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BOVINE LIVER SAMPLE PREPARATION AND MICRO-HOMOGENEITY STUDY FOR Cd AND Pb DETERMINATION BY
SOLID SAMPLING ELECTROTHERMAL ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY. This work describes a systematic study
for bovine liver sample preparation for Cd and Pb determination by solid sampling electrothermal atomic absorption spectrometry.

Samples were prepared using different procedures: (1) drying in a household microwave oven followed by drying in a stove at
60 °C until constant mass, and (2) freeze-drying. Ball and cryogenic mills were used for grinding. Particle size, sample size and

micro sample homogeneity were investigated. All prepared samples showed good homogeneity (H, < 10) even for low sample

mass, but samples dried in a microwave oven/stove and ground in a ball mill presented the best homogeneity.
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INTRODUCAO

A determinagdo de elementos em nivel de tracos em amos-
tras bioldgicas como fluidos'?, tecidos® e 6rgdos* é importante
porque gera informacdes que auxiliam na resolucio de proble-
mas relacionados a estudos nutricionais, toxicoldgicos e bioqui-
micos. Em certos casos, a necessidade de informagdes sobre a
ocorréncia, distribui¢do e forma quimica de elementos nos ma-
teriais bioldgicos tem incentivado o desenvolvimento de proce-
dimentos analiticos visando, além da determinacdo total, a
especiagdo quimica’.

Uma das técnicas mais recomendadas para determinagdo de
elementos tracos em materiais bioldgicos € a espectrometria de
absor¢do atdmica com atomizagao eletrotérmica (ETAAS). As al-
tas seletividade e sensibilidade, simplicidade nas operacdes e
automagdo promovidas pelo amostrador automatico, o que dispen-
sa a atencdo constante do analista, sdo caracteristicas importantes
que merecem destaque. Na maioria dos métodos, a preparacio da
amostra envolve apenas dilui¢do em um solvente adequado e intro-
ducdo direta no tubo de grafite.

A possibilidade de amostragem direta de sélidos (SS-ETAAS)
ampliou o universo de aplicagdes da espectrometria de absorc¢io
atdmica com atomizagdo eletrotérmica, possibilitando a andlise
de pequenas massas de amostra, em intervalos que podem variar
de 40 - 1000 pug**5# tornando-a muito conveniente quando a dis-
ponibilidade de amostra € limitada, por ex., em casos de bidpsia
de drgéos e tecidos®*, em algumas investigagdes voltadas a cién-
cia forense”® e em estudos envolvendo a avaliacdo de homogenei-
dade de materiais®'?. No entanto, a obtenc@o de resultados preci-
sos e exatos utilizando pequenas massas de amostras ndo € uma
tarefa trivial, uma vez que massas inferiores a 100 mg podem
comprometer a representatividade, ndo somente pelos erros asso-
ciados as pesagens como também pela falta de homogeneidade
de certos materiais para alguns elementos'®. Em geral, a variagio
dos resultados tende a piorar com a diminuicdo da massa
amostrada.

*e-mail: pvolivei @iq.usp.br

Os materiais de referéncia certificados (MRC) disponiveis atu-
almente garantem a representatividade para massas de amostras
acima de 100 ou 500 mg’, as quais sdo muito superiores aquelas
praticadas em SS-ETAAS. Porém, para alguns métodos de deter-
minag¢do elementar com amostragem direta de sélido, o uso de MRC
& necessdrio para a calibragdo do equipamento e indispensdvel para
testes de validagdo, mesmo ndo sendo recomendados para valores
tdo baixos de amostragem. Considerando essa limitagdo dos MRC
para pequenas massas, a avaliagdo de procedimentos de prepara-
¢do de amostras para determinacdes elementares em SS-ETAAS
torna-se muito importante.

