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RESUMO

Determinacao de Se, Cr e Cu em corantes alimenticios por GF AAS
Autor: Emanueli do Nascimento da Silva
Orientadora: Profa Dra Solange Cadore

Para o desenvolvimento de um método para a determinacdo de Se em corantes
alimenticios por GF AAS, foi feito um estudo com diversos modificadores quimicos,
avaliando as temperaturas étimas de pirdlise e de atomizagcdo, bem como diferentes
procedimentos para o preparo da amostra. O método escolhido para a determinagéao do
analito foi o ajuste de matriz (matrix-matching), utilizando o corante E-132. A DA
(dissolucao acida) mostrou-se um tratamento adequado para a amostra, o modificador
quimico selecionado foi o Pd 5 ug/Mg(NQOs3). 3 ug e as temperaturas 6timas foram 1300
°C para a pir6lise e 1800 °C para a atomizacdao. O método apresentou exatidao e
precisdo adequadas, uma vez que as recuperacdes ficaram entre 90 e 100% e os
desvios relativos foram menores que 10% para todos os corantes. Os limites de
deteccdo e de quantificagdo foram 0,62 e 2,07 mg kg, respectivamente. Para Cr e Cu
também foram estudados diferentes procedimentos para o preparo da amostra e
temperaturas de pirdlise e de atomizacdo. Para Cr as temperaturas 6timas foram de
1500 °C para a pirélise e 2500 °C para a atomizagao, utilizando a DA como tratamento
da amostra e Mg(NO3)> 15 pg como modificador quimico. O método utilizando uma
curva de calibracdo externa para a determinacdo de Cr em corantes apresentou
recuperacbes entre 90 e 110% com desvios relativos menores que 10%, mostrando
exatidao e precisdo para o método proposto. Os limites de detecgédo e de quantificacao
para o método foram 0,076 e 0,248 mg kg™ e 0,169 e 0,556 mg kg, para as curvas de
menor e maior concentragado, respectivamente. Ja para Cu as temperaturas 6timas
foram de 1200 °C para a pirolise e de 2000 °C para a atomizagao, utilizando a DA como
tratamento da amostra e Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 ug como modificador quimico. Entretanto,
para este analito o método com a curva de calibragdo externa foi eficiente somente para
os corantes E-102, E-110 e E-124, apresentando exatiddo e precisdo, com
recuperacdes de 90-110% e desvios menores que 10%. Os limites de deteccao e de
quantificacdo para o método foram 0,030 e 0,102 mg kg™ e 0,086 e 0,290 mg kg™, para



as curvas de menor e maior concentracao, respectivamente. Ja para os corantes E-132
e E-123, curvas de adicdo de padrao devem ser utilizadas para a determinagao dos
analitos nos corantes alimenticios. Para o corante E-132 o LOD foi de 0,109 mg kg™ e o
LOQ de 0,364 mg kg™, e para o corante E-123 o LOD foi de 0,063 mg kg e o LOQ de
0,211 mg kg™
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ABSTRACT

Determination of Se, Cr and Cu in food dyes by GF AAS
Author: Emanueli do Nascimento da Silva
Supervisor: Profa Dra Solange Cadore

A study with various chemical modifiers for the determination of Se in food dyes by
GF AAS was developed, assessing the optimum pyrolysis and atomization
temperatures, as well as different procedures for sample preparation. The method
selected for the determination of the analyte was the matrix-matching, using the E-132
dye. The AD (acid dissolution) showed to be an appropriate treatment for the sample,
while 5 ug Pd/3 pg Mg(NOs), was the chemical modifier selected and optimum
temperatures were 1300 °C for pyrolysis and 1800 °C for atomization. The method
presented adequate accuracy and precision, considering that recoveries were within the
90 and 100% range and the relative standard deviations were < 10% for all dyes
studied. The limits of detection and quantification were 0.62 and 2.07 mg kg™,
respectively. For Cr and Cu it was also studied different procedures for sample
preparation and temperatures of pyrolysis and atomization. For Cr the optimum
temperatures were 1500 °C for pyrolysis and 2500 °C for the atomization using AD as a
sample treatment and 15 pg Mg(NOs). as chemical modifier. The method using an
external calibration curve for the determination of Cr in dyes presented recoveries within
the 90 and 110% range with relative standard deviations < 10%, showing accuracy and
precision for the proposed method. Limits of detection and quantification for the method
of 0.076 and 0.248 mg kg™ and 0.169 and 0.556 mg kg™ were obtained for the curves of
lower and higher concentrations, respectively. The optimum temperatures for Cu were
1200 °C for pyrolysis and 2000 °C for the atomization using AD as a sample treatment
and using 5 pug Pd/3 pg Mg(NOs). as chemical modifier. However, the external
calibration curve was efficient only for E-102, E-110 and E-124 dyes, which allowed
recoveries between 90 and 110% and relative standard deviations < 10%. The limits of
detection and quantification for the method were 0.030 and 0.102 mg kg™ and 0.086 and
0.290 mg kg™ for the lower and higher concentrations curves, respectively. For E-132
and E-123 dyes, standard addition calibration curves should be used for the
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determination of Cu in food dyes. For E-132 the LOD was 0.109 mg kg~ and LOQ was
0.364 mg kg', and for E-123 the LOD was 0.063 mg kg' and LOQ was 0.211 mg kg™
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1 INTRODUCAO

Em todo o mundo, o uso de corantes é bastante difundido, uma vez que
proporcionam, intensificam, modificam ou suplementam a coloragéo perdida durante o
processamento ou estocagem de diversos tipos de alimentos. Sob o ponto de vista de
saude publica, existem divergéncias sobre a inocuidade dos corantes artificiais
permitidos no Brasil. A toxicidade dos corantes esta relacionada a quantidade ingerida
pelo consumidor, seja pelo consumo demasiado de alimentos naturalmente coloridos
e/ou alimentos coloridos artificialmente, como também com a quantidade de corante
adicionada ao alimento, que deve ser minima, somente uma quantidade que permita ao
corante conferir a cor desejada ao produto [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Levando em consideracao a dieta alimentar, a populagédo em geral esta exposta a
uma grande quantidade de alimentos que levam na sua composicdo substancias
usadas para melhorar suas caracteristicas sensoriais. A relacao entre o uso de corantes
alimenticios e o efeito nocivo que pode causar a saude humana podera ser aumentada
pela presenca de elementos téxicos ou de elementos essenciais em grande quantidade.

No Brasil, muitas industrias de alimentos fazem uso de corantes alimenticios
como ingredientes na producédo do alimento. No entanto, os corantes utilizados por
estas industrias sdo importados, pois ndo ha nenhum fabricante nacional de corantes
artificiais [1]. S&o permitidos, no Brasil, 11 corantes artificiais para uso em alimentos e
bebidas sendo eles: Azul de Indigotina, Amarelo Tartrazina, Amaranto, Amarelo
Crepusculo, Ponceau 4R, Vermelho de Eritrosina, Vermelho 40, Azul Brilhante,
Azorrubina, Verde Rapido e Azul Patente V [5]. J&4 a Resolucdo CNS/MS n® 04, sobre
impurezas inorganicas, apresenta o limite maximo de cada contaminante em corantes
alimenticios, apenas para arsénio, chumbo, cobre, estanho e zinco [7].

Ha muitos estudos que comprovam a toxicidade dos corantes, mas poucos destes
estudos tratam da parte inorganica, ou seja, dos contaminantes presentes nos corantes
alimenticios artificiais, logo, novos métodos devem ser desenvolvidos para a avaliacao
da composicdo inorganica desses corantes. Muitas técnicas estdo disponiveis, sendo
que uma delas é a Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Atomizacéao Eletrotérmica
(ET AAS).



A ET AAS oferece a vantagem da introducdo da amostra com pouca ou nenhuma
manipulagdo prévia. Apesar de a técnica em questdo ndo apresentar muitas
dificuldades na determinagéo de varios analitos, pois geralmente ha eliminacao quase
integral da amostra, podem ocorrer algumas complicagdes na determinacao de certos
analitos, especialmente quando presentes em amostras muito complexas, como € o
caso de corantes alimenticios. Por isso torna-se extremamente importante o uso de
modificadores quimicos em ET AAS. O Se apresenta um comprimento de onda muito
baixo para a absorbancia e baixos valores para a temperatura de pirélise, por isso, em
muitos métodos € possivel observar valores de absorcdo de fundo bastante altos,
dificultando assim, a sua determinacdo em diversas matrizes [8, 9]. Por outro lado, a
determinacao de cromo e cobre apresenta menor grau de dificuldade. Apesar de o Cu
também apresentar uma temperatura para a pirélise relativamente baixa, seu
comprimento de onda é mais alto que o de Se, logo, o analito ndo sofre tanta
interferéncia de moléculas. J4 o Cr apresenta uma temperatura para a pirélise um
pouco mais elevada, sendo que a remoc¢do da matriz € favorecida no momento nesta
etapa, facilitando assim, o desenvolvimento da maioria dos métodos para a sua
determinacao [10, 11, 12].

A presencga destes analitos nos corantes € atribuida ao uso de catalisadores em
etapas prévias da sintese das macromoléculas. Os elementos Se e Cu sdo de grande
interesse por serem considerados essenciais em nivel trago e toxicos em maiores
concentracdes. As formas inorganicas de Se sao mais téxicas que as formas organicas
e sua particularidade é a pequena diferenca entre a concentracao considerada toxica e
a recomendada na dieta alimentar. J&4 o Cr® é considerado essencial em nivel traco,
enquanto o Cr®* é considerado téxico em qualquer concentracéo [8, 13, 14].

Considerando o numero reduzido de estudos relacionados, a falta de informagéo na
legislacao brasileira, o interesse comercial da amostra e a importancia dos elementos
Se, Cr e Cu na area toxicolégica e nutricional, este trabalho foi feito visando acrescentar

novas informacdes sobre os corantes alimenticios permitidos no Brasil.



2 OBJETIVO

»Desenvolver métodos para a determinacdo de Se, Cr e Cu em corantes
alimenticios por ET AAS. Para isso, serd avaliado o melhor método para o tratamento
da amostra, visando um procedimento com o menor numero de etapas possivel, bem
como diferentes modificadores quimicos para a determinacdo dos elementos de

interesse.

»Para a obtengdo das condi¢bes 6timas de trabalho, avaliar as estratégias de

otimizag&o univariada e multivariada utilizando planejamento experimental.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Corantes alimenticios artificiais

Sabe-se que aditivos alimentares sdo adicionados aos alimentos como
substancias complementares, principalmente os corantes, que sao adicionados sem a
funcdo de aumentar o valor nutricional do alimento, somente com a fung&o de colorir ou
intensificar sua cor, aumentando, assim, a aceitabilidade do produto pelo consumidor [1,
2, 3, 4].

Nos séculos XVIII e XIX foram descobertos os primeiros corantes sintéticos. Em
decorréncia do efeito que a aparéncia do alimento causa na aceitacao dos produtos,
esses corantes comecgaram a ser amplamente comercializados e, mesmo alimentos de
baixa qualidade, com a adicdo do corante, ganharam mais espago na mesa do
consumidor [1, 15, 16].

Desde a antiguidade, materiais retirados da natureza sao utilizados para colorir os
alimentos. O uso de substancias artificiais para esse fim teve inicio apenas em 1856,
com a sintese do primeiro corante derivado da hulha. A partir desta data, nos Estados
Unidos e Europa, foram desenvolvidos e comercializados mais de uma centena de
corantes artificiais [1, 15, 16].

Devido a diversidade de novos corantes, a legislacdo dos paises que fazem uso
dessas substancias comegou a variar substancialmente a lista dos permitidos. Com
iSsO, esses paises passaram a controlar o uso dos corantes com legislagdes mais
adequadas, ou seja, com legislacdes que possuissem limites e especificacdes de todos
os corantes utilizados em alimentos. Portanto, foram criados comités internacionais, tais
como a Comissao do Codex Alimentarius, com o intuito de, entre outros objetivos,
estabelecer especificacdes e critérios para a utilizacao de aditivos alimentares, incluindo
os corantes sintéticos [1, 15, 16].

No Brasil, o Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, dispunha sobre as
normas técnicas especiais reguladoras do emprego de aditivos quimicos em alimentos,
sendo alterado pelo Decreto n® 691, de 13 de marco de 1962. A legislacao foi alterada
novamente por conta do Decreto n° 55.871 de mago de 1965. Em 1977, a resolugéao
CNNPA n°® 44 estabeleceu as condicoes gerais de elaboracdo, classificacao,

apresentacao, designacao, composicao e fatores essenciais de qualidade dos corantes



empregados na produgdo de alimentos e bebidas. A Portaria n® 02 DINAL/MS, de 28 de
janeiro de 1987, excluiu da Tabela | do Decreto 55871/65, os corantes Amarelo Acido
ou Amarelo Sélido (13015), Azul de Indantreno ou Azul de Alizarina (69800), Laranja
GGN (15980), Vermelho Sdélido E (16045), e Escarlate GN (14815) para uso em
alimentos. Pela legislacao atual, através das Resolucdes n° 382 a 388, de 9 de agosto
de 1999, da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), sao permitidos no
Brasil para alimentos e bebidas o uso de apenas 11 corantes artificiais, sendo eles:
Amaranto, Vermelho de Eritrosina, Vermelho 40, Ponceau 4R, Amarelo Crepusculo,
Amarelo Tartrazina, Azul de Indigotina, Azul Brilhante, Azorrubina, Verde Rapido e Azul
Patente V. Ja a Resolucado CNS/MS n° 04, sobre impurezas inorgéanicas, apresenta o
limite maximo de cada contaminante em corantes alimenticios, apenas para arsénio
(1,0 mg kg™") , chumbo (10,0 mg kg™), cobre (20,0 mg kg™), estanho (250,0 mg kg™) e
zinco (50,0 mg kg™) [1, 5, 7, 16].

Os corantes s6 podem ser considerados atoxicos a saude se estiverem dentro dos
limites estabelecidos pela ANVISA ou pelo Codex Alimentarius. Esses érgaos sao
responsaveis por impor a quantidade diaria aceitavel de ingestao (IDA). O efeito nocivo
causado por essas substancias ainda estd em discussao, e os estudos comprovam que
a ingestdo desses corantes podem causar desde urticarias, passando por asma e
reagcdes imunoldgicas, chegando até ao cancer em animais de laboratérios [1, 15, 16].

A relagéo entre o uso de corantes alimenticios e o efeito nocivo que pode causar a
saude humana, pode aumentar pela presenca de elementos toxicos ou pela presenca
de elementos essenciais em grande quantidade. A presenca destes elementos nos
corantes € atribuida ao uso de catalisadores em etapas prévias da sintese das
macromoléculas [13]. Levando em consideracdo a dieta alimentar, a populacdo em
geral estd exposta a uma grande quantidade de alimentos que possuem na sua
composicao substancias usadas para melhorar suas caracteristicas sensoriais, logo, a
populacdo pode estar exposta a contaminacdo por meio da ingestdo de alimentos
coloridos artificialmente.

Ha muitos estudos que comprovam a toxicidade dos corantes, mas poucos destes
estudos tratam da parte inorganica, ou seja, dos contaminantes inorganicos presentes
nos corantes alimenticios artificiais. Apenas alguns procedimentos sdo descritos na

literatura. Hepp fez a determinagdo de cromo no corante FD& Blue N® 1 por



fluorescéncia de raios-X [13] e arsénio em corantes por geracao de hidreto [17]. Hepp et
al. estudaram a determinacdo de Hg usando espectrometria de absorcdo atémica por
vapor frio [18], enquanto Vinas et al. avaliaram a determinacdo de Hg, As, Cd e Pb em
corantes usando ET AAS [3, 4] e Lindino et al. estudaram Pb, Cd, As, Al e Cr em
corantes usando espectrometria de absorgao atdmica por chama (FAAS) [2].

