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RESUMO

Neste trabalho serdo apresentados trés estudos envolvendo estratégias para
analise de alimentos com a finalidade da determinacdo de constituintes
inorganicos em amostras de racdes animais e do suco de caldo de cana, além
da analise de especiacao quimica de As, Sb e Se de frutos secos empregando
a espectrometria atbmica. No primeiro trabalho, foram aplicados planejamentos
experimentais para otimizar as condicbes de decomposicdo das amostras
assistidas por micro-ondas e operacionais de um espectrometro para analise
de racdes animais. Métodos baseados em plasma acoplado indutivamente
(ICP) foram utilizados para determinar as concentragdes de 23 elementos em
racdes para peixes ornamentais e de consumo humano, ruminantes, passaros
silvestres, coelhos e equinos. Os limites de quantificacdo obtidos variaram
entre 0,02 mg kg™* (Cd) e 76 mg kg™ (Al). A avaliagcdo da confiabilidade dos
métodos foi confirmada através da andlise dos materiais de referéncia
certificados de tecido de ostra (Oyster tissue, NIST 1566b) e cha (Tea, NCS DC
73351). As concentragfes obtidas variaram entre 0,038 mg kg™ (Sb) e 3,37%
(Ca) para peixes ornamentais, <LoQ (Ba) e 2,0% (Ca) para peixes de consumo
humano, <LoQ (Cd, Pb e Se) e 2,0% (Ca) para coelhos, <LoQ (Cd, Pb, Sb e
Se) e 2,53% (Ca) para passaros silvestres, 0,034 mg kg™ (Sb) e 2,10% (Na)
para equinos e, <LoQ (Se) e 14% (Ca) para ruminantes, estando todas de
acordo com as legislacdes brasileira e americana. No segundo trabalho, foi
empregada uma otimizagdo multivariada de um procedimento de preparo de
amostra na forma de suspensdo para determinar Ca, Cu, Fe, K e Mg em
amostras de caldo de cana de acucar por espectrometria de emissao Optica
com plasma acoplado indutivamente (ICP OES). Os planejamentos fatorial
fracionario e Doehlert foram aplicados para otimizar as variaveis: concentracao
de HNO3, volume de H,0,, tempo de sonicagéo, vazédo do gas de nebulizacdo
e a poténcia de radiofrequéncia para analise direta da amostra na forma de
suspensdo. O procedimento foi validado através da comparacdo entre 0s

meétodos de digestdo e testes de adicdo e recuperacdo. O método analitico
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proposto foi aplicado a analise de quatorze amostras de caldo de cana
comercializadas em Aracaju, Sergipe, Brasil. Foram obtidas as concentracfes
médias (em mg L™?) de 108 (Ca), 0,51 (Cu), 6,40 (Fe), 470 (K) e 114 (Mg). A
metodologia apresentada oferece uma maneira simples, rapida, facil e eficiente
de preparo de amostras para a determinagédo simultanea em caldo de cana por
ICP OES. Por fim, no terceiro trabalho foi realizada a anélise de especiacéo
quimica de As, Sb e Se em amostras de frutos secos utilizando a analise por
injecdo em fluxo multiseringa acoplada a espectrometria de fluorescéncia
atbmica com geracao de hidretos (MSFIA-HG-AFS). Para as determinacfes de
As e Sbh, as concentracbes de NaBH4, Kl e HCI foram avaliadas como fatores.
Para Se, somente as concentracdes de NaBH, e HCI foram avaliadas. As duas
otimizacbes foram realizadas através de planejamentos Doehlert, tendo as
intensidades de As, Sb e Se totais como resposta. Os limites de quantificacdo
variaram de 0,34 (Sb total) a 15 ng g™ (As total). A exatiddo e precisdo dos
métodos analiticos foram avaliadas através da analise do material de referéncia
certificado e de testes de adicdo e recuperacdo. Os métodos analiticos foram
aplicados em nove amostras de frutos secos, sendo que as maiores
concentracdes obtidas (em ng g*) foram de 8,2 + 0,6 para Sb(lll), 14,0 + 1,2
para Sb(V), 102,5 + 7,4 para Se(IV) e 90,5 + 9,8 para Se(VI). As espécies
As(Ill) e As(V) obtiveram concentragbes abaixo dos LoQ para todas as
amostras. Neste trabalho, os métodos analiticos para a determinacdo das
concentracfes totais de elementos essenciais e potencialmente téxicos em
alimentos de consumo humano e animal, mostraram-se satisfatorios, podendo
ser empregados para analises de rotina para avaliar a composi¢ao quimica dos

alimentos.

Palavras chave: Alimentos; Racfes animais; Analise de especiacdo quimica;
ICP OES; ICP-MS; MSFIA-HG-AFS; Planejamento de experimentos; Andlise

multivariada de dados; Seguranca de alimentos.
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Abstract

This work presents three studies aiming the development of strategies for
determination of inorganic constituents in animal feeds and sugarcane juice
samples, as well as, chemical speciation analysis for As, Sb and Se
determination in dried fruits using atomic spectrometry. Experimental designs
were applied to optimize the conditions of microwave-assisted sample
decomposition and operational condition of the spectrometer for animal feed
sample analysis. Inductively coupled plasma (ICP) based methods were used to
determine the concentrations of 23 elements in feed for ornamental and human
fishes, ruminants, wild birds, rabbits and equines. Limits of quantification were
obtained and ranged from 0.02 mg kg™ (Cd) up to 76 mg kg™ (Al). The reliability
of the methods was confirmed by analysis of certified reference material (CRM),
oyster tissue (NIST 1566b) and tea (NCS DC 73351). The obtained
concentrations in animal feeds ranged between 0.038 mg kg™ (Sb) and 3.37%
(Ca), ornamental fishes; <LoQ (Ba) and 2.0% (Ca), fishes for human
consumption; <LoQ (Cd, Pb and Sb) and 2.0% (Ca), rabbits; <LoQ (Cd, Pb, Sb
and Se) and 2,53% (Ca), wild birds; 0.034 mg kg™ (Sb) and 2.10% (Na),
equines; and, <LoQ (Se) and 14% (Ca), ruminants. The values are all in
accordance with Brazilian and American rules. In the second work, a
multivariate optimization for sample preparation procedure as slurry was used
for determination of Ca, Cu, Fe, K and Mg in sugarcane juice samples by
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). Fractional
factorial and Doehlert designs were applied to optimize the variables: HNO3
concentration, H,O, volume, sonication time, nebulizer gas flow and
radiofrequency power for direct analysis of the sample as slurry. The procedure
was validated by comparison of the digestion procedures and addition and
recovery tests. The proposed analytical method was applied to analysis of
fourteen samples of sugarcane juice purchased in Aracaju, Sergipe, Brazil.
Mean concentrations (in mg L™) of 108 (Ca), 0.51 (Cu), 6.40 (Fe), 470 (K) and
114 (Mg) were obtained. The presented methodology is simple, fast, easy and

efficient for sample preparation and simultaneous determination in sugarcane
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juice by ICP OES. Finally, in the third work chemical speciation analysis of As,
Sb and Se, in dried fruit samples, was performed using multi-syringe flow
injection analysis hydride generation atomic fluorescence spectrometry (MSFIA-
HG-AFS). For As and Sb determinations, the concentrations of NaBH,4, Kl and
HCI were the evaluated factors. For Se, only concentrations of NaBH4 and HCI
were evaluated. The two optimizations were performed through Doehlert
designs, and the responses were evaluated using the intensities of As, Sb and
Se. Limits of quantification ranged from 0.34 (Sb total) up to 15 ng g™* (As total).
Accuracy and precision of the analytical methods were evaluated through
analysis of certified reference material and addition and recovery tests. The
analytical methods were applied to nine dried fruit samples, and the highest
concentrations (in ng g™*) were 8.2 + 0.6 for Sh(lll), 14.0 + 1.2 for Sh(V), 102.5 +
7.4 for Se(lV) and 90.5 + 9.8 for Se(VI). For As(lll) and As(V) species the
obtained concentrations were below the LoQ for all samples. In this work,
analytical methods for the determination of total concentrations of essential and
potentially toxic elements in food and feed, were satisfactory and can be applied

for routine analysis to evaluate the chemical composition of foods.

Keywords: Foods; Feeds; Chemical speciation analysis; ICP OES; ICP-MS;
MSFIA-HG-AFS; Factorial design; Multivariate data analysis; Food safety.
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Introducéo

A determinacdo de elementos quimicos em amostras de alimentos tem
evidenciado uma das principais preocupacdes relacionadas a este tipo de
matriz, que é a seguranca de alimentos, que pode impactar diretamente a
qualidade de vida tanto dos seres humanos, quanto dos animais. Na literatura,
ha artigos de revisdo que abordam fraudes e adulterac6es em alimentos, como
o trabalho publicado por Valdés et al. (2018) no qual constataram que as
fraudes em produtos de origem animal e vegetal, incluindo carnes, peixes,
frutos do mar, produtos lacteos, 6leos vegetais e frutos secos, tem crescido nos

altimos anos, podendo acarretar sérios problemas para os consumidores.

Sendo assim, a crescente aplicacdo de diferentes estratégias de preparo
de amostra e desenvolvimento de métodos de determinacdo de elementos
quimicos presentes em matrizes de alimentos tem papel fundamental na busca
por produtos cada vez mais seguros. Para isto, técnicas analiticas especificas
para a determinacdo de constituintes inorganicos que apresentam precisao,
exatiddo, sensibilidade e seletividade, tém sido empregadas, tais como a
espectrometria de emissdo 6ptica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES), espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS) e espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracéo de hidretos (HG
AFS), com a finalidade da quantificacdo de concentracées entre ng L™ e mg L™
(da Costa et al., 2013; de Santana et al., 2016; Correia et al., 2017; Wei et al.,
2017; Wang et al., 2017; Santos et al., 2019).

Para auxiliar na otimizacdo do preparo de amostra e das técnicas
espectroanaliticas tém sido utilizadas as técnicas de planejamento de
experimentos, envolvendo os planejamentos fatorial completo e fracionério, e
matriz Doehlert com a finalidade da reducdo de experimentos e reagentes
quando comparados aos meétodos univariados. Além dessas ferramentas
guimiométricas, existem as estratégias que permitem avaliar tendéncias ou

similaridades através da andlise multivariada de dados, como a analise de
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componentes principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA),
que tém sido utilizadas para averiguar a autenticacdo da origem de um produto
em termos geogréficos, botanicos ou processo de fabricacdo, fornecendo a
auséncia de adulterac@o ou a presenca de substancias ou elementos quimicos

nao declarados (Callao & Ruisanchez, 2018).

Como a informacéo da concentracdo total do elemento ndo € mais uma
informacéo soberana na avaliacdo da essencialidade ou ndo essencialidade de
um dado elemento, a aplicacdo da andlise de especia¢do quimica vem sendo
utilizada para verificar a quantidade que estd sendo absorvida e a forma na
qual o analito se encontra, podendo avaliar a sua toxicidade ou ndo, para uma
avaliacdo mais realista acerca dos seus danos para a saude dos seres

humanos e dos animais.

Logo, a presente Tese de doutorado apresenta quatro capitulos. No
primeiro, revisard as informagfes contidas nas bases de dados com a
finalidade do levantamento de informacdes e resultados obtidos pelos trabalhos
cientificos sobre alimentos de consumo humano e de animais voltados para
desenvolvimentos de métodos analiticos, uso de ferramentas quimiométricas e
valores maximos permitidos pelas agéncias reguladoras brasileiras e outros

paises, como Estados Unidos e da Unido Europeia.

No capitulo 2, através da utilizacdo de planejamento de experimentos e
das técnicas utilizando o plasma indutivamente acoplado (ICP), foram
otimizados métodos analiticos para a determinacdo de vinte e trés elementos
quimicos presentes em racfes animais empregando ICP OES e ICP-MS, e a
aplicacdo das técnicas de reconhecimento de padrées como PCA e HCA para
avaliar tendéncias e similaridades entre as amostras para peixes ornamentais e

de consumo humano, ruminantes, passaros silvestres, coelhos e equinos

No capitulo 3 foram utilizados planejamentos de experimentos para
otimizar um procedimento de preparo da amostra na forma de suspenséo para

determinacao de Ca, Cu, Fe, K e Mg em caldo de cana in natura por ICP OES.
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No capitulo 4 foi realizada a analise de especiacédo quimica de As, Sb e Se em
frutos secos apos a otimizacdo das condicdes de geracdo dos hidretos por
meio de planejamentos Doehlert e determinacéo por analise por injecdo em
fluxo multiseringa acoplada a espectrometria de fluorescéncia atdbmica com
gracdo de hidretos (MSFIA-HG-AFS). Este trabalho foi desenvolvido durante
um estagio de doutorado sanduiche na Universidade das Ilhas Balears, em

Palma de Mallorca, Espanha.

Por fim, o estudo mostra conclusdes relevantes obtidas por este trabalho
com a finalidade de abordar a sintese dos trés trabalhos desenvolvidos para
analise de alimentos de consumo humano e de animais usando técnicas
espectroanaliticas. Além de perspectivas de trabalhos que potencialmente

podem ser derivados desta Tese de Doutorado.
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Capitulo 1. Revisao da literatura

1.1. Seguranca alimentar versus seguranca de alimentos: conceitos e

perspectivas para alimentacdo humana e de animais

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentacéo (FAO), o termo “seguranga alimentar (food security)” corresponde
as condicfes em que todas as pessoas, em todas as épocas e no mundo todo,
tenham o direito de acesso fisico, social e econdbmico a alimentos em
guantidade e qualidade nutricional adequadas para que possam obter uma vida
ativa e saudavel (FAO? 2016). Este termo teve origem apds as guerras
mundiais que devastaram a Europa, quando a producdo de alimentos ficou

impossibilitada.