Nesse trabalho foram avaliados diferentes procedimentos de
preparacdo de amostra de figado bovino para determinacdo de Cd
e Pb por SS-ETAAS. Os principais parametros estudados foram
secagem, moagem, avaliagdo do tamanho de particulas, massa de
amostra e sua relagdo com a homogeneidade. A homogeneidade
das amostras foi avaliada para cada um dos procedimentos de
secagem e moagem utilizados. A maneira de garantir a homoge-
neidade da amostra foi pelo uso de procedimentos de moagem
eficientes.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumentacio

Todas as determinagdes foram feitas em um espectrometro
de absor¢do atdmica modelo ZEEnit® 60 (AnalytikjenaAG, Jena,
Alemanha) equipado com corretor de fundo transversal baseado
no efeito Zeeman, atomizador recoberto com grafite pirolitico e
aquecimento transversal, e plataforma de grafite pirolitico do
tipo “boat”. A transferéncia da plataforma da microbalanca (Auto
Balance AD-4, Perkin-Elmer, Norwalk, CT, USA) para o interi-
or do tubo de grafite foi feita com um amostrador mecanico de
solidos (SSA-6 Z, AnalytikjenaAG). O espectrometro foi ope-
rado com ladmpadas de catodo oco de Cd (A = 228,8 nm, i = 4,0
mA, resolucdo espectral = 0,8 nm) e Pb (A = 217,0 nm, i = 4,0
mA, resolu¢do espectral = 0,5 nm). Todas as medidas foram
baseadas nos valores de absorbancia integrada. Argdnio 99,998%
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(v/v) (Air Liquide Brasil, S0 Paulo, Brasil) foi utilizado como
gds protetor e de purga.

A secagem das amostras foi feita em forno de microondas do-
méstico (Consul — 300 W), estufa (Fanen, 300 °C), e liofilizador (E
— C Micro Médulo).

As amostras foram moidas em moinho criogénico Spex 6750
Freezer Mill (Spex, Metychen, NJ, USA) e moinho de bolas 8000
M Spex CertPrep (Spex, Metuchen, NJ, USA), equipado com fras-
cos e bolas de carbeto de tungsténio.

A medida do tamanho de particula foi feita em analisador de
particulas (Malvern Instruments, Malvern, UK) com unidade
automatizada de dispersdo de amostra MS-17.

Para as determinagdes de Cd e Pb em amostras digeridas foi
utilizado o amostrador automadtico (AS 52, AnalytikJenaAG) do
espectrometro de absor¢@o atdmica com atomizacdo eletrotérmica.
As amostras foram previamente digeridas em forno de microondas
com cavidade, modelo Multiwave 3000 (Anton Paar, Graz, Austria).

Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com dgua desionizada
de alta pureza (18 MQ cm), obtida pelo sistema de ultra-
purificacdo de dgua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
Foram utilizados reagentes de grau analitico como o H,0O,
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e HNO3 (Synth, Diadema, SP,
Brasil), sendo esse dltimo purificado por destilacdo abaixo do
ponto de ebulicdo em destiladores de quartzo (Marconi,
Piracicaba, SP, Brasil). Solucdes analiticas de referéncia de Cd
(IT) e Pb (II) em meio de 0,1% v/v de HNO, foram preparadas
ap0s sucessivas dilui¢des das solugdes estoques de 1000 mg L
CdCl, e Pb(NO,), (Titrisol, Merck).

Os modificadores quimicos usados foram preparados por di-
lui¢do de solucdes contendo 1000 mg L' de Na,WO,.2H,0 (Merck),
RhCI, (Sigma, St. Louis, MO, USA), NH,H,PO, (Merck), Pd(NO,),
(Merck) e Mg(NO,), (Merck). Todas as solucdes foram armazena-
das em frascos de polipropileno descontaminados (Nalge Company,
Rochester, NY, USA).

Procedimento

Descontaminacdo dos materiais

Toda a vidraria e frascos de polipropileno utilizados para prepa-
ro e armazenamento das amostras e solucdes analiticas de referéncia
foram lavados com detergente, enxaguados com dgua destilada, pre-
enchidos com solucdo de 4cido nitrico 10% v/v durante 24 h e, nova-
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mente, enxaguados com dgua destilada e desionizada. Apds a
descontaminacdo, os baldes volumétricos e frascos para armaze-
namento das solucdes analiticas de referéncia foram preenchidos
com solucdo de 4cido nitrico 10% v/v e somente antes da utilizagdo
esses materiais foram enxaguados com 4gua bi-deionizada.

