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RESUMO

DE SOUZA, Alexander Ossanes. Desenvolvimento de método analitico para
determinagao de Cd e Pb em amostras de goma xantana por GF AAS. 2014.
66f. Dissertagcdo (Mestrado em Quimica). Programa de Pés-Graduagdo em
Quimica, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas.

Neste trabalho apresenta-se o desenvolvimento de um método para a
determinacao de Cd e Pb em amostras de goma xantana por espectrometria de
absorgédo atdmica em forno de grafite, utilizando NH4H2PO4 como modificador
quimico. O preparo das amostras foi feito a partir da decomposicao acida
utilizando um sistema de refluxo adaptado aos tubos digestores. Com esse
sistema foi possivel elevar a temperatura do bloco digestor a 220 °C, sem haver
perda de acido e/ou analitos por volatilizacdo. As amostras foram mineralizadas
em meio de 5 mL de HNO3s por um periodo de 3 h. Os limites de deteccao para
Cd e Pb foram de 2,2 e 33,8 ng g, respectivamente. Os RSDs para ambos
analitos foram, em média, menores que 5,0%. Para avaliagdo da exatiddo do
método proposto, testes de adi¢do e recuperagédo de analito foram realizados,
obtendo-se resultados na faixa de 84 a 103 % de recuperagédo. A metodologia
desenvolvida foi empregada para a analise de trés amostras comerciais de goma
xantana, as quais apresentaram concentragcbes de Pb abaixo do limite de
detecg¢do do método. Ja para Cd, apenas uma amostra apresentou um valor de
concentragéo acima do limite de quantificagdo. No entanto, o teor de Cd nesta
amostra, ficou abaixo do limite estabelecido pela legislacao vigente para xantana

como aditivo alimentar.

Palavras-chave: Goma xantana, Cd, Pb, Preparo de amostra, GF AAS.
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ABSTRACT

DE SOUZA, Alexander Ossanes. Development of analytical method for the
determination of Cd and Pb in samples of xanthan gum by GF AAS. 2014.
66f. Thesis (Master degree in Chemistry). Graduate Program in Chemistry.
Center for Chemical, Pharmaceutical and Food Science, Federal University of
Pelotas.

This work describes the evaluation of a method for determination of Cd
and Pb in xanthan gum samples by atomic absorption spectrometry with graphite
furnace using NH4H2PO4 as chemical modifier. The sample preparation was
performed using a reflux system adapted in the digestion tubes. Samples were
digested with 5 mL HNOz3 for 3 h in a digester block at 220 °C, with no loss of acid
and/or analyte by volatilization. The limits of detection for Cd and Pb for the
proposed methodology were 2.2 and 33.8 ng g™, respectively. The RSDs for both
analytes were, on average, lower than 5.0% and the accuracy of the method was
verified by recovery tests and the values were in the range of 84-103% for the
analytes. The developed methodology was applied to the analysis of three
samples of commercial xanthan gum, which showed Pb concentrations below the
limit of detection. As for Cd, only one sample had a concentration value above
the limit of quantification. However, the Cd content in this sample was below the
limit set by current legislation for xanthan gum as a food additive.

Keywords: Xanthan Gum, Cd, Pb, Sample preparation, GF AAS.
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1. Introdugao

A goma xantana € um heteropolissacarideo que apresenta uma gama de
aplicacdes devido as suas propriedades reoldgicas e estabilidade em uma ampla
faixa de pH e temperatura. Dentre essas aplicagdes, destaca-se a sua utilizagéo
como espessante, dispersante, emulsificante e estabilizante em diversas areas
industriais, tais como: farmacéutica, agricola, téxteis, petrolifera e,
principalmente na industria de alimentos, como aditivos em iogurtes, paes, bolos,
maionese, carne embalada, entre outros produtos, demostrando assim, que a
goma xantana é um produto biotecnolégico de grande valor comercial (Garcia-
Ochoa et al., 2000; Borges et al., 2007; Luvielmo & Scamparini, 2009; Silva et
al., 2009; Menezes et al., 2012).

O meio de cultura para a produgédo da goma xantana contém uma fonte
de carboidrato, geralmente glicose ou sacarose, uma fonte de nitrogénio e sais
minerais, tais como K, Fe, Ca, Na e Mg. Esses céations apresentam-se em
diferentes propor¢des, as quais devem ser controladas, uma vez que podem
influenciar diretamente nas propriedades reologicas da goma xantana (Garcia-
Ochoa et al., 2000; Klaic et al., 2011).

A inclusdo de elementos potencialmente toxicos pode surgir na etapa de
producdo, com a utilizacdo de reagentes de baixo grau de pureza, bem como
das fontes alternativas de carboidratos, as quais sao utilizadas a fim de diminuir
o custo de produgédo. Desta forma, faz parte do controle de qualidade das
xantanas a determinagao de Pb e outros metais toxicos, para os quais o limite
permitido & de 5 e 20 ng g™, respectivamente (Burdock, 1996; Commitee on food
chemicals codex, 1996).

O fator principal para caracterizar a toxicidade de um elemento é sua
concentragdo no organismo, podendo elementos essenciais se tornarem téxicos
em concentracgdes elevadas. No entanto, elementos como Cd e Pb mesmo em
baixas concentracbes apresentam caracteristicas toxicas para o ser humano,
uma vez que esses sao capazes de substituir elementos essenciais em
macromoléculas e enzimas, assegurando uma alta toxicidade. A grande
afinidade com grupamento sulfidrila pode causar estresse oxidativo e baixa taxa
de excrec¢do. Além disso, esses elementos também podem causar disturbios

renais, insuficiéncia pulmonar, lesdes 6sseas, hipertensdo e ser cancerigeno,

1



afetando principalmente rim, bexiga, prostata, e endométrio, (Pandey & Mishra,
2012; Choong et al., 2014; Mera, 2014; Varaksin et al., 2014; Yuan et al., 2014).

Para a determinacéo de elementos metalicos em amostras de goma
xantana, a literatura reporta diferentes métodos para o preparo de amostras. A
“‘American Society for Testing and Materials” (ASTM) recomenda o uso de
calcinagdo para decomposi¢cdo da goma xantana a uma temperatura de 550 °C
por um tempo de 5 a 8 h. Entretanto, esse método é ineficiente para
determinacao de elementos volateis, uma vez que trata-se de um sistema aberto
€ que requer o uso de altas temperaturas, havendo assim, perda de analitos por
volatilizagdo durante o procedimento experimental. Além disso, trata-se de um
método moroso e susceptivel a contaminagdes (ASTM, 1981; Oliveira, 2003).

Para contornar os inconvenientes do forno mufla, Klaic e colaboradores,
2011, propuseram uma decomposi¢ao acida em sistema aberto utilizando uma
mistura acida nitro-perclérica. Segundo os autores esse método de preparo de
amostra mostrou-se eficiente para a decomposicao de diferentes amostras de
goma xantana e a posterior determinagéo de Na, K, Ca e Mg por espectrometria
atdbmica. Entretanto, a utilizagdo HCIO4 tem se tornado cada vez mais inviavel,
devido a alguns inconvenientes, tais como: dificil aquisi¢céo, elevado custo e risco
ao analista, ja que sua reagdo com compostos organicos ou inorganicos de facil
oxidacao pode liberar muita energia tornando a reacdo explosiva (Mitra, 2003;
Oliveira, 2003; Brasil, Relagao de produtos controlados).

Para a determinacéo de elementos volateis nos mais diversos tipos de
matrizes, a literatura tem reportado a utilizagdo da decomposigao assistida por
radiacdo microondas, em sistema fechado, que consequentemente, elimina o
risco de perda dos analitos por volatilizagdo (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Korn et
al., 2008; Krug, 2010).