Nas embalagens dos alimentos que contém corantes em sua composicao, deve
haver indicagcdées como “Colorido artificialmente”, bem como qual corante foi utilizado ou
seu numero de INS (International Numbering System). A Tabela 1 e mostra algumas
propriedades fisicas e quimicas dos corantes artificiais permitidos no Brasil. Eles sé&o
divididos em quatro grupos de corantes: azo; trifenilmetanos; indigdides e xantenos [1,
15, 16].



3.1.1 Corantes trifenilmetanos

Esta classe apresenta uma estrutura basica de trés radicais arila, em geral grupos
fendlicos, ligados a um atomo de carbono central; apresentam, ainda, grupos sulfénicos
que Ihes conferem alta solubilidade em agua. Da legislagcéo brasileira estdo presentes

nessa classe:

»Azul Patente V (Figura 1) - Excelente estabilidade a luz, acido e calor, mas

apresenta descoloracéo na presenca de acido ascorbico e SO,

Figura 1. Estrutura quimica do corante Azul Patente [1, 16].

»Verde Rapido e Azul Brilhante (Figura 2)- Razoavel estabilidade a luz, calor e

acido, mas possui baixa estabilidade oxidativa.

[Na]O,S SO,[Na)

Gt 2)

[Mal0,$ 50,[Mal

Figura 2. Estrutura quimica dos corantes 1) Azul Brilhante e 2) Verde Rapido [1, 16].



Tabela 1. Propriedades de alguns corantes utilizados no Brasil.

Nome Tartrazina Amarelo Azorrubina Amaranto Ponceau Eritrosina Azul Patente  Azul Azul Verde rapido Vermelho
Crepusculo 4R \' Indigotina Brilhante 40
Classe monoazo monoazo monoazo monoazo monoazo xanteno ftrifeniimetano Indigdide trifeniimetano trifenilmetano monoazo
Massa Molar 534,35 452,36 502,42 604,46 604,41 879,86 566,66 466,34 792,84 808,84 496,41
CAS Number 1934-21-0 2783-94-0 3567-69-9 915-67-3 2611-82-7 16423-68 3536-49-0 860-22-0 3844-45-9  2353-45-9 25956-17-6
Codigo Brasil E-102 E-110 E-122 E-123 E-124 E-127 E-131 E-132 E-133 E-143 E-129
Absorcao Amax- = Ih— Amax- = Amax- = Nge = Niigre = Amax- = Amax- = Amax- = Amax- = Amax. =
Maxima 426 nm 480 nm 515nm 523 nm 505nm 526 nm 635 nm 610 nm 629 nm 625 nm 502 nm
IDA (mg/kg
peso 7,5 2,5 4,0 0,5 4,0 0,1 15,0 5,0 10,0 10,0 7,0
corporeo)




3.1.2 Corante da classe dos indigbides

Azul de Indigotina (Figura 3) - Possui baixa estabilidade a luz, calor e &cido,
baixa estabilidade oxidativa e descolore na presenca de SO; e acido ascérbico. E o

unico representante dessa classe permitido no Brasil.

‘ N SO;[Na]
[Na]O5S N ‘

Figura 3. Estrutura quimica do corante Azul de Indigotina [1, 16].

3.1.3 Corante da classe xanteno

Eritrosina (Figura 4) - Insolivel em pH abaixo de 5. E o Unico representante
dessa classe permitido no Brasil.
| |
[Na]O O~
900

‘ COOI[Na]

Figura 4. Estrutura quimica do corante Eritrosina [1, 16].

0

3.1.4 Corantes azo

Grupo que representa a classe de corantes mais utilizada, compreendendo muitos
compostos que apresentam um anel naftaleno ligado a um segundo anel benzeno por
uma ligacdo azo (N=N), sendo que esses anéis podem conter até trés grupos
sulfénicos. Os corantes permitidos pela legislagdo brasileira e pertencentes a este

grupo sao:
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= Amaranto, Ponceau 4R, Amarelo Crepusculo e Azorrubina (Figura 5) - Esse
corante apresenta boa estabilidade a luz, calor e acido, sendo que os trés primeiros

podem descolorir em presenga de agentes redutores, como o acido ascérbico e o SO..

[Na]OsS N=N [Na]O,S
[NaIO S

SOs[Naj SO,[Na]

3)
[Na]OsS
S50Os[Mal

S0s[Na]

Figura 5. Estrutura quimica dos corantes 1) Amaranto; 2) Ponceau 4R; 3) Amarelo
Crepusculo e 4) Azorrubina [1, 16].

=Vermelho 40 - A Figura 6 mostra a estrutura deste corante que apresenta boa
estabilidade a luz, calor e acido, além de ser o corante vermelho mais estavel para

bebidas na presenca do acido ascérbico, um agente redutor.

OMe OH
[Na]O,S Q N=N Q
ol Re
CH; SO;[Na]

Figura 6. Estrutura quimica do corante Vermelho 40 [1, 16].

»Tartrazina - Apresenta excelente estabilidade a luz, calor e acido, descolorindo
em presenca de acido ascérbico e SO,. Dentre os corantes azo, a tartrazina tem
despertado uma maior atencao dos toxicologistas e alergistas, sendo apontado como o
responsavel por varias reagdes adversas, causando desde urticaria até asma. Estima-
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se que uma em cada 10 mil pessoas apresenta reacdes a esse corante. No entanto, é
um dos corantes mais empregados em alimentos e é permitido em muitos paises
(Figura 7).

OH
N Gsmwm
[Na]OSS—Q—NzN \
COOINal

Figura 7. Estrutura quimica do corante Tartrazina [1, 16].

3.2 Selénio, cromo e cobre

Estes elementos foram escolhidos para o estudo porque esses analitos ou
compostos que os contém sado utilizados como catalisadores em etapas prévias da
sintese das macromoléculas [13].

Selénio é um elemento encontrado na crosta terrestre em pequenas
quantidades, com abundancia entre 0,05 e 0,09 mg kg™, aproximadamente 1 x 10° %
da crosta terrestre. Pode ser encontrado em diversos estados de oxidagdo, como -2
(seleneto), +2, +4 (selenito), +6 (selenato) e 0 (selénio elementar). E um elemento néo-
metélico, bastante semelhante ao enxofre, que pode ser encontrado como selénio
inorganico e organico e é distribuido de maneira desigual em depésitos geoldgicos.

Aproximadamente metade do selénio produzido industrialmente é utilizado na
industria eletrénica, por conta de suas propriedades semicondutoras. Também pode ser
empregado na industria de vidros, para colorir e descolorir vidros e esmaltes ou na
industria de pigmentos, como catalisador. E utilizado como aditivo em acos na industria
metalurgica e devido as suas propriedades antioxidantes é utilizado na industria
farmacéutica e para fins medicinais.

Este analito é de grande interesse por ser considerado essencial em nivel trago e
toxico em maiores concentragdes. As formas inorganicas de Se sdo mais toxicas que as
formas organicas e sua particularidade € a pequena diferenca entre a concentracao
considerada téxica e aquela recomendada na dieta alimentar [8, 14, 19].
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O cobre compde cerca de 0,007% da crosta terrestre e é o 25° elemento mais
abundante. Metal semi-nobre, é encontrado nos estados de oxidacdo +1 e +2, sendo
que o segundo estado € o mais estavel. Uma grande quantidade do cobre extraido
industrialmente é usada na fabricagdo de ligas. O cobre € um dos poucos elementos
que desempenha um papel técnico importante quando puro, principalmente na industria
elétrica.

O Cu é utilizado em ferros de soldar, acos e bobinas de aquecimento e
refrigeracdo, devido a sua excelente condutividade térmica. Por causa das suas
propriedades fungicidas, os sais de Cu sdo usados desde os tempos antigos para a
protecao de plantagdes e como conservante da madeira.

O cobre também €& um elemento essencial para humanos, em baixas
concentragdes, e toxico em concentragdes maiores, apresentando essencialidade para
numerosas plantas, sendo um constituinte das proteinas com atividade enzimatica.
Como este analito tem a caracteristica de se acumular nos 6rgaos, o figado, por
exemplo, quando exposto a grandes quantidades de Cu em periodos de tempo
relativamente grandes, perde suas fungdes e pode parar de funcionar, levando a morte
[8, 14, 20].

Cromo esta presente na crosta terrestre em aproximadamente 0,02% de
abundancia, portanto, € um dos elementos mais comuns. Metal branco com
comportamento semelhante ao do molibdénio e tungsténio. Este elemento pode se
apresentar nos estados de oxidacao de -2 a +6, dependendo sempre de varios fatores,
como a cinética de reacao, potenciais de reducao e também o pH do meio.

Desde a antiguidade, compostos contendo cromo eram utilizados como
pigmentos, sendo que o metal s6 passou a ter importancia industrial no fim do século
XIX. Este metal € principalmente utilizado na producédo de ligas metalicas e, quando
combinado ao ferro, confere ao aco alta dureza e resisténcia ao ataque quimico, sendo
um dos principais constituintes do aco inoxidavel. Por ser bastante resistente a
reagentes corrosivos comuns, o cromo é utilizado também em revestimentos, sendo
eletrodepositado sobre outros metais, formando assim, uma camada protetora
(cromagéo). Por alguns de seus compostos possuirem caracteristicas refratarias, é
utilizado como material refratario e na producdo de rubis sintéticos para laser. E
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utilizado também no curtimento do couro, como preservativos para madeiras e
fungicidas.

Cr®* & um elemento essencial em nivel trago e desempenha um importante papel
no metabolismo da glicose. Compostos contendo Cr® sdo téxicos em qualquer
concentragao, especialmente o 6xido e cromatos de metais alcalinos [8, 14, 21].

3.3 Espectrometria de absorcao atomica em forno de grafite

Em 1955, Alan Walsh propés uma técnica para determinagbes elementares,
chamada espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS). Esta nova técnica
fazia uso de uma chama para produzir o vapor atbmico e possibilitar a absorcdo da
radiacdo pelo analito presente nessa chama e, assim, a sua quantificacdao. Depois de
diversos pesquisadores perceberem a dificuldade da atomizacdo de analitos refratérios
nessa chama, Boris L'vov propés utilizar um forno de grafite aquecido como meio de
atomizagdo, mas esta idéia sé foi colocada em pratica em 1967 por M. Massmann e,
entdo, a ET AAS foi concretizada [8, 22].

A técnica de Espectrometria de Absorgdo Atdmica com Atomizacao Eletrotérmica
em Forno de Grafite (GF AAS) é muito usada para a determinagédo de elementos tracgo,
€ bastante adequada devido a sua seletividade, sensibilidade e possibilidade da
introducdo da amostra com pouca ou nenhuma manipulacdo prévia e tem sido
amplamente usada para a analise de matrizes diversas. Sabe-se que matrizes
complexas podem prejudicar o desempenho da analise em Espectrometria de Absorcéo
Atémica (AAS), mas com a atomizacao eletrotérmica em forno de grafite, geralmente
ocorre a eliminagcado completa da matriz antes da atomizagdo do analito, sendo esta a
principal vantagem da técnica de GF AAS em relacao a da FAAS, por exemplo [8, 23].

Em GF AAS ocorrem quatro etapas basicas: a etapa de secagem, na qual ocorre
a evaporacao do solvente da amostra; a pirdlise, responséavel pela eliminacao da matriz,
com consequente eliminagcao dos concomitantes; a atomizagéo, que é a etapa na qual
ocorre a formacao da nuvem atdmica do analito e a leitura da absorbancia. A Ultima

etapa € a de limpeza, com temperaturas mais elevadas que as de atomizagéo, visando
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deixar o ambiente do forno sem quaisquer resquicios de amostra ou analito para a
proxima replicata da analise [8, 23].

Ao longo dos anos varios avangos tém contribuido para o desenvolvimento da
AAS, como, por exemplo, a camara de pré-mistura acoplada aos queimadores dos
espectrémetros de chama ou a introdugao do conceito STPF - stabilized temperature
platform furnace. Também foram desenvolvidas pesquisas e aplicacdes de novas fontes
de radiacdo como as lampadas de descarga sem eletrodo (EDL — Electrodeless
Discharge Lamp), lampadas de catodo oco (HCL — Hollow Cathode Lamp) e o uso de
laser de diodos [8, 22].

Em decorréncia das melhorias obtidas ao longo do tempo, a técnica GF AAS
passou a ser bastante utilizada para a determinacao de elementos traco em amostras
mais complexas com pouca ou nenhuma manipulagao prévia da amostra, o que ndo era

possivel pela técnica FAAS.

3.3.1 Conceito STPF

Em GF AAS, o numero de variaveis que determinam a sua eficiéncia tornou-se
significativamente menor apés a introducéao do conceito STPF. As condicdes STPF sao
um conjunto de requisitos instrumentais e operacionais (Tabela 2) que asseguram uma
condicdo analitica adequada, que permite obter métodos mais sensiveis e com

interferéncias minimas [8, 19, 22, 24].
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Tabela 2. Requisitos instrumentais e operacionais necessarios as condi¢cdes STPF.

Condigbes STPF Resultado Obtido

; Garantia de que a matriz e o analito nao
Tubo de grafite com plataforma de _ .
. estardo em temperaturas mais altas de
vov
que o tubo de grafite e o g

Sinais de absorbancia registrados em Minimizacdo dos efeitos das variacoes
area cinéticas do processo de atomizagao
. L Diminuicao das perdas por difusdo através
Atomizador com grafite pirolitico _
da parede do atomizador
Tubo de grafite com aquecimento Estabelecimento de um  ambiente
transversal espacialmente isotérmico
Correcao de fundo por efeito de _ _ . _
Correcao das interferéncias espectrais
Zeeman
. . Aumento da eficiéncia do tratamento
Uso de modificador quimico o .
térmico durante a pirélise
Interrupcao do fluxo de gas durante a Aumento do tempo de permanéncia da
atomizacao nuvem atémica na zona de observagéao
] Diminuicdo das interferéncias na fase de
Elevada taxa de aquecimento do tubo _ o
vapor e formagado de uma nuvem atébmica

de grafite
densa

3.3.2 Modificadores quimicos

Mesmo com a introdugédo do conceito STPF e as vantagens em relacdo a FAAS,
como a atomizagdo quase integral da amostra, melhorando os limites de detecgcéo, em
GF AAS o analito ainda pode ser perdido na etapa de pirélise ou na de atomizacao,
devido a presenga de concomitantes da amostra ainda ndo eliminados. Entretanto, é
possivel melhorar o desempenho da técnica fazendo uso de uma modificagdo quimica
eficiente e, assim, aumentar a estabilidade térmica do analito e/ou a volatilizacdo da
matriz, eliminando interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na
amostra [8, 25]. Os modificadores quimicos devem apresentar as seguintes

caracteristicas:
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= Estabilizar o analito em temperaturas de pirdlise elevadas para garantir a total
eliminacao da matriz na etapa de pirélise;

=*Nao diminuir o tempo de vida do tubo de grafite ou da plataforma;

= Ser utilizado em alto grau de pureza para evitar valores altos de branco;

*Nao ser usualmente determinado por ET AAS;

*Nao diminuir a sensibilidade da técnica;

= Apresentar minima contribui¢cdo para a absorgao de fundo;

=»Ser 0 mais universal possivel, ou seja, estabilizar uma grande variedade de
elementos, facilitando procedimentos de rotina

Existem dois tipos de modificagdo quimica: a modificacdo quimica convencional,
onde o modificador est4d presente em solucdo e € adicionado antes, depois ou
conjuntamente com a amostra e a modificacdo quimica permanente, na qual o
modificador € depositado previamente na superficie da plataforma ou na parede do
forno de grafite.

