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MOAGEM CRIOGIAENI/CA PARA O PREPARO
DE AMOSTRAS EM TECNICAS ANALITICAS

» Resumo

Este trabalho apresenta uma breve revisdo sobre o uso da moagem criogénica para o preparo
de amostras em aplicagdes analiticas e alguns resultados obtidos. A moagem criogénica é uma
técnica que geralmente utiliza nitrogénio liquido para congelar as amostras antes da moagem,
tornando-as quebradicas e, dessa forma, reduzindo a energia requerida para moagem em moi-
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nhos mecanicos ou o esforco requerido pelo analista para moagem em almofariz. Assim, pode-se

obter um maior nimero de amostras processadas e distribuicGes de tamanho de particulas mais
homogéneas. Nesta contribuicdo foram avaliadas as potencialidades da moagem criogénica em
amostras de dificil homogeneizagéo, tais como dentes e tecidos biolégicos com alto teor de fibras.
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This work presents a brief review about the use of cryogenic grinding for sample preparation in analyti-
cal applications and some results obtained. Cryogenic grinding is a technique that generally uses liquid
nitrogen to freeze the materials to be ground, making sample more brittle and so reducing the amount
of energy required by the mechanical mills or the effort required by operator for grinding in mortar and
pestle. It increases sample throughput and improves the homogeneity of particle size distribution. In
the present contribution the potentialities of the cryogenic grinding were evaluated for different ma-
terials of difficult homogenization such as human teeth and biological tissues with high fiber contents.
The main results expected by employing cryogenic grinding, such as rapid sample homogenization
and particle size distribution generally lower than 100pm, is herewith demonstrated.
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E Introducado

Apds a amostragem, a primeira etapa de uma andlise
quimica consiste em submeter uma aliquota representativa da
amostra a um tratamento adequado visando sua preparacdo
para os passos subsequentes. Esses procedimentos dependem
da natureza da amostra, dos analitos a serem determinados e
sua concentracdo, do método de anélise e da precisdo e exati-
ddo desejadas. O tratamento da amostra pode envolver uma
transformacao substancial da espécie de interesse para uma for-
ma apropriada visando a aplicagdo do método de determinagéo
escolhido. E oportuno observar que, dentre todas as operacdes
analiticas, a etapa de pré-tratamento das amostras é a mais cri-
tica. Em geral, € nessa etapa que se cometem mais erros e que

se consome mais tempo. E também a etapa de maior custo.
Por isso, os passos de um procedimento de pré-tratamento de
amostra deverdo ser sempre considerados cuidadosamente.

Na determinacdo de metais em baixas concentra¢des, por
exemplo, a maioria das técnicas analiticas utilizadas requer que
a amostra esteja na forma de uma solugao [1]. Entre as van-
tagens da dissolucdo da amostra para essas técnicas, estdo a
facilidade do uso de solu¢des aquosas para calibracdo, facilida-
de para dilui¢bes e possibilidade de separacdes de constituintes
com ou sem pré-concentracdo. Alternativamente, algumas téc-
nicas como a espectrometria de absorcdo atdbmica com atomi-
zacao eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS) ou com chama

Nota: A citacdo de fabricantes ndo implica na obten¢do de nenhum fomento para divulgacédo deste trabalho, e nao constitui recomendacao por

parte dos autores.
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(FAAS), a espectrometria de emissdo 6tica com plasma induzi-
do (ICP-OES) e a espectrometria de massas com plasma induzi-
do (ICP-MS) permitem a determinacdo de metais por meio da
analise direta de sélidos e/ou da amostragem de suspensdes. Os
beneficios da andlise de sélidos incluem: diminuicdo do tempo
de preparo das amostras, menor possibilidade de contamina-
¢do, menor possibilidade de perda do analito devido a retencao
por residuos insollveis ou volatilizacdo prematura, menor uso
de reagentes, menor producdo de residuos e diminuicdo dos
custos analiticos.

Neste contexto, exceto nos casos de equipamentos com
amostradores de ablacdo por laser, a introducdo da amostra na
forma sélida ainda requer um minimo tratamento. Na amos-
tragem direta de sélidos em atomizadores ou vaporizadores
eletrotérmicos, assim como na amostragem de suspensdes, esse
tratamento pode consistir apenas em uma etapa de moagem.
Contudo, devido a pequena massa de amostra utilizada nesses
métodos, geralmente entre 10 e 500ug, é fundamental que o
material moido apresente distribuicdo homogénea de tamanho
de particulas. Essa condicdo pode ser critica, principalmente
na andlise de suspensdes em ICP-OES, na qual o tamanho de
particulas requerido é, freqlientemente, menor que 10um [2].
Por outro lado, a anélise de suspensdes usando-se atomizadores
ou vaporizadores eletrotérmicos é mais tolerante ao tamanho
de particulas. Nesse caso, usualmente recomendam-se particu-
las menores que 100um [3-7], mas o uso de particulas de até
500um, em algumas situacGes, pode ser aceitavel [8-9].