A FAO estima que em 2015 cerca de 793 milhdes de pessoas em todo o
mundo sofreram com a falta de alimento para conduzir uma vida ativa e
saudavel (FAOP, 2015). No mesmo ano, a FAO divulgou um relatério intitulado
“The State of Food Insecurity in the World 2015” onde estima que na América
Latina havia um total de 34,3 milhGes de pessoas subalimentadas e no Brasil,
ainda ha cerca de 3,4 milhdes (FAQS, 2015).

Ja o termo “seguranca de alimentos (food safety)’ que se refere a
garantia de acesso a alimentos cada vez mais seguros, sem a presenca de
contaminantes quimicos, fisicos ou bioldgicos, surgiu da preocupacdo com a
transmissao de doencas, devido ao abastecimento cada vez mais globalizado
(Reino Unido, 2009). Atualmente sdo conhecidas cerca de 250 doencas em
humanos relacionadas a presenca desses contaminantes em alimentos (Khan
et al., 2017), que séo responsaveis pela maioria da mortalidade e morbidade de
cerca de 30% da populacdo mundial dos paises industrializados de acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (OMS, 2014).
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A OMS juntamente com a FAO alerta aos paises com relacdo a
segurancga alimentar e seguranga de alimentos através do “Codex Alimentarius”
ou “food code” que é um conjunto de normas, cédigos de praticas, diretrizes e
outras recomendacdes reconhecidas internacionalmente, que estdo
relacionadas com os alimentos e que abrangem todos os principais alimentos e

processos (OPAS, 2015).

No Brasil, hA o Comité do Codex Alimentarius do Brasil (CCAB) que
atua na elaboracéo e atualizagéo da legislacdo nacional de alimentos com base
nas diretrizes do Codex Alimentarius internacional (Brasil®, 2016). Esse guia foi
estabelecido pela ONU em 1963 com o intuito de assegurar que 0 comércio
regional e mundial de alimentos ndo afetasse a saude dos consumidores,
cobrindo 99% da populacdo mundial. Atualmente, o comércio internacional de
alimentos movimenta cerca de 200 bilhdes de ddlares anualmente, como
resultado de bilhGes de toneladas de alimentos produzidos, comercializados e
transportados (FAOY, 2016).

Esses conceitos de certa forma também acabam se expandindo para a
alimentacdo dos animais, sejam eles de estimacdo ou que fardo parte da
cadeia alimentar, por causa das doencas que podem ser veiculadas através do
contato com 0s animais ou ingestao de produtos de origem animal. O Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Instrucéo
Normativa N°4, de 01 de janeiro de 2007, aprovou o regulamento técnico sobre
as condi¢des higiénico-sanitarias e de boas préaticas de fabricacdo para
estabelecimentos fabricantes de produtos destinados a alimentacdo animal e o
roteiro de inspecdo, visando garantir uma maior seguranca dos alimentos
(Brasil®, 2007).

Neste sentido, pode-se verificar que existe uma preocupacdo mundial
referente a qualidade dos alimentos através de programas de conscientizacao
em toda a cadeia alimentar, dos agricultores e/ou fornecedores até os
consumidores, bem como de regulamentacdes que assegurem cada vez mais

uma maior qualidade dos alimentos de consumo humano e animal.
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1.2. Alimentos para consumo humano

Diante da crescente preocupacdo com uma alimentacdo equilibrada,
torna-se cada vez mais importante conhecer a composi¢cdo dos alimentos que
fardo parte da alimentacdo. Com o intuito de fornecer informacdes nutricionais
dos alimentos consumidos em todo o Brasil, surgiu o projeto da Tabela
Brasileira de Composi¢cédo de Alimentos (TACO) da Universidade Estadual de
Campinas, Sao Paulo (TACO, 2011).

Em 2004, foi langcada a primeira versdo da TACO constituida por 198
alimentos, a segunda versao foi composta de 495 alimentos e a ultima versao
lancada conta com 597 alimentos (TACO, 2011). A informacdo nutricional
permitird que a populacéo possa suprir a ingestéo diaria recomendada (IDR) de
proteina, vitaminas e minerais, de acordo com a Resolu¢do RDC n° 269, de 22
de setembro de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A
Tabela 1.1 mostra os valores de IDR para minerais referentes a adultos,
gestantes, lactantes e criancas de 1 - 3 anos, 4 - 6 anos e 7 - 10 anos (Brasil’,
2005), onde para Ca, por exemplo, a IDR é de 1000, 1200, 1000, 500, 600 e

700 mg, respectivamente.
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Tabela 1.1. Ingestdo diaria recomendada de alguns minerais para adultos,
gestantes, lactantes e criancas de 1 - 3 anos, 4 - 6 anos e 7 - 10 anos.
Adaptada de (Brasil®, 2005).

Mineral Adultos Gestante Lactantes Criancas Criancas Criancas
1-3 Anos 4-6Anos 7-10Anos

Ca (mg) 1000 1200 1000 500 600 700
Cr (ug) 35 30 45 11 15 15
Cu (ug) 900 1000 1300 340 440 440
Fe (mg) 14 27 15 6 6 9

Mg (mg) 260 220 270 60 73 100
Mn (mg) 2,3 2,0 2,6 1,2 1,5 1,5

P (mg) 700 1250 1250 460 500 1250
Se (Hg) 34 30 35 17 21 21
Zn (mg) 7 11 9,5 41 5,1 5,6

Dentre os alimentos que compdem a TACO, ha cereais e derivados:
arroz, milho, bolo, farinha, péo, etc.; verduras, hortalicas e derivados: alface,
batata, cebolinha, feijao, extrato de tomate, caruru, etc.; frutas e derivados:
banana, cacau, fruta-pdo, goiabada, suco de uva envasado, etc.; gorduras e
Oleos: azeites de dendé e oliva, margarina, 6leo de soja, manteiga, etc.;
pescados e frutos do mar: atum, bacalhau, caranguejo, pescada, salmao, etc.;
carnes e derivados: variados cortes de carne bovina e suina, partes de frango,
apresuntado, caldo de carne, mortadela, peru, etc.; leite e derivados: iogurte,
leites de vaca e cabra, queijos, etc.; bebidas alcodlicas e nédo alcodlicas: café,
caldo de cana, 4gua de coco, cerveja, refrigerante, etc.; ovos e derivados: ovos

de codorna e galinha, omelete, etc.; produtos acucarados: achocolatado em po,
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acucar cristal, mascavo e refinado, mel de abelha, rapadura, etc.; miscelaneas:
café, fermentos em po, bioldgico, sal dietético e grosso, tempero a base de sal,
etc.; outros alimentos industrializados: azeitona, chantilly, leite de coco,
maionese, etc.; alimentos preparados: acarajé, camardo a baiana, feijoada,
manicoba, cuscuz, vatapa, etc.; leguminosas e derivados: amendoim, feijao
fradinho, lentilha, farinha de soja, queijo de soja (tofu), etc.; nozes e sementes:

castanha-de-caju, gergelim, linhaca, noz, etc. (TACO, 2011).

Nestes alimentos ha o registro da presenca de proteinas, lipideos,
colesterol, carboidratos, fibra alimentar, cinzas, retinol, tiamina, riboflavina,
piridoxina, niacina, vitamina C, além de macroelementos (Ca, K, Mg, Na e P) e
microelementos (Cu, Fe, Mn e Zn) (TACO, 2011).

Entretanto, no Brasil a literatura ja reporta outros elementos quimicos em
diversos tipos de alimentos. De Souza et al. (2016) encontraram Mn em
amostras de fruta pdo. Da Silva et al. (2013) estabeleceram as concentracdes
de Sr em amostras de arroz. Silva et al. (2012) encontraram niveis de Hg em
amostras de arroz. Trindade et al. (2015) encontraram concentracdes de Ni em
amostras de 6Oleo de soja, milho e canola. Milani et al. (2016) quantificaram Al,
As, Ba, Cd, Cr, Ni, Pb e Se em amostras de cha de Camellia sinensis. De
Oliveira® et al. (2017) determinaram As, Bi, Cd, Ce, Dy, Er, Eu, Gd, Ho, In, La,
Lu, Nd, Pb, Pr, Sc, Se, Sm, Tm, Y e Yb em amostras de mel.

Medeiros et al. (2014) determinaram as concentracdes de Fe, Mn, Zn,
Co, As, Cd e Pb em amostras de 11 espécies de peixes comercializados no Rio
de Janeiro. Morgano et al. (2011) encontraram concentracdes de As, Cd, Cr,
Hg e Pb em amostras de peixes do Japao comercializados no mercado de S&o
Paulo. Muller et al. (2016) quantificaram as concentragdes de B, Ba, Ca, Cd,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Pb, Sr e Zn em amostras de leite em pé. Dentre
estes elementos reportados na literatura, h4 a presenca de contaminantes para
a saude humana tais como As, Cd, Hg, Pb, dentre outros, bem como,

elementos quimicos tidos como essenciais para a nutricio e bom
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funcionamento vital do organismo, tais como Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, dentre

outros.

No Brasil, através do decreto n° 55871, de 26 de marco de 1965 e da
resolucdo do Ministério da Saude, a RDC N°42, de 29 de agosto de 2013, que
dispbe sobre o regulamento técnico do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL),
sdo apresentados os limites maximos de contaminantes inorganicos em
alimentos (Brasil®, 1965; Brasil®, 2013).

Na Unido Europeia, o regulamento da comissao “Commission Regulation
(EC) n°® 1881/2006 of 19 December 2006" e suas alteragcdes “Comission
Regulation (EC) n° 629/2008” e “Comission Regulation (EU) n° 488/2014”
fixaram os teores maximos de certos contaminantes presentes nos géneros
alimenticios (Unido Europeia, 2014). Por outro lado, a FAO e a OMS
estabeleceram limites maximos permitidos para 0s contaminantes em
alimentos através do Codex Alimentarius (FAO®, 2009). Na Tabela 1.2 estdo os
elementos regulamentados pelas legislagbes brasileiras, europeia e da FAO

em conjunto com a OMS.
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Tabela 1.2. Variacdo dos limites maximos permitidos para 0s contaminantes em géneros

legislacdes brasileira, europeia e da FAO em conjunto com a OMS.

alimenticios de acordo com as

Legislacao Brasileira

Legislacdo Europeia

FAO e OMS

Elemento

Variagdo dos limites maximos

(mg kg™)

Variagdo dos limites maximos

(mg kg™

Variagao dos limites méaximos

(mg kg™)

As

Cd

Concentragcdo de 0,01 para gelos comestiveis a
1,0 para miados comestiveis exceto figado e rins;
figado de bovinos, ovinos, suinos, caprinos e aves
de curral; rins de bovinos, ovinos, suinos e
caprinos; peixes crus, congelados ou refrigerados;
moluscos cefaldépodes; moluscos bivalves, e
crustaceos

Concentracdo de 0,01 para sorvetes de agua
saborizados a 2,0 para moluscos cefalépodes e
bivalves

Concentragdo de 0,005 em férmulas liquidas a
partir de proteinas ou hidrolisados de proteinas do
leite de vaca a 3,0 para suplementos alimentares
gue consistam exclusiva ou principalmente em
algas secas, produtos derivados de algas ou
moluscos bivalves secos

Concentragdo de 0,01 para aguas
minerais naturais a 0,5 para sal de
cozinha

Concentragcdo de 0,003 em aguas
minerais naturais a 2 para moluscos
bivalves e cefalépodes
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Tabela 1.2. (Continuacao).

Cr

Cu

Hg

Ni

Pb

Concentracdo de 0,10 em qualquer alimento

Concentracdo de 5,00 para bebidas alc6olicas
fermentadas, refrescos e refrigerantes a 30,00
para sucos de frutas e xaropes naturais, e outros
alimentos

Concentracdo de 0,50 para peixes, exceto
predadores; moluscos cefalépodes e bivalves; e
crustaceos a 1,0 para peixes predadores

Concentracdo de 0,10 para bebidas alcoolicas
fermentadas, refrescos e refrigerantes a 5,00 para
outros alimentos

Concentracdo de 0,01 para gelos comestiveis a
2,0 para sal de consumo humano

Concentragdo de 0,10 para suplementos
alimentares a 1,0 para a parte comestivel de
alguns peixes como tamboril, peixe-lobo riscado,
enguia, atuns, etc.

Concentracdo de 0,020 para leite cru, tratado
termicamente e para o fabrico de produtos lacteos,
férmulas para lactantes e formulas de transi¢do a
3,0 para suplementos alimentares

Concentragcdo de 0,001 em aguas
minerais naturais a 0,1 para sal de
cozinha

Concentragdo de 0,01 em &guas
minerais naturais e formula infantil a
1,5 para tomates transformados em
concentrados
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Tabela 1.2. (Continuacao).

Sb Concentracdo de 0,20 para bebidas alcéolicas
fermentadas e fermento-destiladas, refrescos e
refrigerantes a 2,0 para outros alimentos

Se Concentracdo de 0,05 para alimentos liquidos a
0,30 para alimentos solidos

Sn Concentracdo de 150 para bebidas enlatadas Concentracdo de 50 para alimentos para bebés e Concentracdo de 50 em picanha,
(incluidos os sucos de frutas e sucos de verduras) alimentos a base de cereais transformados em lombo e presunto a
a 250 para alimentos enlatados, exceto bebidas enlatados destinados a lactantes e criangas

jovens, com excegdo dos produtos desidratados e Concentracéo de 259 para alimentos
em p6 a 200 para géneros alimenticios enlatados, €nlatados (exceto bebidas)
com excecao de bebidas

Zn Concentracdo de 5,00 para bebidas alcdolicas
fermentadas, fermento-destiladas, refrescos e
refrigerantes a 50,00 para outros alimentos
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1.3. Alimentos para consumo animal

A Instrucdo Normativa n° 15, de 26 de maio de 2009 do MAPA classifica
os produtos para alimentacédo animal de acordo com a sua categoria, podendo
ser: aditivo, alimento, concentrado, ingrediente, ndcleo, premix, racdo e
suplemento, diferenciando-os entre si de acordo com a matéria prima utilizada

e/ou obijetivo nutricional (Brasil", 2009).