Recentemente, o uso de sistemas de refluxo para decomposicao acida
também vem se credenciando como uma alternativa simples e segura no preparo
de amostras em sistema aberto e, subsequente determinagcédo de diferentes
elementos, inclusive os volateis. Esses sistemas mostram-se eficiente devido a
condensacao dos vapores gerados no interior do frasco de decomposigéo,
minimizando assim, possiveis perdas de analito e/ou 4acido por volatilizagédo. O
sucesso do sistema de refluxo em reter quantitativamente os analitos e evitar

perdas por volatilizacdo se deve ao fato da superficie fria do “dedo frio” permitir
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a formacéo de um filme liquido de uma solug¢do absorvedora, rica em vapores de
agua e acidos utilizados durante a mineralizagdo das amostras. Dessa forma,
por exemplo, quando se utiliza uma quantidade adequada de HNO3 no frasco de
decomposicéao e aliada ao emprego de temperatura para o aquecimento do bloco
digestor superior a sua temperatura de ebulicdo, propicia uma formacgédo da
solugcdo absorvedora (mistura azeotropica) na superficie do frasco de refluxo,
com elevada forga ibnica, a qual propicia a reten¢do dos analitos na forma de
nitratos soluveis em agua e apos condensacgao e gotejamento, retornam para o
meio reacional no tubo digestor (Ferreira et al., 2013; Oreste et al., 2013a).
Para a determinacdo de metais em diferentes tipos de amostras, a
literatura reporta o uso de diversas técnicas analiticas. Dentre estas, a
espectrometria de absor¢édo atébmica em forno de grafite (GF AAS) destaca-se
por sua alta sensibilidade e seletividade para a determinagéo de Cd e Pb em
diferentes tipos de matrizes. Além disso, a GF AAS também torna-se atrativa
devido a possibilidade do uso de pequenas quantidades de amostras, o que
muitas vezes € um fator limitante para uma analise (Welz & Sperling, 1999;
Maranh&o et al., 2005; Lemos & Carvalho, 2005; Oreste, et al., 2013b).



2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Considerando que ha poucos relatos na literatura envolvendo a
determinagdo elementar em goma xantana, bem como a importancia de
conhecer o teor de metais téxicos nessas amostras, o presente estudo tem por
objetivo avaliar o desenvolvimento de um método analitico para a determinagéo
de Cd e Pb por GF AAS, avaliando também, a utilizagcdo de um sistema de refluxo

adaptado aos tubos digestores para o preparo das amostras.

2.2. Objetivos Especificos

- Escolha das temperaturas de pirdlise e atomizagdo para o programa de
aquecimento do GF AAS, bem como a selecdo do modificador quimico mais
adequado para as analises;

- Aplicar o sistema de refluxo como método de preparo das amostras de goma
xantana;

- Verificar a eficiéncia desse sistema de decomposi¢céo para a determinagéo
de elementos volateis, Cd e Pb;

- Aplicar o método desenvolvido em amostras de goma xantana comercial,
garantindo a qualidade destas amostras, bem como sua aplicagdo nos diversos

setores industriais.



3. Revisao da Literatura

3.1. Goma Xantana: Aspectos Gerais

A goma xantana teve sua descoberta no ano de 1950 pelo Northern
Regional Research Laboratories (NRRL) nos Estados Unidos, que tinha como
objetivo de pesquisa identificar microorganismos que produzissem gomas de
interesse comercial que fossem sollveis em agua. Esse polissacarideo é
produzido pela bactéria do género Xanthomonas, sendo que a bactéria mais
utilizada é a Xanthomonas campestris, e teve grande destaque devido as suas
propriedades (Garcia-Ochoa et al., 2000; Luvielmo & Scamparini, 2009;
Menezes et al., 2012).

Nas décadas seguintes as pesquisas foram estendidas por varios
laboratérios industriais, tendo uma produgcdo semicomercial em busca de
aplicacdes para esse novo produto, mas somente no ano de 1964 comecou a
comercializagcédo desse produto. Hoje em dia, as principais empresas produtoras
deste biopolimero, Merck e Pfizer, encontram-se nos Estados Unidos,
demostrando assim, que a goma xantana € um produto biotecnolégico de grande
valor comercial, pois é faciimente obtido a partir da fermentagéo de bactérias
(Garcia-Ochoa et al., 2000; Schmidell et al., 2001; Borges et al., 2007; Luvielmo
& Scamparini, 2009; Menezes et al., 2012).

A goma xantana € um heteropolissacarideo constituido com uma estrutura
primaria de repetidas unidades de pentassacarideos formados por duas
unidades de glicose, duas unidades de manose e uma unidade de acido
glicordnico. Sua cadeia principal € formada por monémeros de glicose unidos
por ligagbes glicosidicas 3-(1,4), as quais s&o substituidas alternativamente, por
uma ramificacdo de a-manose, acido B-glucurbnico e B-manose, conforme

mostrado na Figura 1 (Garcia-Ochoa et al., 2000; Luvielmo & Scamparini, 2009).



Figura 1: Estrutura unitaria da goma xantana. Adaptado de Nery e
colaboradores, 2008.

A goma xantana foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA),
em 1969, para o uso em alimento como aditivo, sem quaisquer limitagdes de
quantidade especificas, bem como no uso em farmacos, ja que n&o apresenta
toxicidade, ndo inibe o crescimento, ndo é sensibilizante, n&o irrita os olhos e a
pele (Garcia-Ochoa et al., 2000; Schmidell et al., 2001; Luvielmo & Scamparini,
2009).

Devido as suas propriedades reoldgicas, estabilidade em ampla faixa de
pH e temperatura, além de ser compativel com diversos produtos, a goma
xantana apresenta diversas aplicagdes industriais, podendo ser utilizada como
estabilizante de emulsdes e suspencgdes, estabilizante de temperatura, agente
espessante, dentre outras. Assim, possui aplicagbes em formulagbes
farmacéuticas, cosmeéticos, produtos agricolas, impresséo de téxteis, pastas,
esmaltes ceramicos, formulagdes de explosivos, removedores de ferrugem e
principalmente, como aditivo nos mais diversos tipos de alimentos, como
iogurtes, paes, bolos, maionese, carne embalada, entre outros produtos. Devido
a sua alta viscosidade pode ser utilizada na industria do petroleo em fluidos de
perfuracdo (Garcia-Ochoa et al. 2000; Borges et al. 2007; Silva et al, 2009;
Luvielmo & Scamparini, 2009; Menezes et al., 2012).

A produgdo da goma xantana comega com a escolha dos
microorganismos e seu armazenamento em longo prazo, garantido desta forma,

que ndo haja uma grande variagao do produto final. Uma pequena quantidade
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dessa cultura é preservada e tem seu crescimento em meio liquido ou sélido
para obter-se o inoculo que ira para o biorreator. A quantidade de inéculo varia
de reator para reator, e seu crescimento e a produgdo de goma xantana séo
afetados pelo tipo de biorreator, producdo (batelada ou continua), nutrientes
(micronutrientes: K, Fe, Na, Mg e Ca; e macronutrientes: carbono, nitrogénio,
glicose e sacarose) e as condi¢des de cultura (temperatura, pH, concentragéo
de oxigénio dissolvido) (Garcia-Ochoa et al., 2000; Luvielmo & Scamparini, 2009;
Silva et al., 2009; Klaic et al., 2011).

Ao fim do processo de fermentacgéo, as células séo removidas do produto
por filtracdo ou centrifugacdo. A purificagdo pode incluir uma etapa de
precipitagdo utilizando etanol, adi¢gdo de sais e ajuste de pH. A FDA recomenda
a utilizacdo de isopropano para a precipitacdo, com posterior evaporagdo do
solvente, ja que pode causar irritagcdo na pele e nos olhos, sendo também nocivo
se inalado. Logo apés a purificagdo o produto é desidratado, seco e moido para
ser comercializado (Garcia-Ochoa et al., 2000; Luvielmo & Scamparini, 2009;
Silva et al., 2009; Ficha informativa relativa a seguranga, 2011).

Com base nas inumeras aplicabilidades da goma xantana e os diversos
produtos que ela pode ser aplicada, estudos referentes as cepas, modo de
incubacéo, producgao, purificacdo e melhorias na reologia deste biopolimero tém
crescido. Uma pesquisa feita em 2012, demonstrou que o niumero de patentes
encontradas na base de dados Europeia, Espacenet (EP), a qual abrange mais
de 80 paises, apresentou 3.813 patentes depositadas utilizando a palavra-chave
“xanthan gum”, 827 patentes utilizando palavra-chave “Xanthomonas” (Machado
et al., 2012).

As empresas Merck e Carqill, dos Estados Unidos, possuem 22 e 18%,
respectivamente das patentes depositadas, a Danisco da Dinamarca apresenta-
se com um percentual de 16% e a Jungbunzlauer da Austria, com 14%, s&o as
industrias que detém as maiores parcelas de patentes depositadas, conforme

pode ser melhor visualizado na Figura 2.
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Figura 2: Depdésitos de patentes por empresa entre os anos de 1970 a
2010. Adaptado de Machado e colaboradores, 2012.

A relacdo de depdsitos relacionados com a finalidade de aplicacdo da
goma xantana € apresentada na Figura 3, sendo que principal enfoque é dado

para os processos de produgéo e seu uso em produtos alimenticios (Machado

etal., 2012).
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Figura 3: Distribuicdo de patentes de goma xantana por aplicagao.
Adaptado de Machado e colaboradores, 2012.