Programa de aquecimento

As determinacdes de Cd e Pb por ETAAS, apds digestdo da
amostra, e por SS-ETAAS foram feitas seguindo os programas de
aquecimento apresentados na Tabela 1. Esses programas foram
otimizados (temperaturas e tempos) a partir do estudo de tempera-
turas de pirdlise e atomizagdo, executados na auséncia e presenga
de modificadores quimicos.

Para a determinac@o de Cd e Pb por ETAAS, com amostragem de
solugdo, foram usados os modificadores quimicos 5 g Pd + 3 pug Mg
e 25 ug NH H,PO,, respectivamente. A determinagio direta de Cd por
SS-ETAAS foi feita utilizando a mistura 250 pg W + 200 pg Rh como
modificador quimico permanente'*. No caso do Pb, a determinaco
direta foi possivel na auséncia de modificador quimico.

As calibragdes do espectrdmetro, tanto para as determinacdes
em solucdes aquosas como com amostragem direta do sélido, fo-
ram feitas utilizando 10 uL de solugdo contendo 1 a 8 ug L''de Cd
e 2,52a20 pug L' de Pb em 0,1% v/v HNO,.

Preparo da amostra

Uma peca de figado bovino (~ 5 kg), adquirido em um acougue
da cidade de Sdo Paulo, foi lavada com dgua Milli-Q e a membrana
protetora retirada com lamina de aco inoxiddvel. Em seguida, o figa-
do foi quarteado seguindo procedimento indicado na literatura's.

Cerca de Y4 desse material foi liofilizado, durante 48 h e outro
V4 seco, inicialmente, em forno de microondas de uso doméstico
(30 min, 10% de poténcia — 30 W) seguido de secagem em estufa a
60 °C até peso constante (aproximadamente 48 h). Tanto o material
liofilizado como o seco em microondas/estufa foi moido em moi-
nho de bolas com dois diferentes tempos de moagem (5 e 30 min)
e em moinho criogénico com um unico tempo de moagem (6 min),
seguindo trés ciclos do programa de moagem: 5 min de pré-conge-
lamento, 2 min de moagem e 1 min de congelamento.

Uma amostra de figado bovino certificado (NIST 1577b) foi
utilizada para validacdo dos métodos desenvolvidos e para avaliar
a homogeneidade de pequenas massas de amostras.

Anteriormente as determinagdes, aproximadamente 200 mg de
amostra e do MRC foram digeridas em forno de microondas com
cavidade, usando mistura oxidante diluida'® (I mL HNO, + 2 mL
H,0, + 3 mL H,0) e o seguinte programa de aquecimento (tempe-

Tabela 1. Programas de aquecimento para determinacio de Cd e Pb em figado bovino

Programa de Aquecimento para SS-ETAAS

Etapa Temperatura (°C) Rampa (°C s) Patamar (s) Vazado de Argdnio
(L min™)
Secagem 130 10 10 1,0
Pir6lise 6004, 700° 100 40 1,0
Atomizagio 17004, 2000° 1700¢, 2000° 44, 30 0
Limpeza 2200 1200 3 1,0
Programa de Aquecimento para ETAAS
Secagem I 100 10 10 1,0
Secagem 11 130 10 10 1,0
Pirdlise 5004, 600” 100 15 1,0
Atomizagdo 1600¢, 1800° 16004, 1800” 4 0
Limpeza 2200 1200 4 1,0

“Cd,”Pb
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ratura/°C; rampa/min; patamar/min): etapa 1: 140, 5, 1; etapa 2:
180, 8, 2; etapa 3: 220, 4, 10.

Estudo da homogeneidade da amostra

O estudo da homogeneidade do material foi feito por meio da
determinagdo de Cd e Pb em diferentes massas das amostras prepa-
radas pelos procedimentos propostos e no material de referéncia cer-
tificado. Devido a dificuldade de pesar repetidas massas de amos-
tras, a precisdo e exatiddo dos resultados foram avaliadas em dife-
rentes intervalos de massas: 1 (1 a 20 pug), 2 (21 a 30 ug), 3 (31 a 40
Hg), 4 (41 a 50 pg), 5 (51 a 60 ug), 6 (61 a 70 pug), 7 (71 a 80 pg),
8 (81290 ng), 9 (91 a 100 ug), 10 (101 a 120 pg), 11 (121 a 200 pg)
parao Cd, e 1 (1 a50 pg), 2 (51 a 100 pg), 3 (101 a 200 pg), 4 (201
a 400 ug), 5 (401 a 600 pg), 6 (601 a 800 ug), 7 (801 a 1000 ug),
8 (1001 a 1200 pg), 9 (1201 a 1400 pg) para o Pb.