Estes alimentos devem fornecer aos animais 0s nutrientes necessarios
para manter o adequado crescimento e manutencdo das suas fungdes
biologicas. Os elementos quimicos na alimentacdo animal podem ser
classificados em macroelementos, que sao elementos necessarios em
guantidades relativamente grandes, tais como Ca, Cl, K, Mg, Na, P e S, e em
microelementos, que sdo elementos quimicos necessérios em quantidades
menores, da ordem de miligramas ou microgramas por dia, tais como Co, Cr,
Cu, Fe, I, Mn, Se, Si, V e Zn (NRC? 1977; NRC®, 1994; NRC®, 2007; NRCY,
2011; NRC°®, 2016).

Os elementos quimicos auxiliam no crescimento dos 0ssos e dentes, na
reparacao de tecidos, regulam os processos quimicos, ajudam em atividades
musculares, liberam a energia para aquecer o corpo, auxiliam na sintese de
proteinas, no transporte de oxigénio, equilibrio &cido-base no corpo e reacdes
enzimaticas, além de muitos outros beneficios (EUA?, 2017). Na Tabela 1.3 ha

a indicacao de alguns elementos necessarios para alguns animais.
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Tabela 1.3. Elementos quimicos necessarios para alguns animais. Adaptada
de (EUAP, 2010).

Elemento/dia Boi Peixe  Frango Peixe Cavalo
(Truta)

Ca (0) 87 0,051 3,75 0,051 47
P (9) 64 0,023 0,35 0,023 34
Mg (9) 24 0,003 0,055 0,003 17,8

S(9) -- -- -- -- 20,25
Na (g) 16 0,031 0,165 0,031 40,5
Cl (g) - 0,046 - 0,046 -
K (q) - 0,036 0,165 0,036 59
Cu (mg) 206,4 0,015 0,88 0,015 135
Fe (mg) 516 0,31 5,5 0,31 540
| (mg) 8,6 0,006 0,03 0,006 8,1
Co (mg) 1,892 -- - - 1,4
Se (mg) 1,72 0,001 0,01 0,001 1,4
Mn (mg) 688 0,066 3,3 0,066 540
Zn (mg) 688 0,10 5,5 0,10 540
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O MAPA é o 6rgao responséavel por regulamentar e fiscalizar os
alimentos destinados ao consumo animal através dos seus decretos, portarias
e instrucdes normativas, as quais sdo aplicadas de acordo com o tipo de
animal ao qual o alimento sera destinado, sejam eles de producéo para abate
ou de estimacdo. Como exemplo, h4 a Instrucdo Normativa n° 04, de 01 de
janeiro de 2007, que regulamenta as condi¢cfes higiénico-sanitarias e de boas
praticas de fabricagcdo para estabelecimentos fabricantes de produtos
destinados & alimentacdo animal e o roteiro de inspecdo (Brasil’, 2007); e a
Instrugdo Normativa n° 13, de 01 de dezembro de 2004, que regulamenta os

aditivos para produtos animais destinados & alimentacéo animal (Brasil, 2004).

A legislacéo brasileira ainda é escassa quanto aos elementos a serem
regulados. O MAPA estabelece valores maximos e minimos para elementos
presentes em alimentos para animais de estimacao (cdes e gatos) e de abate
(bovinos e equinos) (Brasil, 2004; Brasil, 2009). Entretanto, as instrucdes
normativas N° 15/2009 e 30/2009 do MAPA néo estabelecem limites para os
elementos em alimentos para peixes, suinos e peguenos ruminantes, apenas
que os fabricantes expressem no rétulo dos produtos os niveis de garantia
méximos e minimos para Ca e minimos para os outros elementos (Brasil¥,
2009; Brasil', 2009), conforme Tabela 1.4.
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Tabela 1.4. Niveis de garantia maximos e minimos exigidos pelo MAPA para pets e non-pets, expressos em amostras comerciais
para os elementos presentes em alimentos para animais de estimacéao e de abate.

Elemento Céao Gato Peixe* Bovino** Caprino** Passaro* Equino***
Ca (minimo) / % 1,9 1:1comP 12,0 0,6 14
Ca (méaximo) / % 2,4 2,4 3,0 7:1comP 19,0 0,8 22
P (minimo) / % 0,6 0,6 1,4 40,0 7,5 0,3 7,5
Mg (minimo) / % 0,20 5,0 1,2 1,3
Na (minimo) / % 0,35 1,3 10,0
Co (mfnimo) / mg kg™ 0,2 30,0 95,0 50,0
Cu (mfnimo) / mg kg™ 17,0 400,0 350,0 2,8 1350,0
F (maximo) / mg kg™ 750,0 750,0
Fe (minimo) / mg kg™ 100,0 27,8
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Tabela 1.4. (Continuacao).

Elemento Cao Gato Peixe* Bovino** Caprino** Passaro* Equino***
| (minimo) / mg kg™ 0,3 30,0 60,0 0,56 50,0
Mn (minimo) / mg kg™ 23,0 500,0 1000,0 22,2 1400,0
S (minimo) / mg kg 2800,0 1400,0 5000,0
Se (mfnimo) / mg kg™ 0,2 5,0 20,0 0,08 10,0
Zn (minimo) / mg kg™ 65,0 2000,0 5600,0 27,8 4000,0

* Niveis expressos em ragdes para a fase de terminagéo (Brasil™, 2019). / *Suplemento mineral para animais em pastagem, expresso
pelo MAPA (Brasil, 2009; Brasil”, 2004). / **Niveis expressos em amostras comerciais de suplementos (Brasil’, 2019).
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1.4. Métodos de preparo de amostra

A grande maioria das técnicas espectroanaliticas necessitam que a
amostra esteja na forma liquida para introducdo nos equipamentos, o que
demanda estratégias analiticas para que as mesmas sejam completamente ou
parcialmente dissolvidas em um meio liquido, que geralmente é um meio &cido
(Krug, 2008).

A dissolucéo total da matriz possibilita a disponiblilizacdo completa dos
analitos para analise, porém, em casos nos quais ha o interesse em analitos
que sao facilmente extraidos da matriz estudada, pode ser utlizada a
amostragem em suspensdo. O preparo da amostra pode fornecer
transformacdes substanciais nas formas quimicas nas quais os analitos estao
presentes em determinada matriz. Portanto, o procedimento a ser empregado
estara relacionado com a natureza da amostra, concentracdo dos analitos e
técnica analitica a ser empregada (Mester & Sturgeon, 2003; Mitra, 2003;
Barnes et al., 2014).

1.4.1. Decomposicéo &cida em sistema fechado

A decomposicdo acida em sistema fechado € o0 procedimento
amplamente empregado para a solubilizagéo total das amostras. Geralmente
sdo empregados acidos nitrico (HNO3), cloridrico (HCI), fluoridrico (HF),
perclérico (HCIO,) e sulfurico (H,SO4) concentrados ou diluidos, com ou sem a
adicdo do peréxido de hidrogénio (H.0,), que atua como agente oxidante
auxiliar (Krug, 2008; Barnes et al., 2014).

Utilizando estes reagentes combinados ou ndo, o sistema fechado
possibilita uma melhora na decomposicdo de amostras inorganicas; minimiza
0s riscos de perdas de analito por volatilizagédo e de contaminag&o por fontes

externas; por causa das condicdes que podem ser obtidas neste tipo de
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sistema, as reacdes ocorrem em curto tempo e acima das temperaturas de

ebulicdo dos reagentes (Barnes et al., 2014).

Na literatura, a decomposicdo de amostras de alimentos em sistema
fechado usando misturas de HNO3; e H,O, sdo amplamente empregadas
(Morgano et al., 2011; Tormen et al., 2011; da Silva et al., 2013; Amorim et al.,
2016; de Souza et al.,, 2016; Correia et al., 2017; Amorim et al., 2017; de
Oliveira® et al., 2017; Costa® et al., 2018; Costa” et al., 2018; Souza et al., 2018;
Barbosa et al.,, 2019; Santos et al., 2019). Também s&o aplicados o HNO;
(Milani et al., 2016) e mistura nitrosulfurosa (HNO3; e HSO,4) (Morgano et al.,
2011; Santos et al., 2014). Para fornecer energia para a decomposicdo das
amostras, sdo empregados bloco digestor com dedo frio (da Silva et al., 2013;
Amorim et al., 2016; de Souza et al., 2016), bloco digestor (Morgano et al.,
2011; Santos et al., 2014; Costa® et al., 2018) e em maior proporcéo, o forno
micro-ondas (Tormen et al., 2011; Milani et al., 2016; Amorim et al., 2017;
Correia et al., 2017; de Oliveira® et al., 2017; Costa’ et al., 2018; Souza et al.,
2018; Barbosa et al., 2019; Santos et al., 2019).

Em alimentos de consumo animal, a decomposicdo das amostras em
sistema fechado emprega misturas de acido nitrico e peroxido de hidrogénio
(Neves et al., 2009; Dionisio et al., 2011; Amaral et al., 2013; Costa et al.,
2013), mistura de acido nitrico e perclérico (Saleh et al., 2013), mistura de
acidos nitrico e perclorico com peréxido de hidrogénio (de Moraes et al., 2009),
e &cido nitrico (Barros et al., 2013; Kelly et al., 2013; Li et al., 2013; Psoma et
al., 2014), e na maior parte dos trabalhos relatados na literatura é amplamente
empregado o forno micro-ondas (Neves et al.,, 2009; Dionisio et al., 2011;
Amaral et al., 2013; Costa et al., 2013; Kelly et al., 2013; Li et al., 2013; Saleh
et al.,, 2013; Psoma et al.,, 2014). Como alternativa ao procedimento de
digestdo assistida por micro-ondas, ha outros procedimentos, dentre eles, a

extracao assistida por ultrassom.
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1.4.2. Extragédo assistida por ultrassom

Na extracdo assistida por ultrassom, a amostra € introduzida em um
meio liquido, e através da acdo das ondas ultrassdnicas, as moléculas
organicas presentes na amostra sdo destruidas e promovem a quebra da
ligacdo do analito com as moléculas, fazendo com que os mesmos migrem da
matriz para esse liquido, que & denominado extrator (Mester & Sturgeon, 2003;
de Moraes et al., 2009). Este tipo de procedimento tem uma aplicacdo
crescente no preparo de amostras por causa da rapidez e simplicidade que
oferece. Entretanto, deve ser dada uma atencédo aos fatores que influenciam na
extragcdo, que sdo as caracteristicas fisicas da amostra, interagdo entre analito
e amostra, concentracao do agente extrator, tempo de sonicacéo, dentre outros
(Mester & Sturgeon, 2003; Santos et al., 2014).

A literatura reporta a extracdo assistida por ultrassom em amostras de
alimentos utilizando HNO3 (Dobrowolski et al., 2012; Santos et al., 2014; de
Andrade et al., 2018), HCI (Silva et al., 2012; de Andrade et al., 2018), mistura
de Aacidos nitrico e cloridrico, e etanol (Costa® et al., 2018), mistura de acidos
nitrico e cloridrico (Amorim et al., 2016; Amorim et al., 2017), mistura de acido
nitrico e peréxido de hidrogénio (de Andrade et al., 2014; dos Santos et al.,

2018), mistura de acido cloridrico e peroxido de hidrogénio (Tai et al., 2016.

Em alimento de consumo animal, a extragdo assistida por ultrassom tem
sido realizada empregando &cido nitrico (de Moraes et al., 2009), mistura de
acidos nitrico, cloridrico e acético (Barros et al., 2013) e em maior proporc¢éo, o
acido cloridrico (Neves et al., 2009; Saleh et al., 2009; Saleh et al., 2013; Saleh
et al., 2015). Estes procedimentos sdo utilizados no preparo das amostras para

analise por uma ampla gama de técnicas espectrométricas atdmicas.
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1.5. Métodos baseados em plasma acoplado indutivamente

O plasma acoplado indutivamente (ICP) de argbnio é um gés
eletricamente neutro e altamente energizado composto por ions, elétrons e
particulas neutras em movimento. O plasma é gerado por um campo magnético
de radiofrequéncia, a alta frequéncia gerada faz com que os elétrons de
argonio colidam com atomos de argbnio, produzindo a ionizacéo e ignicdo do
plasma, esta transferéncia energética € chamada de acoplamento indutivo,
sendo que a temperatura do plasma gerado pode chegar a 10.000 K. Em
teoria, todos o0s elementos quimicos da tabela periédica podem ser
determinados através das técnicas baseadas em ICP, uma vez que metais,
metaloides, ndo metais e 6xidos refratarios, ou seja, elementos quimicos e
compostos podem ser ionizados pela alta temperatura do plasma, porém, ha
restricGes que dependem das propriedades espectrais e fisicas dos elementos
guimicos (Montaser & Golightly, 1992; Ebdon et al., 1998; Giné-Rosias, 1999).

Para espectrometria de emissdo O6ptica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES), o plasma possui a funcado de gerar fétons de luz
através da excitacdo dos atomos, elétrons e/ou ions. Por outro lado, na
espectrometria de massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), o
plasma é utilizado para gerar ions com cargas positivas ao invés de fotons
(Ebdon et al., 1998; Cubadda, 2007; Thomas, 2008).

Em ICP OES, a amostra, que é comumente introduzida sob a forma
liguida, é nebulizada e forma um aerossol fino, o qual é transportado para o
centro do plasma onde sofre os processos de dessolvatagcdo, vaporizacao,
dissociacdo, atomizacdo, ionizacdo, excitacdo, relaxacdo e emissdo dos
atomos e/ou ions (Ojeda & Rojas, 2007). Por outro lado, a introdugéo por ICP-
MS, apoés a ionizagdo, os analitos sdo enviados para um analisador de massas,

o qual, com base na razdo massa/carga (m/z) distingue os ions através da
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aplicacdo de campos elétricos e magnéticos, permitindo que atinjam o detector
(Cubadda, 2007; Thomas, 2008).