No ano de 2007 foram produzidos 30 mil toneladas de goma xantana,
sendo que o Brasil consumiu mais de 2 mil toneladas. Dados disponiveis em
2010, segundo o sistema de analise das informac¢des do comércio exterior,
demonstraram que o Brasil gastou 15 milhdes de ddélares para importar 2200
toneladas de goma xantana no ano de 2005, aumentando esse gasto para 20
milhdes de dolares em 2010, representando uma taxa de crescimento médio de
12% entre estes anos (Figura 4), e ja se estima que os gastos sejam de 26
milhdes de dolares para o ano de 2015, o que sera correspondente a importacao
de 7200 toneladas de goma xantana (Bastos, 2007; Menezes et al., 2012).
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Figura 4: Custos e volumes anuais relacionados a importagédo de goma
xantana pelo Brasil. Adaptado de Menezes e colaboradores,
2012.

Cabe salientar que o Brasil tem matéria prima disponivel para a produgao
da goma xantana no pais, como agucar, extrato da bactéria e alcool, além da
glicerina, subproduto do biodiesel, que é considerada uma matéria prima
alternativa. Dessa forma, o Brasil possui capacidade de competir com paises
que detém essa tecnologia, diminuindo assim, os gastos com importacéo
(Menezes et al., 2012).

A adsorc¢ao de elementos potencialmente toxicos na goma xantana pode
surgir na etapa de producéo, através da utilizagcado de reagentes de baixo grau
de pureza, uma vez que o meio de cultura contém uma fonte de carboidrato,
geralmente glicose ou sacarose, uma fonte de nitrogénio e sais minerais. As

possiveis fontes de contaminagdo podem ser provenientes das fontes



alternativas de carboidratos, as quais sao utilizadas a fim de diminuir os custos
de produgdo. Dentre essas fontes pode-se citar o caldo de cana (Faria, 2009),
soro de queijo (Mesomo, 2007), casca de soja (Varela, 2008), entre outros. Caso
esses reagentes ndo sejam analisados para verificar se ha ou ndo elementos
téxicos o produto final pode ficar comprometido.

Uma vez que estudos vém evidenciando capacidade adsorvente da goma
xantana, tanto para compostos organicos, como para elementos metalicos, a
utilizacdo de reagentes de elevado grau pureza para a produgdo deste
biopolimero, se faz cada vez mais necessaria (Pandey & Mishra, 2012; Zhang et
al., 2013).

Recentemente, Zhang e colaboradores, 2013, realizaram um estudo que
utiliza a combinagcdo da goma xantana e pérolas de alginato para remocao de
chumbo. De acordo com os autores, este adsorvente mostrou-se promissor, ja
que bons valores de recuperagcdo foram apresentados. Assim, estudos em
escala piloto e industrial devem ser realizados.

Pandey & Mishra, 2012, relatam que a goma xantana é um bom
adsorvente para Pb, porém se houver algumas modificacbes em seus
grupamentos a capacidade de adsorcdo pode ser até quatro vezes maior,
apresentando bons resultados de recuperagéo.

Outro estudo é relatado na literatura com emprego de microorganismos,
como fungos e bactérias, para adsor¢cédo de metais toxicos. De acordo com os
autores, os resultados de recuperagao para Cd, ap6s uma etapa de otimizagéo
das condi¢des de trabalho, foram 6timos. Tornando o processo econémico e
sustentavel para remediagdo ambiental (Manasi et al., 2013).

Assim, como 0s microorganismos possuem capacidade adsortiva, € de
grande importancia a utilizacdo de reagentes de alta pureza para que nao haja
incorporacao de elementos toxicos no produto final, além desse inconveniente,
como o produto final também €& um bom adsorvente, quanto mais tempo ele
permanecer em solugcdo, a quantidade adsorvida também pode ser elevada
(Pandey & Mishra, 2012; Manasi et al, 2013; Zhang et al., 2013).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica a goma
xantana como espessante, emulsificante, estabilizante e espumante, e o limite
maximo a ser utilizado s&o de 1,0 g/100g ou 100 mL (Brasil, 2010). Sua utilizagc&o

€ permitida como diluente e veiculo, ou seja, pode ser utilizada para manter a
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uniformidade e a diluicdo necessaria nos produtos alimenticios. Utilizados para
encapsular os aromatizantes com a finalidade de protegé-los da evaporacao e
de possiveis altera¢des durante seu armazenamento (Brasil, 2007).

Faz parte do controle de qualidade das xantanas a determinacdo de Pb e
outros elementos potencialmente toxicos, para os quais aceita-se
respectivamente, 5 e 20 pg g (Burdock, 1996; Committee on Food Chemicals
Codex, 1996).

3.2. Preparo de amostras

A etapa de preparo da amostra é uma das etapas mais critica da
sequéncia analitica, pois nessa etapa € escolhida a forma com que a matriz sera
separada totalmente ou parcialmente do analito, de acordo com o método de
determinacdo a ser empregado. Para demonstrar a importancia desta etapa,
estima-se que 61% do tempo gasto da sequéncia analitica & nessa etapa, além
dela estar associada a 30% dos erros de uma analise (Oliveira, 2003; Korn et al.
2008; Krug, 2010).

Os erros relacionados a etapa de preparo das amostras podem estar
associados a perdas dos analitos por volatilizagdo (elementos ou compostos
volateis) ou adsorcgédo, dissolugdo incompleta da amostra e contaminacéo, que
pode advir de diversas fontes (principalmente pelos reagentes e materiais
descontaminados de forma inadequada) (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Korn et al.
2008; Krug, 2010).

Assim, cada vez mais a quimica analitica busca adequar os métodos que
vem sendo desenvolvidos aos conceitos da quimica verde ou quimica limpa,
diminuindo o maximo possivel a quantidade de reagentes, tempo de reacéo,
reacbes mais eficientes e diminuicdo da geracdo de residuos. Conforme
apresentado na Figura 5, a quimica analitica reporta na literatura diferentes
opgdes que possibilitam adequar o tipo de amostra com o método desejado,
fazendo com que etapas desnecessarias possam ser excluidas (Lenardéo et al.,
2003).
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Figura 5: Diferentes op¢des que podem ser adotadas para a etapa de
preparo de amostra. Adaptado de Oreste, 2013c.

No entanto, para um preparo de amostra eficiente deve-se conhecer o
analito que se quer determinar, os parametros de mérito instrumental,
quantidade de amostra disponivel, tipo de matriz, além de outros parametros
importantes para verificar se ha realmente possibilidade de realizar as
determinagdes com o preparo da amostra disponivel na literatura. Contudo, se a
literatura nao reportar métodos de preparo de amostra compativeis com o analito
ou com o método de determinagdo, deve-se buscar o desenvolvimento de
métodos que consigam suprir estas necessidades, mas que garantam a exatidao
e a precisao requerida para a analise (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Korn et al.
2008; Krug, 2010).

3.2.1. Sistema Aberto
3.2.1.1. Calcinagao

As maiorias das técnicas instrumentais de analise necessitam que todos
os tipos de amostras estejam na forma liquida para que possa ser introduzida no
equipamento, assim a decomposigdo utilizando forno mufla apresenta-se de
forma eficiente, ja que amostras de dificil dissolugdo sdo completamente
mineralizadas a partir deste método. No entanto, este método ¢ ineficiente para
determinagdo de elementos volateis, devido ao sistema ser aberto havendo

perdas do analito. Além disso, o método também é propenso a contaminacéo, o
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que pode ocorrer através das paredes do forno mufla ou da porosidade do
cadinho de porcelana, que se nao estiver devidamente descontaminado ira
interferir nos resultados (Oliveira, 2003; Korn et al. 2008; Krug, 2010).

A ASTM recomenda o uso de calcinagdo para decomposicdo das
amostras de xantana a uma temperatura de 550 °C por um tempo de 5 a 8 h.
Entretanto, a determinagcdo de elementos volateis como Cd e Pb ficaria
comprometida, ja que a uma temperatura de 500 °C o Cd tem uma perda de 6 a
20% e o Pb tem uma perda de mais de 20% (ASTM, 1981).

3.2.1.2. Decomposigao via umida

Como o forno mufla apresenta algumas desvantagens que podem ser
cruciais para a quantificagdo de alguns elementos, as técnicas mais utilizadas
para decomposicdo de amostras biolégicas, farmacos, ambientais entre outras,
€ a decomposicao por via umida, a qual emprega diferentes tipos de energia
(térmica ou radiante) para o aquecimento. Os principais reagentes utilizados s&o
acidos ou mistura de acidos (HNOs, H2SO4, HCI, entre outros) e outros reagentes
oxidantes como H202, que s&o adicionados afim de melhorar a decomposi¢éo
da matéria organica em CO2 e H20, liberando os analitos na solugdo (Mitra,
2003; Oliveira, 2003; Korn et al. 2008; Krug, 2010).