Infelizmente, a maioria dos moinhos convencionais nao
produz, em poucos minutos, distribuicdes homogéneas de par-
ticulas menores que 100um, principalmente para amostras de
alta dureza ou com altos teores de fibras e gorduras [10].

Visando diminuir os problemas associados a homogenei-
zacdo e ao tamanho das particulas, lyengar e Kasperek [11]
desenvolveram a técnica de moagem criogénica para homoge-
neizacdo de amostras bioldgicas. O principio da técnica consiste
em promover o congelamento da amostra para aumentar a du-
reza dos materiais provocando falhas na estrutura. Dessa forma,
o material se torna quebradico, sendo necessaria uma menor
energia para sua cominuicdo. No procedimento investigado,
a amostra foi colocada em um moinho de bolas, no qual o
recipiente da amostra era constituido de PTFE e as bolas consti-
tuidas de metal e revestidas com PTFE. O recipiente da amostra
foi resfriado em nitrogénio liquido (N,) por alguns minutos e
agitado por 1 min a 3000 ciclos por minuto. O procedimento
foi aplicado para moagem de figado bovino visando a determi-
nagao de Ag, Cl, Co, Fe, K, Mn, Na, P, Rb e Zn empregando-se
analise por ativacdo neutrdnica instrumental.

Apés o trabalho de lyengar e Kasperek, vérios autores de-
monstraram a eficiéncia da moagem criogénica para homoge-
neizacdo de diversos materiais. Embora sua aplicacdo tenha sido
bastante difundida em diversos ramos da industria, principalmen-
te de termoplésticos e borrachas, e até mesmo para moagem de
pneus visando a sua reciclagem, as potencialidades da moagem

Revista Analytica ¢ Fevereiro 2003 * N° 03

criogénica ainda nao sdo intensamente exploradas para o prepa-
ro de amostras em aplicacdes analiticas.

Neste trabalho, pretende-se discutir em uma breve revisdo al-
gumas potencialidades da moagem criogénica para rapida homo-
geneizacdo de amostras em diferentes aplicacGes analiticas, assim
como alguns resultados obtidos utilizando-se essa técnica.

Preparo de amostras visando a determinacao
de elementos inorganicos

De Boer e Maessen [12] aplicaram a moagem criogénica para
homogeneizacdo de placenta humana. Os autores compararam a
eficiéncia na reducdo do tamanho das particulas utilizando-se ni-
trogénio liquido (-196°C) ou gelo seco em acetona (-78°C) para
congelamento das amostras. Demonstrou-se que a maior per-
centagem de particulas menores que 100um foi obtida quando
o conjunto de moagem foi refrigerado sob menor temperatura
com nitrogénio liquido. Através de experimentos com tracadores
radiativos, os autores observaram melhores homogeneizacdes
usando-se nitrogénio liquido e, além disso, concluiram que ali-
quotas de 10mg poderiam ser utilizadas representativamente a
partir de 10g da amostra.

Zeisler et al. [13] investigaram essa técnica utilizando nitro-
génio liquido para homogeneizar amostras de figado bovino,
gordura de porco e tecido muscular fibroso. No procedimento
investigado foram avaliados um moinho criogénico de bolas e um
moinho criogénico de disco. Observou-se que o moinho de disco
foi mais eficiente para produzir particulas menores. Ap6s 4 min de
moagem, as amostras congeladas foram peneiradas em meio de
nitrogénio liquido para prevenir a aglomeracéo das particulas. As
amostras de gordura de porco apresentaram maior dificuldade de
homogeneizacéo, sendo que de 10% a 15% do material moido
apresentou particulas maiores que 460pm. Para as amostras de
tecido muscular fibroso, apds 8 min de homogeneizacéo, obser-
vou-se que a maioria das particulas foram inferiores a 460um.
Os autores atestaram a homogeneidade para 26 elementos em
aliquotas de 250mg utilizando-se a técnica de andlise por ativacdo
neutrdnica instrumental para os dois tipos de moinhos utilizados.