Os métodos baseados em ICP, principalmente ICP OES e ICP-MS, séo
amplamente empregados para a determinacdo da composicdo mineral em
matrizes de alimentos, por possuirem capacidade multielementar, andlises
rapidas e limites de deteccdo da ordem de mg L™ para ICP OES, podendo
medir em pg L?, a depender do analito, e da ordem de pg L a ng L* para
ICP-MS (Novaes et al., 2016).

A técnica de ICP OES possui interferéncias espectrais, que ocorrem por
causa da grande gquantidade de linhas atbmicas e ibnicas, que sdo causadas
pela formacdo de compostos moleculares; efeitos de ionizagdo e efeitos
termoquimicos associados a vaporizacdo e atomizacado da amostra no plasma;
e interferéncias ndo espectrais, que sdo causadas por variacbes de
viscosidade e de tensdo superficial proveniente das propriedades fisicas da
amostra (Montaser & Golightly, 1992).

Para ICP-MS, as interferéncias também séo classificadas em espectrais
e ndo espectrais. As interferéncias espectrais ocorrem quando ha a presenca
de ions com razdo m/z, devido a resolucéo utilizada. Este tipo de interferéncia
€ dividida em isobérica, causada por is6topos de diferentes elementos
guimicos que criam interferéncias com a mesma m/z do analito, e interferéncias
moleculares ou poliatbmicas, produzidas pela combinagéo de dois ou mais ions
atbmicos. Uma interferéncia ndo espectral classica € a supressao de sinal
causada pela prépria matriz devido aos altos niveis de solidos dissolvidos e/ou
concentracdo de acido. O sinal também é suprimido quando a matriz afeta as
condicdes de ionizacdo e quando ha a perda de ions leves na regido entre o
cone extrator e as lentes i6nicas, conhecido como efeito carga/espaco (Giné-

Rosias, 1999; Thomas, 2008).

Ambas as técnicas baseadas em ICP (OES e MS) também podem ser

empregadas como detector quando acopladas as técnicas de analise por
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injecdo em fluxo (FIA), para a determinacdo de elementos quimicos com

grande sensibilidade (Cerda et al. 2018).

1.6. Epectrometria de fluorescéncia atdbmica com geracdo de hidretos e

analise por injecdo em fluxo multiseringa

A espectrometria de fluorescéncia atbmica (AFS) € uma técnica analitica
gue consiste na excitacdo eletrbnica dos atomos para um nivel de mais alta
energia, em um tempo de 10®° a 10 s e o elétron retorna ao seu estado
energético inicial. Esta transicdo é provocada pela perda energética, que
fornece a luz fluorescente utilizada como sinal analitico (Butcher, 2005; Ferreira
et al., 2019). A AFS possibilita limites de deteccéo da ordem de pg L™ eng L™,
entretanto, a depender dos niveis de impurezas nas amostras, podem ocorrer
espalhamento, supressdo da fluorescéncia e emissdo de sinal de fundo
(Butcher, 2005; Albani, 2007).

A andlise por injecao em fluxo multiseringa (MSFIA) € uma técnica que
foi desenvolvida em 1999 por Cerda e colaboradores, e que alia as
caracteristicas da FIA, trabalhar em paralelo, a robustez da analise por injecéo
sequencial (SIA) e a aplicacdo de valvulas solendides como na analise por
injecdo em fluxo com multicomutacdo (MCFIA) (Cerda et al., 1999). Sistemas
como a MSFIA acoplada a espectrometria de fluorescéncia atbmica com
geracado de hidretos (HG-AFS) podem ser automatizados para reduzir consumo

de reagentes e amostras.

A MSFIA consiste basicamente de uma bureta automética para mover
simultaneamente quatro seringas, nas quais 0s pistdes estdo conectados a
barra de transmissdo. Quatro valvulas solenoides para direcionar o fluxo de
reagente em cada seringa, possibilitando que os mesmos retornem para o

reservatorio quando nao sao utilizados, minizando o gasto de reagente e
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amostra, conforme serd descrito mais detalhadamente no capitulo 4, secéo
4.2.3. Dependendo do sistema MSFIA proposto, sdo adicionadas outras
valvulas solenoides para direcionar o fluxo dos reagentes e amostra, se
prosseguem para o sistema ou vao para o descarte. Podem ser adicionados
varios tipos de detectores, tais como o AFS, ICP OES, ICP-MS, espectrometria
de absorcdo atdmica (AAS), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC-MS), dentre outros, a depender do objetivo da analise. Todos
estes componentes estdo concectados diretamente a um computador, o qual
possui 0 software AutoAnalysis®, que possibilita a constru¢do do programa
para analise (Cerda et al., 1999; Cerda et al., 2018).

A HG é uma técnica baseada em basicamente trés etapas, geracdo da
espécie volatil, transporte da espécie volatil e atomizacédo do hidreto. O agente
redutor mais utilizado é o tetrahidroborato de sodio (NaBH,), com as seguintes

reacdes no processo (Takase et al., 2002; Kumar & Riyazuddin, 2010):
NaBH, + HCI + 3H,0 — H3BOs + NaCl + 8H°
8HO +X™ — XHp + H2(excesso)

em que, X é o elemento quimico gerador de hidretos, geralmente As, Bi, Ge,
Hg, Pb, Sb, Se, Sn e Te (Takase et al., 2002; Kumar & Riyazuddin, 2010).

As interferéncias em HG dependerdo do tipo de sistema acoplado, das
concentracbes de acido e agente redutor, e do tipo de atomizador utilizado;
podendo ser obtidos limites de deteccdo da ordem de ng L? (Kumar &
Riyazuddin, 2010).

Atualmente, as técnicas de MSFIA e AFS tém sido acopladas a geracéo
de hidretos (HG) e amplamente utilizadas para a determinacdo total e analise
de especiacdo quimica em amostras ambientais e de alimentos (Serra, et al.,
2012; Portugal et al., 2015; Castor et al., 2016; de Santana et al., 2016; Junior
et al., 2017).
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1.7. Andlise de especiacdo quimica

A concentracao total de um elemento quimico presente em uma matriz,
nao fornece informacgdes definitivas a respeito da toxicidade ou ndo do mesmo,
porque ha fatores como a biodisponibilidade, bioacessibilidade, mobilidade e
interacdo com os tecidos bioldgicos que influenciam nesta classificacdo. Para
isto, torna-se necessaria a realizagdo da analise de especiacdo quimica, que
de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (Internation
Union of Pure and Applied Chemistry - IUPAC) é o termo adequado a ser
aplicado quando for feita referéncia a atividade analitica de identificacdo e
quantificacdo das espécies quimicas presentes em uma determinada matriz
(Templeton et al., 2000; Templeton & Fujishiro, 2017).

A realizacdo da analise de especiacdo quimica depende de uma série de
fatores que podem influenciar significativamente no resultado final obtido, tais
como a etapa de amostragem, o preparo da amostra, tipo e concentracdo das
espécies presentes na matriz, exatiddo e precisdo requeridas, e técnica
analitica empregada. Todas estas etapas devem ser levadas em consideracéo
para minimizar os riscos de perdas de analito por volatilizacdo, degradacédo das
espécies presentes na matriz, evitar a mudanca de estados de oxidacéo,
dentre outros, com o intuito de obter resultados analiticos confiaveis (Kiss et al.,
2017; Templeton & Fujishiro, 2017). Os fatores que podem afetar a andlise de
especiacdo quimica de um dado elemento quimico tém sido avaliados com o

auxilio da técnica de planejamento de experimentos.
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1.8. Planejamento de experimentos

A técnica de planejamento de experimentos tem como objetivo melhorar
processos em que a resposta desejada depende de duas ou mais variaveis, ou
da interacdo entre as mesmas, e consiste em reconhecer o problema; avaliar a
resposta; escolher os fatores e seu dominio experimental; escolher o
planejamento experimental mais adequado; fazer uma avaliagao preliminar dos
fatores; aplicar a metodologia de superficie de resposta; realizar o0s
experimentos; analisar os dados e avaliar os resultados obtidos (Neto, 2010;
Ferreira, 2015).

Héa alguns tipos de planejamento de experimentos aplicados a Quimica,
tais como o fatorial completo de dois niveis e o fatorial fracionério, aplicados
para a triagem das variaveis mais significativas para o sistema em estudo; e o
fatorial completo de trés niveis, composto central, Plackett-Burman, Box-
Behnken e Doehlert, para a obtencdo da metodologia de superficie de
resposta, com o intuito de definir as condi¢Bes criticas dos fatores avaliados
(Novaes et al., 2016; Ferreira et al., 2018). Quando s&do obtidas muitas
respostas em sistemas onde sdo aplicados os planejamentos, sdo mais
comumente utilizadas as funcdes de resposta cromatografica, desejabilidade e

multipla resposta (Bezerra et al., 2019).

Os planejamentos experimentais simultaneos tém sido amplamente
aplicados na otimizacao das condi¢cOes de preparo das amostras e de sistemas
analiticos, sendo mais vantajosos em relagdo aos procedimentos univariados
por precisarem de uma quantidade menor de experimentos para obter as
informacBes desejadas, além de possibilitar a avaliacdo das interacdes
quimicas que ocorrem entre as variaveis em estudo, e a obtencao de um
menor consumo de amostras, reagentes e tempo (Ferreira et al., 2018), sendo

empregados em conjunto com as técnicas de planejamento de experimentos.
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1.9. Anédlise multivariada de dados

As técnicas de reconhecimento de padrfes sdo parte da andlise
multivariada de dados, consiste na aplicacao das técnicas exploratorias, como
analise de componentes principais (PCA) e analise de agrupamento hierarquico
(HCA), em amostras e variaveis do conjunto para extrair informacdes

complementares nao fornecidas pela analise univariada (Granato et al., 2018).

A PCA consiste em transformar as varidveis originais em combinacdes
lineares das mesmas, através da diagonalizacdo da covariancia ou matriz de
correlagcdo. As informacdes em n-dimensdes sdo reduzidas de espacos
dimensionais maiores para menores, geralmente para 2 ou 3 dimensdes, sendo
mais facilmente visualizadas através da representacdo grafica, que se da
através dos valores de escores (scores) e pesos (loadings), sendo que 0s eixos
onde os dados séo projetados, sdo chamados de componentes principais (PC).
Esta técnica possibilita a elaboracédo de hipoteses gerais baseadas na matriz
de dados (Sharaf et al., 1986; Ferreira®, 2015).

A HCA baseia-se em um processo hierarquico, onde a medida que a
matriz de dados é reduzida, as variaveis sdo agrupadas de acordo com as suas
caracteristicas através da distancia inter-pontos. As similaridades entre as
variaveis sao representadas em um diagrama bi-dimensional chamado
dendograma (Sharaf et al., 1986; Lima et al., 2010).

As técnicas de reconhecimento de padrdes, PCA e HCA séao
complementares e possuem como finalidade observar tendéncias de
similaridades ou diferencas entre as varidveis de um conjunto de dados, sendo
amplamente empregadas em andlise quimica (Ferreira®, 2015; Souza et al.,
2017).
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1.10. Objetivos

Esta tese de doutorado teve como objetivos gerais:

X Otimizar procedimentos de preparo de amostra para avaliacdo da
composi¢cdo mineral de ragBes animais utilizando métodos baseados em ICP,
com o auxilio das técnicas de planejamento de experimentos e andlise

multivariada de dados;

X Determinar nutrientes em caldo de cana empregando amostragem
em suspensao e deteccao por ICP OES, ap0s a otimizacdo das condi¢cdes de

preparo das amostras por meio da aplicacao de planejamento de experimentos;

% Realizar a andlise de especiacdo quimica de As, Sb e Se
inorganicos em frutos secos através de um sistema MSFIA-HG-AFS, com
as condicbes de decomposicdo das amostras e de geracdo de hidretos

otimizadas por meio de planejamentos Doehlert.

Os objetivos especificos serdo descritos em mais detalhes nos seus

respectivos capitulos.
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Capitulo 2. Otimizacdo de procedimentos de preparo de amostra para
avaliacdo da composicdo mineral de ragcbes animais usando métodos

baseados em ICP e analise multivariada de dados

2.1. Introducéao

O mercado global para animais de estimagcdao e de consumo tem
crescido significativamente nos ultimos anos e 0 monitoramento da composicao
mineral das racGes destinadas aos mesmos € de grande importancia porque
contribuem significativamente com as funcfes corporais dos animais, além de
ser relevante para a seguranca dos alimentos (NRC?, 1977; NRC", 1994; NRC,
2007; NRCY, 2011; NRC?, 2016; Sales & Janssens, 2003; Zuanon et al., 2011).

Para auxiliar na determinacdo da composicdo mineral das racoes
animais, varias técnicas de planejamento de experimentos tém sido
empregadas. Avila et al. (2017) aplicaram um planejamento fatorial completo 2*
para encontrar as melhores condi¢cdes para a decomposicéo das amostras de
racBes Umidas para cées e gatos e determinaram as concentracdes de Al, B,
Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P, Sr, e Zn por ICP OES. Da Costa et al. (2013)
aplicaram planejamentos fatoriais completos de dois e trés niveis para otimizar
as condicdes de digestdo das amostras e dos parametros operacionais do
espectrometro, respectivamente, e obtiveram valores de concentracbes para
Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Ba, Fe, K, Mg, Mn, P, S, Sr e Zn em ra¢cdes secas para caes
e gatos por ICP OES. Através de um planejamento fatorial de dois niveis,
Oliveira et al. (2017) otimizaram os parametros operacionais de um sistema de
pré-concentracdo usado para determinar Pb por espectrometria de absorcdo
atomica com chama (FAAS) em ragao para frango.