O processo de decomposigcéo por via umida, normalmente se procede
através da utilizagdo de sistemas abertos sob aquecimento, podendo ser
utilizado como fonte de aquecimento térmico, bloco digestor, chapa de
aquecimento, entre outros sistemas. Entretanto, a utilizacdo desta
instrumentacéo para determinacao de elementos volateis, como Cd e Pb nado é
adequada, pois trata-se de um sistema aberto que trabalha em condi¢cbes de
temperaturas elevadas, havendo assim perdas de analito (Mitra, 2003; Oliveira,
2003; Korn et al. 2008; Krug, 2010; Ferreira et al., 2013).

Além disso, se a temperatura utilizada no processo de decomposicao for
superior ao ponto de ebulicdo dos reagentes, pode também, haver a secura do
sistema, e uma reposigéo continua de reagente deve ser feita. Um dos &cidos
com menor temperatura de ebulicado € o HCI, 109 °C e o que possui maior
temperatura de ebulicdo é o H2SO4, 339 °C. Assim, o ponto de ebulicdo, neste

caso, € um fator limitante do método, ja que o uso de temperaturas amenas
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prolonga o tempo de decomposigao (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Korn et al. 2008;
Krug, 2010; Ferreira et al., 2013).

Com objetivo de contornar os inconvenientes relacionados ao forno mufla,
Klaic e colaboradores, 2011, propuseram a mineralizagdo da goma xantana
através de uma decomposigcéo acida em sistema aberto utilizando uma mistura
acida nitro-perclérica. De acordo com os autores, 0 método proposto mostrou-se
eficiente para a decomposicdo de diferentes amostras de goma xantana e,
subsequente determinagédo de Na, K, Ca e Mg por técnica de espectrometria
atdbmica. No entanto, o uso do HCIO4 tem se tornado cada vez mais inviavel, ja
que trata-se de um reagente de alto custo, com compra restrita e controlada
pelas forgcas armadas. Além disso, devido ao seu carater altamente reativo, o
manuseio deste reagente pode oferecer risco ao analista, ja que sua reagdo com
compostos organicos ou inorganicos de facil oxidagao pode liberar muita energia
tornando a reacédo explosiva (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Krug, 2010; Brasil,

relacdo de produtos controlados).

3.2.2. Sistema fechado

Para contornar os inconvenientes relacionados com os sistemas abertos
de decomposicéo, o uso de sistemas fechados tem sido uma alternativa para
determinacao de elementos volateis, eliminar a perda de acidos e aumentar a
eficiéncia de decomposi¢do das amostras.

Os primeiros sistemas fechados desenvolvidos foram: método de Carius,
no qual o sistema consistia em um tubo de vidro recoberto por um tubo de
protecdo de aco; frascos de alta pressao que consiste em frascos de teflon. A
grande desvantagem desses sistemas € a possibilidade de explosao dos fracos
durante o processo de decomposi¢do e/ou risco de proje¢cdes em direcdo ao
analista no momento de abertura do sistema A literatura tem reportado a
utilizacdo de decomposigcdo assistida por radiagdo micro-ondas, pois € um
sistema com uma maior seguranga, envolvendo o uso de vasos reacionais,
utilizagéo de frascos de quartzo que diminuem contaminagdes, possibilidade de
pressurizagdo com O2, menor tempo de reagado, entre outros. Entretanto esse

equipamento tem um custo elevado, o que restringe a aquisicdo desse
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instrumento (Mitra, 2003; Oliveira, 2003; Korn et al. 2008; Krug, 2010; Dantas et
al., 2013; Ferreira et al., 2013, Picoloto et al. 2013).

3.2.3. Sistema de refluxo

Devido as desvantagens dos sistemas abertos e, os custos referentes aos
sistemas fechados, tem-se buscado o desenvolvimento de novos meios de
preparo de amostra, mas que mantenham a eficiéncia dos sistemas que existem
na literatura, como por exemplo, eficiéncia na decomposi¢do, menor tempo,
minimizar perda de elementos volateis, entre outras.

No ano de 2012, Ferreira e colaboradores, publicaram uma revisdo com
um novo sistema para o preparo de amostras em bloco digestor convencional e
a posterior determinagédo de elementos volateis.

Os primeiros sistemas utilizados baseiam-se na utilizacdo de
condensadores adaptados a balbes de reagéo, os quais possibilitam o refluxo
durante a etapa de aquecimento. Delft e colaboradores utilizaram esse sistema
e fizeram sua comparagdo com o forno de microondas para determinacdo de
alguns elementos, como Cd e Pb. Segundo os autores, foi possivel encontrar
bons resultados na comparagao entre os dois métodos de preparo.

Saraswati e colaboradores, em 1994 e 1995a b, também empregaram
esse sistema e, através de seus estudos puderam observar sua eficiéncia para
determinagao de volateis, obtendo bons resultados para a determinagao de As
e Hg em diferentes amostras.

Ferreira e colaboradores, em 2013, apresentam o desenho esquematico
do sistema de refluxo utilizado por eles, Figura 6, chamado de dedo frio, sendo
que até entdo ndo havia sido demostrado na literatura como eram utilizados os
condensadores. Os autores relatam que estudos utilizando esse sistema para a
analise elementar, incluindo analitos volateis, apresentaram recuperagcbes em
torno de 84 e 110%.
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Figura 6: Desenho esquematico de (A) dedo frio, (B) tubo de digestao e
(C) sistema de decomposi¢cdo com dedo frio. Adaptado de
Ferreira et al, 2013.

A aplicabilidade do sistema desenvolvido por Ferreira e colaboradores,
também vém sendo demonstrada em varios trabalhos, onde foi utilizado para a
decomposicéo de diversos tipos de matrizes, como vegetais, gasolina, arroz,
vinagre, entre outros trabalhos disponiveis na literatura (Jesus et al., 2011; Silva
et al., 2013; Junior et al., 2014).

Recentemente, Oreste e colaboradores, 2013a, fizeram o aprimoramento
do sistema de dedo frio (Figura 6) que, consiste em um recipiente comprido e
circular com uma extremidade fechada e a outra aberta, a qual serve para
adicionar e retirar agua, sendo este encaixado no tubo de digestdo. Assim,
reagentes e analitos entram em contato com essa superficie fria e condensam,
voltando para a solugao.

O sucesso do sistema de refluxo em reter quantitativamente os analitos e
evitar perdas por volatilizacdo se deve ao fato da superficie fria do “dedo frio”

permitir a formacédo de um filme liquido de uma solugédo absorvedora, rica em
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vapores de agua e acidos utilizados durante a mineralizacdo das amostras.
Dessa forma, por exemplo, quando se utiliza uma quantidade adequada de
HNOs3 no frasco de decomposicao e aliada ao emprego de temperatura para o
aquecimento do bloco digestor superior a sua temperatura de ebulicdo, propicia
uma formacgéo da solugdo absorvedora (mistura azeotropica) na superficie do
frasco de refluxo, com elevada forga ibnica, o qual propicia a retengédo dos
analitos na forma de nitratos soluveis em &gua e apdés condensagdo e
gotejamento, retornam para o meio reacional no tubo digestor.

No sistema desenvolvido por Oreste e colaboradores, 2013a, a agua é
continuamente circulada pelo sistema. A utilizagdo de um banho termostatizado
ligado a este, mantém constante a temperatura da agua durante o processo de
decomposigao.

A recirculacao de agua aumenta a eficiéncia de refluxo, ja que no sistema
de dedo frio descrito anteriormente, a agua fica parada no recipiente que esta
em contato com o tubo de digestédo, dessa forma, o tubo acaba aquecendo, o

que diminui a eficiéncia do sistema ao longo do seu funcionamento.
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Figura 7: Sistema de dedo frio utilizado no processo de decomposi¢céo
acida. (A) Diagrama esquematico e (B) Foto do sistema de
refluxo.

Um dos primeiro trabalhos publicados com esse novo modelo de sistema
de refluxo, foi na determinacado de Hg em amostras biologicas, onde os autores
obtiveram bons resultados de recuperacao desse analito. Através deste estudo,
os autores puderam avaliar a capacidades de condensagéao do sistema, ja que o
Hg é o elemento mais volatil dentre todos os outros (Oreste et al., 2013a).

Em outro trabalho desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa, o sistema
também se mostrou a adequado para analise de volateis em amostras de carne
apresentando bons resultados de recuperag¢ao e concordancia entre os valores
do material de referéncia certificada para Cd, Pb e Sn, comprovando a eficiéncia
do sistema de refluxo (Oreste et al., 2013b).

