmol I,
conforme descrito no item 3.4 (Materiais e Métodos). Com relagcdo ao RM utilizado,
cabe salientar que este foi escolhido em vista de ser o que apresentou
caracteristicas mais semelhantes da amostra de ovo integral desidratado, visto que,
este RM é constituido de 3,5% de umidade, 5,9% de cinzas, 26% de proteina e 21%
de gordura, conforme descrito no material disponivel deste RM no site da NIST
(www-s.nist.gov). O RM NIST 8415 (ovo integral desidratado), que foi avaliado em
alguns trabalhos apresentados na Tab. 1 ndo pode ser usado neste estudo, em
funcado deste néo estar disponivel para aquisicdo durante o desenvolvimento do
mesmo.

Os resultados apresentados na Tab. 6, referentes as determinacdes de Cl e S
no RM por IC e Br e | no RM por ICP-MS, apds decomposicédo por MIC, mostraram
concordancias como os valores de referéncia para Br de 95%, para Cl de 102%,
para | de 103% e para S de 97%, o que indica que o método proposto apresenta
adequada exatidao. Além disso, considerando que o RM nao apresenta uma matriz
totalmente semelhante a da amostra, fez-se um estudo adicional com o intuito de
verificar a exatidao. Para tanto, foi feita a decomposicao por MIC de cerca de 50 mg
do RM misturado com a amostra de ovo integral (300 mg), utilizando NH4OH 50
mmol I'" como solugdo absorvedora. Determinagdes de Cl e S foram feitas por IC e
Br e | por ICP-MS. A partir desta avaliacado, foram obtidas recuperacoes de 95 + 2%
para Br, 107 £ 4% para Cl, 95 + 1% para | e 109 + 3% para S, confirmando que essa

solucado é adequada para a absorgédo dos analitos apds a decomposi¢cao de ovo por
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MIC e subsequente determinagdo por IC ou ICP-MS. Cabe destacar que néo foi
possivel fazer a determinacdao de F no RM NIST 8435, pois a concentragdao esteve

abaixo do LD do método desenvolvido.

Tabela 6 - Determinacéo de Br, Cl, F, | e S no RM NIST 8435 (Whole milk powder),
por IC ou ICP-MS, apdés decomposi¢do por MIC, utilizando NH4OH 50
mmol I-', como solugdo absorvedora (resultados expressos em mg kg™ +

desvio padrgo, n=3).

Analito Valor encontrado Valor de referéncia
Br 19+0,7 20+£10

Cl 8563 + 343 8420 £ 440

F <441 0,17

I 24 +£0,1 23104

S 2574 +77 2650 + 350

* valor somente informado

ApoOs a escolha da solucdao absorvedora mais apropriada para a absorcao de
Br, Cl, | e S, a amostra de ovo integral desidratado foi decomposta por meio da MIC
utilizando como solucao absorvedora NH4OH 50 mmol I, sendo os teores de Cl e S
quantificados por IC, e os teores de Br e | quantificados por ICP-MS.
A concentracao de Cl e S encontrada na amostra analisada foi de 6049 + 242 e 6767
+ 203 mg kg™, respectivamente. Os RSDs para ambos os analitos ficaram entre 3 e
4%, o que indica que o método apresenta boa precisdo. Por sua vez, para Br e |
foram obtidas concentracdes bastante inferiores as verificadas para Cl e S, sendo
obtidas concentragcbes de 5,29 + 0,21 e 0,66 + 0,03 mg kg' para Br e |,
respectivamente. Assim como para Cl e S, os RSDs obtidos foram entre 4 e 5%,

indicando, também, boa precisao.
Extracao Alcalina Assistida por Radiagdo Micro-ondas em Sistema Fechado
A extracao alcalina assistida por radiacao micro-ondas em sistema fechado foi

um dos métodos de preparo de amostras avaliados visando, inicialmente, a

determinacado de Br e | em ovo integral desidratado por ICP-MS. Esse método foi
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avaliado, tendo em vista que a extracdo é uma das formas de preparo de amostras
mais utilizadas visando a posterior determinacdo de halogénios (MARTINS et al.,
2002; BATISTA et al., 2009; CAMPILLO, et al., 2010). Para tanto, amostras de ovo
integral desidrato foram submetidas ao procedimento de extracédo alcalina assistida
por radiacdo micro-ondas em sistema fechado e utilizando duas solugoes: solugao
de HTMA 0,11 mol I', cuja escolha encontra-se pautada em estudos anteriores
(MESKO et al., 2010b; HARTWIG, 2014), e solucdo de NH4OH 50 mmol I!, tendo
em vista que esta foi a solugdo otimizada para a absorgdo dos analitos por MIC. A
extragcdo foi realizada conforme o procedimento descrito no item 4.7 (Materiais e
Métodos).