May e Kaiser [14] avaliaram o procedimento de moagem
criogénica para homogeneizacdo de amostras de peixes,
utilizando um moinho criogénico modelo 6700 Freezer Mill
(Spex, Metuchen, NJ, EUA). Nesse moinho as amostras sdo
moidas por impacto em um conjunto de moagem, constituido
de um tubo de policarbonato e de pecas magnéticas de aco
inoxidavel (440C), o qual é imerso em nitrogénio liquido. Uma
vez que as amostras entram em contato com as pecas de aco
inoxidavel, investigou-se a possibilidade de contaminacéo de
30 elementos em amostras de alta dureza (quartzo) e amos-
tras de tecido de peixe. Apés 3 min de moagem os autores
observaram contaminac¢des de 1,5ug g ' Cr, 15ug g ' Fe,
0,17ug g " Mo e 1,0ug g ' Ni. Os autores concluiram que,
comparativamente aos procedimentos frequentemente utiliza-
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dos para homogeneizacdo de materiais bioldgicos, a moagem
criogénica produziu menores tamanhos de particulas (<100um)
com melhor homogeneidade.

Mierzwa et al. [5] aplicaram a moagem criogénica no pre-
paro de amostras visando a determinacado de Ba, Cu, Fe, Pb e
Zn em folhas de cha por GFAAS e ICP-OES. As amostras foram
moidas durante 20 min em um moinho com um acessério para
resfriamento com nitrogénio liquido. Os autores verificaram
que a refrigeracdo melhorou a eficiéncia da moagem e que o
tamanho médio das particulas, examinado por microscopia
eletronica de varredura (SEM), foi inferior a 60um.

Engelsen e Wibetoe [7] determinaram Al, Cu, Li e Mn em
sementes de pinheiro e materiais de referéncia certificados
(CRMs) de plantas por GFAAS com amostragem de suspensdes.
A moagem criogénica foi utilizada para evitar problemas de
aglomeracao das particulas que ocorria durante a moagem das
sementes em temperatura ambiente. Os autores observaram
que, para moagem em temperatura ambiente, a distribuicao do
tamanho das particulas foi dispersa até 170um, tendo sua maior
fracdo situada até 100um. Para moagem criogénica a distribui-
cdo do tamanho das particulas foi mais uniforme, com a maioria
das particulas menor que 50um.

Gouveia et al. [15] utilizaram a moagem criogénica para
homogeneizacdo de cereais matinais visando a determinagao
de Fe, Mn e Zn por FAAS ap6és digestao assistida por microon-
das. A moagem consistiu apenas de uma etapa de pré-conge-
lamento da amostra por 2 min e uma etapa de moagem por
2 min. As medidas dos tamanhos das particulas foram feitas
por SEM e apresentaram valores médios de aproximadamente
30um. Os autores também observaram menores coeficientes
de variacdo na determinacdo dos analitos em amostras moidas
criogenicamente em comparacdo com amostras moidas em
moinhos de facas.

Kamogawa et al. [16] determinaram Cd, Cu e Pb em amos-
tras de cabelo por GFAAS empregando andlises de suspensdes.
As amostras foram moidas criogenicamente durante 13 min,
obtendo-se distribuicdes homogéneas, sendo 90% das particu-
las menores que 95um.

Santos Jr et al. [10] avaliaram a aplicacdo da moagem criogé-
nica para amostras de alimentos com diferentes teores de fibras e
gordura visando ao preparo de suspensdes para a determinacao
de Cd e Pb por GFAAS. As medidas dos tamanhos das particulas
foram feitas por difracdo de laser e apresentaram distribuicées ho-
mogéneas com particulas geralmente menores que 60um apds 5
min de pré-congelamento e 2 min de moagem. No equipamento
utilizado (Spex, Metuchen, NJ, EUA, modelo 6800) é possivel a
moagem de até quatro amostras simultaneamente. Os autores de-
monstraram que a homogeneidade das amostras ap6s a moagem
criogénica possibilitou a determinacdo de Cd e Pb em massas de
5mg a 20mg, preparando-se as suspensdes diretamente nos copos
de 1,5mL do amostrador automatico. Um aspecto relevante obser-
vado foi a possibilidade de moagem de amostras com alto teor de
6leos. Para amostras de castanha do Para, aplicando-se um perio-

do de pré-congelamento de 15 min e trés ciclos de moagem de 2
min, observou-se a dispersdo de particulas no 6leo e a separacéo
entre as particulas e o 6leo ap6s um periodo de decantacéo. Nesse
ponto, é importante ressaltar que essa caracteristica da moagem
criogénica poderia ser implementada como uma alternativa para
os procedimentos convencionais de trituracdo e/ou maceracao
empregados na extracdo de pequenas massas de 6leos vegetais
para analise quimica, uma vez que, com a moagem, ocorre a libe-
racdo direta do 6leo (i.e. castanha do Para e azeitona) ou facilitam-
se os procedimentos de extracdo por solvente, sem que ocorra a
degradacdo de compostos termolabeis.