Como o método proposto pela ASTM para decomposicdo da goma

xantana e o método de decomposigéo acida proposto por Klaic e colaboradores,
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2011, sao improéprios para determinacédo de elementos volateis, bem como
apresentam risco ao analista, esse trabalho busca aplicar o novo sistema de
refluxo adaptado aos tubos digestores, na mineralizagdo das amostras de goma
xantana e a subsequente determinagéo de elementos tracos volateis como Cd e
Pb por GF AAS.

3.3. Determinagao de Cd e Pb

O desenvolvimento da técnica de espectrometria atdmica teve inicio com
os experimentos de Joannes Marci, em 1648, através de relatos sobre a
formacao do arco iris, seguidos dos estudos de emissao por Kirchhoff e Bunsen,
em 1860, onde a espectrometria atbmica comecgava a crescer em termos de
pesquisa e desenvolvimento. Contudo, devido a falta de instrumentacéo
apropriada para a época, os estudos se deram de forma lenta. Passados quase
100 anos, o cientista australiano Alan Walsh, em 1954, propds uma técnica para
determinacdo de metais, chamada de espectrometria de absorgdo atbmica em
chama, onde quatro anos apos ter sido lancada, foi aceita pela sociedade
académica. Essa técnica somente foi consolidada devido ao desenvolvimento e
aprimoramento das l|admpadas de radiagdo, monocromadores, lentes
colimadoras, entre outras pegas que compde este instrumento (Welz & Sperling,
1999; Amorim et. al., 2008; Skoog et al., 2009).

Sendo assim, a técnica de espectrometria de absorgdo atbmica € muito
utilizada para analise de rotina, auxiliando na determinagdo elementar e no
desenvolvimento de novas metodologias, além de ser comumente empregada
para o controle de qualidade de diversos produtos, pois trata-se de uma técnica
de baixo custo e por ser bem consolidada (Welz & Sperling, 1999; Amorim et.
al., 2008; Skoog et al., 2009; Lemos & Carvalho, 2010).

Dentre as técnicas de analise utilizadas para a determinacdo de metais
(Figura 8), a GF AAS, quando comparada as demais, destaca-se pela alta
sensibilidade e seletividade, sendo uma técnica adequada para determinacgéo de
elementos como Cd e Pb em diferentes tipos de matrizes (Welz & Sperling, 1999;
Amorim et. al., 2008; Skoog et al., 2009; Lemos & Carvalho, 2010).
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Figura 8: Capacidade analitica de alguns métodos de analise. Adaptado
de Ribeiro, 2005.

3.4. Espectrometria de absorgao atomica em forno de grafite

O surgimento do atomizador eletrotérmico (Figura 9) ocorreu no ano de
1959 através dos estudos de Boris L’'vov, que criou o forno de grafite na tentativa
de utilizar amostragem direta de sélidos. Neste sistema, a amostra era colocada
em um eletrodo de grafite mével e havia a formacéo de um arco elétrico quando
o eletrodo se aproximava do tubo, vaporizando a amostra, enquanto o tubo era
aquecido pelo efeito Joule. Através deste sistema, foi possivel atingir limites de
detecgéo (LD) entre 0,1 ng a 0,01 pg, diversas ordens de grandeza melhores do
que os obtidos através da técnica de espectrometria de absor¢céo atbmica em
chama (FAAS) (Welz & Sperling, 1999; Amorim et. al., 2008; Skoog et al., 2009).
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Figura 9: Forno de grafite desenvolvido por L’vov. Adaptado de Welz &

Sperling, 1999.

Logo apds os estudos de L’vov, em 1965, Hans Massmann aprimorou o
forno de grafite de L’vov, transformando este em uma peca unica com circulagao
de gas inerte. Este gas servia de protecdo tanto para as partes internas e
externas do forno, ajudando na retirada de produtos gasosos gerados durante o
aquecimento (Figura 10). Além disso, o forno desenvolvido por Massmann era
aquecido eletricamente através de uma corrente de baixa voltagem. Este
aquecimento por resisténcia elétrica permitiu uma mudanga gradual da
temperatura em estagios o que possibilitava a sele¢cdo das condigbes 6timas de
temperatura para a atomizacdo de cada elemento (Welz & Sperling, 1999,

Oliveira et al., 2008; Oreste, 2013c).
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Figura 10: Desenho esquematico de um forno de grafite. Adaptado de

Oreste, 2013C.




Com esse novo modelo de atomizador eletrotérmico, as empresas
comegaram a se interessar por esse novo sistema, desenvolvendo modelos de
amostradores e outros acessorios para facilitar a amostragem direta. Contudo, a
técnica cresceu através dos diversos avangos instrumentais, com o surgimento
dos fornos de grafite com aquecimento transversal e tubos de grafite com
plataforma revestidos piroliticamente, uso de corretores de fundo baseados no
efeito Zeeman, além da utilizagdo de detectores com resposta rapida, sendo estes
adequados para o registro de sinais transientes (Welz & Sperling, 1999).

Em 1981, essas inovagdes instrumentais foram consolidadas por Walter
Slavin e colaboradores, resultando no conceito das condi¢des ideais de trabalho
no atomizador eletrotérmico, as quais foram denominadas como condi¢bes STPF
(“Stabilized Temperature Plataform Furnace”). Este conceito compreende um
conjunto de condigbes que garantem determinagdes no forno de grafite livre de
interferéncias. Este conceito inclui as seguintes recomendacbes, conforme
apresentado na Tabela 1(Welz & Sperling, 1999; Correia et al., 2003; Amorim et
al., 2008):
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Tabela 1: Condigbes ideais de trabalho do GF AAS a partir do uso das condigbes

STPF. Adaptado de Oreste, 2013c.

Condicoes STPF

Observagoes

Uso da Plataforma de L’vov

Sinais de absorvancia registrados em

area, ao invés de altura.

Uso de tubos revestidos com grafite

pirolitico

Aquecimento transversal do tubo de

grafite

Uso de corretor de fundo eficiente

Uso de modificador quimico

Interrupcao do fluxo de gas durante a
etapa de atomizacéo

Elevada taxa de aquecimento do tubo

de grafite durante as etapas

Eletronica rapida e adequada

Aquecimento mais homogéneo do

tubo durante a atomizacgéo

Minimizac&o dos efeitos das
variagdes cinéticas do processo de

atomizacéo

Reducéo de perdas por difusdo

através da parede do atomizador

Estabelecimento de um ambiente

espacialmente isotérmico

Correcgdes das interferéncias

espectrais

Aumento da eficiéncia do tratamento

térmico durante a etapa de pirdlise

Aumento do tempo de residéncia da

nuvem atdbmica no caminho 6tico

Reducéo de interferéncias na fase
vapor e formagédo de uma densa

nuvem atébmica

Obtencéao do registro dos sinais de

absorvancia em tempo real

Para cada tipo de analise é necessario otimizar um programa de

temperatura e tempo especifico, o qual € composto de cinco etapas essenciais:

secagem (evaporacdo dos solventes),

resfriamento.

pir6lise, atomizacéo, limpeza e

Na etapa de secagem os solventes sdo evaporados da amostra, para qual

0 aquecimento do tubo tem que ser lento e de forma uniforme, para que néo haja
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ebulicao da solugdo e consequentemente, perdas da amostra para fora do tubo,
refletindo na repetibilidade das medidas. A pirélise € responsavel pela eliminagao
dos componentes da matriz, nela o objetivo é atingir a maxima temperatura
possivel, sem que haja perda de analito por volatilizagcdo. Na atomizagdo a
temperatura fornecida formara uma nuvem atdbmica com o analito de interesse
no estado fundamental e assim é possivel gerar um sinal transiente que
representa a quantidade de analito presente na amostra analisada. A limpeza é
realizada para eliminar possiveis residuos de amostra que possam ter ficado no
tubo de grafite, dessa forma é empregado temperaturas elevadas, assim n&o
propicia um efeito de memoaria nas préximas leituras instrumentais. Por ultimo é
feito a etapa de resfriamento, onde a temperatura é diminuida até chegar na
temperatura ambiente, para que se possa realizar um novo ciclo no tubo de
grafite (Welz et al., 1999; Skoog et al., 2009).