Para cada intervalo de massas foram feitas cinco determinagdes
e os resultados foram avaliados quanto a exatiddo e precisdo. Os
valores de concentragdo indicados nos graficos (linha cheia) com os
respectivos desvios padrdo (linha tracejada) foram obtidos apés as
andlises de Cd e Pb por ETAAS, com digestdo das amostras.

RESULTADOS
Preparo das amostras

As primeiras etapas envolvidas no pré-tratamento de amostras,
visando andlise direta de sélidos por técnicas espectroscpicas,
consistem na secagem e moagem do material. Em geral, os materi-
ais com alto teor de dgua, como os tecidos bioldgicos, necessitam
de uma etapa de secagem e moagem antes da determinagdo dos
elementos de interesse. Considerando a andlise direta de sélidos
por SS-ETAAS, essas etapas tornam-se muito mais criticas devido
a necessidade de garantir a homogeneidade, mesmo para massas
diminutas de amostra, freqiientemente inferiores a 1000 pg'™'8.

Entre os dois procedimentos adotados para secagem, o uso de
forno de microondas combinado com estufa parece ser mais sus-
ceptivel as perdas de elementos por volatilizagdo, apesar de estu-
dos da literatura mostrarem que a volatilizagdo de compostos tam-
bém pode ocorrer durante a liofiliza¢do'®. No entanto, perdas de
Cd e Pb ndo foram observadas em nenhuma das amostras prepara-
das pelos dois procedimentos adotados de secagem e moagem.

A moagem das amostras foi feita utilizando moinhos de bolas e
criogénico. Na moagem com moinho de bolas o processo de
cominuicio se dd devido ao impacto das bolas com a amostra. Ge-
ralmente, o atrito das bolas gera uma ligeira elevacdo da temperatu-
ra, que € maior com o tempo de moagem e que pode causar perdas
dos analitos. Lima e colaboradores® verificaram que o aquecimento
gerado, mesmo durante longos tempos de moagem, ndo € suficiente
para causar perdas de alguns elementos com caracteristicas volateis.

A moagem criogénica tem sido recomendada para amostras
com alto teor de fibras e gorduras. O congelamento rdpido gera
falhas na estrutura cristalina dos materiais tornando-os mais que-
bradigos, facilitando a moagem?'. Por ocorrer na temperatura de
liquefacdo do nitrogénio (-196 °C) o risco de eventuais perdas de
compostos por volatilizacio € inexistente.

O tamanho médio das particulas de figado seco em forno de mi-
croondas combinado com estufa ou liofilizado e moido em moinho de
bolas diminuiu com o aumento do tempo de moagem. Para os dois
procedimentos de secagem considerados, a distribuicdo do tamanho
de particulas mostrou uma redugéio em torno de 30% no tamanho médio
das particulas, quando o tempo de moagem variou de 5 para 30 min.
As amostras de figado seco em forno de microondas combinado com
estufa e moidas no moinho de bolas, durante 5 e 30 min, apresentaram
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didmetros médios de 130 e 90 um, respectivamente. Por outro lado, a
amostra de figado liofilizada e também moida no moinho de bolas,
durante 5 min, apresentou diametro médio de 90 pum.

As amostras de figado moidas no moinho criogénico apresen-
taram didmetros médios de particulas em torno de 64 pum, inde-
pendente do tipo de secagem utilizado.