Na Fig. 18 (A) e (B) podem ser observadas as solu¢des obtidas apos a
amostra de ovo integral desidratado ter sido preparada por extragdo alcalina

assistida por radiagdo micro-ondas, utilizando as diferentes solugdes alcalinas.

Figura 18 - Aspecto das solugbes obtidas por extragdo alcalina assistida por
radiagcdo micro-ondas em sistema fechado usando 350 mg de ovo
integral desidratado, e HTMA 0,11 mol I-' (A) e NH4OH 50 mmol I-' (B).

Com base na Fig. 18 (A) pode-se perceber que ao utilizar HTMA 0,11 mol I
ou NH4OH 50 mmol I' (Fig. 18 (B)) na extragdo das amostras foram obtidas

solugcdes com coloragdes visualmente semelhantes. Comportamento parecido foi
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verificado no trabalho desenvolvido por Hartwig (2011) que demonstrou que nao
houve mudanca na coloragdo para as mesmas solugoes extratoras utilizadas neste
trabalho, quando estas foram usadas para extrair Br e | em camarao e suas fragoes.

Com relacédo aos resultados obtidos para Br e | foi verificado que utilizando
HTMA 0,11 mol I'' a concentragdo de Br foi menor que o LD (12,0 mg kg™), o que
esta associada, possivelmente, a contaminacdo do HTMA com este analito, uma vez
que os brancos foram em torno de 6,61 pg I''. Usando NH4OH 50 mmol I! foi
verificada uma concentragdo de Br de 3,68 + 0,14 mg kg!, com RSD em torno de
4%. Cabe ressaltar que esta concentracdo representou cerca de 66% da
concentracgdo obtida para Br (5,29 mg kg') quando utilizado a MIC como preparo de
amostras e NH4OH 50 mmol I-' como solugéo absorvedora, o que € um indicativo de
que a solucdo de NH4OH 50 mmol I-', possivelmente, ndo extraiu todo o Br presente
na amostra.

Embora testes adicionais ndo tenham sido feitos, provavelmente com o
aumento da concentragdo dessas solugdes e/ou aumento do tempo de contato entre
as solucdes extratoras e a amostra seriam alternativas a serem avaliadas para
possibilitar uma melhor extragcédo de Br.

A concentracgédo de |, quando utilizado HTMA 0,11 mol I também foi menor
que o LD (2,30 mg kg), enquanto que quando utilizado NHsOH 50 mmol I'! a
concentracgao de | foi de 0,310 + 0,220 mg kg™!, com um RSD de cerca de 71%, o
qgue indica que a extracdo com esta solucao alcalina ndo ocorreu de forma completa
e homogénea.

Com relacao ao teor de carbono, vale salientar que este é elevado apos a
extracdo com solugbes alcalinas, visto que neste método nao ocorre a
decomposicdo da matriz da amostra, com a conversao da matéria organica em CO2
e H20, como ocorre em outros sistemas de decomposi¢cdo de amostras, como 0s
baseados nos métodos de combustdo (FLORES et al., 2007). Dessa maneira, foi
necessaria a realizacdo de diluicbes (de no minimo 20 vezes), previamente as
analises por ICP-MS.

Diante dos resultados obtidos para Br e |, bem como do fato de que estas
solucdes apresentaram um elevado conteudo de carbono e outros interferentes
dispersos na solucao extratora, optou-se por nao avaliar as concentracoes de CI, F e
S por IC, principalmente para evitar possiveis danos a coluna cromatografica.
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Comparacéo entre os Diferentes Procedimentos de Preparo de Amostras

Embora o procedimento de preparo de amostras envolvendo a extragcdo
alcalina tenha possibilitado a determinacdo de Br e |, por ICP-MS, este ndo se
mostrou totalmente adequado para a determinagcdo destes analitos, conforme
apresentado e discutido anteriormente. Contudo, considerando que nao foi viavel
avaliar as suas potencialidades neste trabalho, & possivel descrever algumas
vantagens oferecidas por este método, quando comparado a outros métodos de
extracdo, como reducado do tempo necessario para o aquecimento e uso de solugdes
diluidas no preparo de amostras, visto que este método utiliza radiacdo micro-ondas,
0 que auxilia no processo de extracdo dos elementos de interesse. Além disso, 0
procedimento de extracdo envolve o uso de um sistema fechado, o que evita perdas
e contaminacdes, durante o preparo das amostras (NOBREGA et al., 2006).