3.4.1. Modificadores quimicos

O uso de modificadores quimico teve inicio com Ediger, em 1975, que
definiu as propriedades que um modificador deveria exercer, como uma
substancia capaz de aumentar a estabilidade térmica do analito ou volatilizar
componentes da matriz. Sendo assim, essas caracteristicas se aplicam
basicamente na etapa de pirdlise do GF AAS, ja que essa etapa visa a
eliminacado da matriz sem a perda do analito. Logo apos os estudos de Ediger,
Schlemmer e Welz ampliaram as caracteristicas dos modificadores quimicos,
além de estabilizar o analito em temperaturas mais elevadas e remover
componentes da matriz, ele deveria ser eficiente para mais de um analito e para
mais de uma forma quimica que esse analito possa se apresentar, ter alto grau
de pureza, nao degradar os forno de grafite ou os componentes do equipamento
(Schlemmer & Welz, 1986; Oreste, 2013c).

O modificador quimico pode ser utilizado de duas formas diferentes,
diretamente na amostra, podendo adicionar o modificador no tubo de grafite e a
amostra ser pipetado por cima, ou vice-versa, ou misturar os dois em solug¢do. A
outra segunda opg¢ao € a utilizagdo de um modificador permanente, o qual é
pipetado diretamente na plataforma e logo apdés, € utilizado um programa de

aquecimento para sua deposigéo, recobrindo assim a plataforma, além desse
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tipo de impregnacgao outras formas podem ser utilizadas como, eletrodeposigéo
ou umedecendo a plataforma com uma solugado de modificador (Oreste, 2013c;
Borges et al., 2014).

Os modificadores quimicos mais utilizados sdo Cu, Ni, Pd e Pd/Mg e os
modificadores permanentes sdo os do grupo da platina (Pd, Pt, Ir, Ru e Rh) e os
formadores de carbeto (Zr, W, Nb e Ta). A mistura de Pd/Mg(NQO3)2 é conhecida
como modificador universal devido os estudos de Welz e colaboradores que
conseguiram determinar 21 elementos, mostrando sua eficiéncia na etapa de
pirdlise, temperaturas superiores e eficiéncia na remogéo da matriz (Oreste,
2013c, Borges et al., 2014).

A escolha do modificador quimico adequado para uma analise é, ainda
hoje, um das etapas mais importantes relacionadas a GF AAS. O uso de um
modificador inadequado, além de né&o eliminar os efeitos de matriz pode agravar,
ainda mais os efeitos da mesma. Assim, somente um entendimento dos
mecanismos de acdo dos modificadores quimicos, pode conduzir a uma
simplificagdo na sua selecéo.

Dentro deste contexto, no ano de 1991, Qiao e Jackson, elucidaram um
possivel mecanismo de acdo do Pd(NOs).. De acordo com os autores,
primeiramente o Pd é reduzido a sua forma metalica na etapa de pirdlise e logo
apos forma uma ligacdo estadvel metal analito, podendo assim, suportar
temperaturas mais elevadas, ja na etapa de atomizacgéo essa ligagéo é desfeita,
para que seja possivel a determinacéo do analito.

Cinco anos depois Volynsky, 1996, apresenta uma série de possiveis
reagdes para os modificadores do grupo da platina. Conforme apresentado na
Equacao 1, o mecanismo proposto assemelha-se ao mecanismo descrito por
Qiao e Jackson, ja que ambos formam uma ligagdo estavel entre o modificador
e o analito.

MX, +nC*s) —> M+ C X,
A0, +M — A O .M
AnO,M +n/2C* o) — mAg )+ n/2CO,, + M,
AnOnM +nC* ) — mAg )+ nCO,, + M,
Ayt M) —= AM

z(s)

AMz,q > JAg +2M ) Equacio 1
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Para a equacdo acima, M é referente ao modificador quimico, A é o
analito, X é o ion ligado ao elemento modificador, C* os sitios ativos na superficie
do tubo de grafite, k, m, n, j e z sdo os coeficientes estequiométricos (Oreste,
2013c).

Cabe salientar que, existem algumas contradicdes com respeito ao
mecanismo de acao dos modificadores quimicos. Os estudos destes processos
sdo muito dificeis, devido as pequenas concentracdes do analito em relagéo a

matriz, necessitando assim, do uso de técnicas especificas.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Instrumentagao

Para a determinacdo de Cd e Pb foi utilizado um espectrdmetro de
absorgéo atébmica em forno de grafite (GF AAS) modelo PinAAcle 900Z (Perkin
Elmer, Singapura) equipado com amostrador automatico modelo AS900. Sinal
transiente foi utilizado para calcular a concentragcao dos analitos e as areas de
pico foram corrigidas através de um corretor de fundo baseado no Efeito
Zeeman. Foi utilizado para ambos os elementos: tubo de grafite eletrolitico, com
plataforma de L'vov e revestido com grafite pirolitico, com aquecimento
transversal (Perkin Elmer), ldampadas de catodo oco para cada elemento
estudado (Lumina, Perkin Elmer), argbnio como gas de purga e de refrigeracéo,
com pureza de 99,996% (Linde, Barueri, SP). As condi¢cdes de operagéo do

espectrometro sdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: Pardmetros instrumentais usados na determinagéo de Cd e Pb em
amostras de goma xantana por GF AAS.

Parametro Cd Pb
Comprimento de onda (nm) 228,80 283,31

Fenda espectral (nm) 0,7 0,7

Corrente da lampada (mA) 4 10

A sequéncia de pipetagem utilizadas para introdugéo da amostra no tubo
de grafite foi realizada em trés etapas (amostra, modificador 1 e modificador 2),
intercaladas com limpeza da ponteira.

As amostras foram pesadas em uma balanga analitica Ohaus Adventurer
modelo Ar 2140 (Pine Brook, NJ, EUA) com uma resolugéo de 0,1 mg e tara de
210 g.

No preparo das amostras, foi utilizado um bloco digestor modelo MA-4025
(Marconi, Piracicaba, SP, Brasil). Aos tubos de digestdo foram acoplados os
sistemas de refluxo, os quais possuem um encaixe de teflon que apresenta uma
ranhura lateral para alivio de pressdo. O sistema citado tem circulagdo interna

de agua na temperatura de 15 °C, resfriado com um banho termostatizado
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modelo Q-214M2 (Quimis, Brasil). Esse sistema de refluxo desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa trabalha com constante circulacdo de agua, o que
garante uma boa condensacgdo da solugéo, além de contribuir para a quimica

verde, ja que ocorre recirculagao de agua.

4.2. Reagentes e Solugées

Os reagentes utilizados no estudo foram de grau analitico e as solugdes
empregadas foram preparadas com agua de alta pureza, obtida a partir de um
sistema de purificagdo de agua Direct-Q 3 (Millipore Corporation, Bedford, MA,
Estados Unidos), com resistividade de 18,3 MQ cm.

As solugbes padrdao de Cd e Pb foram preparadas diariamente em meio
acido a partir da diluigdo de solugdes estoques contendo 1000 mg L' (Merck,
Darmstadt, Alemanha) de cada elemento em agua desionizada. As curvas de
calibragdo foram construidas a partir desses padrées em concentragdes que
variaram entre 2,5 e 10,0 ug L' para Cd e 10,0 e 100,0 ug L' para Pb.

Para o preparo das amostras foi utilizado acido nitrico 65 % (m/m) (Synth,
Brasil), o qual foi purificado a partir de um sistema de destilagdo com sub-
ebulicao em quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP, Brasil).

Os frascos de polipropileno (PP), materiais de vidro, bem como os tubos do
bloco digestor foram lavados primeiramente com agua de torneira, seguidos de
imersao em uma solugdo de HNO3 10% (v/v) por 48 h. Posteriormente, foram

lavados com agua desionizada e secos.

4.3. Metodologia

Para todas as analises foi utilizado um volume de 20 pL de solugéo da
amostra e padrdes, os quais foram introduzidos no interior do tubo de grafite
através do amostrador automatico e, submetidos ao programa de aquecimento.
Cabe salientar que todas as determinagdes foram realizadas em triplicata.

Para a quantificagdo de Cd e Pb nas amostras de goma xantana, estudos
de otimizacgao das temperaturas de pir6lise e atomizagéo foram realizados, a fim
de obter uma melhor eliminac&o da matriz durante a etapa de pirdlise, além de

obter uma maior sensibilidade. Para este estudo, foi utilizado uma quantidade
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conhecida de analito (1,0 e 30 ug L' de Cd e Pb, respectivamente), tanto em
meio aquoso como na presenga da amostra, nesse estudo em questédo, foram
testados diferentes modificadores quimicos. Os modificadores utilizados foram
Pd(NOs3)2 (5 pg), Pd/Mg(NOs)2 (5 ug e 3 ug, respectivamente) e NH4sH2PO4 (50
Mg), onde o ultimo modificador quimico € o indicado pelo fabricante na
determinacao de Cd e Pb.