Para avaliar tendéncias de similaridades ou diferencas entre as
amostras, tém sido aplicadas as técnicas de PCA e HCA para reconhecimento

de padrdes. Costa® et al. (2018) avaliaram amostras de racdes secas para caes
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e gatos e observaram que havia uma divisdo das amostras de ragao para caes
em trés grupos, o primeiro, formado por amostras contento carne, frango e
plantas em sua composi¢do, o segundo contendo carne, e o terceiro contendo
uma mistura. E para as ragdes para gatos, houve uma divisdo em dois grupos,

um formado por misturas e carnes, e 0 outro com misturas com peixes.

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi determinar a composigcao
mineral de racdes destinadas a peixes ornamentais e de consumo humano,
passaros silvestres, coelhos, bovinos e equinos utilizando métodos baseados

em plasma acoplado indutivamente (ICP OES e ICP-MS).

2.2. Objetivos especificos
- Otimizar o processo de decomposicdo acida assistida por micro-ondas

de amostras de racfes animais;

- Otimizar as condicGes operacionais do espectrometro através de um

planejamento Doehlert;

- Determinar os parametros de mérito dos métodos analiticos propostos

através da andlise de materiais de referéncia certificados;
- Aplicar os métodos otimizados em amostras de racdes animais;

- Aplicar as técnicas de PCA e HCA para avaliar tendéncias nas
amostras das racfes de peixes, ruminantes, coelhos, passaros silvestres e

equinos.

- Avaliar as concentracfes dos elementos quimicos conforme normas

vigentes de seguranca de alimentos.
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2.3. Procedimento Experimental

2.3.1. Instrumentacao

As amostras de racdes (peixes ornamentais, peixes de consumo
humano, péssaros silvestres, coelhos, bovinos e equinos), foram
homogeneizadas usando um moinho de bolas planetario (RETSCH, modelo
PM 100, Dusseldorf, Alemanha) com o objetivo de que a granulometria fosse
reduzida para menor do que 150 pum. As digestbes das amostras de racao
animal foram realizadas usando um forno micro-ondas (Milestone, modelo
Ethos EZ, Sorisole, Italia).

Um espectrbmetro de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente com vista axial (Varian, modelo View Pro, Mulgrave, Austrélia) e
um detector de estado solido resfriado usando uma temperatura de — 5,0 °C
(sistema Peltier) para as analises. O equipamento possui um policromador
Echelle purgado com gés argbnio a uma pureza de 99,9999% (White Martins,
Séo Paulo, Brasil), que permite medidas na faixa espectral entre 167 e 785 nm.

As condi¢des utilizadas estdo na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Condi¢cdes operacionais do espectrometro de emissdo Optica
utilizado nas anélises das amostras de racfes animais.

Parametro Condicao
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,2
Vaz&o do géas do plasma (L min™) 15
Vaz&o do géas auxiliar (L min™) 1,5
Vazéo de introducdo da amostra (mL min™) 0,8
Vaz&o do gas de nebulizagéo (L min™) 1,0
Tipo de nebulizador V-Groove

Camara de nebulizacao
Replicatas
Tempo de integracao do sinal (s)

Comprimento de onda (nm)

Sturman-Masters
3
1,0

Al (I1) 167,019 B (I) 249,772
Ca (1) 317,933 Fe (Il) 259,940
K (1) 769,897 Mg (Il) 280,265
Mg (1) 285,213 Mg (Il) 279,553
Mn (1) 257,610 Na (I) 588,995
P (I)178,222 S (Il) 181,972
Zn (1) 213,857

(D Linha atémica / (I1) Linha iénica.

Para a realizacao das andlises das amostras de racdes animais também

foi empregado um espectrometro de massas com plasma acoplado

indutivamente (Perkin EImer, modelo ELAN 6000, Estados Unidos da América).

Foram determinados os is6topos estaveis de **Sc, !V, *’Cr, *°Co, *°Ni, %*Cu,
2Ge, "As, 8%Se, Bsr, 1Rh, Mcd, *'sb, 1¥*'Ba, °°Tl e *®Pb, sendo Sc, Ge, Rh
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e Tl usados como padrdes internos na concentracéo de 20 pg L™. As condicdes
operacionais com o modo padréo do espectrometro foram otimizadas utilizando
uma solucdo padrdo tunning de 10 pg L™ para Ba, Ce, Co, In, Li e U,
permitindo a obtenc@o da intensidade maxima da razdo massa / carga dos
isétopos (“Li, *°Co, *3In, **'Ba e #*®U), e observada a formac&o do 6xido de
cério (**°Ce’®0* / *°Ce) abaixo de 1,5% e a dupla carga (**°Ce®* / *°Ce")
abaixo de 3,0%. O espectrbmetro estava instalado no Laboratério de
Espectrometria de Atdmica e de Massa, Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina, em Florianépolis, SC.

Foram empregados ao sistema de introdugdo de amostra uma camara
de nebulizacdo ciclénica integrada com um nebulizador concéntrico, e um
skimmer de niquel. A geracdo do plasma foi realizada utilizando argdnio com
pureza minima de 99,998% (White Martins, S8o Paulo, Brasil), e foram
aplicados 1,2 kW de poténcia de radiofrequéncia e uma vazdo do gas de
nebulizacdo de 1,0 L min™. Para minimizar a possibilidade de interferéncias
espectrais poliatdmicas para os isétopos estaveis de As e #Se, foram
utilizadas as seguintes equacdes de correcdes: "°As = -3,13220 * "'ArCl* e #Se
=-1,00100 * ®*Kr.

2.3.2. Materiais, reagentes e solucdes

Neste trabalho, todos os reagentes usados foram de grau analitico. As
solucées de &cido nitrico 65% (m m™) e peréxido de hidrogénio 30% (m m™)
foram de qualidade suprapura (Merck, Darmstadt, Alemanha).

A &gua ultrapura para o preparo de todas as solu¢ces foram obtidas a
partir de um sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, Estados
Unidos da América) com resistividade de 18,2 MQ cm™. As vidrarias utilizadas
nos experimentos foram previamente descontaminadas em uma solucéo de

acido nitrico 10% (v v') por 24h, sendo posteriormente lavadas com &gua
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deionizada e mantidas a temperatura ambiente (Lopes et al., 2009; Dantas et
al., 2013).

Para as analises por ICP OES foram preparadas solucfes de calibracéo
externa por diluicdo apropriada, de acordo com a faixa de trabalho, a partir de
solucbes estoque individuais de 1000 e 4000 mg L™ (Specsol®, Sao Paulo,
Brasil) para Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, S e Zn para a obtencéo da faixa de

trabalho com concentracdes variando de 5,0 a 400 mg L™.

Para as andlises por ICP-MS, uma solucdo estoque multielementar de
100 mg L™ contendo As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sb, Se, Sr e V foi usada
para preparar uma solucdo intermediaria de concentracédo de 500 pg L™, que
foi utilizada para preparar as solugcdes da curva de calibracdo na faixa de
concentracéo de 0,25 a 50 ug L™.

2.3.3. Preparo das amostras de ragao animal

Quarenta e duas amostras de ragdes de animais foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais das cidades de Salvador, Itabuna e Santo
Estevdo na Bahia, e Aracaju e Araua em Sergipe. Destas, duas foram para
coelho, treze para passaros silvestres, cinco para equinos, quatro para
ruminantes, quatorze para peixes ornamentais e quatro para peixes de

consumao.

As racBes para passaros silvestres sdo indicadas para Agapornis
(Agapornis pullarius), Arara (Ara ararauna, Ara macao, Ara chloroptera), Azuldo
(Cyanocompsa brissonii), Bicudo (Sporophila maximiliani), Caboclinho
(Sporophila bouvreuil), Calafate (Lonchura (Padda) oryzivora), Calopsita
(Nymphicus hollandicus), Canario da Terra (Sicalis flaveola), Canario do Reino
(Serinus canaria), Cardeal Vermelho (Paroaria Coronata), Coleiro (Sporophila
caerulescens), Curid (Sporophila angolensis), Diamante de Gould (Chloebia

gouldiae), Mandarim (Poephila (Taeniopygia) guttata), Papagaio (Amazona
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aestiva), Passaro Preto (Gnorimopsar chopi), Periquito Australiano
(Melopsittacus undulatus), Sabia (Turdus rufiventris) e Trinca-ferro (Saltator

similis).

As racfes para peixes ornamentais sdo indicadas para Acara Bandeira
(Pterophyllum scalare), Acara Disco (Symphysodon), Barbo Sumatra (Puntigrus
tetrazona), Beijador (Helostoma temminckii), Betta (Betta splendens), Carpa
(Cyprinus carpio), Coridora (Corydoras), Cruzeiro do Sul (Hemiodus gracilis),
Espada (Xiphophorus hellerii), Guppy (Poecilia reticulata), Kinguio (Carassius
auratus), Labeo Bicolor (Epalzeorhynchos bicolor), Mato Grosso
(Hyphessobrycon eques), Molinésia (Poecilia latipinna), Neon (Paracheirodon),
Oscar Tigre (Astronotus ocellatus), Paulistinha (Brachydanio rerio), Platy
(Xiphophorus maculatus), Ramirezi (Mikrogeophagus ramirezi), Trichogaster
lalius (Colisa), Tricogaster (Tricogaster Leeri) e Zebra Ciclideo Africano
(Haplochromis Zebra Obliquidens). E as racdes para peixes de consumo sao
para: Curimata (Prochilodus lineatus), Tambaqui (Colossoma macropomum) e
Tilapia (Pseudocrenilabrinae).

As amostras foram moidas manualmente em almofariz e pistilo para
reduzir o tamanho da particula e em seguida, moidas em um moinho de bolas
planetario com ciclos de 10 min e 400 rotagdes por minuto (rpm), em
recipientes de agata, com uma mudanca na direcao da rotacdo a cada 10 s,
para obtencdo de granulometria menor do que 150 um. Posteriormente, as
amostras foram digeridas em um forno micro-ondas, apés a otimizacdo do

procedimento através de um planejamento fatorial fracionario.

O procedimento otimizado consistiu de aproximadamente 0,1000 g de
racdo medida e transferida para tubos de politetrafluoroetileno (PTFE). Em
seguida, foram adicionados os volumes de 700 pL de HNO3; 65% (m m™), 1,65
mL de H,0, 30% (m m™) e 7,65 mL de agua ultrapura (para um volume final de
10 mL). Os tubos de PTFE foram submetidos a uma temperatura de 170 °C por
20 min sob uma poténcia de 400 W. Apdés o procedimento, as amostras foram
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transferidas para tubos de centrifuga de 50 mL e avolumadas com &gua

ultrapura até um volume final de 15 mL.

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata, incluindo as
solucdes branco e os materiais de referéncia. As analises por ICP OES foram
realizadas diretamente nas amostras digeridas. Ja para as analises por ICP-
MS, as amostras foram diluidas usando um fator de 3:10.

2.3.4. Controle de qualidade

A exatiddo e precisdo dos métodos baseados em ICP foram avaliadas
através das andlises dos materiais de referéncia certificado (CRM) de tecido de
ostra (Oyster tissue, NIST 1566b), adquirido do Instituto Nacional de Padrbes e
Tecnologia (NIST, Gaithersburg, MD, EUA) e cha (Tea, NCS DC 73351) obtido
do Centro Nacional de Analise de Ferro e A¢o da China (Pequim, China).

2.3.5. Otimizacéo das condi¢cBes experimentais

Um planejamento fatorial fracionéario 2°2 foi aplicado para otimizar as
condicdes de digestdo no forno micro-ondas. As variaveis escolhidas para o
planejamento foram: concentragcbes de HNO3; e H,0,, temperatura, tempo de
digestdo e poténcia de radiacdo do micro-ondas. A triplicata do ponto central

para avaliar o erro experimental do planejamento.

Os dados experimentais foram processados usando o software
Statistica® versado 6.0. A resposta para o planejamento foi avaliada utilizando o
conceito de multipla resposta (MR), obtida através das concentracdes de Cu,
Fe, Mg e Mn em uma amostra comercial de racdo para peixes ornamentais.
Apesar de serem determinados 23 elementos quimicos, estes quatro foram
escolhidos para avaliar a MR porgue sdo elementos quimicos que geralmente
tém respostas individuais que convergem para uma mesma regido comum do

planejamento estudado, sem que as condi¢des obtidas no planejamento afetem
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os demais elementos quimicos em estudo (Ferreira et al., 2017; Bezerra et al.,
2019).

Para avaliar as condicGes operacionais do ICP OES, foi aplicado um
planejamento Doehlert para duas variaveis: vazdo do gas de nebulizacéo
(VGN: 0,6 — 1,0 L min?h) e poténcia de radiofrequéncia (PRF: 1,0 — 1,4 kW),
tendo como resposta a razdo das intensidades das linhas do magnésio idnico e
atbmico [Mg Il (280,265 nm) / Mg | (285,213 nm)] correspondendo a uma
condicdo de robustez do plasma durante a introducdo das solucdes (Mermet,
1991).

2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Otimizacéo das condi¢cGes de decomposicao das racdes animais

Um planejamento fatorial fracionario 2°2 com triplicata do ponto central
foi usado para identificar as melhores condicdes de decomposicdo das
amostras secas de racdo animal (Novaes et al., 2016). A racdo de peixe foi
escolhida por apresentar o maior teor de gordura quando comparada com as
demais racdes. As variaveis avaliadas foram as concentracdes de HNO3 (1,0 —
4,0 mol LY e H,0, (1,0 — 5,0% m m™), temperatura (170 — 210 °C), tempo de
digestdo (10 — 20 min) e poténcia da radiacdo micro-ondas (400 — 800 W),
conforma mostrado na Tabela 2.2.