Em contrapartida, quando comparado com a MIC, este sistema apresenta
algumas desvantagens como tempo de preparo de amostras relativamente maior e
elevado conteudo de carbono, visto que ndo ocasiona a oxidagdo da matéria
organica das amostras. Dessa maneira, por possibilitar a obtencao de baixos RCCs
e 0 uso de solugdes diluidas, a MIC permite que as solugdes obtidas sejam
adequadas para determinacao de analitos por diversas técnicas analiticas. Ademais,
a MIC também possibilita a utilizacdo de um sistema fechado, evitando, assim,
perdas por volatilizacdo e contaminagdes. Ainda, vale salientar que a MIC teve sua
exatiddo comprovada para Br, Cl, F, | e S por meio de ensaios de recuperagéo e
pela decomposi¢do do RM NIST 8435.

Diante disso, levando em consideracdo as vantagens da MIC frente a
extracdo assistida por radiacdo micro-ondas, € importante ressaltar que a MIC
mostrou-se mais adequada para o preparo de amostras de ovo integral desidratado,
visando a posterior a determinacdo de halogénios e S, por diversas técnicas

analiticas.

Brancos e Limites de Deteccéao

O caélculo dos limites de deteccdo dos diferentes métodos avaliados foi
realizado por meio de um método sugerido pelo Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO) que, utiliza o branco da amostra para a
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obtencao do LD. A equacgédo do método é apresentado na Eq. 1, onde, x € a média
das medidas do branco da amostra; t € um fator numérico oriundo da distribuicdo de
Student, que depende do nivel de confiangca exigido e do numero de graus de
liberdade (n - 1), geralmente, o mesmo € igual a 3; e s € o desvio padrédo de no
minimo 7 medidas do branco da amostra (INMETRO, 2010). Cabe destacar que no
presente trabalho, o desvio padrao foi calculado a partir dos valores encontrados
para 10 medidas do branco da amostra, uma vez que este se trata do procedimento

comumente adotado.

LD=X+tn-1,1-a0XS (1)

Posteriormente a obtencao dos LDs, onde se utilizou um t igual a 3, fez-se a
conversao dos mesmos considerando a afericdo, a massa de amostra e as diluigdes,
quando necessarias. Assim, os resultados obtidos para os LDs de cada método sao

apresentados na Tab. 7.
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Tabela 7 - Limites de deteccéao obtidos por ICP-MS, IC, ICP OES e AOAC ap6és os diferentes métodos de preparos de amostras.

Método de preparo de amostras e

Técnica de

Limite de detecgdo (mg kg™)

solugao utilizada determinagao Br Cl F | S
Extracao alcalina assistida por
radiacao micro-ondas ICP-MS 12,0 nd nd 2,30 nd
(HTMA 0,11 mol I'")
Extracao alcalina assistida por
radiacdo micro-ondas ICP-M3 0,282 nd nd 0,021 nd
(NH4OH 50 mmol I1)
MIC

ICP-MS 0,039 nd nd 0,015 nd
(NH4OH 50 mmol I")
MIC

IC 9,34 42,6 44 1 58,8 39,2

(NH4OH 50 mmol I-)
MIC

ICP OES nd 0,011 nd nd 0,001
(NH4OH 50 mmol I")

Titulagao
AOAC nd 79,0 nd nd nd

potenciométrica
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Como pode ser observado na Tab. 7, os LDs obtidos para Cl e S, por IC,
foram de 42,6 e 39,2 mg kg™, respectivamente. E importante enfatizar que, em vista
de terem sido elevadas as concentracdes de Cl e S nas amostras, sempre foi
possivel quantificar as concentracbes desses elementos nas mesmas. Além disso,
os fatores de diluicdo (FDs entre 8 e 30 vezes) utilizados na determinacdo desses
elementos por IC garantiram a quantificacdo dos mesmos sem a presenca de
interferentes. No entanto, tendo em vista que um estudo inicial (Fig. 19 A)
demonstrou que se uma amostra for analisada sem nenhuma diluicdo a
condutividade detectada, durante a analise, excede o valor maximo de trabalho
permitido (65 pus cm') para Cl (tempo de retencéo, Tr, entre 9 e 10 min) e para SO4%
(Tr, entre 26 e 29 min), foi considerado um FD de 5 vezes no calculo do LD desses

analitos para garantir que isso nao ocorresse (Fig. 19 B).
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s
Cloreto 13.005
Sulfato 30.910

Condutividade pS cm
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Figura 19 - Cromatograma referente a determinacdo de CI- e SO4? por IC sem diluir
(A) e diluindo 5 vezes (B) a amostra, apos decomposicédo de 350 mg de
amostra + 100 ul NH4NOs3 (6 mol I'1).