A exatiddo do método foi avaliada através de testes de adicédo e
recuperacéo de analito. Para este estudo, durante a etapa de preparo das
amostras, concentracdes de 500; 750 e 1000 ng g-' para Cd e 1000; 5000 e
10000 ng g' para Pb, foram adicionadas a amostra de Xantana Comercial A e o

percentual de recuperacéo foi calculado ao final de cada anélise.

4.3.1. Preparo das amostras — Decomposi¢ao acida com sistema de

refluxo

As amostras de goma xantana utilizadas para os estudos em questéo
foram de trés marcas comerciais diferentes, as quais serdo denominadas como
Xantana Comercial A, Xantana Comercial B e Xantana Comercial C.

Todas as amostras foram preparadas através de uma decomposi¢cao
acida utilizando um sistema de refluxo, para qual foi pesado aproximadamente
100 mg de amostra de goma xantana diretamente nos tubos de digestéo e,
posteriormente adicionou-se 5,0 mL de HNOs. Em seguida o sistema de refluxo
foi acoplado aos tubos de digestéo, e levados ao aquecimento no bloco digestor
por 3 h a 220 °C. Cabe salientar que, a temperatura utilizada foi baseada no
trabalho desenvolvido por Pichler e colaboradores, 1999, onde eles relatam que
algumas macromoléculas necessitam de uma temperatura de aquecimento
acima de 200 °C para uma completa decomposi¢cao da amostra na presencga de
apenas acido nitrico.

Apods o resfriamento das amostras a temperatura ambiente, a solugao
resultante foi transferida de forma quantitativa para frascos volumétricos de
polipropileno e avolumadas a 10,0 mL com agua desionizada. As amostras foram
decompostas em triplicata e os brancos analiticos foram preparados pelo mesmo

procedimento sem a adigdo da amostra.
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Para que fosse possivel otimizar o programa de tempo e temperatura do
GF AAS foi adicionado 0,5 ug L' de Cd e 30 ug L' de Pb as amostras durante
a etapa de preparo das amostras, ja que as mesma ndo apresentam
concentragdo consideravel para otimizagédo dessas etapas.
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5. Resultados e Discussiao

5.1. Otimizagao do programa de tempo e temperatura do GF AAS

Conforme mencionado anteriormente, com o objetivo de avaliar as
melhores condi¢cdes de trabalho do programa de aquecimento adotado para a
quantificacédo de Cd e Pb em amostras de goma xantana por GF AAS, foram
feitas analises das curvas de pir6lise e atomizagcao em fungéo do sinal analitico

para cada elemento.

5.1.1. Otimizacao do programa de tempo e temperatura para Cd

Para Cd, conforme pode ser visto nas Figuras abaixo, foram realizados
estudos observando-se o comportamento do sinal analitico em uma faixa de
temperatura de pirélise que variou de 300 a 700 °C. O estudo foi feito sem a
presenca de modificador quimico (Figura 11), bem como na presenca de
diferentes modificadores (Figuras 12, 13 e 14).
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Figura 11: Curva de pirdlise para 0,5 ug L' de Cd em meio aquoso (-m-)
e na presenga da amostra (-e-) sem adigdo de modificador
quimico.

31



0,020
0018 - P\E—}\‘\i
0016 -
0,014
0,012
0,010
0,008

Absorvancia

0,006
0,004
0,002

0,000

1 ' | L | .S | i |
300 400 500 600 700
Temperatura (°C)

Figura 12: Curva de pirdlise para 0,5 ug L' de Cd em meio aquoso (-m-)
e na presenga da amostra (-e-) com adicdo de 5 ug de
Pd(NO3)a.
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Figura 13: Curva de pirdlise para 0,5 ug L' de Cd em meio aquoso (-m-)
e na presenga da amostra (-e-) com adicdo de 5 ug de
Pd(NO3)2 + 3 ug de Mg(NO3)2.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, verifica-se que
a temperatura maxima de pirélise permitida, sem a presenga de modificador
quimico, em meio aquoso é de 400 °C, ja na presenga da amostra verifica-se
que nao ha perda de analito até 500 °C.

Com base nas curvas de pirolise para Cd apresentadas nas Figuras 12 e
13, a adigédo de paladio como modificador, bem como da mistura de paladio e
magnésio, mostraram-se eficiente em aumentar a estabilidade térmica do
analito, somente em meio da amostra, ndo havendo perdas significativas de
analito até 700 °C. No entanto, em meio aquoso, o comportamento do analito
observado na presenca destes modificadores quimicos, foi 0 mesmo que sem a
presenca de modificador, ou seja, foi possivel verificar perdas significativas a
partir de 400 °C.

A Figura 14 apresenta o estudo das curvas de pir6lise para Cd, em meio
aquoso e na presenca da amostra, utilizando NH4H2PO4 como modificador

quimico.
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Figura 14: Curva de pirdlise para 0,5 ug L' de Cd em meio aquoso (-m-)
e na presenga da amostra (-e-) com adicdo de 50 ug de
NH4H2PO4.
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De acordo com as curvas obtidas, verifica-se uma maior estabilidade do
analito na presenca deste modificador quimico, quando comparado aos demais,
além de uma melhor concordancia nos sinais analiticos analisando os diferentes
meios.

Assim, como o modificador NH4H2PO4 apresentou uma melhor
estabilidade do analito, mesmo na presenga de temperaturas mais elevadas, o
que possibilita uma melhor eliminagédo da matriz durante a etapa de pirdlise,
optou-se em trabalhar com este modificador, e um estudo adicional levando em
consideragao as curvas de atomizacéo foi feito.

Para melhor visualizar o comportamento do modificador NH4H2PO4 frente
ao sinal analitico para Cd, neste estudo (Figura 15), a concentracao de Cd foi

aumentada para 1 pug L.
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Figura 15: Curva de pirdlise (aberto) e atomizagao (s6lido) para 1,0 ug L~
" de Cd em meio aquoso (-o-) (-¥-) e na presenga da amostra
(-0-) (-a-) com a adicdo de 50 pg NH4H2POs4 como
modificador quimico.
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Tendo como base os resultados apresentados na Figura 15, foi possivel
verificar a partir das curvas de pirdlise e atomizagédo, uma boa concordancia do
sinal analitico para Cd, tanto em meio aquoso, como na presenca da amostra.
Através deste estudo, fixou-se a temperatura de pir6lise em 800 °C, ja que foi a
temperatura maxima permitida para esta etapa, sem haver perda de analito. A
temperatura de atomizacgéao foi fixada em 1250 °C, pois foi a menor temperatura
que apresenta um ganho significativo em sensibilidade para o analito em ambos
meios.

De acordo com as temperaturas de pirdlise e atomizagao descritas acima,
a Tabela 3 apresenta o programa completo de tempo e temperatura utilizado

para determinacéo de Cd nas amostras de goma xantana por GF AAS.

Tabela 3: Programa de tempo e temperatura utilizados na determinagéo de Cd
em amostras de goma xantana por GF AAS.

) Vazao de
Temperatura Permanéncia ]
Etapa Rampa (s) Gas
(°C) (s) i
(mL min-1)
Secagem 90 10 20 250
Secagem 130 10 40 250
Pirdlise 800 10 20 250
Atomizagao 1250 0 5 0
Limpeza 2450 1 3 250

Para poder dar continuidade aos demais estudos, e trabalhar sob
melhores condigdes, foi feito um teste de linearidade para Cd em meio aquoso
utilizando concentragdes que variaram entre 0 a 25 ug L' (2500 ng g').

Conforme apresentado na Figura 16, boa linearidade pode ser verificada
até a concentragéo de 10 ug L' (1000 ng g'), possibilitando assim, o uso desta

concentragdo para subsequentes analises.
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Figura 16: Estudo referente a faixa linear para Cd em meio aquoso.

Observa-se que realizando uma curva de calibragdo com pontos
equidistantes podemos verificar uma otima linearidade com R? > 0,99,

demonstrados na Tabela 5.

5.1.2. Otimizagao do programa de tempo e temperatura para Pb

Tendo como base que os elementos analisados (Cd e Pb), apresentam
caracteristicas térmicas similares, optou-se em trabalhar utilizando NH4H2PO4
como modificador quimico, uma vez que este foi o modificador selecionado para
a determinacdo de Cd nas amostras de goma xantana, conforme apresentado
no item anterior.

Sendo assim, curvas de pirdlise (300 a 1000 °C) e atomizacao (1100 a
2200 °C) para Pb utilizando NH4H2PO4 como modificador, em meio aquoso e na
presenca da amostra, foram feitas, conforme apresentado na Figura 17.
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Figura 17: Curva de pirolise (aberto) e atomizacédo (sélido) para
30 pg L' de Pb em meio aquoso (-o-) (-¥-) e na presenca
da amostra (-o-) (-a-) com a adi¢gdo de 50 ug NHsH2PO4
como modificador quimico.