A superficie da plataforma e/ou as paredes do tubo podem ser modificadas de trés
maneiras, sendo bastante utilizada a deposicdo térmica, na qual o modificador é
introduzido no forno e submetido ao programa de temperatura do mesmo. Entretanto, é
esse tipo de procedimento deve ser feito com cautela, uma vez que esse tipo de
modificacdo pode nao recobrir totalmente a superficie da plataforma [8, 25, 26].

Geralmente, o fabricante do equipamento sugere programas de aquecimento e 0
modificador a ser utilizado para cada elemento, mas dependendo da complexidade da
matriz € necessario um estudo mais aprofundado envolvendo o programa de

temperatura, os modificadores quimicos e o tratamento da amostra.

Considerando a dificuldade de obtencdo de métodos adequados para a
determinacao dos analitos de interesse em corantes alimenticios, foi feita uma busca
sobre trabalhos com Se, Cr e Cu na literatura. A determinagéo de Se por GF AAS, em
diversas matrizes, mostra a dificuldade de utilizar uma curva de calibracdo externa,
necessitando o uso de modificador quimico e da técnica de adicdo de analito ou ajuste
de matriz (matrix-matching). Lima et al. avaliaram o uso da plataforma modificada com
W-Ir para a determinacao de Cd, Pb e Se em materiais de referéncia, a qual se mostrou
mais eficiente que os modificadores fosfato de aménio, nitrato de magnésio e paladio
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[27]. Rosa et al. investigaram Pd(NOg3)2, PA(NO3)2 + Mg(NO3)2, Pd(NO3)2 + Cd(NO3)2,
Pd pré reduzido, Mg(NQOs3)2 e Ni(NOs)> como modificadores para a determinacéo de Se
em vegetais, sendo que os melhores resultados foram obtidos com o modificador puro
Pd(NO3)2[28]. Para a determinacdo de Se em solos, Rosa et al. usaram W como
modificador permanente e obtiveram recuperacdes de 80 a 90% para o método, além
de aumentar significativamente a vida Gtil do tubo para 750 queimas [29]. Theodorolea
et al. estudaram Zr, Ir bem como a mistura Zr-Ir para a determinagdo de Se em leite
humano e obtiveram os melhores resultados com a combinacao de 2 ug Zr-2 ug Ir [30].
Gonzalez-Nieto et al. descreveram o efeitos de Pd, Ni e diferentes misturas desses dois
modificadores para a determinagcdo de Se em solos e mostraram que todas as
combinacoes testadas levaram a resultados precisos e boa detectabilidade [31]. Sousa
et al. estudaram a determinagcdo de Se em adocantes liquidos na auséncia de
modificador quimico e na presenca de Pd/Mg(NQOs3)., obtendo os melhores resultados
na presenca do modificador, com recuperagdes de 94 a 108% e baixos desvios [32].
Bertelsmann et al. determinaram Se em esperma utilizando Pd como modificador
quimico [33], enquanto leggli et al. desenvolveram um método para a determinagédo de
Se em ovos usando Pd como modificador quimico e obtiveram boa precisdo e exatidao
nas analises [34]. Por outro lado, Shrivas et al. usaram Ir como modificador para a
determinacdo de Se em amostras de vegetais e de frutas e obtiveram baixos desvios
para o método [35].

Em contraste, a determinacéo de Cr e de Cu em diversas matrizes, ndo mostra
uma dificuldade tdo grande, mas em alguns trabalhos também é necessario o estudo de
modificadores para a determinacdo destes analitos em matrizes mais complexas.
Daftsis et al. estudaram o desempenho analitico de GF AAS para a determinacao de
Cd, Co, Cr e Pd em fragdes de sangue, mas por ser uma amostra muito complexa a
calibragdo interna teve que ser utilizada, além de ser necesséria a utilizacdo de
modificador quimico [36]. Dobrowolski fez a determinagdo de Ni e Cr em solos usando
GF AAS, sendo que a determinacdo de Ni s6 foi possivel com a técnica de adicdo de
analito (calibracdo interna); ja o Cr pdde ser determinado sem grandes dificuldades
utilizando uma curva de calibracdo externa [37]. Felipe-Sotelo et al. usaram GF AAS
para fazer a determinagdo de Cr, Ni e V em matrizes complexas, sendo que os trés
analitos puderam ser determinados com precisdao [38]. Lobo et al. fizeram a
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comparacao entre otimizacao univariada e multivariada para a determinacéo de Cu, Pd,
Ni e Cd em biodiesel por GF AAS e os resultados comprovaram que a andlise
multivariada pode ser uma poderosa ferramenta para otimizar condigdes experimentais
em GF AAS [39]. Acar estudou a determinacdo de Cd, Cu e Pd em amostras de solo,
sedimentos e agua do mar por GF AAS usando Sc + Pd + NH4sNO3; como modificador
quimico e comprovou que 0 mesmo pode ser utilizado para a determinacdo dos trés
analitos [11]. Kili¢ et al. fizeram a determinacdo de Pb e Cu em goma de mascar por
FAAS e GF AAS usando varios modificadores quimicos e obtiveram bons resultados
para ambas as técnicas, sendo que as interferéncias de matriz foram controladas em
GF AAS com a correcao de fundo pelo efeito Zeeman e o uso de W + Pd como

modificador quimico [40].

3.4 Tratamento da amostra

Depois da escolha da técnica a ser utilizada, é feita a selecao do procedimento de
preparo de uma amostra, sendo que a escolha correta € de extrema importancia em
diversas técnicas de analise e também para a obtengcdo do sucesso de uma
metodologia analitica. Em quase toda analise quimica é necessario que as amostras
sejam submetidas a algum tipo de tratamento, para que possam ser analisadas pela
técnica selecionada, sempre buscando métodos simples, de baixo custo, com menor
manipulagdo da amostra e evitando perigos de contaminagao da amostra e do analista.

Esses tratamentos podem envolver a solubilizacdo ou a decomposicdo da
amostra. Os tratamentos por solubilizacdo envolvem a adicao de reagentes adequados
para a dissolucdo da amostra, que nem sempre precisa sofrer uma reagcao quimica. Por
outro lado, no tratamento por decomposicdo podem ocorrer algumas transformacoes
quimicas da amostra, que pode ser levada a oxidacao por completo, deixando as
espécies de interesse em formas inorganicas mais simples e menos volateis,
facilitando, assim, a andlise [41, 42, 43].

Todas as amostras podem ser submetidas a processos de tratamento, se a
técnica de andlise exigir e se a nao houver perdas do analito ou diluicbes que
comprometam a analise. Mesmo amostras liquidas podem necessitar de um preparo
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prévio antes de serem analisadas. Sendo assim, a maneira de se decompor uma
amostra depende fortemente do analito a ser determinado, de sua concentracdo, da
exatidao e precisdo desejadas e também do método empregado para a analise [41, 42,
43].

No presente trabalho, foram utilizados trés tipos de tratamento de amostra, isto é,
mineralizacdo &cida assistida por radiacdo de micro-ondas, utilizacdo de banho de
ultrassom e dissolucao &cida.

3.4.1 Mineralizacéo &cida assistida por radiacao de micro-ondas (MW)

Quando o analito deve estar na forma livre, a mineralizacdo acida é exigida,
possibilitando, entdo, a andlise. Esse tipo de tratamento, sem ajuda da radiacdo de
micro-ondas, exige bastante trabalho e tempo, comprometendo a freqiéncia analitica,
sendo que esse tipo de procedimento também pode levar a perdas do analito e/ou
contaminacgdes. Por outro lado, a utilizacdo da radiagcao de micro-ondas como fonte de
energia para a mineralizacdo de amostras possibilitou rapidez na analise de amostras
complexas, evitando as perdas de analitos volateis e eventuais contaminagbes de
amostras. Abu-Samra et al. foram os primeiros a descrever 0 uso dessas radiagdes
como fonte de energia para promover a dissolucdo de amostras, utilizando um forno de
microondas[41, 42, 43, 44].

As radiagcbes de micro-ondas sdo n&o-ionizantes e provocam o movimento das
espécies em solucao, tanto pela migracdo de ions, quanto pelas rotacées de dipolo,
sendo necessaria a existéncia de moléculas polares no contetdo levado ao forno de
micro-ondas. Esses eventos sao causados pela rapida alternancia do campo
eletromagnético, por exemplo, em um forno de micro-ondas caseiro, isso ocorre 4,9 x
10° vezes por segundo. Sendo assim, esse mecanismo de stress induzido pela
interacdo das micro-ondas com as moléculas, leva ao aquecimento da solucado da
amostra [41, 42, 43].

As micro-ondas possuem frequéncias entre 300 e 300.000 MHz. Dentre elas, a
frequéncia de 2450 £ 13 MHz é a mais comum e é a usada nos fornos de micro-ondas

caseiros. A energia que, geralmente, um sistema de micro-ondas irradia é de 600 - 700
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W. Sendo assim, um forno de micro-ondas para preparo de amostra pode fornecer, em
aproximadamente cinco minutos, uma energia proxima de 43 kcal [41, 42, 43].

N&o é novidade a extensa utilizacdo de fornos de micro-ondas para preparo de
amostras. Apesar de, nos ultimos anos, muitas outras estratégias, tanto para o
tratamento de amostra quanto para a introdugdo de amostras com quase nenhum
preparo, virem ganhando espaco nos laboratérios, a utilizagdo da radiacao de micro-
ondas ainda € bastante difundida e, muitas vezes, seus resultados servem como
referéncia para a aceitacao daqueles obtidos por outros métodos.

Sousa et al. utilizaram a radiagdo de micro-ondas para o preparo de amostras de
adocantes liquidos para a determinacao de Ca, Cd, Co, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, Pb,
Se e Zn por ICP-OES e ICP-MS. As amostras (1 g) foram digeridas com 10 mL de
HNO3; e 0 8 mL de H»O,. Os autores comprovaram que as duas técnicas permitem a
avaliacao da composicao inorganica e a determinacao rapida dos analitos, uma vez que
as recuperacOes para os dois métodos ficaram entre 90 - 110% e os desvios padrao
foram menores que 12% para ICP OES e 14% para ICP MS [45].

Krachler et al. utilizaram a mineralizagdo acida assistida por radiagcdo de micro-
ondas como tratamento de amostras de turfas ombrotréficas para a determinagédo de As
por HG-AAS e ICP-SF-MS. A digestdo das amostras foi feita com 0,1 mg das turfas e 3
mL de HNOs;. Os autores obtiveram concordancia nos valores de As em materiais
certificados e confirmaram que a mineralizacdo assistida por radiagao de micro-ondas
usando acido nitrico foi adequada e eficaz para a dissolucao das amostras de turfa para
a determinacdo de As. Além disso, os autores deixaram claro que é desnecessaria
utilizacdo de HBF4 ou HF, geralmente adicionados a amostras contendo silicatos [46].

Goncgalves et al. estudaram a determinagcédo de Pt, Pd e Rh em gases de escape
de veiculos por GF AAS e ICP OES, utilizando a mineralizagdo acida assistida por
radiagcao de micro-ondas como tratamento das amostras, que foram coletadas em filtros
posicionados na saida de gases do carro. Esses filtros foram submetidos a
mineralizac¢ao, utilizando um forno de micro-ondas caseiro modificado e 20 mL de agua
régia, por 10 minutos. A solugéo resultante foi filtrada, avolumada a 100 mL e mantida

sob refrigeracdo até o momento da analise. Os autores obtiveram um método simples e
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barato para a determinacdo dos analitos, mostrando que os veiculos que utilizam
catalisadores emitem, juntamente com os gases de combustdo, Pt, Pd e Rh para a

atmosfera [47].

Shah et al. fizeram a mineralizacdo de amostras de tecidos musculares de peixe
em forno de micro-ondas e posterior determinagédo de As total, As** e As®* por ET AAS.
Para a determinacao de As total, 0,2 g das amostras foram mineralizadas com 2 mL de
uma mistura HNO3/H20O- (2:1 v/v). Ja a mineralizacao para a especiacao de As foi feita
com 0,5 g de amostras liofilizadas, 5 mL de HCIO4 e 50 mg de Fex(SO4)s. Os autores
obtiveram concordancia nos resultados obtidos pelo método proposto com os valores
certificados das espécies de As no material de referéncia. Sendo assim, o método
desenvolvido mostrou-se adequado para a especiacdo de As®* e As® e quantificacdo
de As total [48].

3.4.2 Solubilizacdo em banho de ultrassom (US)

O banho de ultrassom utiliza ondas mecanicas com velocidades muito grandes e
que podem auxiliar na solubilizacdo da amostra ou dispersao das particulas sélidas da
amostra em um solvente. Estas ondas sdo de frequéncias maiores que as audiveis para
0 ser humano, sendo acima de 16 kHz. As ondas ultrassénicas se propagam através da
matéria, com uma velocidade que pode variar desde centenas de metros por segundo
no ar, até milhares de metros por segundo em sélidos, sendo que na agua e em
solucdes aquosas diluidas, a velocidade pode chegar a 1500 m/s [41, 49].

As ondas sonoras sempre existiram como qualquer onda mecéanica, mas somente
em 1927 foram percebidos alguns efeitos das ondas ultrassdnicas em sistemas
quimicos e biolégicos. Apenas depois da evolucao da tecnologia para fabricacdo de
aparelhos geradores dessas ondas é que o seu efeito sobre sistemas quimicos pbdde
ser estudado e utilizado em procedimentos de preparo de amostra [41, 49].

Estas ondas ultrassénicas produzem cavitagdo acustica quando passam através
de um meio liquido. A cavitacao é a formacao e implosdo de micro bolhas de gas no
interior de um liquido, provocando transformacdes quimicas, como a extracdo ou

dissolucdo de espécies quimicas presentes em amostras sélidas. Também pode ocorrer



22

a oxidacao ou reducao da matriz, devido a altas temperaturas associadas a liberagéao
de grandes quantidades de energia da interagdo ondas/liquido, pois, com essas
interacdes, ha formagédo de espécies responsaveis por essas reagdes de oxi-redugao
[41, 49].

Nos ultimos anos, o banho de ultrassom é utilizado como procedimento para
tratamento de uma variedade de matrizes, mostrando eficiéncia para o preparo das
amostras que contém elementos trago. Esta técnica vem sendo amplamente
reconhecida por possuir a vantagem de evitar métodos destrutivos como a calcinagao
ou procedimentos de digestdo acida [50, 51].

Lavilla et al. fizeram a extragdo assistida por ultrassom de As, Se, Ni e V em
amostras de peixes e mariscos com posterior analise por ET AAS, obtendo um método
rapido, preciso e simples para quantificar os analitos nessas amostras, quando é feita a
comparagcdo com a mineralizagdo acida. Os autores comprovaram que este tipo de
procedimento é mais seguro e menos dispendioso, pois pode ser feito com 0 consumo

minimo de acidos e menor manipulacao da amostra [51].

Shrivas et al. desenvolveram um método para a determinacdo de selénio em
vegetais e frutas, utilizando a micro extracdo em fase liquida com fibras ocas, sendo
que a extracao foi assistida por ultrassom (UA-HF LPME) e a quantificacao foi feita por
GF AAS. Os autores obtiveram um método simples, rapido e altamente sensivel para a
determinacao do analito em diferentes tipos de amostras de vegetais e de frutas. Os
valores de recuperagdo obtidos revelaram que este processo de extracdo é pouco
afetado pela matriz da amostra, ou seja, 0 método de extracdo se mostrou tao eficiente
quanto um método de mineralizagédo acida [35].