No caso do F foi obtido um LD de 44,1 mg kg™ por IC, sendo este obtido
através de um estudo de interferéncia, visto que nao foi possivel quantificar este
elemento na amostra utilizada para realizar a otimizacdo do método. Na Fig. 20 é
possivel verificar que proximo ao pico de F, de Tr entre 6 € 7 min, um interferente
estava sendo eluido no Tr entre 7 e 8 min, interferindo na resolu¢cdo cromatografica

deste elemento.
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Figura 20 - Cromatograma obtido para a determinacdo de F por IC, apos
decomposigao de 350 mg de amostra + 100 pl NHsNO3 (6 mol I-1) (A)

e ampliacdo da imagem A, referente aos picos de F-e do interferente

(B).

Com este estudo foi possivel verificar, através da adigdo de 0,5 mg I'' de F
nas solugdes de NHsOH 50 mmol I'! obtidas apds a decomposicdo das amostras de
ovo integral desidratado por MIC, que uma diluicdo de 20 vezes garantiu uma

recuperacao de 106% do analito. Diante disso, observou-se que com esta diluicdo a
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interferéncia era reduzida significativamente e, desta forma, este fator de diluicao foi
considerado no célculo do LD.

Com relagdo aos LDs obtidos, por ICP OES, para Cl (0,011 mg kg') e S
(0,001 mg kg"), cabe mencionar que estes foram menores que os obtidos por IC, o
que era esperado, uma vez que se tratam de técnicas com sensibilidades diferentes
(MELLO et al., 2013). Pereira et al. (2009) descrevem LDs de 12 mg kg para Cl e
de 5 mg kg para S, para amostras de petroleo extra pesado preparado por MIC,
com determinacéo por ICP OES (PEREIRA et al., 2009).

Com relagéo aos LDs obtidos para Br (9,34 mg kg') e | (58,8 mg kg™") por IC,
pode-se verificar que estes foram consideravelmente maiores, quando comparado
aos obtidos por extracao alcalina ou por MIC com determinagao por ICP-MS, o que,
era esperado, visto que se tratam de técnicas de determinacdo com sensibilidade
diferentes (MELLO et al., 2013).

Ainda, sobre os LDs obtidos para Br, F e |, vale mencionar que estes foram
calculados a partir de leituras do primeiro ponto da curva de calibracao diluido, visto
gue a concentracdo dos mesmos nhao foi possivel ser obtida através da leitura dos
brancos. A diluicao utilizada para cada elemento foi realizada considerando um fator
de diluicdo anterior a verificacdo do ruido do equipamento. E importante enfatizar,
conforme apresentado na Fig. 21, que adicionando uma concentragdo conhecida de
Br, F e | numa amostra decomposta por MIC, absorvida em NH4OH 50 mmol I-!, Br,
F-e |- foram identificados, o que indica que a solugdo absorvedora foi adequada para

estes elementos também para as determinagdes por IC.
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Figura 21 - Cromatograma obtido para a determinacgéo de Br-, Cl, F-, I- e SO4? por
IC, ap6s decomposicdo 350 mg de amostra + 100 pl NHsNOs (6 mol 1)
e adigdo de uma solugdo multielementar conhecida (F-e Br: 0,5 mg I'"; I

:2mg ).