Os experimentos foram realizados de forma aleatéria. A triplicata do
ponto central foi utilizada para estimar o erro experimental do planejamento
fatorial. Uma massa seca de aproximadamente 0,1000 (+0,0001) g de uma
amostra comercial de ragcdo comercial para peixes ornamentais foi utilizada nos
experimentos. Apos a aplicacédo do planejamento, as concentracdes de Cu, Fe,
Mg e Mn foram obtidas para cada experimento do planejamento fatorial

proposto e utilizadas para calcular a multipla resposta (MR). Também poderiam
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ser utilizadas as intensidades dos elementos quimicos em estudo e a
informacéo obtida seria igual. Estes dados subsequentemente foram usados
para determinar as condicfes adequadas para uma decomposicao eficiente e
simultanea para todos os elementos. A MR foi calculada de acordo com a
Equacéao 2.1.

MR = (Conc. Cu / Max. Conc. Cu) + (Conc. Fe / Max. Conc. Fe) +
(Conc. Mg / Max. Conc. Mg) + (Conc. Mn / Max. Conc. Mn) Eqg. 2.1.

em que, “Conc. Cu” é a concentracdo de cobre encontrada em cada
experimento e a “Max. Conc. Cu” € a maxima concentracdo de cobre
encontrada no planejamento fatorial. A mesma légica se aplica para as

concentragdes de Fe, Mg e Mn.

ApoGs a aplicagdo da analise simultdnea das respostas, as variaveis e
interacdes que causaram uma variagao significativa na MR foram identificadas.
A avaliacdo do planejamento fatorial fracionario proposto foi alcancada através
de uma resolucdo lll, um tipo de resolucdo que nao confunde os efeitos
principais, mas confunde os efeitos principais com os efeitos de interacdes
entre dois fatores (Ferreira, 2015). O grafico de Pareto obtido para o

planejamento fatorial estd mostrado na Figura 2.1.
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Figura 2.1. Gréfico de Pareto obtido para o planejamento fatorial fracionario 2*
2 usado para avaliar as condicdes de digestdo das amostras por radiacéo
assistida por micro-ondas.

(4)Poténcia de radiagdo micro-ondas (W) -13.8
(2)[H20,] (% w w)
Curvatura
(5)Tempo (min)

(3)Temperatura (°C)

(1)[HNO5] (mol L™)

p=0,05
Estimativa do Efeito Padronizado
(Valor Absoluto)

O grafico de Pareto mostra os efeitos dos contrastes para as
concentracfes de HNO3; e H,0,, temperatura, poténcia de radiacdo das micro-
ondas e tempo de digestdo, usando a MR como resposta para 0S
experimentos. A magnitude dos efeitos foi representada pelas colunas, com a
linha vertical indicando a significancia estatistica a um nivel de confianca de
95%, p = 0,05.
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Tabela 2.2. Matriz do planejamento fatorial fracionario com triplicata do ponto central usada na avaliagcédo das condicdes para a
digestdo da amostra de racéo para peixe ornamental por radiacdo assistida por micro-ondas. (Valores codificados) / reais.

Experimentos HNOs H>0- Temperatura Poténcia de radiagdo micro-ondas Tempo Multipla resposta
(mol L™ % (m m™) (°C) (W) (min)
1 (-1)/1,0 (-1)/1,0 (-1)/170 (1) /800 (1)/20 3,61
2 (1) /4,0 (-1)/1,0 (-1) /170 (-1) / 400 (-1)/10 3,35
3 (-1)/1,0 (1)/5,0 (-1)/170 (-1) / 400 (1)/20 3,82
4 (1)/4,0 (1)/5,0 (-1)/170 (1) / 800 (-1)/10 3,32
5 (-1)/1,0 (-1)/1,0 (1) /210 (1) / 800 (-1)/10 2,64
6 (1) /4,0 (-1)/1,0 (1) /210 (-1) / 400 (1)/20 3,49
7 (-1)/1,0 (1) /5,0 (1) /210 (-1) / 400 (-1)/10 3,92
8 (1)/4,0 (1)/5,0 (1) /210 (1) / 800 (1)/20 3,25
9 (0)/25 (0)/3,0 (0) / 190 (0) / 600 (0)/15 3,73
10 (0)/25 (0)/3,0 (0) / 190 (0) / 600 (0)/15 3,64
11 (0)/25 (0)/3,0 (0) / 190 (0) / 600 (0)/15 3,68
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A Figura 2.1. mostra que os efeitos dos contrastes para a poténcia de
radiacdo das micro-ondas, as concentracbes de HNO3z; e H,0,, tempo e
temperatura foram significativos para a digestdo. Entretanto, a variavel mais
significativa foi a poténcia de radiagcdo das micro-ondas, seguida pela
concentracdo de H,0O,, tempo de digestdo, temperatura e concentracdo de
HNO3;. Um aumento na MR foi observado quando concentracdo de HNOsg,
poténcia de radiacdo das micro-ondas e tempo de digestdo estavam em
valores menores, e a concentracdo de H,O, e a tempoeratura, estavam em

valores maiores.

Em todos os experimentos, a eficiéncia na decomposi¢cdo da amostra de
racao para peixes ornamentais (composta de farelo, vesiculas, carnes, cereais,
etc.) foi aumentada usando HNO3 diluido, no qual o poder oxidante € menor,
porém, com a adicao de H,O,, ocorre a regeneracdo do HNO;3 contribuindo
para a manutencdo da concentragdo &cida no sistema pressurizado e
favorecendo a oxidacdo da matéria organica. Ou seja, uma maior concentracao
de H,O, melhora a eficiéncia na decomposicdo da amostra mesmo com baixas
concentracGes de HNOg (Bizzi et al., 2010). Esse procedimento esta de acordo
com os principios da Quimica verde porque reduz a concentracdo final da

solucéo (Gatuszka et al., 2013).

O teste de curvatura foi aplicado para as respostas obtidas no
planejamento fatorial fracionario proposto. Este teste foi calculado usando a
seguinte expresséo: curvatura = MRgyp - MRpc, onde MRgy, € a média das
respostas dos oito experimentos especificados, e MRpc € a média das
respostas obtidas para a triplicata do ponto central. Analisando os resultados,
MRex = (3,43 = 0,33) e MRpc = (3,68 + 0,11), sugerem que as duas médias
nao sao estatisticamente diferentes, com valor de curvatura igual a zero (0,0).
Desta maneira, ndo foi possivel observar condicdo de maximo ou de minimo na
regido central dos dominios experimentais dos fatores estudados (Ferreira,
2015).
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Apbés a andlise simultdnea dos dados, foi possivel estabelecer o
procedimento de digestdo do experimento 3 como uma condicdo 6tima, onde
as variaveis nesse experimento sao utilizadas nos niveis indicados pelo grafico
de Pareto e a MR (3,82) ndo é estatisticamente diferente da maior resposta
obtida, experimento 7, onde a MR foi de 3,92. Assim, nos experimentos
subsequentes foram utilizadas as seguintes condicdes: 1,0 mol L* de HNOs,
5,0% m m™ de H,O,, 170 °C de temperatura, 20 min de tempo de digestdo e
400 W de poténcia de radiacdo das micro-ondas, para um volume reacional de
10 mL e 0,1000 g de amostra de racéo para peixe ornamental. Esta condicdo

escolhida apresentou uma acidez residual de aproximadamente 1,0 mol L™.

2.4.2. Avaliacdo das condi¢cBes operacionais do ICP OES através de um

planejamento Doehlert

A avaliacdo da robustez do plasma, foi realizada usando as condicGes
experimentais da poténcia de radiofrequéncia (PRF) e vazdo do gas de
nebulizacdo (VGN) através de um planejamento Doehlert, como mostrado na
Tabela 2.3. A resposta para o planejamento proposto foi avaliada através da
razdo entre as intensidades de emissdo das linhas do magnésio (Mg Il
[280.265 nm] e Mg | [285,213 nm]), onde uma razao = 8 indica uma condigéo
de robustez, apropriada para a introdu¢do de uma solucao no plasma, que néo

perde a eficiéncia de energia (Silva et al., 2012; Dennaud et al., 2001).

O planejamento foi aplicado para uma solucéo digerida de uma amostra
comercial de racdo para peixes ornamentais e para uma solucado padréo
multielementar com concentracdo de 5,0 mg L™* em um meio de HNO3 a 1,0
mol L™, esta solucéo foi utilizada para simular a matriz. A avaliagdo simultanea
das respostas encontradas para as razdes entre as linhas de emissédo do
magneésio, obtidas a partir das intensidades para as duas solucdes, foi através

do conceito de MR calculado de acordo com a Equagéo 2.2.
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MR =[(Mg Il / Mg 1) / (Mg Il / Mg )max]digerida + [(Mg Il / Mg 1) / (Mg 1l /
Mg |)max]solugéo padao Eq. 2.2.

em que, (Mg Il / Mg 1) € o valor da relacdo entre as intensidades das linhas de
emissao [Mg Il 280,265 nm e Mg | 285,208 nm] e (Mg Il / Mg Dmax € 0 valor
maximo da relacdo entre as intensidades das linhas de emissdo do magnésio
para a digestdo da amostra comercial de ragéo para peixes ornamentais (7,30)

e a solucao multielementar (7,76).

Tabela 2.3. Matriz do planejamento Doehlert para otimizacdo das condicdes
operacionais do espectrometro.

c _ . Valor codificado / Valor real Respostas

Xpermentos ——yeN PRF “Razéo PRazio  °Multipla
(L min™) (kW) (Mg ll/Mgl) (Mgli/Mgl) resposta

1 (+1)/1,0 0)/1,2 7,13 7,72 1,97

2 (+0,9)/0,9 (+0,866)/1,4 7,30 7,76 2,00

3 (-1)/06 0)/1,2 3,64 3,47 0,95

4 (-0,5)/0,7 (-0,866)/1,0 3,01 2,96 0,79

5 (+0,5)/0,9 (-0,866)/1,0 5,94 6,27 1,62

6 (-0,5)/0,7 (+0,866) /1,4 5,22 5,03 1,36

7 (0)/0,8 (0)/1,2 5,90 6,05 1,59

8 (0)/0,8 (0)/1,2 5,89 6,02 1,58

9 (0)/0,8 (0)/1,2 5,94 6,02 1,59

Razao (Mg Il / Mg |) obtida através: (a) amostra comercial de racdo para peixes ornamentais ;
(b) solugao multielementar em meio acido e (c) Multipla resposta. Razao Mg Il / Mg |, onde Mg
Il € a intensidade de emissao da linha idnica a 280,276 nm e Mg | é a intensidade de emissao
da linha atbémica a 285,213 nm x 1,8 (Dennaud et al., 2001).

Apos a analise do planejamento Doehlert proposto, o grafico de Pareto
foi gerado para avaliar quais variaveis foram significativas para o sistema,
conforme Figura 2.2. Os efeitos das condigOes avaliadas para PRF e VGN
foram significativos para ambos, as variaveis linear e quadrética, e a interacao

linear.

As variaveis mais significativas foram VGN e PRF, ambas para valores

de maximo, ou seja, quando estas variaveis estdo em niveis mais altos, a MR
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obtida € maximizada. As variaveis quadraticas e a interacédo linear entre PRF e
VGN foram significativas para valores de minimo.
Figura 2.2. Grafico de Pareto obtido para o planejamento Doehlert usado para

avaliar as condi¢cGes operacionais do espectrometro, sendo utilizada a MR para
avaliacao.

(1)VGN (L min~")(L) 130.82
(2) PRF (kW)(L)
PRF (kW)(Q)

VGN (L min"')(Q)

1Lby2L

p=0,05
Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto

O gréfico de contorno, Figura 2.3, mostrou que aumentando a VGN e a
PRF para niveis de maximo, a resposta obtida se aproxima da regido 6tima do
experimento. A melhor resposta apresentada para o experimento nas trés
situacdes foi 0 experimento 2, onde a PRF e a VGN s&o 1,4 kW e 0,9 L min™,
respectivamente, com um valor de razdo (Mg Il / Mg I) de 7,30 para a amostra
digerida, 7,76 para a solugéo multielementar em HNO3 1,0 mol L™ e 2,00 para a
multipla resposta. Os valores de razdo Mg Il / Mg | foram menores do que 8,0,
ndo sendo considerado um plasma sob condi¢do de robustez. Entretanto, como
as analises foram realizadas utilizando um nebulizador pneumético V-Groove e
uma camara de nebulizacdo Sturman-Masters, jA era esperado que 0S
experimentos obtivessem um valor de razdo < 8,0 (Trevizan et al., 2005;
Sharp?, 1988; Sharp®, 1988).
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O nebulizador V-Groove possui alta tolerancia a sélidos dissolvidos (25%
m v'1). Entretanto, seu formato ndo é adequado para a geracdo de um aerossol
homogéneo, produzindo particulas de tamanho irregular, com baixa eficiéncia.
Portanto, para minimizar essa desvantagem, é recomendado um aumento na
taxa de fluxo da amostra. A camara Sturman-Masters permite que particulas
maiores possam ser transportadas, formando gotas maiores do aerossol,
afetando o processo de dessolvatacdo e as linhas de emissédo dos analitos,
resultando em uma menor intensidade e afetando a sensibilidade (Trevizan et
al., 2005; Sharp 19882, Sharp 1988").

Figura 2.3. Gréfico de contorno obtido entre a poténcia de radiofrequéncia e a
vazao do gas de nebulizacdo para o planejamento Doehlert para a amostra
comercial de racao para peixes ornamentais.
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Vazio do gas de nebulizagdo (L min™) =

Ap6s a analise dos dados, os valores criticos obtidos para as trés
situacdes foram de aproximadamente 1,2 kW de PRF e 1,2 L min™, conforme
Tabela 2.4. Entretanto, os valores de VGN estavam fora do dominio
experimental proposto. Porém, apos a inspec¢do visual do grafico de contorno

foi possivel verificar que uma PRF de 1,2 kW e uma VGN de 1,0 L min™ estava
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com uma condicdo Otima, correspondendo ao experimento 1. Neste
experimento, as razées Mg Il / Mg | obtidas foram 7,13 para a amostra digerida
e de 7,72 para a solucdo multielementar em HNO5 1,0 mol L™, com um valor de

1,97 para a MR, a segunda maior condicao de robustez.