Capelo et al. propuseram um método para extracdo soélido-liquido de Cu em
suspensoes de tecidos de mexilhdes utilizando sonda ultrassénica de alta intensidade e
quantificacao por ET AAS. Os autores obtiveram um método simples e rapido para a
quantificacdo do analito, pois as amostras foram pesadas diretamente no amostrador
automatico. A adi¢do do acido utilizado para a extragdo por sonicagcao também foi feita
diretamente no amostrador, no momento da analise, diminuindo assim a quantidade de

erros volumétricos e de sedimentacao da suspensao da amostra [52].
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Santos et al. desenvolveram um método para a determinagao de Cd, Cr, Pb e Sb
em suspensdes de amostras de plasticos proveniente de material elétrico-eletrénico por
ET AAS, utilizando o reagente dimetilformamida e banho de ultrassom como
procedimento de preparo da amostra. A utilizagdo deste reagente com a sonicagao das
amostras resultou em um procedimento rapido e simples. Os estudos de adigdo e
recuperacao indicaram que o0 método desenvolvido pode ser aplicado para a

determinacao de Cd, Cr, Pb, e Sb nesse tipo de amostra [53].

3.4.3 Métodos simples para a introducdo da amostra - dissolucdo acida
(DA)

Como ja mencionado, a maior parte dos métodos utilizados para a determinacao
de elementos traco, requer manipulacdo da amostra, envolvendo procedimentos de
digestdo com acidos em frascos abertos ou fechados. A fim de diminuir ou eliminar
procedimentos prévios, estdo sendo desenvolvidos métodos que fazem a introdugéo

direta ou com o minimo de manipulagao possivel da amostra.

Puig et al. investigaram quatro procedimentos de preparo de amostra para a
determinacao de platina em catalisadores automotivos por GF AAS. Os autores
estudaram os métodos de digestdo convencionais e por forno de micro ondas, ambos
com agua regia, fusdo alcalina com metaborato de litio e suspensdo aquosa. Os
autores afirmaram que os quatro procedimentos podem ser utilizados para a dissolucao
dos substratos dos catalisadores para a determinacao de Pt. Contudo, o procedimento
de mineralizagdo acida, além de ser mais trabalhoso n&o ofereceu a dissolugéo total da
amostra. Por outro lado, a fusao alcalina forneceu solugcbes limpidas, sem residuos
sélidos, mas € um processo lento e requer cadinhos de grafite de alto custo. Ja a
introducdo de suspensdes aquosas usando Triton X-100 mostrou-se uma alternativa
vélida para a determinacdo do teor do analito nesse tipo de amostra, pois apresentou
precisdo e exatidao aceitdvel, ndo apresentou efeito de matriz, além de ser um

procedimento muito menos demorado e custoso que os demais [54].
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Santos et al. fizeram a determinagdo simultdnea de Cd e Fe em graos utilizando
amostragem direta de sélidos e determinacdo por HR-CS ET AAS. Os autores
conseguiram um meétodo rapido, para determinar simultaneamente os analitos nesse
tipo de amostra, com desvios relativos de 3 a 7 % para Cd e 4 a 13% para Fe,
justificando os desvios maiores para o Fe pelo fato de estar quase sempre presente em
todos os tipos de amostras ambientais. A exatiddo do método foi avaliada através da
andlise trés CRM de composic¢oes diferentes, usando ambas as curvas de calibragao,
com padroes aquosos e com padrdes soélidos. Os resultados confirmaram que nao ha
diferenga significativa entre as duas técnicas de calibragdo, de acordo com o teste t de
Student em um nivel de confianca de 95% [55].

Castilho et al. avaliaram trés diferentes procedimentos para o preparo de amostras
visando a determinagédo de Cu, Mo e Sb por HR-CS AAS em material particulado no ar,
coletado em filtros de fibra de vidro. Os autores compararam o desempenho obtido com
a amostragem direta de soélidos, a mineralizacdo em forno de micro-ondas e a
sonicacdo usando agua régia. Os resultados da amostragem direta de soélidos
apresentaram concordancia com os obtidos a partir da digestdo acida assistida por
micro-ondas, com excecao do molibdénio, bem como com os resultados obtidos pelo
método de extracdo utilizando banho de ultrassom. A amostragem direta de sélidos
apresentou uma clara vantagem, pois o0 método nao requer a utilizacdo de qualquer
quantidade de acidos téxicos e/ou corrosivos e ndo produz qualquer residuo perigoso
[56].
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E importante salientar que muitos dos trabalhos envolvendo a amostragem direta
de sélidos ou outras estratégias mais simples de introducdo de amostras utilizam
técnicas de andlise mais modernas, como HR-CS GF AAS. Assim, ha ainda muita
pesquisa a ser feita, para amostras ainda ndo estudadas, visando a simplificagdo do
tratamento de amostras para analise usando técnicas mais comuns, como por exemplo,
LS GF AAS.

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido tendo em vista a obtencdo de um
método que utilize 0 menor niumero de etapas no preparo da amostra, como por
exemplo, a dissolugdo acida, que consiste apenas na adicdo de &cidos diluidos na

amostra de interesse e posterior introdugao no equipamento.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Instrumentacao

Foi utilizado um espectrobmetro de absorgdo atbmica com atomizagao
eletrotérmica em forno de grafite (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA; modelo AAnalyst
600), com corretor de fundo baseado no efeito Zeeman, amostrador automatico (modelo
AS-800), tubos de grafite com aquecimento transversal e plataforma de L'vov integrada.
A fonte de radiacdo utilizada foi a lampada de descarga sem eletrodo para Se (EDL,
Perkin Elmer), operando a 290 mA, no comprimento de onda de 196,0 nm e, para Cr e
Cu, lampadas de catodo oco (HCL, Perkin Elmer), operando a 25 mA, nos
comprimentos de onda de 357,9 nm e 324,8, respectivamente. A vazao de argdnio
como gas de purga foi de 250 mL min™'. Esse gas foi interrompido durante a etapa de
atomizacgdo. Utilizou-se integracdo dos sinais para eliminar erros de leitura causados
por efeitos cinéticos que possam ocorrer durante a atomizacao. Os volumes de amostra
e de modificador quimico injetados no tubo de grafite foram de 20 yL e 5 pL,
respectivamente. Para o estudo multivariado das condigbes do equipamento e de
modificadores quimicos, foi utilizado o programa Statistica 7.0 para a criagcdo dos

planejamentos experimentais e para a analise dos dados obtidos nos planejamentos.

4.2 Reagentes

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Agua deionizada
(resistividade de 18.2 MQ cm) foi obtida com um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA). Acido nitrico e peréxido de hidrogénio foram obtidos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Todos os recipientes de amostra, copos do amostrador automatico e outros
materiais, foram lavados com agua e mergulhados em 10% v/v acido nitrico 10% v/v
(Merck), por 24 horas, e enxaguados com 4gua deionizada antes do uso.

As solucdes estoque de Se, Cr e Cu (1000 mg L), foram preparadas a partir da
diluicdo das ampolas dos sais dos elementos (Titrisol, Merck) com HNO3 2% v/v (Merck,

Darmstadt, Alemanha) previamente destilado. Padrées analiticos com concentragdes
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entre 2 a 100 pg L foram preparados a partir destas solucdes utilizando 0,2% a 15%
m/v HNOs3.

Os modificadores quimicos foram preparados a partir de solugdes de Pd(NO3)2
10.000 mg L' em HNO3 15% v/v (Perkin Elmer) e de IrCl3.3H20 10.000 mg L™ em HCI
20% v/v (VHGLABS, Manchester, EUA). Sélidos de Mg(NQOg3). (Acros, New Jersey,
EUA), Ni(NO3)..6H-,O (Ecibra, Santo Amaro, Brasil), AgNO3 (Avi-Cenna, Guarulhos,
Brasil) e (NH4)sW-024.6H.0 (Carlo Erba, Sao Paulo, Brasil).

4.3 Procedimentos para o tratamento das amostras

Trés procedimentos para o tratamento da amostra, listados a seguir, foram
avaliados, utilizando os corantes alimenticios: Tartrazina (E-102, BASF), Amarelo
crepusculo (E-110, BASF), Amaranto (E-123, BASF), Ponceau 4R (E-124, BASF) e
Indigotina (E132, BASF). Para a aplicacdo dos métodos foram utilizados os corantes:
Tartrazina (E-102, BASF), Amarelo crepusculo (E-110, BASF), Indigotina (E132, BASF),
Eritrosina (E-127, BASF) e Vermelho 40 (E-129, BASF).

4.3.1 Mineralizagao via MW

O estudo da mineralizagéo foi feito com o corante E-132. Em frascos para forno de
micro-ondas (Teflon®), pesou-se aproximadamente 0,1 g (para Se e Cr) e 0,5 g (para
Cu) do corante e adicionaram-se 6 mL de HNO3 concentrado, 1 mL de H>O» e 4 mL de
HoO deionizada e, a seguir, foram adicionados padrbes de Se, Cr e Cu. Essas misturas
foram preparadas em ftriplicata, sendo submetidas ao programa de aquecimento do
forno de micro-ondas (Milestone, modelo ETHOS), descrito na Tabela 3. Em seguida,
foram colocadas em tubos para centrifugacdo (falcon) e avolumadas para 40 mL,
resultando em solugdes com a concentracdo de 2,5 g L™ do corante para Se e Cre 12,5
gL' para Cu, 30 pg L™ de Se, 10 pg L™ de Cr e 25 pg L™ de Cu. As medidas foram
feitas com a condicdo default de forno de grafite (pré-estabelecido pelo fabricante do
equipamento), Tabela 4, usando a mistura Pd 5 ug/Mg(NQO3)> 3 pg como modificador
quimico para Se e Cu e Mg(NO3)2 15 ug para Cr.



28

Tabela 3. Programa utilizado no forno de microondas para digestdao de amostras de

corante alimenticio.

Etapa t (min) E (W) T (°C) P(bar)
1 6 1000 80 45
2 4 1000 80 45
3 3 1000 120 45
4 5 1000 120 45
5 10 1000 180 45
6 15 1000 180 45

Tabela 4. Programa inicial de aquecimento do forno de grafite (a partir deste programa

as temperaturas de pirolise e de atomizagao foram variadas).

Temperatura
Rampa Sustentacao Vazao de Ar
Etapa <) (s) (s) (mL min™)
Se Cr Cu

Secagem 1 110° 110 110° 1f 20 250
Secagem 2 130° 130 130° 15 30 250

Pirélise 1300° 1500°  1200° 10 20 250
Atomizacdao  1900° 2300° 2000° 0 5 0

Limpeza 2450  2450° 2450 1 3 250

2 temperatura alterada para 90 °C; ° temperatura alterada para 120 C; ¢ e ¢ variaveis
estudadas; ® temperatura alterada para 2600 °C, ' tempo alterado para 10 s.

4.3.2 Extragao via US

O estudo utilizando banho de ultrassom (Uniqui, modelo USC 1400) foi feito com o
corante E-132. Em falcons foram preparadas solu¢gdes em HNO3; 10% m/v para Se e

0,4% m/v para Cr e Cu, utilizando a mesmas concentracbes do corante e do analito
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descritas na mineralizacdo, sendo que as amostras foram submetidas a esse
tratamento por 10 minutos. As medidas foram feitas com a condigdo default do

equipamento, usando os modificadores ja descritos anteriormente.

4.3.3 Dissolucao acida

O termo “dissolucdo acida” esta descrevendo neste trabalho um método de
preparo da amostra no qual o corante é dissolvido em solugées de HNO3 e em seguida
a amostra é introduzida no equipamento. Foram preparadas solu¢des, em triplicata, do
corante E-132 e de um padrao aquoso contendo 0,2%, 0,4%, 5,0%, 10% € 15% m/v em
HNO; para Se e 0,4 % m/v em HNOg3 para Cr e Cu, sendo que um estudo comparativo
da melhor concentracdo de acido e entre os trés métodos de preparo da amostra foi
feito para Se, utilizando as mesmas concentracbes do corante e do analito ja
apresentadas, bem como as condi¢cdes para as medidas. O preparo de amostra para Cr
e Cu também foi avaliado por meio da comparacdo deste método e dos métodos
descritos anteriormente. Todos os estudos posteriores foram feitos com as amostras
preparadas a partir deste método. Para o estudo de modificadores quimicos e
temperaturas de pirélise e de atomizacao, a quantidade adicionada de Se nas amostras
foi de 100 pug L' e para Cr e Cu, 10 pg L. As medidas foram feitas com a condicdo
default do equipamento, usando os modificadores ja descritos anteriormente.

4.4 Modificador quimico

Os modificadores estudados para Se foram: Pd 5 ug; Ni 50 pg; Ag 50ug; Mg(NOs3)2
300 pg; Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 pg; Pd 5 ug/Mg(NOs)2 30 pg; Pd 5 pg/Mg(NOs)2 90 pg; Pd
5 pg/Mg 180 pg; Pd 5 pg/Mg(NO3)2 270 pg; Mg(NOs)2 30 pg /Pd 15 pg; Mg(NOs)2 30 pg
/Pd 30 pg; Pd 5 pg/Ni 50 ug; Ag 25 pg/Ni 25 pg; W termicamente depositado 200, 300
(como descrito na Tabela 5) e 250 ug (usando um método de deposicdo descrito na
literatura para a determinacdo de Se em solos, descrito na Tabela 6) [27]; W 250 ug +
Pd 5 pg/Mg(NOg3)2 90 ug; W 200 ug + Pd 5 pg/Ni 50 ug; Ir termicamente depositado 520
Hg (usando um método de deposicado encontrado na literatura para a determinagéo de
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As em sedimentos, carvao e cinzas, Tabela 7) [57]; Ir 520ug + Pd 5 pug/Mg(NQOs3)2 3 ug;
Ir 520 pg + Pd 5 pg/Ni 50 pg e Pd 5 pg/Mg(NOs3)2 3 pg + H202 20%, 40% e 60% v/v
adicionado a solucdo da amostra

Para Cr foi utilizado o modificador Mg(NO3)2 15 pg e para Cu Pd 5 ug/Mg(NO3)2 3

ug.

Tabela 5. Sequéncia empregada para o 12 procedimento de revestimento da plataforma

integrada com tungsténio.

Etapa Procedimento

1 Pipetar 50 uL de W 1 g L' na plataforma.

2 Executar quatro vezes o seguinte programa de aguecimento® (rampa,
sustentagao): 120 °C(10, 25s), 600 °C(30, 30s), 1800 °C(20, 5s), 2200 °C(10,
5s), 2600°C(5, 3s).

3 Repetir as etapas 1 e 2 mais trés vezes (construgdo das curvas de pirdlise e
atomizacgao para 200 ug de W).

4 Repetir as etapas 1 e 2 mais duas vezes (construcdo das curvas de pirélise e
atomizacéao para 300 ug de W).

® Todas as etapas dos programas de aquecimento foram realizadas com fluxo de
argonio de 250 mL min™.

Tabela 6. Sequéncia empregada para o 2° procedimento de revestimento da plataforma

integrada com tungsténio.

Etapa Procedimento

1 Pipetar 50 yL de W 1 g L' na plataforma.

Executar quatro vezes o seguinte programa de aquecimento® (rampa,
2 sustentacdo): 120 °C(5, 25s), 150 °C(10, 60s), 600 °C(20, 15s), 1000 °C(10,
15s).
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Repetir as etapas 1 e 2 mais trés vezes.

Repetir a etapa 1 e correr 0 seguinte programa de aquecimento (rampa,
sustentacdo): 120 °C(5, 25s), 150 °C(10, 60s), 600 °C(20, 15s), 1000 °C(10,
15s), 1400 °C(10, 5s), 2000°C(3, 2s).