Outras aplicagbes da moagem criogénica tém sido relatadas na
literatura visando a homogeneizacdo de amostras bioldgicas [17-
22], a diminuicdo de perdas de componentes com alta volatilidade
ou de facil oxidacdo quando moidas em temperaturas ambiente
(i.e. condimentos, farmacos, dleo e gorduras) [23-29], a producéo
de CRMs [30-34] e ao preparo de amostras para extracdo de DNA
em 0ss0s [35] e dentes humanos [36,37]. Particularmente para a
producdo de CRM’s, a moagem criogénica ¢ atrativa pois possibi-
lita a obtencdo de materiais mais finos e, consequentemente, que
viabilizardo uma representatividade adequada mesmo para massas
reduzidas do material.

Para a maioria dos constituintes de interesse, a moagem
a temperatura do nitrogénio liquido é pouco afetada por con-
taminacdo, principalmente se as pecas do equipamento forem

Tabela 1. Amostras moidas por moagem criogénica.

Material Massa Tempo* Tamanho Ref.
(9) (min) (um)
Termoplasticos (pellets) 3 3 74 - 149 39
Escama de peixe 1,5 4 <74 39
Pelo animal 0,5 2 <74 39
Vértebra humana (7 mm) 2 4 <74 39
Nylon (3 mm) 2 4 74 - 149 39
Polipropileno 1,5 6 <74-149 39
Madeira 1,3 4 <149 39
Placenta humana 10 40 <250 12
i R = R
Tecido de peixe 1-2 3 <100 14
Sementes de pinheiro - 10 <50 7
Cereais matinais 1 2 30 15
Cabelo 1-2 8 95 16
Vegetais e tecido animal 2 2 <60 10

* Os valores apresentados referem-se apenas a etapa de moagem criogénica.
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feitas de PTFE ou titdnio. Além de a moagem criogénica ser
rapida, uma das vantagens dessa técnica, dependendo do ma-
terial processado, esta na geracdo de particulas com tamanhos
inferiores a 150um (Tabela 1).

Entretanto, um problema associado a mecanizacdo da
moagem criogénica visando aplicacdes analiticas, é o estresse
mecanico sofrido pelas pecas méveis do moinho sob baixas
temperaturas, podendo levar ao desgaste e, até mesmo, ao
cisalhamento do material.

Uma alternativa atraente para esse problema foi implemen-
tada nos moinhos Freezer Mill modelos 6750 e 6800 produzidos
pela Spex (Metuchen, NJ, EUA) que utilizam a moagem por
impacto com barras magnéticas. A Figura 1 mostra o tipo de me-
canismo empregado para moagem criogénica nesses moinhos.
O conjunto de moagem € constituido de um tubo de policarbo-
nato, uma barra magnética e duas tampas de aco inoxidavel. A
amostra, entre 1g e 2g (Modelo 6750) ou entre 1g e 100g (Mo-
delo 6800, usando conjuntos de moagem de diferentes capaci-
dades), é introduzida junto com a barra magnética no tubo de
policarbonato, o qual é vedado nas extremidades com as tampas
de aco. O conjunto de moagem é imerso em nitrogénio liquido
durante todo o programa de moagem, o que diminui a possi-
bilidade de perda de componentes volateis e/ou oxidaveis da
amostra. Ap6s o periodo de pré-congelamento selecionado, um
campo magnético alternado é aplicado fazendo com que a barra
magnética atinja as tampas do tubo em alta velocidade com uma
freqiéncia média de 20 impactos por segundo. A cominuicao é
promovida pelo impacto da barra magnética com as amostras e
com as tampas do conjunto de moagem. Assim, apenas as barras
magnéticas estdo em movimento no moinho, sem o auxilio de
bracos ou pistdes mecanicos, evitando-se o desgaste ou cisalha-
mento do material empregado, principalmente em juntas ou co-
nexdes. Para amostras de maior dureza, o tubo de policarbonato
pode ser substituido por um tubo de aco inoxidavel.