Apesar de até o momento a MIC nao ter sido utilizada para o preparo de
amostras alimenticias visando a posterior determinagcdo de halogénios e S por IC,
existem varios trabalhos na literatura que relataram o uso da MIC para
decomposicado de outras matrizes visando a determinagédo destes elementos por IC
(BARIN et al., 2014). Com relagdo aos trabalhos que avaliaram Br, Cl, F e |, de
forma sequencial, sdo mencionados, para massas de amostras de aproximadamente
500 mg, LDs em torno de 2,5 mg kg™, 0,95 mg kg, 0,30 mg kg' e 2,7 mg kg™,
respectivamente (MESKO et al., 2008; PEREIRA et al., 2010). Por sua vez, para S é
relatado um LD de 8,0 mg kg' para amostras de petroleo extra-pesado (500 mg)
(PEREIRA et al., 2009). Embora estes LDs sejam bastante inferiores aos obtidos
neste trabalho, € importante ressaltar que a massa de amostra utilizada, o tipo de
matriz, a solugado absorvedora, as condi¢gbes operacionais do cromatdgrafo de ions,
e, ainda, os fatores de diluicdo oriundos dos estudos de interferéncias para F,
levados em consideragcdo no calculo do LD, influenciam consideravelmente nestes
valores.

O limite de detecgao obtido para Br e | apds a extracao alcalina assistida por
radiagdo micro-ondas utilizando a solugdo de HTMA 0,11 mol [ foi

consideravelmente maior ao obtido para a solugdo de NH4OH 50 mmol I-'. Os
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valores de LDs observados quando o HTMA foi utilizado estdo diretamente
relacionados com os valores de brancos obtidos, os quais foram elevados para Br
(6,61 ug I'") e 1 (0,989 pg I'"), o que indica que o reagente usado apresentou um grau
de impureza significativo de Br e |. Isso pode estar associado, em parte, ao fato
deste reagente ser de dificil purificacdo. Além disso, comparando os LDs obtidos
para Br e |, por ICP-MS, apds preparo por diferentes métodos, pode-se observar que
0s maiores LDs sdo para as amostras que foram preparadas utilizando o
procedimento de extragdo, onde toda a matriz da amostra permaneceu presente nas
solucbes a serem analisadas, o que, por sua vez, ocasiona em teores de carbono
dispersos em solucéo elevados, fazendo com que seja necessaria a realizacao de
diluicées (de no minimo 20 vezes) previamente as determinacgdes.

Diferentemente do que foi observado para as extragdes alcalinas, para a MIC,
foram obtidos baixos LDs tanto para Br, quanto para |. Os baixos LDs obtidos para o
meétodo proposto estdao diretamente relacionados ao fato de nao ter sido necessaria
a realizacao de dilui¢des nos digeridos previamente as analises, devido a eliminagcao
da fragdo orgénica da amostra e o uso de solugdes diluidas, o que ocasionou
valores praticamente desconsideraveis para os brancos (inferiores a 0,420 pg I
para Br e 0,248 ug I'' para 1). Na literatura, para amostras alimenticias, onde cerca
de 500 mg foram decompostas por MIC, LDs para Br entre 0,010 e 0,120 mg kg' e
para | entre 0,0007 e 0,010 mg kg™', considerando que os analitos foram absorvidos
em solugdes alcalinas diluidas e as determinacdes feitas por ICP-MS (MESKO et al.,
2010b; COSTA, 2013; HARTWIG et al., 2014; MESKO et al., 2014). Desta forma,
pode-se constatar que os LDs obtidos para Br e |, neste trabalho, estao
compreendidos na faixa de concentracdao reportada na literatura. Cabe destacar
ainda que o LD obtido para | (0,015 mg kg-') no método otimizado ¢ semelhante ao
LD obtido para | (0,010 mg kg') no trabalho desenvolvido por Gélinas, lyengar e
Barnes (1998), que prepararam amostras (200 - 500 mg) do RM NIST 8415 (Whole
Egg Powder) por combustdo em sistema aberto e dindmico (Trace-O-Mat®),
utilizando como solucdo absorvedora CFA-C 5% (v v') (GELINAS; IYENGAR;
BARNES, 1998).

Por ultimo, cabe salientar que o LD para Cl, por titulagdo potenciométrica, foi
de 79,0 mg kg™', este valor foi obtido considerando uma gota (0,02 ml) da bureta
utilizada para titular as amostras e uma diluicado de 12 vezes, visto que com este

volume foi obtido o ponto de equivaléncia para CI.
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Determinacao de Br, ClI, F, 1 e S em Ovo Integral Desidratado e suasFracdes