Executar o seguinte programa de aquecimento (rampa, sustentagao): 150 °C(1,
10s), 600 °C(10, 15s), 1100 °C(10, 5s), 1400 °C(10, 10s).

Executar o seguinte programa de aquecimento (rampa, sustentacdo): 150 °C(1,
10s), 600 °C(10, 15s), 1100 °C(10, 5s), 1400 °C(10, 10s), 1500 °C(3, 5s), 1600
°C(1, 1s), 1700 °C(1, 1s), 1800 °C(1, 1s), 1900 °C(1, 1s), 2000 °C(1, 1s).

% Todas as etapas dos programas de aquecimento foram realizadas com fluxo de

argoénio de 250 mL min".

Tabela 7. Sequéncia empregada para o procedimento de revestimento da plataforma

integrada com iridio.

Etapa Procedimento
1 Pipetar 40 uL de Ir L na plataforma.
0 Executar uma vez o seguinte programa de aquecimento® (rampa, sustentagio):
110 °C (10, 50s), 160(30, 50s), 160(0, 6s), 1000(50, 10s), 2000(50, 5s).
: Repetir as etapas 1 e 2 mais doze vezes (construcdo das curvas de pirdlise e

atomizacgao para 520 ug de Ir).

® Todas as etapas dos programas de aquecimento foram realizadas com fluxo de

argonio de 250 mL min™.
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4.5 Otimizacao das condicoes de trabalho

4.5.1 Otimizac&o univariada

A otimizag&o univariada foi feita para todos os modificadores estudados, para os
trés analitos e com o corante E-132 na concentragdo de 2,5 g L para Se e Cre 12,5 g
L para Cu. O estudo do tratamento da amostra foi realizado por meio da leitura das
amostras preparadas a partir de cada tratamento descrito anteriormente, mantendo as
temperaturas de pirdlise e atomizagdo constantes, utilizando o modificador Pd 5
Hg/Mg(NO3)2 3 ug para Se e Cu e Mg(NOs)2 15 ug para Cr, sendo que as medidas
foram feitas com condi¢cbes default do equipamento (Tabela 4). Depois disso, para o
estudo das temperaturas e modificador quimico, foram construidas as curvas de pirélise
e de atomizagdo para todos os modificadores estudados (ltem 4.4), em intervalos
definidos de temperaturas, e variando as temperaturas em 100 °C.

4.5.2 Otimizagc&o multivariada

Além da otimizacao univariada, foi feita uma otimizacao multivariada para Se e Cr,
utilizando o corante E-132 na concentragdo de 2,5 g L. Foram estudados os efeitos de
matriz, tratamento da amostra, modificador quimico, digestao in situ, temperaturas de
pirdlise e de atomizagdo. As Tabelas 8 e 9 mostram os planejamentos experimentais
realizados, as variaveis estudadas e em que condigdes o0s niveis de cada variavel foram

estudados.
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Tabela 8. Planejamentos experimentais feitos para a otimizacdo multivariada das

condicdes de trabalho para a determinacdo de Se em corantes alimenticios.

Variaveis estudadas (nivel — e nivel +)

2™

2*)

(2%

(2%)

(2%

(2%)

(2%

Matriz (Padrao aquoso e corante); Tratamento da amostra (US e
mineralizacao); Modificador quimico (Pd 5 ug/Mg(NOs)> 3 pg e Ir 500 pg- Pd 5
Hg/Mg(NQOs3)2 3 ug); Digestéo in situ (0 e 5 pL de acido ascorbico 5% m/v);
Pir6lise/°C (1200 e 1300); Atomizagao/°C (1800 e 2000).

Matriz (Padrdao aquoso e corante); Pir6lise/°C (1100 e 1200); Modificador (Pd
5 pg/Mg(NQOg3)2 3 ug e Ir 500 ug); Digestéo in situ (5 uL e 10 pyL de acido
ascérbico 5% m/v); Atomizacao/°C (1900 e 2100); Tempo de US/min (0 e 10).
Matriz (Padrdo aquoso e corante); Modificador (W 200 pg e 300 ug);
Pir6lise/°C (1100 e 1200); Atomizagéao/°C (1900 e 2100).

Matriz (Padrdao aquoso e corante); Modificador (Pd 5 pg/Mg(NQOg3)> 3 ug e W
200 pg); Pirdlise/°C (1100 e 1200); Atomizagao/°C (1900 e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador (W 200 pg-Pd 5 pug/Mg(NOs)2 3
pug e W 200 pg-Pd 5 pg/Ni 50 pg); Pirdlise/°C (1100 e 1200); Atomizagéo/°C
(1900 e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador (Pd 5 ug/Mg(NQOs)> 3 ug e Pd 5
pg/Ni 50 pg); Pirdlise/°C (1100 e 1200); Atomizac¢ao/°C (1900 e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador (Pd 5 pug/Ni 50 pg e Pd 5 pg/Ni
100 pg); Pirdlise/°C (1000 e 1100); Atomizagao/°C (2000 e 2200).
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Tabela 9. Planejamentos experimentais feitos para a otimizacdo multivariada das
condicOes de trabalho para a determinacao de Cr em corantes alimenticios.

Variaveis estudadas (nivel — e nivel +)

Matriz (Padrao aquoso e corante); Tratamento da amostra (US e
mineraliza¢ao); Modificador quimico (0 e 15 ug Mg(NOs),); Digestao in situ (0

26-1

(™) e 5 uL de acido ascérbico 5% m/v); Pirdlise/°C (1500 e 1600); Atomizagao/°C
(2300 e 2500).

) Matriz (Padrdo aquoso e corante); Pirdlise/°C (1400 e 1500); Tempo de

US/min (0 e 10).

4.6 Figuras de mérito

Usando a condi¢do otimizada para as temperaturas do programa de aquecimento,
foram construidas curvas analiticas de calibragdo para os analitos e os métodos foram
avaliados por meio de testes de adicdo e recuperacao, coeficiente angular da curva,
RSD, LOD e LOQ. As adigdes foram feitas em triplicata, para cada corante. Os limites
de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados a partir das equagdes: (3 x
s/a) para LOD e (10 x s/a) para LOQ, onde s é o desvio padrdao do branco (reagentes
na auséncia do analito) e a o coeficiente angular ou sensibilidade da curva de
calibragao [8, 24, 58].

4.7 Determinacao de selénio, cromo e cobre

Uma curva analitica externa (2-80 pg L' Se) foi obtida utilizando Pd 5
Hg/Mg(NOs), 3 pg como modificador quimico, sendo que testes de adicdo e
recuperagdo em trés niveis de concentragdo foram feitos para cada um dos corantes
estudados, aos finais, 20, 50 e 80 ug L' de Se foram adicionados a 2,5 g L™ de corante.
Curvas baseadas na adicdo de analito (16-80 ug L' Se) também foram construidas
para cada corante. O método de ajuste de matriz (matrix-matching) foi avaliado usando
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a curva obtida para o corante E-132, com a adicdo de 60 pg L' de Se para cada
corante.

Para o Cr foram construidas duas curvas em meio aquoso, utilizando Mg(NO3), 15
Hg como modificador, para monitorar menores (2-17,5 pg L") e maiores (10-80 pg L™)
concentracdes de Cr nos corantes. Testes de adicdo e recuperacao foram feitos nos
niveis de 2; 7,5 e 15 pg L™ para a curva de menor faixa em 2,5 g L™ do corante e nos
niveis de 10 e 70 ug L™ para a curva de maior faixa em 1,6 g L™ do corante. Também
foram feitas curvas (2-10 ug L) de adicdo de analito em cada corante, sendo que os
testes de adicdo e recuperacdo em cada curva foram feitos com a adicdo de 10 pg L™
de Cr em cada corante, em suas respectivas curvas.

Ja para o Cu as curvas em meio aquoso foram de 2-25 pg L™ para monitorar
menores concentragdes do analito em 12,5 g L™ do corante e de 10-100 pg L™ para
maiores concentracées de Cu em 5 g L' dos corantes, na presenca de Pd 5
ug/Mg(NOs)> 3 ug. Os testes de adicao e recuperacao na curva de menor faixa para o
corante E-132 foram nos niveis de 2; 7 e 12 ug L™, para o E-123 foram de 2; 10 e 17,5
e para os demais corantes estudados foram de 10; 17,5 e 25 pg L™". Na curva de maior
faixa, para todos os corantes as adicées foram de 10 e 90 pg L. Como para os outros
analitos, curvas de adicdo de padrdo (2-25 ug L) também foram construidas, sendo
que os testes de adicao e recuperagao em cada curva foram feitos com a adicdo de 10

ug L' de Cu, em cada corante, em suas respectivas curvas.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados para a otimizacao univariada

5.1.1 Selénio
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5.1.1.1 Resultados para o tratamento da amostra na determinacao de

selénio

Os testes iniciais mostraram que a sensibilidade do equipamento para Se era

afetada pela concentracao de HNO3;, mesmo para o padrdao aquoso. Isso pode ser

explicado pelos diversos estados de oxidacdo do analito [59, 60]. Entdo, um teste da

concentracdo de HNO; foi feito, tanto para a amostra quanto para o padrédo aquoso,

visando a obtengédo do analito em um uUnico estado de oxidagcédo. A Figura 8 mostra o

efeito da porcentagem do acido sobre a absorbancia integrada para Se no padrao e no

corante e também a absorbancia de fundo para o corante. Esses testes foram feitos

usando o modificador universal Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 pg.
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Figura 8. Absorbéancia referente a 0,6 ng de Se presente no padrdo e no corante e
fundo do corante em diferentes concentracdes de HNOs.

| i

[

I

[ Analito (padrio)
[ Analito (corante)
[ Fundo (corante)

&

T
0,2% m/v

T
0,4% m/v

T
5% m/v

r T T ,
10% m/v 15% m/v



37

Observando a Figura 8, pode-se dizer que a absorbancia para o analito no corante
é praticamente a mesma em qualquer concentracdo do acido, mas o sinal para Se no
padrao aquoso apresenta uma tendéncia de aumento com a concentragdo do acido.
Por outro lado, a absorbancia para o fundo diminui, mostrando que quanto maior a
porcentagem do acido, mais as moléculas do corante podem estar sendo destruidas,
facilitando assim a eliminagdo da amostra na etapa de pirdlise.

Na Figura 9 é apresentado o estudo do tratamento da amostra. Observando as
absorbancias do analito em todos os tratamentos € possivel concluir que nao é
necessaria a mineralizacao da amostra e nem a utilizacdo do banho de ultrassom, pois
as absorbancias para o analito em cada tratamento estdo muito préximas. Quando a
absorbancia para o fundo € analisada, o melhor tratamento seria 0 da mineralizagao
assistida por micro-ondas, mas como a absorbancia para o analito € a de interesse, a

DA foi utilizada para os demais estudos.
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Figura 9. Sinal para a absorbancia para 0,6 ng de Se presente no corante e

absorbancia para o fundo em cada tratamento utilizado.
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5.1.1.2 Estudo de modificadores quimicos

Depois de feita a escolha do método de preparo de amostra, foi feito o estudo dos

modificadores quimicos e das temperaturas de pirdlise e de atomizacao.

5.1.1.2.1 Modificacdo quimica convencional

Diversos trabalhos mostram a dificuldade para obter um modificador capaz de
estabilizar Se em altas temperaturas de pirdlise, até a eliminagdo completa da matriz
[19, 30, 31, 34, 61, 62]. Por isso, foram estudados um grande niumero de modificadores
quimicos, individualmente e também diferentes combinagbes entre os mesmos. A
Figura 10 mostra diferentes combina¢bées estudadas para o modificador quimico
convencional Pd/Mg, sugerido pelo fabricante. Observando as curvas de pirélise e de
atomizacao obtidas para essas combinacdes € possivel perceber que quanto maior a
quantidade de Pd utilizada, maior o sinal analitico. Entretanto, o perfil do sinal analitico
do analito e o seu tempo de aparecimento e retorno para a linha de base muda
bruscamente, deixando o pico muito alargado e com ruidos, devido ao aprisionamento
do Se na superficie da plataforma na presenca de Pd, uma vez que a atomizacao do
analito é dificultada nessas condicbes de grandes quantidades de Pd. Esse perfil
melhora quando as temperaturas de atomizagdo sdo elevadas. Porém, fazer uso de
temperaturas elevadas, leva ao desgaste do tubo de grafite e/ou plataforma, maiores

desvios e também a uma diminuicdo na intensidade do sinal analitico com o tempo.
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Figura 10. Curvas de pirélise e de atomizagédo na presenga de diferentes combinac¢des
de Pd/Mg para 2 ng de Se.

A fim de se obter o maior sinal analitico para Se na amostra, ou o sinal analitico
mais proximo do sinal para o analito em um padrdo aquoso de mesma concentracao,
foram estudados outros modificadores, além da combinacao Pd/Mg, uma vez que é
desejavel a obtencdo de um método no qual seja possivel fazer a quantificacdo contra
uma curva de calibragdo externa. Como as absorbancias mostradas nas figuras estao
normalizadas, pode-se dizer, observando as Figuras 11 e 12, que o uso da combinagéao
Pd 5 pg/Ni 50 pg fornece uma recuperagéo de aproximadamente 80%. Apesar de nao
ser possivel quantificar o Se utilizando uma curva de calibragado externa, o uso de Ni
como modificador diminui a volatilidade do analito no corante, quando comparado com
o modificador universal. O perfil do sinal analitico foi adequado para este modificador,
que foi o primeiro proposto para a estabilizacdo de Se e ainda é bastante utilizado [31,
34, 60, 62, 63].
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Figura 11. Curvas de pirélise e de atomizagao para 2 ng de Se na presencga de Pd, Ni,
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Figura 12. Curvas de pirélise e de atomizagéo para 2 ng de Se na presenca de Pd/Ni e

Ag/Ni como modificadores
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Também foi feito o estudo de H>O, como modificador quimico, como mostra a
Figura 13. Foram preparadas solugdes do corante E-132 com 100 pg L' de Se e
adicionaram-se quantidades de peroxido resultando em solugdes de 20, 40 e 60% V/v.
As medidas foram feitas em triplicata fazendo o uso conjunto de Pd 5 ug/Mg(NQOs)2 3 pg
como modificador. Houve um acréscimo do sinal analitico, no entanto o perfil do pico é
comprometido, para qualquer porcentagem do peréxido estudada, pois houve formacgéao

de picos duplos, o que significa que diferentes espécies de Se estdo sendo formadas.

Se 196.0

0.138

Absorbance

-0.014,
0.0 5.0
Time (seconds)

Figura 13. Sinal para absorbancia de 2 ng de Se utilizando H>.O, como modificador (a -
20; b - 40; ¢ - 60 % v/v de H20y).

5.1.1.2.2 Modificagdo quimica permanente

A modificagdo quimica permanente vem sendo estudada para a determinacao de
diversos elementos em matrizes variadas. Neste trabalho, os modificadores
permanentes estudados foram tungsténio e iridio, os quais sao utilizados em diversos
trabalhos descritos na literatura. Vieira et al. utilizaram Ir termicamente depositado como
modificador quimico para a determinacdo de As em sedimentos, carvao e cinzas [57].
Oliveira et al. estudaram W com a co-injecdo de Pd(NOj3). + Mg(NOs)2 como



42

modificadores para a determinacado de Pb em vinagre [64]. Farifas et al. estudaram W,
Ir, Ru, W=Ir e W-Ru como modificadores para a determinacao de Cr e Ni em bebidas
[12]. Toérok et al. utilizaram W/Mg(NOgs)>. como modificadores para a determinacao de As
and Sb em solos, lama e sedimento [65]. Dobrowolski et al. fizeram a determinacéo de
Sb em sedimentos e solos usando Ir/Nb e Ir/W como modificadores quimicos [66].