Determinacio de Cd e Pb em figado por SS-ETAAS e ETAAS

O programa de aquecimento para a determinag¢do de Cd e Pb
em SS-ETAAS foi otimizado com amostra de figado certificado
(NIST 1577b). Na auséncia de modificador quimico, as temperatu-
ras de pirdlise de Cd foram de 400 °C em solugdo aquosa e 600 °C
com amostragem direta do sélido. O uso do modificador quimico
permanente (250 pg W + 200 Rh) foi indispensdvel porque aumen-
tou a estabilidade térmica do Cd na solu¢@o aquosa para 600 °C,
enquanto que no sélido permaneceu 600 °C. Esses dados indicam
que o modificador permanente ndo foi efetivo na estabilizagdo tér-
mica das espécies de Cd presentes no figado bovino. No entanto, a
estabilizagdo térmica do Cd em soluc@o aquosa, igualando-se aquela
obtida no sélido, permitiu a determinag@o direta utilizando calibra-
¢3o0 aquosa. Quando 400 °C foi usada na pirdlise, o sinal de fundo
gerado pela vaporizagdo da matriz do sélido foi muito elevado,
comprometendo o sinal analitico do Cd. Por esse motivo, o modifi-
cador quimico permanente 250 pg W + 200 pg Rh foi adotado para
a determinacdo direta de Cd nas amostras de figado. O acréscimo
de temperatura (200 °C) foi indispensdvel para eliminagdo de parte
dos concomitantes, minimizando possiveis interferéncias espectrais.

A temperatura de pirélise para o Pb, na auséncia de modificador
quimico, foi de 700 °C tanto em solu¢@o aquosa como para
amostragem direta do sélido. Como observado para o Cd, a acdo
do modificador quimico permanente sobre o Pb na amostra de fi-
gado bovino também ndo foi perceptivel. No entanto, essa tempe-
ratura de pirdlise foi alta o suficiente para eliminar parte dos
concomitantes, evitando interferéncias espectrais. Nesse caso, a
determinagdo direta de Pb foi feita com calibracdo aquosa e na
auséncia de modificador quimico.

Os resultados da determinacéo de Cd e Pb no material de refe-
réncia certificado de figado bovino e nas amostras de figado prepa-
radas pelos diferentes procedimentos de secagem e moagem pro-
postos estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. As
concentragdes de Cd e Pb encontradas pelos métodos SS-ETAAS e
ETAAS foram submetidas ao teste-t pareado e os resultados obti-
dos, quando comparados entre si e com os valores certificados,
foram concordantes em um nivel de confianca de 95%. Resultados
semelhantes, com o mesmo nivel de confianga, foram obtidos para
as amostras preparadas com os diferentes procedimentos de seca-
gem e moagem (Tabela 3), indicando que ndo ocorreram perdas
dos elementos durante as etapas de secagem e moagem.

As massas caracteristicas, baseadas nas absorbancias integradas
e calculadas a partir das equacdes das retas, foram 1,2 pg para Cd e
7,3 pg para Pb. Os limites de detec¢do foram calculados como sendo

Tabela 2. Resultados das determinagdes de Cd e Pb (mg kg') em
figado bovino certificado por SS-ETAAS e ETAAS

Material de Referéncia Certificado - NIST 1577b

Valor certificado SS-ETAAS ETAAS
(mg kg') (mg kg™) (mg kg)

Cd 0,50+0,03 0,50 = 0,05 0,45 + 0,08
Pb 0,129 + 0,003 ° 0,147+0,009 < L.D.*

*L.D,, = 0,09 ug g
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Tabela 3. Determinacdo de Cd e Pb nas amostras de figado bovino ap6s secagem em forno de microondas combinado com estufa e
moagem em moinho de bolas (I) ou em moinho criogénico (II), e liofilizacdo e moagem em moinho de bolas (III) ou em moinho criogénico

Iv)
Cd (mg kg™") Pb (mg kg)
Pré-tratamento SS-ETAAS" ETAAS SS-ETAAS™ ETAAS
I 0,074 + 0,001 0,075 + 0,002 0,198 + 0,010 0,194 = 0,011
11 0,076 + 0,006 0,070 = 0,001 0,220 + 0,028 0,210 = 0,005
111 0,071 + 0,002 0,070 = 0,002 0,240 + 0,018 0,222 + 0,001
v 0,064 + 0,002 0,074 + 0,002 0,248 + 0,006 0,218 + 0,006

*massa de amostra > 70 pg; **massa de amostra > 800 pug

trés vezes os desvios padrio de 20 medidas consecutivas da platafor-
ma sem amostra, sendo que a mesma foi retirada e introduzida no
tubo a cada repeticdo. Os valores obtidos foram 1,0 pg para Cd e
15 pg para Pb. Os intervalos de massas de figado considerados para
a obtengdo desses resultados foram de 40 a 120 ug para a determina-
¢do de Cd e de 400 a 1400 g para a determinagdo de Pb.