(Clara e Gema) de Diferentes Origens

O método proposto, que envolve a decomposicdo das amostras de ovo
integral desidratado e suas fragées por MIC para subsequente determinacao de CI, F
e S por IC e Br e | por ICP-MS, foi aplicado a ovos integrais desidratados, claras e
gemas desidratadas de diferentes origens. Além disso, a determinacdo de ClI,
realizada pelo método recomendado pela AOAC, foi feita para uma amostra ovo
integral, clara e gema. As amostras avaliadas, incluem, uma amostra oriunda de
uma empresa do Rio Grande do Sul e duas amostras de empresas oriundas do
estado de Sao Paulo, estas foram identificadas aleatoriamente como amostras A, B
e C. Na Tab. 8 sdo mostradas as concentracdes de Br, Cl, F, | e S obtidas nas
diferentes amostras apos a aplicagdo do método proposto (MIC-IC ou MIC-ICP-MS),

bem como para a determinacgéo de CI pelo método recomendado pela AOAC.
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Tabela 8 - Concentracao de Br, CI, F, | e S nas diferentes amostras de ovo integral e suas fragées (resultados expressos em mg

MIC-ICP-MS MIC-IC MIC-IC MIC-ICP-MS MIC-IC AOAC
Amostra A Br Cl F I S Cl
Ovo integral 5,29 + 0,21 6049 + 242 <441 0,660 + 0,033 6767 + 203 6045 + 58
Clara de ovo 16,0 £ 0,6 14073 + 563 <441 0,150 £ 0,007 14555 +437 13967 £+ 140
Gema de ovo 2,53+0,10 3978 + 159 <441 1,47 £ 0,07 3898 + 117 3861 + 38
Amostra B
Ovo integral 4,59 £ 0,18 5886 + 235 <441 1,60 £ 0,08 6248 + 187 nd
Clara de ovo 7,10 £ 0,28 11127 £ 445 <441 0,260 £ 0,013 13388 + 401 nd
Gema de ovo 250+0,10 3817 £ 153 <441 1,30 £ 0,06 3741 £ 112 nd
Amostra C
Ovo integral 5,19+£0,20 7284 + 291 <441 1,37 £ 0,07 7726 £ 232 nd
Clara de ovo 6,11 +£0,24 13073 £ 522 <441 0,190 £ 0,009 14043 £ 421 nd
Gema de ovo 2,86 + 0,11 4136 + 165 <441 2,28 + 0,11 4157 £ 125 nd
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Com relacao aos resultados apresentados na Tab. 8, pode-se perceber que a
concentracdo de F em todos os ovos integrais desidratados, bem como em suas
fracdes avaliadas esta abaixo do LD do método desenvolvido. Adicionalmente, vale
salientar que, até o presente momento, existe apenas um trabalho relatado na
literatura que tenha determinado F, porém somente em po de casca de ovo
(SCHAAFSMA et al., 2000). Em contrapartida, por meio do método proposto, foi
possivel determinar as concentragdes de Br, Cl, | e S nas amostras de ovos e suas
fracoes.

De acordo com os resultados, os minerais mais abundantes, bem como que
apresentaram uma maior variagdo em relagcdo a concentracdo foram o Cl (3978 a
14073 mg kg') e o S (3898 a 14555 mg kg'). Possivelmente, isso encontra-se
associado ao tipo de ragado, criacdo e raca da poedeira (AQUINO et al., 2008;
CEDRO et al., 2010; KOBLITZ, 2011). Cabe ressaltar que Cl e S estao entre os
minerais considerados mais importantes nas racdes de aves, visto que sao
adicionados em maiores quantidades em ragdes. Estes minerais possuem elevada
relevancia para o organismo de poedeiras, visto que participam de processos
metabodlicos, hormonais e/ou enzimaticos. Além disso, sao importantes na
manutencdo do balango acido-basico (pH) do sangue, na pressao osmoética e
balanco da agua corporal (ARAUJO et al., 2008).

Levando-se em consideragdo somente as concentragbes obtidas nas fragoes
de ovos, pode-se observar que Br, Cl e S encontram-se majoritariamente
distribuidos na clara, enquanto o | € o Unico mineral que se encontra presente,
predominantemente, na gema. Provavelmente, a constituicdo quimica de cada
fracao tenha uma consideravel contribuicdo neste tipo de distribuicao.