Através deste estudo, conforme esperado, pode-se observar uma
similaridade das curvas de pirélise para Pb, quando comparado as curvas
obtidas para Cd na presencga deste modificador, o que pode ser visto analisando
as Figuras 15 e 17.

Sendo assim, fixou-se a temperatura de pir6lise em 900 °C e a
temperatura de atomizacao em 1400 °C, garantindo desta forma, uma maior
eficiéncia do tratamento térmico, o que resultara na decomposigao e volatilizagéo
dos concomitantes, tornando o processo menos suscetivel a interferéncias,
condigao esta ideal para analise.

A Tabela 4 apresenta o programa completo de tempo e temperatura

utilizado para a anélise de Pb em amostras de goma xantana por GF AAS.
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Tabela 4: Programa de tempo e temperatura utilizados na determinag¢ao de Pb
em amostras de goma xantana por GF AAS.

) Vazao de
Temperatura Permanéncia ]
Etapa Rampa (s) Gas
(°C) (s) iy
(mL min-)
Secagem 90 10 20 250
Secagem 130 10 40 250
Pirdlise 900 10 20 250
Atomizacgao 1400 0 5 0
Limpeza 2450 1 3 250

Para o Pb também foi realizado o teste de linearidade em meio aquoso, o
qual foi avaliado utilizando concentragdes que variaram entre 0 a 260 pg L'
(26000 ng g™).

Conforme apresentado na Figura 18, boa linearidade pode ser verificada
até a concentragdo de 115 pg L' (11500 ng g™'), acima desta, ja observa-se a

curvatura da reta.
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Figura 18: Estudo referente a faixa linear para Pb em meio aquoso.
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Observa-se que realizando uma curva de calibragdo com pontos
equidistantes podemos verificar uma 6tima linearidade com R2 > 0,99, conforme

demonstrado na Tabela 5.

5.2. Parametros de mérito

Os parametros de mérito obtidos para as curvas de calibragéo para Cd e
Pb por GF AAS, a partir do método proposto estdo apresentados na Tabela 5.
Como podem ser observados, os valores do coeficiente de correlagdo ao
quadrado (R?) foram superiores a 0,99, atestando a boa linearidade do método,
referente a faixa linear especifica para cada analito.

Os LDs para Cd e Pb foram 2,2 e 33,8 ng g™, respectivamente, e os limites
de quantificacéo (LQ) foram 7,1 e 111,4 ng g™' para Cd e Pb, respectivamente.

Estes parametros foram calculados a partir do uso de duas equacdes,
para o calculo do LD é necessario considerar um fator multiplicativo (K = 3) e a
fracdo entre o desvio padréo (SD) da leitura de dez sinais do branco e a
sensibilidade (S). Ja para o LQ a diferenga na equagé&o € o fator multiplicativo,
que neste caso trata-se de (K = 10) (Anvisa, 2003 e Long et al., 1983). As

equagdes podem ser visualizadas abaixo na Equacgéo 2A e 2B.

LD=3xSD LQ=10xSD Equagcdo2: AeB
S S

Tabela 5: Parametros de mérito para a determinacao de Cd e Pb por GF AAS
em amostras de goma xantana.

Faixa linear LD LQ

Analito 1 a (L ug™) 1 1 R2
(ug L) (ng g7) (ng g7)
Cd 2.5-10 0,0471 22 7.1 0,999
Pb 10-100 0,0026 33,8 1114 0,997

a: coeficiente de correlagao angular da curva; LD: limite de detecgéo; LQ: limite
de quantificagao; R coeficiente de correlagéo linear.
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5.3. Resultados analiticos para determinagdo de Cd e Pb em

amostras de goma xantana

Tendo como base a grande aplicabilidade da goma xantana nos mais
diversos setores industriais, onde pode-se destacar seu uso em farmacos e
principalmente, como um aditivo bastante utilizado na industria de alimentos,
bem como em estudos que comprovam que esse biopolimero pode adsorver
contaminantes como Cd e Pb durante o processamento, a determinacdo de
metais tdxicos, faz parte do controle de qualidade das xantanas, o que vem
garantir uma maior seguranga na sua aplicacgéo.

Sendo assim, para obter informagdes a respeito da concentracao de Cd e
Pb nas amostras comerciais de goma xantana analisadas, o método proposto
inseriu contribuicdes significativas, quando comparado aos métodos ja
existentes na literatura.

Neste estudo, as amostras foram tratadas a partir da decomposicao acida
com um sistema de refluxo adaptado aos tubos do bloco digestor convencional,
permitindo assim, a analise de metais trago volateis, o que néo seria possivel a
partir do método recomendado pela ASTM, nem pelo método proposto por Klaic
e colaboradores, j4& que ambos baseiam-se em sistemas abertos de
decomposigéo.

Cabe salientar também que, o uso do sistema de refluxo adaptado aos
tubos digestores, possibilitou a decomposicédo das amostras de goma xantana
em meio de apenas HNO3s como meio oxidante, ja que a partir da utilizagcao do
sistema “semi fechado”, foi possivel a aplicagdo de uma temperatura do bloco
digestor superior a 200 °C, condicdo esta que, de acordo com Pichler e
colaboradores, 1999, é a condigcdo ideal para a completa decomposi¢do de
macromoléculas em meio de acido nitrico. Assim, o processo de decomposi¢cao
das respectivas amostras, foi feito sem a presencga de HCIO4, o que atualmente,
pode ser considerado um grande avan¢o no desenvolvimento de novos métodos
de preparo de amostras, uma vez que, o uso deste reagente tem se tornado cada
vez mais inviavel, devido ao seu alto custo e o risco que este apresenta ao
analista, como comentando anteriormente.

Conforme apresentado na Tabela 6, a amostra comercial A apresentou

uma concentragdo superior ao limite de quantificacdo para Cd. No entanto, a
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concentragédo de Cd encontrada nesta amostra esta dentro dos padrées exigidos
pela legislagéo vigente, ou seja, bem abaixo do limite toleravel para goma
xantana como aditivo alimentar que € de 20 ug g™

Para fins de validagdo do método empregado, testes de adigdo e
recuperacdo dos analitos foram realizados e, os resultados obtidos foram
satisfatérios. De acordo com Tabela 6, pode-se verificar uma faixa de

recuperacéo que varia de 83 a 100 % para ambos analitos.

Tabela 6: Resultados analiticos das adi¢des e recuperagbes para Cd e Pb em
uma amostra comercial.

Amostra Concentragao (ng g')* Recuperagao (%)
Cd
Sem adigao 8,0+0,6(7,5) -
Adigao 500 ng g’ 506,5 + 47,3 (9,3) 99,7
Adicao 750 ng g 690,2 + 33,9 (4,9) 91,0
Adicio 1000 ng g 1007,3 £ 23,4 (2,3) 99,9
Pb
Sem adicao <LD -
Adicao 1000 ng g-* 830,6 + 32,4 (3,9) 83,1
Adig¢ao 5000 ng g* 4407,8 +137,5 (3,1) 88,2
Adicéo 10000 ng g’ 8791,1 + 383,5 (4,4) 87,9

* média * desvio padrao (desvio padrao relativo). n=3

A partir da andlise das amostras comerciais de goma xantana estudadas,
foi possivel verificar que estas encontram-se adequadas para as mais diversas
aplicagbes industriais, ja que as amostras B e C apresentaram concentracdes
inferiores ao limite de detecgdo do método, tanto para Cd como para Pb.

Com relacdo a precisdo do método proposto, foi possivel verificar uma
boa reprodutibilidade dos resultados, ja que em média os RSDs obtidos para
ambos analitos foram em torno de 5,0 %, garantindo assim, a confiabilidade dos

resultados.
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6. Consideracgoes Finais

Através dos resultados obtidos, foi possivel observar que o método
proposto se apresentou de forma eficiente para a quantificacdo de Cd e Pb em
amostras de goma xantana, ja que houveram bons resultados de recuperacéo
dos respectivos analitos, comprovando assim a exatiddo do método.

O uso do sistema de refluxo adaptado aos tubos digestores mostrou-se
eficiente na mineralizagdo destas amostras, evitando-se também, possiveis
perdas dos analitos por volatilizagéo, pois trata-se de um sistema “semifechado”.

O método proposto mostrou ser uma alternativa promissora para a analise
de metais toxicos volateis em amostras de goma xantana, o que se deve
principalmente ao seu baixo custo de instrumentagédo. Sendo assim, o método
desenvolvido ira contribuir de forma significativa no controle de qualidade dessas
amostras, garantindo uma maior segurangca na sua aplicacdo nos diversos

setores industriais.
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