Para a determinacédo de Se em corantes foram feitas deposi¢coes de tungsténio na
plataforma do tubo de grafite a partir de dois procedimentos de deposigcéo, descritos no
item 4.4. A Figura 14 mostra as curvas de pirdlise e de atomizagao para o analito no
corante E-132, com a deposicdo de 200, 300 e 250 ug de W, utilizando diferentes
procedimentos experimentais, bem como a combinagcao W 200 pg- Pd 5 pug/Ni 50 ug e
W 250 pg-Pd 5 pg/Mg(NOgs)2 90 pg. Também foi estudada a modificagdo permanente
com 500 pg de Ir, depositado pelo procedimento descrito no item 4.4. e as combinagdes
Ir-Pd 5 ng/Mg(NO3)2 3 ug e Ir-Pd 5 pg/Ni 50 pg. Os resultados estao mostrados nas
curvas de pirdlise e de atomizacao mostradas na Figura 15.

0.6
v
0.5 vvvYy P
< v v s
= L4 v [
S 04 IR . =
= 0.3+
<
2
< 0.2+
';g B 200 ugW
8 o ® 300ugW
< 0.14 . 250 ug W
- v 200 ug W +5 pug Pd/50 pg Ni
0.0 1 250 ug W + 5 ug Pd/90 ng Mg(NO,),
T T T T T
800 1200 1600 2000

Temperatura (°C)

Figura 14. Curvas de pirdlise e de atomizacao para 2 ng de Se utilizando W como

modificador permanente.



43

0.60
0.55
1 e ¢ 2 ° o ¢ L]
0.50 ° ° .
S 0.45 o
S 1 :
s 0.40
g 1 °
S 0.35 LR
g 1] =" am
S 0.30 . .
ig 4
5 0.25 - =
% ]
0'20__ - B 520uglr
0.15 - = ® 520 puglr+5ugPd/3 ug Mg(NO,),
1 - 520 pg Ir + 5 pg Pd/50 pg Ni
010 T T T T T T T T T T 1
800 1200 1600 2000 2400 2800

Temperatura (°C)

Figura 15. Curvas de pirélise e de atomizagdo para 2 ng de Se utilizando Ir como

modificador permanente.

Observando as curvas de pirélise e de atomizacao para os diferentes tratamentos
da plataforma, € possivel perceber que a modificagdo permanente, tanto com W quanto
com Ir, sem a combinagdo com a modificagcdo convencional, ndo estabilizaram o Se de
forma adequada quando a temperatura de pirélise foi maior que 1000 °C. Isto pode ser
explicado pelo aprisionamento do analito na plataforma modificada (Se-W e Se-Ir),
dificultando a sua atomizacao. Por outro lado, com a co-inje¢gdo dos modificadores em
solugéo, o Se foi estabilizado até 1200°C. No entanto, ndo houve melhora em relagéo
as outras modificacoes estudadas e as recuperacdes nao chegaram a 60% em relacao
ao padrao aquoso.

Na Figura 16 é mostrada a absorbancia para o analito e na Figura 17 a
absorbancia para o sinal para o fundo, no corante e no padrdo, nas temperaturas
6timas para cada modificador estudado. Observa-se que a absorbancia para o Se,
quando presente no corante, € maior na presenca de Pd/Ni ou somente Ni e maior
massa de Pd como modificadores, ao mesmo tempo que a absorbancia para Se em
padrdao aquoso diminui. Isto pode ser devido ao efeito catalitico do modificador de Ni

sobre o corante alimenticio, ou seja, na presenca de Ni a matriz esta sendo eliminada
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com maior eficiéncia. Por isso, quando sdo usados esses modificadores, as
recuperagbes sdo mais altas em relacdo a absorbancia com o restante dos
modificadores estudados. Um efeito catalitico do modificador sobre a matriz de corante,
também pode ser observado quando é feito o uso de Ir como modificador, pois a
absorbancia de fundo para o corante € menor que a absorbancia de fundo utilizando
outros modificadores, ao contrario do que ocorre quando € feito o uso de W como
modificador. As absorbéancias para o fundo crescem muito na presenga de Ni e, como

consequéncia, pode haver maiores desvios nas medidas.

0.06 -1 1 Analito (padrio)
1 [ Analito (corante) | [

0.05 — —

0.04 -

0.03 —

Absorbancia Integrada (s)

0.02 -

0.01 -

0.00 B

Figura 16. Absorbancia para 0,6 ng de Se presente no padrao e no corante, utilizando
as melhores condi¢des para cada modificador (1-Ir-Pd/Mg; 2-Ir-Pd/Ni; 3-W-Pd/Mg; 4- W-
Pd/Ni; 5-Pd; 6-Ni; 7-Pd/Ni; 8-Pd 5 ug/Mg(NQOs)2 3 pg, 9-Mg(NO3)2 30 pg /Pd 30 pg).
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Figura 17. Absorbancia para o fundo no padrdo e no corante (2,5 g L™, utilizando as
melhores condi¢cbes para cada modificador (1-Ir-Pd/Mg; 2-Ir-Pd/Ni; 3-W-Pd/Mg; 4- W-
Pd/Ni; 5-Pd; 6-Ni; 7-Pd/Ni; 8-Pd 5 ug/Mg(NOs)2 3 pg, 9-Mg(NO3z)2 30 pg /Pd 30 pg).

Na figura 18 sdo mostrados os sinais para a absorcdo de Se na presenca de
alguns modificadores. E possivel comprovar que o uso de W, Ir, Ag ou grande
quantidade de Pd nao favorece a atomizacdo do analito. Observando a figura, é
possivel observar a defasagem temporal quando sao utilizados os modificadores Ir, W e
Ir-Pd/Mg, ou seja, quando a matriz € considerada e esses modificadores sao utilizados,
0 aparecimento do pico de absorbancia inicia em um tempo menor de atomizacao em
relacdo ao padrao aquoso, o que pode estar ligado ao efeito catalitico do modificador
sobre a matriz. Também é possivel observar que o uso de Ni ou do modificador
convencional favorecem o aparecimento de sinais adequados para a absorcdo do

analito, ou seja, sinais mais estreitos e simétricos.
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Figura 18. Perfil do sinal analitico para Se na presenca de diferentes modificadores. a —

2 ng de Se no padrao aquoso € b — 2 ng de Se no corante (*Mg(NO3)2 30 pug/Pd 30 ug).
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5.1.1.3 Estudo do tempo de pirdlise

Devido a grande dificuldade para a obtencdo de um modificador que fosse capaz
de recuperar 100% do selénio adicionado na amostra, o efeito do tempo de rampa e de
sustentacao para a pirélise foi avaliado. Os tempos de rampa estudados foram de 10,
15, 20, 25 e 30 segundos, enquanto que os de sustentacao foram de 20, 25, 30, 35 e
40 segundos. Avaliando os sinais analiticos resultantes de diferentes combinacdes
desses parametros ndao houve uma variagao significativa na absorbancia para o Se. Por
outro lado, a absorgéo para o fundo diminuiu a medida que o tempo de cada etapa
aumentou. Entdo, € conveniente utilizar o default do equipamento (rampa 10 s e
sustentacao 20 s), para nao diminuir a vida Gtil do tubo de grafite.

5.1.1.4 Determinacdo de Selénio

Considerando os resultados obtidos no estudo de modificadores quimicos, foi
selecionado o modificador convencional Pd 5 pg/Mg(NOs)> 3 pg, além da temperatura
de pirdlise de 1300 °C e de atomizagdo de 1800 °C para a construcdo de curvas
analiticas por calibragéo externa e também pelo método de adicao de analito, para cada
corante estudado (Figura 19).
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Figura 19. Curvas analiticas de calibracao externa e pelo método de adicao de analito.

Na Tabela 10 sdo mostradas as figuras de mérito para Se, tanto para a curva
analitica em meio aquoso quanto para as curvas obtidas pelo método de adicdo de
analito, para todos os corantes. Observando as curvas e suas inclinagoes, verificou-se
que ha um efeito significativo de matriz, também observado nos estudos dos
modificadores. E também observado no estudo de adicdo e recuperagdo, e posterior
leitura usando a curva de calibragdo externa (Tabela 11). Como as recuperacdes foram
em torno de 50%, nao é recomendado determinar de selénio nessas condi¢des. Assim,
a utilizacdo do método de ajuste de matriz para a determinagao de selénio em corantes

alimenticios foi avaliada.
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Tabela 10. Figuras de mérito para as curvas analiticas, (A) curva de calibracao externa

e as curvas pelo método de adicao de analito para os corantes.

Faixa LOD LOD LOQ LOQ a*

" (gLl") (ugL") (mgkg") (ugL") (mgkg") unidade

(A) 0,9998 20-80 0,65 0,26 2,18 0,87 0,0014
E-132 0,9994 16 — 80 1,55 0,62 5,17 2,07 0,0007
E-102 0,9995 16 — 80 2,46 0,98 8,19 3,28 0,0007
E-123 0,9991 16 - 80 1,68 0,67 5,59 2,24 0,0007
E-110 0,9957 16 — 80 2,50 1,00 8,32 3,33 0,0007
E-124 0,9994 16 — 80 1,72 0,69 5,76 2,30 0,0007

*a — coeficiente angular.

Tabela 11. Recuperacédo de selénio em nivel baixo [20 pug L], médio [50 pg L] e alto

[80 g L] nos corantes, utilizando a curva de calibragdo externa.

Corante Rec.20pugL"' (% +s) Rec.50pgL” (% +s) Rec.80pgL” (% *s)
E-132 45 48 50
E-102 45 49 52
E-123 50 52 54
E-110 56 50 55
E-124 54 52 58

*s = desvio padréo p/ n = 3.

As inclinacdes das curvas obtidas pelo método de ajuste de matriz foram muito

semelhantes, indicando que qualquer um dos corantes estudados pode ser utilizado

para determinar Se em qualquer outro corante. Isso também foi comprovado pelo teste

de adicdo e recuperacdo de 60 pg L' de Se nos corantes, sendo que a leitura foi

realizada em triplicata na curva obtida pelo método de adicdo de analito com o corante

E-132. A Tabela 12 mostra os valores de recuperagdo para os corantes na curva de
adicao do E-132.
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Tabela 12. Recuperacdo de Se [60 ug L] nos corantes, utilizando a curva de adigao de
analito do corante E-132.

Corante Recuperacdo de 60 ug L™ (% + s)
E-132 90
E-102 89
E-123 90
E-110 98
E-124 92

*s = desvio padrao p/ n = 3.

Como néo foi detectado Se nos corantes estudados pelo método desenvolvido, é
provavel que o mesmo se encontre abaixo do limite de deteccdo do método. Entretanto,
se 0 Se estiver presente em quantidade acima do limite de deteccdo, a curva pelo
método de ajuste de matriz deve ser utilizada para a determinagédo, pois ha um
significativo efeito de matriz e os modificadores estudados ndo foram eficientes para
estabilizar o Se na matriz de corante alimenticio. O método de ajuste de matriz
apresentou exatiddao, uma vez que as recuperacfes ficaram entre 90 e 100% e os
desvios relativos foram menores que 10% para todos os corantes, mostrando a
precisdao do método. A principal vantagem do procedimento proposto € a possibilidade
de determinacdo de Se, caso a concentracdo presente no corante seja superior ao
limite de quantificagdo, sem a necessidade de qualquer preparo da amostra, fazendo
apenas a dissolugdo em acido nitrico 10% m/v, diminuindo, assim, a possibilidades de

erros experimentais e de contaminagao.
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5.1.2 Cromo e Cobre

As temperaturas 6timas para as etapas de pirdlise e de atomizacdo a serem
utilizadas na determinacéo de Cr e Cu nos corantes foram selecionadas a partir das
curvas mostradas nas Figuras 20 e 21, respectivamente. Observando as curvas obtidas
para Cr foi possivel selecionar a temperatura de 1500 °C para a etapa de pirdlise e de
2500 °C para a de atomizagdo, uma vez que a absorbancia decresce abaixo dessa
temperatura, para os corantes E-102, E-123 e E-110. Para o Cu a temperatura de

pirdlise escolhida foi a de 1200 °C e a de atomizagao foi de 2000 °C.
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Figura 20. Curvas de pirélise e de atomizagéo para 0,2 ng de Cr utilizando Mg(NQOs3)2 15
g como modificador.
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Figura 21. Curvas de pirélise e de atomizagao para 0,2 ng de Cu utilizando Pd 5
ug/Mg(NOs). 3 pug como modificador.

As temperaturas para a pirdlise e para a atomizacdo para Cr nao variam
significativamente quando matrizes diferentes sao estudadas, pois este analito, quando
em contato com a plataforma de grafite pirolitico, forma um carbeto bastante estavel.
Sendo assim, a mesma estrutura deve ser rompida para a atomizagdo do analito,
mesmo em diferentes amostras e estas temperaturas geralmente sado bastante
elevadas. Daftsis et al. obtiveram temperaturas para a pirélise e atomizagao para Cr em
sangue de 1500 °C e 2300 °C, respectivamente, quando utilizado o Mg(NO3), como
modificador quimico [36]. Dobrowolski obteve temperaturas para a determinacéo de Cr
em suspensao de solos de 1200 °C e 2500 °C, sendo que essa temperatura mais baixa
para a pirélise € devida a introducdo da amostra como suspensao [37]. Felipe-Sotelo et
al. obtiveram temperaturas para a pirdlise entre 1400-1600 °C e para a atomizacgao
entre 2300-2500 °C, dependendo do tipo do método de introdugdo da amostra utilizado
(current slurry analysis (USS) e "slurry extraction"(SE)), sendo que os dois métodos
apresentaram-se apropriados para a determinacdo do analito, o método (USS) para
menores concentragdes de cromo e (SE) para maiores concentragdes [38]. Olmedo et

al. selecionaram as temperaturas para a pirélise e a atomizagao de 1500 °C e 2400 °C,
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respectivamente, para determinar Cr em sangue, urina, cabelo e saliva e obtiveram
recuperagdes de 96,3 a 107,8% para o analito, nas diferentes amostras [10]. Farifias et
al. obtiveram as temperaturas de 1500 °C e de 2300 °C quando o modificador Mg(NO3)2
foi utilizado para determinar Cr em bebida alcodlica, mas quando os modificadores
permanentes W, Ir, Ru, W-Ru ou W-Ir foram utilizados, as temperaturas de pirdlise
foram mais baixas, pois quando estes modificadores sdo usados, os sitios de carbono
sao substituidos por sitios metalicos, inibindo assim, a formagéo do carbeto estavel do
analito [12].

Para Cu as temperaturas para a pirélise e atomizacao variam muito dependendo
da matriz, pois este analito é mais afetado por interferéncia de matriz, ja que os
compostos formados com o grafite ndo sédo tdo estaveis quanto os compostos de Cr.
Lobo et al. obtiveram as temperaturas para a pirélise e a atomizacao para Cu em
biodiesel, utilizando Pd/Mg ou W como modificadores, de 1000 °C e 2200 °C,
respectivamente [39]. Ja& Acar, utilizando a combinacdo Sc + Pd + NH4sNO3; como
modificador quimico, conseguiu temperaturas de, 1350 °C e 2000 °C para a pirolise e a
atomizacgdo, respectivamente, pois esta mistura permitiu uma alta estabilizacdo do
analito na plataforma [11]. Kili¢ et al. obtiveram temperaturas de 1200 °C e de 2700 °C
para a pirélise e a atomizacao, respectivamente, para a determinacao de Cu em goma
de mascar, utilizando a mistura W + Pd + &cido tartdrico como modificador quimico,

comprovando que essa mistura possui um grande efeito estabilizador do analito [40].