Segundo Koblitz (2011), uma fonte de S, presente na clara, € a proteina
ovalbumina, a qual é constituida por grupos sulfidrila (KOBLITZ, 2011). Neste
sentido, cabe considerar que o Cl, além de presente na forma inorganica,
possivelmente esta ligado a compostos organicos na clara, como, por exemplo, com
algumas proteinas. Quanto ao |, vale ressaltar que este mineral € adicionado a ragéo
na forma de um sal combinado a compostos organicos, o que indica que este analito
esteja presente na forma de um mineral (ARAUJO et al., 2008). Além disso,
considerando-se que por a gema possuir um consideravel teor de proteina e de
gordura, acredita-se que este possa também estar associado a um ou mais

nutrientes.
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Quanto ao Br e ao F, cabe mencionar que, embora ndo tenham sido
encontrados trabalhos que associem esses minerais a ragdes de poedeiras e/ou
ovos e suas fragdes, presume-se que o que foi discutido para os demais elementos
sirva também para estes elementos.

Em relagcédo aos resultados obtidos para Cl, pelo método oficial recomendado
pela AOAC, vale ressaltar que a maior concentracdo deste elemento foi obtida na
clara (13967 + 140 mg kg'), assim como ocorreu na determinagédo de ClI por IC e
preparo das amostras por MIC. Em relagdo aos RSDs pode-se verificar que estes
foram em torno a 1%. Quando comparado os resultados obtidos para CI por MIC-IC
com os verificados pelo método oficial, concordancias em torno de 101% foram
obtidas para as amostras de ovo integral desidratado, clara e gema avaliadas.
Diante disso, além do procedimento MIC-IC ter tido sua exatiddao comprovada
através de ensaios de recuperacgao e avaliagao do RM, a avaliagao feita pelo método
oficial da AOAC também comprovou que os resultados obtidos para Cl por MIC-IC
sdo exatos.

Quando comparado os resultados obtidos para Br, ClI, F, | € S com o que é
descrito na literatura para diferentes amostras, Rose et al. (2001) descrevem que
ovos integrais apresentaram em torno de 2,60 mg kg' de Br, sem mencionar
detalhes se estes eram frescos ou desidratados (ROSE et al., 2001). Este relato é
diferente das concentragdes obtidas para Br (entre 4,59 e 5,29 mg kg™') neste estudo
para ovos integrais desidratados. Quanto a concentracao de Cl, Zikovsky e Soliman
(2002) mencionam que em ovos cozidos foi verificado uma concentracao de Cl de
cerca de 1397 mg kg'!, o que também foi inferior a faixa de concentragao verificada
para o Cl em ovos integrais (5886 a 7284 mg kg") (ZIKOVSKY e SOLIMAN, 2002).
Neste caso, além de se tratar de uma amostra in natura, acredita-se que em funcao
de os ovos terem sido cozidos, possivelmente, este mineral possa ter sido lixiviado
durante processo de cocg¢ao. Por sua vez, em relagdo a concentracdo de F, o
trabalho desenvolvido por Schaafsma et al. (2000) descrevem que em pd de casca
de ovo foi verificado um teor em torno de 3,75 mg kg' deste elemento
(SCHAAFSMA et al., 2000).

Com relagdo as concentragcbes de |, mais estudos foram reportados na
literatura para este mineral em ovos integrais e suas fragées (ROSE et al., 2001;
ZICKOVSKY e SOLIMAN, 2002; DAHL et al.,, 2003; HALDIMANN et al, 2005;
TRAVNICEK et al., 2006; DUSOVA et al., 2012). Em ovos integrais foi obtida uma
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faixa de concentracdo para | de 0,450 a 1,63 mg kg™'. Para a clara de ovo foram
descritas concentragdes entre 0,219 e 1,66 mg kg™' de |, enquanto que para a gema
de ovo foram citadas concentragées entre 0,900 e 1,41 mg kg-'. Neste trabalho, a
faixa de concentracdo obtida para | em ovos integrais foi de 0,660 a 1,66 mg kg™, e
para a clara e gema de ovos foi entre 0,150 e 0,260 mg kg' e 1,30 e 2,28 mg kg™,
respectivamente. Considerando-se que a maioria dos autores hdo mencionam se as
amostras avaliadas eram desidratadas ou in natura, considera-se que os valores
obtidos, para as diferentes amostras, foram relativamente semelhantes ao descritos
na literatura.

Por ultimo, para o0 S é mencionado uma concentracdo em torno de 28750 mg
kg! quando avaliado a membrana interna e externa da casca de ovos, bem como é
relatado uma concentracdo de cerca de 2155 mg kg-' quando avaliado cuticula de
ovos (WEDRAL; VADEHRA; BECKER, 1974). Cabe salientar que em ovos cozidos &
relatada uma concentragcdo menor que o LD do método descrito pelos autores (LD <
3000 mg kg') (ZIKOVSKY e SOLIMAN, 2002). Neste estudo, para ovos integrais
desidratados foi verificado concentracées maiores do que a quantificada por
Zikovsky e Soliman (2002).