Micro homogeneidade do material

Nas determinacdes com amostragem direta de sélidos por SS-
ETAAS ¢ importante considerar a massa minima representativa, que €
a menor massa que pode ser utilizada de modo a obter resultados
precisos e exatos. A massa minima representativa (M) pode ser calcu-
lada utilizando a Equagd@o proposta por Pauwels e colaboradores®:
M=(k’,.dp / i)>.m, na qual, M = massa minima representativa, k, =
fator de distribui¢do, dp = desvio padrdo relativo experimental, i =

0,60

a)
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incerteza associada ao valor certificado, m = massa de amostra. Outro
pardmetro considerado para a escolha da massa minima foi o fator de
homogeneidade (H). O fator de homogeneidade, proposto por Kurfiirst
e colaboradores®, é uma maneira simples para caracterizar amostras
solidas quanto a homogeneidade. Estd relacionado com a massa da
amostra (mg) e o coeficiente de variagdo das medidas (RSD), o qual
pode ser calculado segundo a Equagdo H, = (RSD).m”. Segundo os
autores, materiais com H, < 10 sdo considerados homogéneos. Para
cada procedimento de secagem e moagem foi feito um estudo siste-
matico para encontrar a massa minima da amostra que respeitasse a
precisdo, exatiddo e o fator de homogeneidade desejado (H, < 10).
Os graficos de concentragdo de Cd e Pb em fungdo da massa
amostrada, representada em intervalos de massa, estdo apresenta-
dos nas Figuras 1 e 2. Em cada um dos casos, os valores das con-
centragdes (linhas cheias) e desvios padrdo (linhas pontilhadas)
para Cd e Pb foram determinados por ETAAS, utilizando solugdes
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Figura 1. Estudo de homogeneidade para Cd em figado bovino: (a) certificado (NIST 1577b); (b) seco em forno de microondas combinado com estufa e moido
em moinho de bola por 30 min; (c) liofilizado e moido em moinho de bola por 30 min e (d) seco em forno de microondas combinado com estufa e moido em

moinho criogénico por 2 min
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aquosas e amostras digeridas em forno de microondas em frasco
fechado: MRC (Tabela 2) e as amostras de figado preparadas por
diferentes procedimentos de secagem e moagem (Tabela 3). As
determinacdes com solucdes aquosas foram feitas com massas
digeridas superiores a 250 mg (massa minima recomendada para o
material de referéncia certificado de figado NIST 1577b).

Na avaliagdo das figuras pode-se verificar que quanto menor a
massa, pior a exatiddo e a precisdo dos resultados (Figuras 1 e 2),
comprovando a afirmac@o previamente feita por Pauwels e colabo-
radores?.

A determinagdo de Cd (Figura 1a) na amostra de figado certifi-
cado apresentou H, < 10 mesmo quando massas em torno de 20 g
foram amostradas, indicando boa homogeneidade do material.
Calculando-se a massa minima representativa conforme a Equa-
¢do de Pauwels', o valor encontrado foi de 1,17 mg. No entanto,
na Figura la pode-se observar que resultados exatos, com valor de
RSD < 8%, podem ser obtidos utilizando-se massa minima (70 pg)
muito menor que aquela encontrada teoricamente.

Os valores de H, encontrados para Pb no figado certificado fo-
ram superiores a 10, mesmo para massas em torno de 1400 ug. Esses
resultados indicam que o material ndo apresenta uma boa homo-
geneidade para Pb, dificultando microandlises por SS-ETAAS. O
certificado de andlise desse material, fornecido pelo NIST, indica
250 mg como a massa minima de amostra que deve ser utilizada
para garantir o valor certificado. Para a determinacéo do Pb, 11% foi
o menor valor de RSD obtido para massa de 800 pg.