5.1.2.1 Determinacdo de cromo e cobre

Foram construidas curvas analiticas, curva de calibracdo externa (uma
compreendendo uma menor faixa e outra uma maior faixa de concentragéo) e pelo
método de adicdo de analito (compreendendo a menor faixa) para cada corante
estudado, a fim de investigar o efeito da matriz na determinacdo de Cr e Cu nos
corantes. Nas Tabelas 13 e 14 sdo mostradas as figuras de mérito para Cr e Cu,
respectivamente. Comparando os coeficientes angulares das curvas, externa (A) e com
adicao de analito para Cr, que variam menos que 10% em relacdo a curva de calibracao
externa e, observando as recuperacdes em diferentes niveis de concentragdo, pode-se
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dizer que a curva de calibracdo externa pode ser utilizada para a determinacdo do
analito em corantes alimenticios, ou seja, nao ha efeito significativo de matriz. Porém, o
uso do modificador Mg(NOs3)>. 15 pg foi necessario, pois na auséncia de qualquer
modificador o Cr estava sendo perdido na etapa de pirdlise, devido ao efeito da matriz
dos corantes. As curvas para Cu nao seguiram a mesma tendéncia das curvas para Cr.
A curva do corante E-132 apresentou um coeficiente angular muito mais baixo em
relacdo aos outros corantes e a curva de calibragdo externa (A). Ja para o corante E-
123 o coeficiente foi mais alto. Isso significa que a sensibilidade para o analito, quando
presente no primeiro corante, € menor em relacdo a curva de calibragdo externa. Ja

para o segundo corante, ocorre o contrario.

Tabela 13. Figuras de mérito para as curvas analiticas de calibragdo externa para
monitorar (A) menores e (B) maiores concentracdes e as curvas pelo método de adicao
de analito para Cr.

Curva LOD LOD LOQ  LOQ

(mgL”") (ugL") (mgkg’) (ugL") (mgkg’)
(A) 09999 2175 0,19 0076 062 0248 73 00128
(B) 09984 10-80 027 0169 089 0556 9,0 0,0089

mo(pg) o

E-132 0,9965 2-10 0,1 0,040 0,35 0,140 6,5 0,0126
E-102 0,9970 2-10 0,6 0,240 2,00 0,800 7,1 0,0134
E-123 0,9992 2-10 0,15 0,060 0,5 0,200 6,05 0,0142
E-110 0,9990 2-10 0,1 0,040 0,34 0,136 6,81 0,0125

E-124 0,9989 2-10 0,19 0,076 0,62 0,248 7,1 0,0132

a = coeficiente angular da curva, m, = massa caracteristica.
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Tabela 14. Figuras de mérito para as curvas analiticas de calibracdo externa para

monitorar (A) menores e (B) maiores concentracoes e as curvas pelo método de adicao

de analito para Cu.

Curva LOD  LOD  LOQ  LOQ ]
(L") (gL") (mgkg™ (gL") (mgkg" "°0P °
(A) 0,9989 2-25 0,38 0,030 1,28 0,102 20,5 0,0044
(B) 0,9995 10-100 0,43 0,086 1,45 0,290 24,3 0,0039
E-132 0,9975 2-25 1,37 0,109 4,55 0,364 26,8 0,0032
E-102 0,9989 2-25 0,77 0,062 2,55 0,204 18,7 0,0046
E-123 0,9989 2-25 0,79 0,063 2,64 0,211 15,5 0,0056
E-110 0,9996 2-25 0,34 0,027 1,14 0,091 17,9 0,0048
E-124 0,9998 2-25 0,38 0,030 1,28 0,102 17,1 0,0044

a = coeficiente angular da curva, m, = massa caracteristica.

As Tabelas 15 a 18 mostram os teores de Cr e Cu encontrados em cada corante,

bem como os valores de RSD para trés amostras de cada corante, utilizando as curvas

analiticas de calibracao externa, nas faixas menores e maiores estudadas. Os ultimos

pontos das curvas de maior faixa compreendem os limites da legislacao brasileira para

Cu que é de 20 mg kg™ e o limite estabelecido pelo JECFA para Cr que é de 50 mg kg™

6, 7].
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Tabela 15. Teor de Cr encontrado nos corantes [2,5 g L™ do corante] através da curva
analitica de calibracdo externa (2-17,5 pg L"), RSD e valores de recuperacdo em nivel
baixo 2 ug L™, médio 7,5 ug L e alto 15 ug L.

Rec. nivel Rec. nivel Rec. nivel
Corante mgkg'ts F:;I)) baixo médio alto
(% £ s) (% £ s) (% £ s)
E-132 1,16 +0,09 7,9 95 92 107
E-102 <LOD - 98 96 96
E-123 0,69 + 0,01 1,3 100 100 100
E-110 0,10 £ 0,01 6,1 101 91 104
E-124 0,10 £ 0,01 9,9 104 102 109

*s = desvio padrao p/ n = 3.

Tabela 16. Teor de Cr encontrado nos corantes [1,6 ¢ L™ do corante] através da curva
analitica de calibracdo externa (10-80 pug L™ ), RSD e valores de recuperacdo em nivel
baixo 10 ug L' e alto 70 ug L™ .

; Rec. 10 ug L™ Rec. 70 pug L™
Corante mgkg s RSD (%)
(% % s) (% £ s)
E-132 1,17 £ 0,11 9,7 109 98
E-102 <LOD - 103 92
E-123 <LOQ - 100 94
E-110 <LOQ - 96 94
E-124 <LOQ - 93 92

*s = desvio padréo p/ n = 3.
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Tabela 17. Teor de Cu encontrado nos corantes [12,5 g L do corante] usando a curva
analitica de calibracdo externa, RSD e valores de recuperagdo em nivel baixo (2 e 10
ug L"), médio (7; 10 e 17,5 ug L") e alto (12;17,5e 25 pg L ™).

RSD Rec. nivel Rec. nivel Rec. nivel
Corante mgkg'ts (%) baixo médio alto
(% £ s) (% £ s) (% £ s)
E-132 1,0 £0,05 4,8 122 101 107
E-102 <LOD - 88 94 96
E-123 0,35 + 0,01 1,3 97 119 119
E-110 <LOD - 95 106 97
E-124 <LOD - 97 112 114

*s = desvio padrao p/ n = 3.

Tabela 18. Teor de Cu encontrado nos corantes [5 g L™ do corante] através da curva
analitica de calibragdo externa (10-100 ug L), RSD e valores de recuperagdo em nivel
baixo 10 ug L™ e alto 90 pg L.

; RSD Rec. 10 pg L™ Rec. 90 pug L™
Corante mgkg ts
(%) (% % s) (% % s)
E-132 1,18 £ 0,03 2,8 91 90
E-102 <LOD - 94 89
E-123 0,66 £ 0,02 3,5 130 97
E-110 <LOD - 90 90
E-124 <LOD - 99 105

*s = desvio padrao p/ n =3

Na Tabela 19 sdo mostrados os valores das concentracoes de Cr e Cu em cada
corante, a partir do calculo utilizando a curva de adicdo de analito, bem como seus
respectivos RSDs. Também sdo mostradas as recuperagdes de 10 ug L™ de Cu e Cr
para cada corante em sua respectiva curva. O Cu ndo pode ser quantificado nos
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corantes E-132 e E-123 utilizando a curva de calibracdo externa, pois as recuperacoes
ficaram fora da faixa 90-110%. Assim, é necessario mostrar essas recuperagoes na

curva de adicao de analito, confirmando que essa estratégia pode ser utilizada.

Tabela 19. Teor de Cr e Cu encontrado nos corantes através da curva de adicao de

analito, RSD e valores de recuperagéo para 10 pg L™.

Cr Cu
Corante | mgkg'+s RSD(%) Rec.+s | mgkg'+s RSD (%) Rec.+ts
E-132 1,14 £ 0,05 4.8 103 1,7 £0,04 2,8 109
E-102 <LOD - 95 <LOD - 98
E-123 0,65 + 0,03 4,1 98 0,32 + 0,01 4,0 96
E-110 0,12 + 0,01 6,1 108 < LOD - 93
E-124 0,11 £ 0,01 6,9 101 <LOD - 100

*s = desvio padrdo p/ n = 3.

Em se tratando de precisdo, exatidao e repetibilidade para a determinagéo de Cr
em corantes, o método de quantificacdo contra uma curva de calibragdo externa
apresentou um bom desempenho. Os testes de recuperacdo em trés niveis diferentes
de concentracao forneceram valores entre 90 e 110% e os desvios padréo relativos,
para trés amostras, ficaram abaixo de 10%. Ja para Cu, o0 mesmo pode ser dito para o0s
corantes E-102, E-102 e E-124, no entanto, para os outros corantes é necessario

utilizar o método de adi¢ao de analito para a sua quantificagao.

5.1.2.2 Aplicagao

Os métodos desenvolvidos para Cr e Cu foram utilizados para a determinagao dos
analitos em alguns corantes alimenticios obtidos comercialmente. As determinagbes
foram feitas utilizando a DA como preparo de amostra e as curvas de calibracdo para
monitorar baixas concentragées de Cr e Cu em corantes, sendo que os modificadores
utilizados foram Mg(NQO3), 15 pg para Cr e Pd 5 ug/Mg(NO3). 3 pug para Cu. Nas
Tabelas 20 e 21 sdo mostrados os teores dos analitos presentes em cada corante.
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Tabela 20. Teor de Cr encontrado nos corantes [12,5 g L™ do corante] através da curva

analitica de calibracdo externa para monitorar baixas concentracées de Cr e RSDs das

medidas.
Cr
Corante mg kg *s RSD (%)
E-132 0,59 + 0,05 8
E-102 0,40 + 0,03 7
E-123 <LOQ -
E-127 0,30 + 0,01 4

*s = desvio padrdo p/ n = 2.

Tabela 21. Teor de Cu encontrado nos corantes [12,5 g L™ do corante] através da curva

analitica de calibracdo externa para monitorar baixas concentra¢cées de Cu e RSDs das

medidas.
Cu
Corante mgkg' *s RSD (%)
E-132 0,127 £0,017 13
E-102 <LOD -
E-123 <LOD -
E-127 0,75 + 0,07
E-129 1,68 £ 0,05

*s = desvio padrdo p/ n = 2.

Observando os resultados € possivel dizer que o consumo dos alimentos que

contém esses corantes nao oferece risco a saude, em relacdo a quantidade de Cr e Cu

nos corantes, no caso da industria alimenticia obedecer a quantidade de corante

contida no alimento e estes alimentos estarem de acordo com a legislacao e, ainda, se

a dieta ndo ultrapassar o valor da ingestao didria de corante.
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5.2 Resultados da otimizacao multivariada

Os métodos foram construidos a partir de otimizagdes univariadas, mas como ja
mencionado, foi observada uma grande dificuldade na obtengdo de um método eficaz
na determinagdo de Se nos corantes. Por isso, também foi utilizada a otimizagéao
multivariada a fim de comparar os dois tipos de otimizacao para Se e Cr e o resultado
desejado foi a maior absorbéancia para os analitos.

A Tabela 22 mostra os planejamentos experimentais feitos para Se e os efeitos
significativos a um nivel de 95% de confiangca. Quando é considerado o resultado médio
entre as medidas, que foram realizadas em duplicata, observa-se que muitas variaveis
e combinacado entre elas possuem efeitos significativos a 95% de confianga. Por
exemplo, a matriz, que foi considerada como uma variavel, possui um efeito significativo
em todos os planejamentos, sendo que o nivel negativo sempre oferece resultados
significativamente maiores que o nivel positivo, ou seja, os valores de absorbancia
quando o padrdao aquoso é considerado € sempre maior que o valor de absorbéancia
quando é considerada a matriz de corante alimenticio. Portanto, é confirmada a
interferéncia de matriz na determinagdo de Se, como foi observado também no estudo
univariado, usando qualquer dos modificadores estudados. Na otimizacdo multivariada
esse fato foi observado pelos graficos de Pareto apresentados nas Figuras 22 e 23, os
quais mostram que a matriz (variavel 1) possui um efeito negativo e significativo para

todos os planejamentos realizados

Tabela 22. Planejamentos experimentais, efeitos e interagdes significativas para a
otimizacdo multivariada das condicbes de trabalho para a determinacdao de Se em

corantes alimenticios.

Variaveis e interacoes com

Variaveis estudadas (nivel — e nivel +) ) e eee .
efeitos significativos

Matriz (Padrdo aquoso e corante); Tratamento
da amostra (US e mineralizacao); Modificador
(2" quimico (Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 pg e Ir 500 pg-
Pd 5 ug/Mg(NOs)> 3 ug); Digestao in situ (0 e 5
uL &cido ascorbico 5% m/v); Pirdlise/°C (1200 e

Matriz (-); Pirdlise (-);
Matriz/Modificador (+);
Matriz/Digestao in situ (+);
Matriz/Atomizagao (+).
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(2°?)

(2%

(2%

(2%

(2%

(2%

1300); Atomizag&o/°C (1800 e 2000).

Matriz (Padrdo aquoso e corante); Pir6lise/°C
(1100 e 1200); Modificador (Pd 5 pug/Mg(NO3)2
3 ug e Ir 500 pg); Digestao in situ (5 uL e 10 pL
de acido ascérbico 5%); Atomizagao/°C (1900 e
2100); Tempo de US/min (0 e 10).

Matriz (Padrdo aquoso e corante); Modificador
(W 200 pg e 300 ug); Pirélise/°C (1100 e 1200);
Atomizacao/°C (1900 e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador
(Pd 5 pg/Mg(NOsz)2 3 pug e W 200 pg);
Pirélise/°C (1100 e 1200); Atomizagao/°C (1900
e 2100).

Matriz (Padréo aquoso e corante); Modificador
(W 200 pg-Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 pg e W 200 pg-
Pd 5 pg/Ni 50 pg); Pirdlise/°C (1100 e 1200);
Atomizagao/°C (1900 e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador
(Pd 5 ug/Mg(NO3)2 3 ug e Pd 5 pg/Ni 50 pg);
Pir6lise/°C (1100 e 1200); Atomizagéo/°C (1900
e 2100).

Matriz (Padrao aquoso e corante); Modificador
(Pd 5 pg/Ni 50 pg e Pd 5 pg/Ni 100 pg);
Pir6lise/°C (1000 e 1100); Atomizag¢ao/°C (2000
e 2200).

Matriz (-); Modificador (-).

Matriz (-); Pirélise (-);
Matriz/Pirélise (-).

Matriz (-); Modificador (-);
Matriz/Modificador (-).

Matriz (-); Modificador (+);
Matriz/Modificador (+);
Matriz/Atomizagao (+).

Matriz (-); Pirdlise (-);
Atomizacao (-);
Matriz/Modificador (+);
Matriz/Pirélise (-);
Matriz/Atomizagao (+);
Modificador/Atomizacgao (-);

Matriz (-); Atomizagao (-);
Matriz/Modificador (+);
Matriz/Atomizagao (+).
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Figura 22. Graficos de Pareto para os resultados do 1° ao 4° planejamento experimental feito para a otimizacao

multivariada na determinacéo de Se em corantes alimenticios.
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Figura 23. Graficos de Pareto para os resultados do 5° ao 7° planejamento experimental feito para a otimizacao
multivariada na determinacéo de Se em corantes alimenticios.
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Ainda observando a Tabela 22 e as Figuras 22 e 23 é possivel identificar, além da
matriz, outras variaveis e interacoes significativas:

*No primeiro planejamento, sendo um planejamento fracionario 2%, uma das
variaveis significativas foi a temperatura de pirélise. Quanto menor a temperatura, maior
a absorbancia para Se no intervalo de temperatura estudado, quando usados o0s
modificadores Pd 5 ug/Mg(NQO3)2 3 ug ou a combinagéo Ir 500 pg- Pd 5 ug/Mg(NOs3)2 3
Mg. Também pode ser observado o efeito significativo das interagcdes
matriz/modificador, matriz/digestao in situ e matriz/atomizagao, indicando que quando a
combinacao Ir 500 ug-Pd 5 pg/Mg(NOs)> 3 ug e a digestao in situ sdo usadas, bem
como quando a temperatura de atomizacdo é aumentada, hda um aumento na
absorbancia para o analito, quando presente no corante. O tratamento da amostra nédo
forneceu resultados significativos.