Tabela 2.4. Valores criticos obtidos para o planejamento Doehlert nas trés
situacbes (amostra de racdo comercial, solucdo multielementar e multipla
resposta).

Amostra de racao para peixes ornamentais

Fator Minimo Valores criticos Méaximo

Vazédo do gas de 0,6 1,2 1,0
nebulizag&o (L min™)

Poténcia de 1000 1225 1400
radiofrequéncia (W)

Solugédo aguosa multielementar

Fator Minimo Valores criticos Méaximo

Vazédo do gas de 0,6 1,3 1,0
nebuliza¢do (L min™)

Poténcia de 1000 1222 1400
radiofrequéncia (W)

Multipla resposta

Fator Minimo Valores criticos Maximo

Vazédo do gas de 0,6 1,2 1,0
nebuliza¢do (L min™)

Poténcia de 1000 1219 1400
radiofrequéncia (W)

A validacdo do modelo quadratico obtido foi avaliada através do método
de regressao linear entre os valores preditos e os valores observados. A
equacao obtida foi y = (0,9766 + 0,0567)x + (0,1298 *+ 0,3241) e o coeficiente
de correlacdo (r) foi de 0,9942. Como o coeficiente angular inclui o valor
unitario (0,9199 < 1,0000 < 1,0333) e o coeficiente linear inclui o valor zero (-

0,1943 < 0,0000 < 0,4539), pode-se concluir que os valores experimentais e
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preditos, para os coeficientes angular e linear, estavam em concordancia com a
faixa de condicéo ideal para a andlise de regresséo linear (a=1e b =0). O
coeficiente de correlacdo (0,9942) foi maior do que 0,99; um coeficiente de
correlacdo forte para os valores preditos e experimentais (Nechar et al., 1999;
Ferreira, 2015).

2.4.3. Validacdo dos métodos propostos baseados em ICP para analise de

racdes animais

Para o método de ICP OES, os limites de deteccdo (LoD) e
quantificacdo (LoQ) foram caluclados usando a concentracdo equivalente ao
sinal de fundo (BEC) e a razéo sinal / ruido (SBR), de acordo com a Uniéo
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), conformes Equacgdes 2.3,
2.4,25¢e 2.6.

SBR = (Ipadréo - Ibranco) / Ibranco Eq. 2.3.

em que, lpadrso € loranco S80 as intensidades de emissédo para o elemento de
referéncia e a solugcdo branco, respectivamente, no comprimento de onda
selecionado, e Cpagrso € @ concentragdo do elemento de referéncia na solucéo
(IUPAC, 1978).

LoD = (3 X RSDpranco X BEC) / 100 Eq. 2.5.
LoQ = (10 X RSDpranco X BEC) / 100 Eq. 2.6.

em que, RSDyranco € 0 desvio padrdo relativo da intensidade de emisséo das
medidas de 10 solucdes branco no comprimento de onda selecionado (IUPAC,
1978; Schiavo et al., 2009).

A Tabela 2.5. mostra os valores obtidos para SBR, BEC, LoD e LoQ
para analise das amostras de racdes animais por ICP OES variando entre 0,2 e
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23 mg kg™ para LoD e entre 0,7 e 76 mg kg™ para LoQ, para os elementos Mn

e Al, respectivamente.

Tabela 2.5. Parametros obtidos para as técnicas de ICP OES e ICP-MS nas
andlises de racdes animais.

Técnica Parametros SBR BEC LoD LoQ
(mgkg™*  (mgkg™)?
Al 59 0,24 23 76
B 0,007 0,022 1,0 3,3
Ca 0,11 0,38 17 57
Fe 0,035 0,18 5,3 18
ICP OES K 0,079 0,26 12 40
Mg 0,017 0,058 2,6 8,7
Mn 0,001 0,004 0,2 0,7
Na 232 0,045 16 53
P 0,070 0,23 11 37
S 0,096 0,32 15 50
Zn 0,008 0,026 1,2 4.6
As n.d. n.d. 0,01 0,03
Ba n.d. n.d. 0,05 0,2
Cd n.d. n.d. 0,005 0,02
Co n.d. n.d. 0,008 0,03
Cr n.d. n.d. 0,2 0,7
ICP-MS Cu n.d. n.d. 0,06 0,2
Ni n.d. n.d. 0,04 0,1
Pb n.d. n.d. 0,01 0,03
Sb n.d. n.d. 0,01 0,03
Se n.d. n.d. 0,02 0,07
Sr n.d. n.d. 0,1 0,3
vV n.d. n.d. 0,008 0,03

n.d. = ndo determinado / ®Valores calculados para um volume de 15 mL e 0,1000 g de massa.
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Para as analises por ICP-MS, os LoD e LoQ foram calculados de acordo

com as Equacgfbes 2.7. e 2.8.
LoD=(3xSD)/s Eq. 2.7.
LoQ=(10xSD)/s Eqg. 2.8.

em que, SD é o desvio padrao das medidas de 10 solucdes branco e s € a
inclinacdo da curva de calibracdo para cada elemento (IUPAC, 1978). Os
valores de LoD variaram de 0,005 mg kg™ (Cd) a 0,02 mg kg™ (Cr), e de LoQ
variaram de 0,02 mg kg™ (Cd) a 0,7 mg kg* (Cr), conforme Tabela 2.5. Os
valores obtidos foram concordantes com o0s reportados na literatura para

matrizes semelhantes, conforme Tabela 2.6.

A exatiddo dos métodos propostos baseados em plasma indutivamente
acoplado foi avaliada através da analise de materiais de referéncia certificados
(CRM), tecido de ostra (Oyster tissue, NIST 1566b) e cha (Tea, NCS DC
73351). A concordancia entre os valores certificados e os valores encontrados
variaram de 80 £ 7% (B) a 120 £ 9% (Se). A precisdo, expressa através do
desvio padréo relativo (RSD%, n=3), foi menor do que 10%. Assim, os métodos
propostos foram considerados exatos e precisos para a determinacédo de
macroelementos (Al, Ca, Fe, K, Na, Mg, P e S), microelementos (B, Cu, Mn e
Zn) e elementos traco (As, Ba, Cd, Co, Cr, Ni, Sb, Se, Sr, Pb e V) presentes em

amostras de racdo animal, como mostrado na Tabela 2.7.
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Tabela 2.6. Limites de deteccao relatados na literatura em matrizes semelhantes.

Elemento LoD neste trabalho LoD Matriz Técnica Referéncia

(mg kg™) (mg kg™)

As 0,01 0,52/5,2x10°

Cd 5,0x10° 6,4x10°%/2,4x10° Racdes para peixes e peixes

Cu 0,06 0,102/ 0,056 de consumo humano SIMAAS / GF AAS Psoma et al. (2014)

Pb 0,01 0,08 /0,03

As 0,01 1,0x10*/5,0x 10° Peixes de consumo humano GF AAS / HR-CS-GF AAS Zmozinski et al. (2015)

As 0,01 2,0x107

cd 5,0 x 107 1,1x 10" Peixes de consumo humano ICP OES Silva et al. (2017)

Pb 0,01 1,9x 10°

Cu 0,06 0,11/0,085/0,63

Fe 5,3 0,20/0,090/ 1,27

Mn 0,2 0,075/0,27 /1,18 Racg0es para boi, cavalo e MP-AES / ICP OES / FAAS Li et al. (2013)*

Zn 1,2 0,11/0,090/ 2,07 ave

Pb 0,01 0,28 Rac&o para frangos FAAS Oliveira et al. (2017)?

As 0,01 0,055 GF AAS Dionisio et al. (2011)

Calculados com base em 1 g de massa de amostra e 50 mL de volume final / “Calculado com base em 0,12 g de massa de amostra e 20 mL de volume
final. SIMAAS: espectrometria de absorgdo atdmica simultdnea / GF AAS: espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacdo em forno de grafite / HR-CS-
GF AAS: espectrometria de absorcéo atdmica com fonte continua de alta resolucéo e atomizacdo em forno de grafite / ICP OES: espectrometria de emisséo
Optica com plasma acoplado indutivamente / MP-AES: espectrometria de emisséo atdbmica com plasma de micro-ondas / FAAS: espectrometria de absorcao
atdbmica com chama.
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Tabela 2.7. Resultados obtidos para as analises dos materiais de referéncia certificados por ICP OES e ICP-MS.

CRM NIST 1566b

CRM NCS DC 73351

Elemento Valor Valor Concordéancia RSD Valor Valor Concordéancia RSD
certificado encontrado (%) (%) certificado encontrado (%) (%)
ICP OES

Al (mg kg™ 197,2+6,0 220,9+31,1 112 + 14 5,7 0,302 0,26 £ 0,01 87+2 0,7
B (mg kg™ 45+19 <3,3 n.d. n.d. 15+4 12+1 80+7 3,4
Ca (%) 0,0838 £ 0,0020 0,0876 + 0,0051 104 +6 2,3 0,43 £ 0,04 0,43 £ 0,02 100 + 4 1,7
Fe (mgkg™) 205,8 +6,8 175,6 + 11,9 85+6 2,7 264 + 15 218 £ 49 83 +19 9,1
K (%) 0,652 + 0,009 0,560 *+ 0,009 86+1 0,7 1,66 £ 0,12 1,41 + 0,05 85+3 1,3
Mg (%) 0,1085 + 0,0023 0,1139 +0,0011 105+1 0,4 0,17 £ 0,02 0,18 £ 0,01 107 + 4 1,4
Mn (mg kg™ 18,5+0,2 147+1,2 81+3 1,3 1240 £ 70 1236 + 31 99 +2 1,0
Na (%) 0,3297 £ 0,0053 0,3296 + 0,0443 100 + 13 5,4 44 +6 <53 n.d. n.d.

P (%) n.i. 0,885 + 0,149 n.d. 6,8 2840 + 90 2385 + 100 84+4 1,7

S (%) 0,689 + 0,014 0,662 + 0,003 99 +14 57 0,245+0,022 0,223 + 0,006 91+2 1,1
Zn (mg kg™ 1424 + 46 1394 + 99 102 + 14 57 26,3+2,0 29,3+2,9 111+ 11 4.0

ICP-MS
As (mg kg™ 7,65+ 0,65 8,54 + 0,68 112+ 9 3,2 0,28 £ 0,04 0,29 £ 0,03 105+ 9 3,7
Ba (mg kg™ 8,6+0,3 7,7+0,2 90+ 3 1,3 58+6 64 +3 110+5 2,1
Cd (mg kg™ 2,48 £ 0,08 2,19+0,22 88+9 41  0,057+0,010 0,056 +*0,001 98 +2 0,8
Co (mg kg™ 0,371 + 0,009 0,333 +£ 0,043 90+12 5,3 0,18 £ 0,02 0,19 £ 0,03 108 + 14 5,3
Cr (mg kg™ n.i. 0,950 + 0,142 n.d. 6,0 0,80 £ 0,03 0,83 +0,20 104 + 25 10
Cu (mg kg™) 716+1,6 59,1+5,4 83+8 3,7 17,3+1,8 15,8+ 3,9 91 £ 22 9,9
Ni (mg kg™ 1,04 + 0,09 0,89 £ 0,27 86+4 1,7 46+05 48+0,4 103 +9 3,6
Pb (mg kg™ 0,308 + 0,009 0,298 + 0,086 103 + 12 4,7 4,4+ 0,03 44+0,2 100+5 3,4
Sidnei de Oliveira Souza 51



GPEQA? - Grupo de Pesquisa para Estudos em Quimica Analitica e Ambiental - UFBA

Tabela 2.7. (Continuacao).

CRM NIST 1566b CRM NCS DC 73351

Elemento Valor Valor Concordéncia RSD Valor Valor Concordéncia RSD
certificado encontrado (%) (%) certificado encontrado (%) (%)
Sb (mg kg™ 0,011 £ 0,002 <0,03 n.d. nd. 0,056+0,006 0,063+0,001 112+2 0,7
Se (mg kg™) 2,06 £ 0,15 2,46 £ 0,19 120+ 9 3,0 0,072% <0,07 n.d. n.d.
Sr (mg kg™ 6,8+0,2 7,0+0,3 103+5 1,9 15,2+ 0,7 122+1,6 81+11 10
V (mg kg™ 0,577 £ 0,023 0,475 + 0,044 82+8 3,8 0,86% <0,03 n.d. n.d.

Todos os resultados foram expressos como média * intervalo de confianca a 95% (n=3).
n.i. = ndo informado.
n.d. = ndo determinado.

#Valor informado no certificado CRM.
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2.4.4. Aplicacdo dos métodos analiticos em amostras de ragdo animal

Os métodos analiticos otimizados foram aplicados na andlise de
amostras de racdo: 02 para coelhos, 13 para passaros silvestres, 05 para
equinos, 04 para ruminantes, 14 para peixes ornamentais e 04 para peixes de
consumo humano. Foram coletadas poucas amostras de racgbOes para
ruminantes, equinos e peixes de consumo por causa da dificuldade de
encontrar amostras de marcas diferentes, além de geralmente serem vendidas
em sacos de 50 kg. Nestas amostras, foram determinadas as concentracdes
dos macroelementos (Al, Ca, Fe, K, Na, Mg, P e S), microelementos (B, Ba,
Cu, Mn, Sr e Zn) e elementos traco (As, Cd, Co, Cr, Ni, Sb, Se, Pb e V)
empregando as técnicas de ICP OES e ICP-MS. Os resultados obtidos estéo
expressos nas Tabelas 2.8 e 2.9. Entretanto, para melhor visualizacdo dos
dados, foram realizados resumos estatisticos para cada tipo de racao animal,
conforme Tabelas 2.10 a 2.14, bem como graficos com as concentracfes
meédias dos elementos em cada tipo de racdo animal, como mostra as Figuras
2.4a2.6.
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Tabela 2.8. Resultados obtidos para as concentragdes encontradas em racao animal utilizando ICP OES.