Dentro desse contexto, tendo em vista as variadas concentragdes obtidas,
principalmente para Cl e S, nas amostras de ovo integral e suas fragdes, bem como
pela relevancia destes minerais para o organismo, torna-se imprescindivel
determinar a concentragdo destes elementos em ovos, claras e gemas. Especial
atencao deve ser dada a determinacao de Br, visto que este analito ndo apresenta
funcao fisiologica totalmente conhecida, sendo verificado, principalmente, para clara
de ovos uma apreciavel variagdo na concentracao deste elemento. Neste sentido, a
MIC associada as técnicas por IC e por ICP-MS apresenta-se como um método

apropriado para este objetivo.



6 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos estudos realizados foi possivel desenvolver um método
adequado para a determinacdo de Br, Cl, F, | e S em ovos integrais desidratados,
bem como em suas fragbes. O método envolve a decomposi¢cdo das amostras de
ovo e suas fragdes por MIC e a determinac¢do dos analitos por IC, ICP-MS ou ICP
OES. Especial atencdo deve ser dada a constituicdo quimica das amostras
decompostas, visto que para cada fracdo do ovo uma massa de amostra distinta
pode ser decomposta, sendo verificado que o teor de gordura foi o que mais
contribuiu para limitar a massa de amostra decomposta por MIC.

Com relacdo aos métodos de extracdo, vale destacar que estes nao se
demonstraram adequados para a posterior determinagcdo de Br e | em amostras de
ovo integral, devido as extragcdes ndo terem ocorrido de forma homogénea e
completa, bem como por estes analitos estarem presentes em baixas
concentragdes. Ademais, o conteudo de carbono presente na solugao extratora foi
elevado, visto que praticamente toda a matéria organica presente na amostra foi
dissolvida na solucdo, o que tornou o método baseado na extracdo também
inadequado para a posterior determinacao de Cl, F e S, por IC.

Sobre o método oficial recomendado pela AOAC, cabe mencionar que,
embora ele apresente menor custo, por utilizar instrumentacgao relativamente barata,
a titulagcdo potenciométrica acaba sendo de baixa frequéncia analitica, quando
comparada ao método desenvolvido (16 amostras por h). Ainda, pela AOAC é
possivel obter somente informagdes a cerca da concentracdo de Cl, visto que se
trata de um método especifico para este elemento. Ainda, o procedimento descrito
pela AOAC envolve a utilizagcdo de mais reagentes e materiais, do que o método
otimizado, o que, por consequéncia, aumenta a quantidade de residuos gerados e a
chance de ocorrerem erros sistematicos.

Os resultados obtidos por IC e por ICP-MS apdés a decomposicao das
amostras de ovos e suas fragdes indicam que os teores de Cl e S foram os minerais
que variaram mais pronunciadamente de uma fragdo para outra, sendo a clara a
fracdo que mais contém estes elementos. Bromo e | foram obtidos em
concentracdes em nivel traco, sendo verificado maiores concentracoes de Br e | na

clara e na gema, respectivamente.
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A partir do trabalho desenvolvido, novos estudos podem ser realizados,
visando a determinacao de outros elementos, como, por exemplo, alguns metais.
Com base no método proposto, poderiam ser avaliadas outras solugdes
absorvedoras que se adequem a absor¢do de metais. Para a determinacdo dos
mesmos, a cromatografia de ions, o eletrodo ion seletivo, bem como a
espectrometria por absor¢cao atdémica, seriam possibilidades a serem consideradas,
visto que sao técnicas viaveis de serem executadas na UFPel. Além disso, cabe
enfatizar que além de ovos, claras e gemas desidratadas, seria interessante
estender o estudo a cascas, fragdes in natura e ovos cozidos.

O desenvolvimento deste estudo seria de grande valia para o controle de
elementos toxicos e essenciais nestas amostras, tendo em vista que existe uma
caréncia de métodos para este tipo de alimento. Ainda, cabe enfatizar que um
estudo mais detalhado referente as concentracées de Br (mesmo em concentragoes
traco) nas amostras poderia ser feito, considerando que este elemento nao
apresenta funcao fisiologica totalmente conhecida para o organismo e, como pode
ser observado, a concentracdo deste mineral variou consideravelmente na gema e

no ovo integral e significativamente (p < 0,05) para clara de ovo.
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