*Para o segundo planejamento, um fracionario 2%2 além da matriz, a Unica
variavel com efeito significativo foi o modificador quimico, que forneceu um efeito
negativo, ou seja, o uso do modificador Pd 5 pg/Mg(NQOs)2 3 ug (nivel negativo) resulta
em maiores valores de absorbancia para o analito do que o modificador Ir 500 ug (nivel
positivo), resultado ja obtido no estudo univariado. O tratamento da matriz ndo forneceu
resultados significativos, por isso para os outros planejamentos o tratamento utilizado
foi a DA.

=Para o primeiro planejamento completo e o terceiro realizado (2%), além da
matriz, a temperatura de pirdlise e a interacado matriz/pirélise tiveram um efeito negativo
significativo. Portanto, nesse planejamento os resultados mostraram que se ha variacao
da massa de W depositada, a absorbancia ndo se altera em uma dada temperatura de
pirdlise e de atomizacdo, porém, em temperaturas mais baixas de pir6lise ha um
aumento na absorbancia para o analito, tanto quando presente no padrdo, quanto
quando presente no corante.

»Para 0 quarto planejamento, sendo este um planejamento completo 2¢ as
temperaturas de pirdlise e atomizagdo nos intervalos estudados nao apresentaram
efeitos significativos, mas como nos outros planejamentos a matriz apresentou um
efeito bastante significativo. Os modificadores estudados foram Pd 5 ug/Mg(NOs).> 3 ug
(nivel negativo) e W 200 pg (nivel positivo), sendo que esta variavel apresentou um
efeito negativo significativo. Isto quer dizer que quando é feito o uso do modificador Pd
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5 ug/Mg(NO3)2 3 pug a absorbancia para o analito € maior do que quando é usado o W
termicamente depositado, tanto para o analito presente no corante, quanto para o
analito presente no padréo.

=Para o quinto planejamento, também um planejamento completo 2%, as variaveis
matriz e modificador e as interagcbes matrizmodificador, matriz/atomizacéao
apresentaram efeitos significativos a 95% de confianga. A variavel modificador
apresentou um efeito positivo significativo, ou seja, a combinagdo W 200 pug-Pd 5 pg/Ni
50 pg fornece maiores valores de absor¢cdo do que a combinagdo W 200 ug-Pd 5
ug/Mg(NOs). 3 pg. Para a matriz de corante, a absorbancia também cresce quando a
temperatura de atomizacao € aumentada nessas condi¢coes de temperatura de pirdlise
e modificadores estudados no presente planejamento.

"Para 0 sexto planejamento, um planejamento completo 2% as varidveis
significativas foram a matriz, temperatura de pirélise e temperatura de atomizacao e as
interagGes significativas foram matriz/modificador, matriz/pirélise, matriz/atomizacdo e
modificador/atomizagcdo. Com este planejamento é possivel perceber que nao ha
diferenca significativa entre os modificadores Pd 5 pg/Mg(NOs)2 3 pg (nivel negativo) e
Pd 5 pg/Ni 50 ug (nivel positivo) quando a absorbancia do analito no padrao é
considerada. Porém, quando o analito est4 presente no corante o modificador Pd 5
Hug/Ni 50 ug fornece maiores absorbéancias, pois a interagcdo matriz‘modificador foi
positiva. Este resultado ja tinha sido observado no estudo univariado. Apesar do efeito
da temperatura de atomizacao ser negativo, ou seja, quanto menor a temperatura de
atomizagdo maior a absorbéancia para o analito, a interagdo matriz/atomizacao foi
positiva, pois para a matriz de corante 0 aumento da temperatura de atomizagao
favorece o aumento da absorbancia para o analito. Porém, quando é feito o uso do
modificador Pd 5 pg/Ni 50 ug o aumento da temperatura de atomizagdo diminui a
absorbancia para o Se.

*Para o0 sétimo e ultimo planejamento realizado para Se, um planejamento
completo (2%, os efeitos significativos foram a matriz e atomizacdo e as interacdes
foram matriz‘modificador e matriz/atomizagdo. Para as condicées estudadas de
temperatura de pirdlise e modificadores, a temperatura de atomizacdo teve um efeito
negativo, ou seja, quanto menor a temperatura de atomizacdo, maior a absorbancia

para o analito, mas esta conclusdo deve ser feita considerando o padrédo, pois a
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interacdo matriz/atomizacéao foi positiva, indicando que para os corantes alimenticios é
favoravel o aumento da temperatura de atomizacdo. Sendo a interacéo
matriz/modificador positiva e a variavel modificador ndo tendo exercido efeito
significativo, pode-se dizer que para o padrdao, o aumento de massa de Ni ndo afeta os
valores de absorbancia, mas para a matriz de corante esse aumento eleva os valores

de absorbancia para Se.

Apesar do grande esforgo para encontrar uma condigcdo de compromisso, na qual
a absorbancia para o analito no corante fosse préxima a absorbancia do Se no padréo,
ou seja, que a absorbéancia variasse menos de 10% uma em relagcdo a outra, néo foi
possivel encontrar esta condicdo com os 7 planejamentos experimentais realizados, o
que ja tinha sido observado no estudo univariado.

Assim, a andlise dos resultados obtidos nos planejamentos leva as mesmas
conclusdes do estudo univariado. Por exemplo, Ir e W n&o s&o bons modificadores para
Se em corantes e a combinacdo Pd/Ni é o melhor modificador por fornecer maiores
absorbancias para Se em corante, porém, em temperaturas mais baixas de pirélise do
qgue as necessarias com o modificador convencional Pd/Mg(NOs3)a.

Esses resultados foram obtidos a partir das médias dos valores obtidos em
duplicata de cada experimento, como mencionado no come¢o desta discussdo. Caso os
dois valores da duplicata fossem considerados, ou seja, quando os dois valores eram
inseridos no programa Statistica, os planejamentos ndo geravam variaveis significativas
com 95% de confianca. Isto pode ser explicado pelo fato de os valores de absorbéancia
para Se, em qualquer dessas condi¢des, apresentarem-se muito pequenos, no maximo
0,05 de absorbancia e, também, ficarem muito préximos um do outro, mesmo variando
as condicdes. Por exemplo, os valores de duas determinadas condigdes se repetem,
mas sempre um dos valores de uma condicao esta entre os valores da outra condicao,
logo, o programa considera que sado valores de uma mesma populacédo e, entdo, nao
mostra efeitos significativos para nenhuma das variaveis estudadas.

Sendo assim, ndo foi observada nenhuma vantagem em trabalhar com
planejamento experimental para a determinacdo de Se em corantes alimenticios,

mesmo sabendo que esse tipo de otimizagdo € mais rapida, torna possivel o
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conhecimento das interagdes entre as variaveis e € bastante eficaz para outros tipos de
estudos.

Da mesma maneira procedida para Se, primeiramente, foi construido um
planejamento experimental fracionario (2°') para Cr. A Tabela 23 mostra este
planejamento e as variaveis e interacbes com efeitos significativos. As variaveis
estudadas foram o efeito de matriz, tratamento da amostra, modificador quimico,
digestao in situ e temperaturas de pirélise e de atomizagdo. Observando os resultados
(Figura 24), foi possivel perceber que o uso do modificador Mg(NO3)2 15 pg (nivel
positivo) € essencial na determinagdo de Cr em corantes, pois a variavel modificador
apresentou um efeito positivo. A matriz, nas condicdes estudadas, ainda esta
interferindo negativamente, ou seja, a absorbancia para o analito no corante € menor do
que no padrdo. A temperatura de pirolise teve um efeito negativo, sendo que a
absorbancia para o analito, tanto no corante quanto no padrédo, é aumentada quando as
temperaturas de pirdlise sdo menores que 1600 °C, no intervalo de temperatura
estudado. A interagdo modificador/pirélise apresentou um efeito positivo, ou seja,
quando é feito o uso do modificador quimico, torna-se possivel trabalhar em faixas
maiores de temperatura de pirdlise, 0 que ja era esperado quando foi feita a escolha do
modificador. A temperatura de atomizagao nao teve efeito significativo, logo, a opcéo foi
trabalhar com a temperatura de 2500 °C, pois nessa temperatura foi obtido um perfil
para o sinal analitico, ou seja, mais estreito do que em temperaturas mais baixas. Como
o tratamento da amostra e a digestao in situ nao apresentaram efeitos significativos, a
mineralizagdo assistida por radiagdo de micro-ondas e essa etapa de digestdo foram
descartadas. Todas essas conclusdes foram resultado da analise do grafico de Pareto

para os dados deste planejamento (Figura 24).
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Tabela 23. Planejamentos experimentais, efeitos e interagcdes significativas para a
otimizacdo multivariada das condi¢cdes de trabalho para a determinacdo de Cr em

corantes alimenticios.

o . . Variaveis e interacoes
Variaveis estudadas (nivel — e nivel +) ) o
com efeitos significativos

Matriz (Padrdo aquoso e corante);
Tratamento da amostra (US e _ L
. - » o Matriz (-); Pirolise (-);
o mineraliza¢ao); Modificador quimico (0 e i
(2>) . L Modificador (+);
Mg(NOs). 15 pg); Digestao in situ (0 e
acido ascérbico 5% m/v); Pirélise/°C (1500

e 1600); Atomizagao/°C (2300 e 2500).

Modificador/Pirolise (+);

Matriz (Padrdo aquoso e corante);

(2°)
. Pirdlise/°C (1400 e 1500); Tempo de Sem efeitos significativos
Refinamento )
US/min (0 e 10).
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Resposta
2**(6-1) design; MS Residual=,0000953
DV: Resposta
(3)Modificador T 14,351483
: 14,206615
(5)Pirdlise - 1-3,05853
—1-2,52252
1by5 11,555524
-1,52655 |
4by5 11,464981
11,436008
2by6 11,124541
11,120919
3by6 1,9760505
1-,936212

1
1
1
2byS ] 8492907 i
6428533 '
1byd F—— 1-,469011 '
———1-,389334 '
1by3 ——— 1-,320521 |
=7 ,008791 !
3byd F—— 1-,215492 :
—— 1-,117706 1
(2)Preparo F——1,0307845 !

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 24. Grafico de Pareto para os resultados do 12 planejamento experimental feito
para a otimizacao multivariada na determinacao de Cr em corantes alimenticios.
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Para refinar esses dados, foi feito um novo planejamento completo 22 (Tabela 23).
Desta vez, as variaveis estudadas foram o efeito de matriz, a pirdlise e o tempo no
banho de ultrassom. Desta vez, os dados desse planejamento ndo apresentaram
nenhuma variavel ou interacdo significativa, pois os valores das variaveis estdo na
regidao da condicao étima de trabalho. Como nao ha efeito de matriz nessas condicoes,
a temperatura de pirélise escolhida foi a de 1500 °C e, como o tempo de ultrassom no
nivel negativo foi de 0 minutos, ndo € necessario o uso deste tratamento para a
determinacao de Cr em corantes. Sendo assim, com a otimizagdo multivariada, chegou-
se as mesmas conclusdes do estudo univariado, isto €, que a DA pode ser utilizada na
determinacao de Cr em corantes e as temperaturas 6timas para o método foram de

1500 °C para a pirdlise e de 2500 °C para a atomizagéo.

Para Cr, observou-se uma vantagem trabalhar com o planejamento experimental,
pois com apenas 40 experimentos foi possivel estudar 6 variaveis e a interagdo entre
todas. Entretanto, mostrou os mesmos resultados que a otimiza¢ao univariada, logo, €
possivel afirmar que, para quem nao possui um programa para tratar os dados dos
planejamentos, € possivel continuar trabalhando com a otimizacao univariada, uma vez
que fornece resultados confidveis tanto quanto a otimizagdo multivariada para esse tipo

de estudo.

Para Cu nao foi feito o estudo multivariado, pois o estudo univariado ja tinha sido
feito e os valores obtidos para os planejamentos experimentais para Se e Cr nao
apresentaram-se satisfatérios, logo, optou-se por nao realizar o estudo para este

analito.
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6 CONCLUSOES

O método de “dissolugdo acida” mostrou ser um procedimento de preparo de
amostra tdo adequado quanto a mineralizagdo em forno de micro-ondas e o uso de
ultrassom, pois forneceu valores semelhantes a estes, além de ser um procedimento
simples, que ndo envolve muitas etapas de manipulagao da amostra.

A determinacao de Se em corantes alimenticios é dificultada, devido a complexidade
das amostras, uma vez que na etapa de pirolise, na presenca de qualquer dos
modificadores estudados, acaba sendo eliminado junto com a matriz, mostrando que
nenhum desses modificadores foi eficaz na estabilizacdo de Se. Apesar de nao ser
possivel utilizar uma curva de calibracao externa, o0 método de ajuste de matriz pode
ser utilizado para a determinagcdo de Se nos corantes, pois as recuperag¢des do analito
nos corantes utilizando a curva do E-132 se apresentaram na faixa de 90-100%,
confirmando a exatiddo no método. Além disso, os RSDs ficaram abaixo de 10 %,
mostrando que o método é preciso.

Os métodos para a determinagédo de Cr e de Cu nao apresentaram as dificuldades
encontradas para o Se. Porém, para os corantes E-132 e E-123 € necessario o uso da
estratégia da curva de adicdo de analito para a quantificagdo de Cu. Os métodos
apresentaram precisao, repetibilidade e exatidao adequadas.

Levando em consideracédo que a quantidade de corante adicionada ao alimento esta
na faixa de 5-600 mg kg' (FAO/WHO), o consumo do corante ndo gera graves
problemas, quando € considerada apenas a sua constituicdo inorganica. As
quantidades dos analitos de interesse encontradas nos corantes estudados s&o baixas.
Fazendo a relagdo da quantidade ingerida por dia, observa-se que ficam abaixo da
ingestao diaria permitida. Segundo a FAO/WHO pode haver até 50 mg kg™ de Cr nos
corantes e 40 mg kg' de metais “pesados” em geral. J& para o Cu, a legislacdo
brasileira diz que o limite é de 20 mg kg, logo, os corantes estudados obedecem as
normas estabelecidas [5, 6, 14].

Em relacdo a otimizacdo multivariada, para Se, ndo foi observada nenhuma
vantagem trabalhar com planejamento experimental, pois os valores obtidos por esse
procedimento ndo se apresentaram adequados, mesmo sabendo que esse tipo de
otimizacdo € mais rapida, torna possivel o conhecimento da interacbes entre as
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variaveis e é bastante eficaz para outros tipos de estudos. Ja para Cr, trabalhar com o
planejamento experimental mostrou ser vantajoso, pois com apenas 40 experimentos
foi possivel estudar 6 variaveis, além da interacdo entre as mesmas. Entretanto,
mostrou os mesmos resultados que a otimizagdo univariada, logo, é possivel afirmar
que, para quem nao possui um programa para tratar os dados dos planejamentos, €
possivel continuar trabalhando com a otimizacdo univariada, pois fornece resultados

confiaveis tanto quanto a otimizagdo multivariada para esse tipo de estudo.
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