Os resultados das determinac¢des de Cd nos diferentes intervalos
de massas das amostras de figado, seco em forno de microondas
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combinado com estufa e moidas em moinho de bolas (Figura 1b) ou
criogénico (Figura 1d) seguiram uma mesma tendéncia. Em geral,
foram observados desvios negativos nas concentragdes de Cd para
massas de amostra muito pequenas (< 40 pg). Porém, pode-se consi-
derar o figado seco em forno de microondas combinado com estufa
e moido em moinho de bolas (Figura 1b) mais homogéneo. Nesse
caso, os resultados concordaram em um nivel de confianca de 95%
(teste t-Student), para massas de amostras acima de 40 pg. Para o
figado liofilizado e moido em moinho de bolas (Figura 1c¢) foram
observados elevados desvios padrdo em cada intervalo. Esses desvi-
os tornam-se menores ¢ mais proximos do intervalo estabelecido
quando massas de amostra superiores a 90 [1g sdo utilizadas. Apesar
do fator de homogeneidade encontrado para Cd ter sido inferior a
10, para todos os intervalos de massa considerados, massas muito
pequenas geraram resultados imprecisos e inexatos.

Em geral, as massas minimas de figado necessdrias para deter-
minacgio de Pb foram maiores que aquelas observadas para o Cd.
A menor sensibilidade do Pb em ETAAS, comparado com o Cd, é
um dos fatores que deve ser considerado para justificar essas mas-
sas maiores. Comparando-se os resultados obtidos para os materi-
ais preparados no laboratdrio, observa-se que o comportamento
das amostras secas em forno de microondas combinado com estufa
(Figuras 2b e 2d) também seguiu uma mesma tendéncia, indepen-
dente do procedimento de moagem utilizado. Nessas amostras, os
desvios padrido foram superiores a 25%, quando massas de amos-
tras inferiores a 400 pg foram utilizadas. Para essas amostras,
H, < 10 foram observados para massas superiores a 400 ug (Figura
2b e 2d).
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Figura 2. Estudo de homogeneidade para Pb em figado bovino: (a) certificado (NIST 1577b); (b) seco em forno de microondas combinado com estufa e moido
em moinho de bola por 30 min; (c) liofilizado e moido em moinho de bola por 30 min; e (d) seco em forno de microondas combinado com estufa e moido em

moinho criogénico por 2 min
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O perfil do grifico observado para Pb na amostra liofilizada (Fi-
gura 2c) foi muito semelhante aquele observado para o MRC (Figura
2a), cujo preparo também utiliza a liofilizacdo para secagem. Nesse
caso, resultados dentro do nivel de confianga (95%) foram obtidos
somente quando massas superiores a 600 Lg foram analisadas.

CONCLUSAO

As amostras de figado moidas no moinho criogénico apresen-
taram didmetros médios de particulas em torno de 64 um, inde-
pendente do tipo de secagem utilizado, indicando que o congela-
mento, seja durante o processo de secagem (liofilizacdo) ou duran-
te o processo de moagem (criogenia), facilita a moagem, proporci-
onando menores tamanhos de particulas.

As amostras de figado bovino, preparadas pelos diferentes
procedimentos de secagem e moagem, apresentaram boa homoge-
neidade para Cd e Pb (H, < 10), mesmo para massas inferiores a
1000 pg, como aquelas praticadas nas microandlises por
SS-ETAAS. O estudo de micro homogeneidade mostrou que to-
dos os procedimentos utilizados geraram resultados precisos e
exatos para Cd e Pb. Porém, com figado seco em forno de micro-
ondas combinado com estufa e moido em moinho de bolas (30
min) foram possiveis amostragens de 40 ng de amostra para de-
terminagdo de Cd e 400 pg para determinacdo de Pb.

Embora o material certificado (NIST 1577b) tenha a homoge-
neidade garantida somente para massas superiores a 250 mg, foi
possivel verificar que massas de, aproximadamente, 60 g podem
ser utilizadas para determinac¢do do Cd. No entanto, devido as bai-
xas concentragdes do Pb no figado certificado, massas inferiores a
1400 pg ndo apresentaram resultados satisfatérios em termos de
precisdo e exatiddo.

Os resultados obtidos com os métodos de preparacdo de amostra
utilizados no trabalho indicaram a possibilidade de produzir figado
bovino de referéncia para determinag¢@o de Cd e Pb por SS-ETAAS.
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