Entre as vantagens desses equipamentos esta a possibilida-
de de moer rapidamente amostras de maior dureza (i.e. 0ssos,
quartzo, dentes, polimeros etc.), assim como de materiais de
dificil homogeneizacgao (fibras, borrachas, tecidos animais com

barra magnética
{a¢o inoxidavel)

tubo de
policarbonoe

amastra

bobina de Indugio

tampas laterais -
(ago Inoxidavel)

Figura 1. Conjunto de moagem utilizado nos moinhos
Spex modelos Freezer Mill 6750 e 6800.
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alto teor de umidade e gordura etc.), e a diminui¢do dos riscos
de contaminagdo entre as amostras, uma vez que cada amostra
€ moida em um conjunto individual de moagem. A empresa B.
Braun (Melsungen, Alemanha) também produz um equipamen-
to para moagem criogénica denominado Mikro-Dismembrator
. Nesse caso, a amostra é pré-congelada sob nitrogénio liquido
e em seguida, é transferida para o sistema de moagem. Os fabri-
cantes recomendam a utilizacdo de frascos de moagem e bolas
constituidos com PTFE ou ago inoxidavel, mas bolas de cromio
e carbeto de tungsténio também podem ser usadas. A princi-
pal desvantagem dessa estratégia é o gradual aquecimento da
amostra durante a etapa de moagem, uma vez que a mesma
ndo é mantida sob nitrogénio liquido.

As Figuras 2, 3 e 4 mostram a distribuicdo do tamanho de par-
ticulas para amostras de siri, mexilhdo e dentes humanos, respec-
tivamente, congeladas por 5 min. e moidas por apenas 2 min nos
moinhos criogénicos modelo Freezer Mill 6750 e 6800. As medidas
do tamanho das particulas foram feitas em medidores de tamanho
de particulas por difracéo de laser Coulter modelo LS230 (Miami,
FL, EUA) e Malvern modelo Mastersizer E (Malvern, Inglaterra). Ob-
serva-se que 90% das particulas possuem didmetro inferior a 64pum
para siri, 76um para mexilhdo e 137uym para dentes. A moagem
destes materiais por periodos mais extensos ndo reduziu significa-
tivamente o tamanho das particulas.
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Figura 2. Distribuicdo do tamanho das particulas de
carne de siri liofilizada, pré-congelada por 5 min e moida
em moinho criogénico (Spex, modelo 6750) por 2 min.
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Figura 3. Distribuicao do tamanho das particulas de
mexilhéo liofilizado, pré-congelado por 5 min e moido
em moinho criogénico (Spex, modelo 6800) por 2 min.
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Figura 4. Distribuicao do tamanho das particulas de
dente humano pré-congelado por 5 min e moido em
moinho criogénico (Spex, modelo 6800) por 2 min.

Deve-se ressaltar que, assim como observado por May e Kaiser
[14], como a amostra fica em contato com as pecas metalicas do
conjunto de moagem, ha o risco de contaminagdo por Cr, Fe, Mo
e Ni. Assim, no preparo de amostras visando a determinagédo desses
metais, esses equipamentos somente devem ser usados se a concen-
tracdo end6gena dos elementos for substancialmente maior que a
contribuicdo da contaminacédo. Em trabalhos recentes, Aradjo et al.
[22], Gouveia et al. [15] e Carrilho et al. [38] demonstraram a possi-
bilidade de utilizar o moinho Spex Freezer Mill 6750 para moagem
de diferentes amostras sem contaminacéo perceptivel de ferro.

B Conclusoes

De acordo com a complexidade das amostras ja investigadas e
com os resultados ja obtidos, a moagem criogénica pode ser reco-
mendada para diminuir o tempo gasto no preparo de amostras em
procedimentos analiticos. Além disso, o tamanho reduzido de parti-
culas aumenta a area de ataque dos reagentes, facilitando fortemen-
te os procedimentos de digestdo de amostras ou os procedimentos
de extracdo. A homogeneidade do material moido permite o uso de
técnicas micro-analiticas como a andlise por ativacdo neutrénica ou
a espectrometria de absorcao atbmica com amostragem direta de
sélidos em forno de grafite. Além disso, com particulas diminutas a
andlise direta de suspensdes por espectrometria de absor¢éo atomi-
ca com chama (FAAS) pode ser implementada em alguns casos.

Até o presente momento, na maioria dos procedimentos
de moagem criogénica descritos na literatura, ndo se alcan-
caram distribuicdes homogéneas com tamanhos de particulas
menores que 10um. Esse pré-requisito, como ja mencionado,
é fundamental para introducéo e o transporte de suspensdes,
assim como para atomizacdo do analito em ICP-OES. Dessa
forma, apesar das vantagens aqui descritas, a investigacdo de
novos equipamentos com diferentes mecanismos de moagem
criogénica ainda é necessaria para uma melhor cominuigéo.
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