Amostra Al B Ca Fe K Mn Mg Na P S Zn
(%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (%) (%) (%) (mg kg™)
PO1 0,049+0,003 6,24+1,64 1,28+0,14 252422 0,982+0,009 19+1,0 0,197+0,016 0,170+0,030 1,01+0,11 0,320+0,040 103+11
PO2 0,140+0,033 <3,3 3,37+0,36 954473 1,82+0,32 20+1,3 0,262+0,052 1,15+0,11 2,79+0,38 0,890+0,200 120+23
PO3 0,267+0,035 18+4,5 1,77+0,43 884+216 1,63+0,33 141+19 0,285+0,060 0,899+0,092 1,42+0,22 0,609+0,142 145+33
PO4 0,062+0,006 20+2,5 0,532+0,088 402+34 1,37+0,28 79+11 0,247+0,033 0,692+0,153 0,788+0,015 0,519+0,099 147+6,9
PO5 0,057+0,002 <3,3 1,28+0,10 332421 0,628+0,062 90+34 0,147+0,016 0,227+0,045 1,05+0,09 0,313+0,036 138+13
PO6 0,316+0,005 18+4,0 2,16+0,20 847+53 1,17+0,12 180+19 0,287+0,009 0,673+0,005 1,67+0,01 0,506+0,056 185+22
PO7 0,086+0,015 6,3+1,7 2,92+0,18 338491 1,00+0,04 64+16 0,217+0,005 0,213+0,003 1,91+0,20 0,441+0,024 171+4,6
PO8 0,040+0,009 <3,3 1,51+0,22 251+28 0,839+0,113 20+5,0 0,177+0,022 0,219+0,040 1,18+0,22 0,299+0,049 49+6,1
PO9 0,098+0,018 <3,3 1,36+0,15 557+81 1,01+0,14 13643 0,233+0,027 0,350+0,040 1,12+0,13 0,546+0,085 170+25
PO10 0,341+0,012 <3,3 0,509+0,039 824+80 1,07+0,06 171+25 0,258+0,020 0,588+0,054 0,591+0,016 0,445+0,024 173+9,0
PO11 0,055+0,004 <3,3 2,64+0,58 447423 0,689+0,156 67+16 0,176+0,034 0,330+0,082 1,93+0,38 0,424+0,094 23550
PO12 0,029+0,003 <3,3 1,79+0,08 482+19 0,852+0,023 6513 0,199+0,016 0,639+0,030 1,46+0,06 0,474+0,058 296+9,4
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Tabela 2.8. (Continuacao).

Amostra Al B Ca Fe K Mn Mg Na P S Zn
(%) (mg kg™ (%) (mg kg™) (%) (mg kg™ (%) (%) (%) (%) (mg kg™)
PO13 0,224+0,003 <3,3 1,17+0,06 582+25 1,02+0,05 147+5,2 0,221+0,009 0,627+0,021 1,03+0,05 0,420+0,033 155+8,8
PO14 0,014+0,001 <3,3 0,162+0,014 136+14 1,00+0,02 15+0,7 0,183+0,005 0,679+0,027 0,355+0,020 0,177+0,003 31+1,3
PC1 <76° <3,3 0,800+0,107 <18 0,691+0,077 19+3,4 0,160+0,018 0,481+0,040 1,01+0,10  0,415+0,052 50+6,0
PC2 <76° <3,3 1,61+0,20 137+32 0,681+0,066 17+1,9 0,155+0,012 0,667+0,048 1,39+0,05  0,450+0,024 49+4,3
PC3 0,036+0,002 <3,3 2,00+0,05 542+27 0,874+0,043 65£3,5 0,201+0,005 0,643+0,025 1,66+0,08  0,573+0,016 316%9,2
PC4 0,011+0,001 <3,3 0,787+0,195 128+18 0,876+0,072 84+10 0,300+0,009 0,033+0,004 1,38+0,23  0,134+0,022 71+10
Co1 0,121+0,031 15+0,6 1,88+0,15 14574206 1,05+0,07 130+10 0,368+0,022 0,223+0,037 0,923+0,074  0,172+0,013 72+4,2
CO2 0,124+0,027 14+1,2 2,00+0,05 1146+139 1,02+0,05 11147 0,350+0,018 0,071+0,002 0,807+0,062  0,152+0,001 64+3,1
PS1 0,004+0,001 7,53x1,11 0,656+0,025 11049,3 0,590+0,026 22,4+4,4 0,084+0,005 0,066+0,005 0,275+0,016  0,211+0,004 4040,74
PS2 0,002+0,0001 6,39+1,50 0,791%0,041 122+8,3 0,604+0,066 35,15,6 0,089+0,012 0,041+0,005 0,338+0,050  0,214+0,033 4345,7
PS3 0,014+0,003 17+3,6 0,900+0,209 466x61 0,875+0,095 8015 0,146+0,024 0,205+0,057 0,754+0,161  0,278+0,026 74+14
PS4 0,010+0,002 13+3,0 1,57+0,07 193+7,1 0,653+0,042 43,0+4,7 0,450+0,023 0,118+0,001 0,400+0,031  0,140+0,005 42+3,5
PS5 <76° <3,3 2,530,43 36,4+6,9 0,188+0,027 11,0+1,2 0,648+0,070 <53° 0,163+0,037  0,136+0,019 10+2,4
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Tabela 2.8. (Continuacao).

Amostra Al B Ca Fe K Mn Mg Na P S Zn
(%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (%) (%) (%) (mg kg™)

PS6 0,006+0,002 27+4,0 0,367+0,021 78+7,0 0,967+0,084 29+2,1 0,323+0,011 <53% 0,807+0,068 0,358+0,028 55+2,5
PS7 <76% 1,86+0,22 0,412+0,107 <57 0,169+0,008 6,11+0,13 0,192+0,023 0,0030+0,0003 0,142+0,008 0,156+0,017 11+1,7
PS8 0,024+0,006 9,00+1,39 0,717+0,142 24947 0,359+0,025 26+4,2 0,333+0,049 0,006+0,001 0,373+0,024 0,244+0,024 41+6,7
PS9 0,005+0,001 <3,3 0,037+0,009 83+18 0,255+0,032 11+1,5 0,122+0,010 <53% 0,267+0,021 0,096+0,012 16+1,8
PS10 0,057+0,004 12+1,4 0,222+0,011 287+34 0,739+0,025 160,70 0,244+0,012 <53% 0,586+0,034 1,45+0,07 36+3,0
PS11 <76° 14+1,4 0,470+0,012 62+9,9 0,708+0,012 48+2,0 0,338+0,015 <53% 0,801+0,009 0,426+0,019 33+£1,2
PS12 <76° 2,34+0,20 0,016+0,001 30+7,7 0,258+0,027 11+1,2 0,136+0,011 <53? 0,258+0,034 0,095+0,006 16+0,50
PS13 0,011+0,001 <3,3 0,018+0,001 96+4,4 0,334+0,016 14+1,0 0,141+0,003 <53? 0,315+0,006 0,096+0,014 23+2,9
EQ1 0,138+0,022 <3,3 11+1,4 2581+469 0,824+0,059 984+88 0,642+0,012 1,55+0,04 6,02+0,50 0,778+0,310 20714244
EQ2 0,161+0,011 <3,3 14+0,83 2001+141 0,034+0,003 1209+165 0,534+0,011 1,43+0,10 4,29+0,09 0,607+0,044 2290480
EQ3 0,142+0,012 18+2,0 11+0,40 34781265 1,63+0,07 894+40 0,705+0,012 1,55+0,11 4,68+0,21 0,957+0,035 1832+75
EQ4 0,059+0,016 5,4+0,9 11+1,4 80553 0,215+0,001 19+2,4 0,439+0,041 2,10+0,16 0,020+0,005 0,156+0,026 <4,6
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Tabela 2.8. (Continuacao).

Amostra Al B Ca Fe K Mn Mg Na P S Zn
(%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (%) (%) (%) (mg kg™)
EQ5 0,057+0,008 8,2+0,9 13+0,52 1671+174 0,040+0,011 199+18 0,553+0,007 1,77+0,11 5,30+0,33 0,816+0,097 768+65
RM1 0,104+0,032 <3,3 13+1,3 1760+213 0,116+0,032 35+6,3 0,375+0,071 1,49+0,09 0,040+0,009 0,176+0,012 8,5+2,1
RM2 0,078+0,014 <3,3 14+0,71 1580+349 0,221+0,011 34£2,7 0,642+0,014 1,80+0,04 0,034+0,002 0,401+0,014 <4,6
RM3 0,466+0,029 9,2+1,2 12+0,27 5226+188 0,436+0,037 904+42 0,680+0,009 1,21+0,012 2,02+0,045 0,555+0,024 2622168
RM4 0,029+0,006 7,714 6,7+0,88 867+67 0,174+0,019 586+70 0,346+0,017 1,86+0,086 1,09+0,080 0,748+0,044 796+179

Resultados expressos como média * intervalo de confianca a 95% (n = 3). PO = peixes ornamentais; PC = peixes de consumo; CO = coelhos; PS =

passaros silvestres; EQ = equinos; RM = ruminantes. * Valores expressos em mg kg'l.
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Tabela 2.9. Resultados obtidos para as concentragcdes encontradas em racdo animal utilizando ICP-MS. Concentragdes expressas

em mg kg™
Amostra As Ba Cd Co Cr Cu Ni Pb Sb Se Sr \Y
PO1 0,785+0,089 8,00+0,91 0,137+0,023 17+3,7 1,55+0,06 12+1,7 0,902+0,310 0,365+0,075 0,038+0,003 0,619+0,155 15+2,3 0,723+0,102
PO2 3,52+0,50 11+2,3 0,163+0,014 13+3,4 2,19+0,22 15+2,4 1,86+0,18 1,09+0,06 0,059+0,013 2,89+0,53 39+8,7 1,45+0,49
PO3 1,90+0,40 32+5,3 0,165+0,017 16+3,1 2,18+0,39 24+4.0 2,08+0,30 1,09+0,21 0,078+0,011 1,58+0,16 18+3,1 1,43+0,24
PO4 1,03+0,22 12+2,1 0,280+0,023 9,55+1,68 1,07+0,30 23+5,2 1,67+0,41 0,435+0,118 0,048+0,008 0,795+0,204 7,25+1,07 0,703+0,186
PO5 0,814+0,094 8,90+0,84 0,190+0,049 3,82+0,82 1,54+0,03 14+0,51 1,00+0,19 0,366+0,012 0,051+0,013 0,640+0,060 9,01+0,45 0,692+0,004
PO6 1,50+0,17 43+2,1 0,129+0,018 16+1,8 1,24+0,19 21+1,6 1,62+0,06 1,33+0,40 0,065+0,015 1,11+0,03 19+2,2 1,52+0,23
PO7 1,06+0,14 22+1,6 0,062+0,002 13+0,18 1,22+0,27 22+4.6 1,18+0,53 0,575+0,128 <0,03 0,962+0,037 50+3,1 0,928+0,212
PO8 0,923+0,173 6,37+1,72 0,171+0,022 4,91+0,50 0,945+0,182 4.4+0,66 0,867+0,044 0,340+0,009 <0,03 0,528+0,119 10+1,7 0,502+0,278
PO9 1,64+0,14 17+1,8 0,331+0,014 7,28+0,66 1,80+0,39 21+1,8 1,57+0,93 0,475+0,016 0,055+0,018 1,36+0,08 23+1,3 0,885+0,131
PO10 1,51+0,04 42422 0,166+0,011 13+0,26 2,83+0,15 20+1,5 1,45+0,19 1,35+0,26 0,063+0,010 0,837+0,070 6,92+0,34 1,40+0,10
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Tabela 2.9. (Continuacao).

Amostra As Ba Cd Co Cr Cu Ni Pb Sb Se Sr \%
PO11 0,548+0,171 7,24+2,04 0,058+0,017 4,09+1,13 0,818+0,210 45+12 0,715+0,142 0,489+0,086 <0,03 0,673+0,187 19+5,5 0,668+0,220
PO12 0,733+0,016 8,60+0,14 0,050+0,001 0,302+0,010 1,38+0,02 19+0,68 1,00+0,05 0,255+0,042 <0,03 1,72+0,02 19+0,42 0,462+0,017
PO13 1,19+0,12 23+2,7 0,131+0,021 0,274+0,043 1,86+0,05 19+3,7 1,38+0,30 0,821+0,028 0,050+0,011 0,925+0,157 11+1,5 0,993+0,116
PO14 0,131+0,034 3,52+0,26 <0,02 0,158+0,009 0,926+0,240 6,34+0,92 0,633+0,112 0,147+0,006 <0,03 <0,07 6,67+0,08 0,308+0,045

PC1 2,72+0,55 1,85+0,50 0,083+0,012 5,23+0,72 1,02+0,31 3,20+0,83 0,430+0,033 0,442+0,088 0,041+0,014 0,764+0,123 7,92+0,97 0,288+0,005
pPC2 4,82+0,74 1,94+0,24 0,102+0,012 6,47+0,92 0,755+0,094 2,58+0,82 0,436+0,144 0,182+0,043 0,038+0,013 0,904+0,123 21+2,5 0,547+0,062
PC3 0,902+0,036 11+1,2 0,060+0,015 4,53+0,47 <0,7 21+0,88 1,09+0,17 0,353+0,038 0,051+0,003 1,91+0,08 23+0,90 0,665+0,075
PC4 <0,03 21424 <0,02 0,083+0,012 0,498+0,050 8,24+0,48 0,494+0,051 0,300+0,014 0,039+0,010 0,088+0,001 <0,3 0,075+0,004
co1 0,829+0,033 29+4,6 <0,02 0,521+0,114 14+2,1 16+2,3 2,67+0,65 <0,03 0,060+0,009 <0,07 176421 1,81+0,14
CO2 0,870+0,187 43+11 <0,02 0,625+0,138 13+3,1 13+3,6 3,16+0,67 <0,03 0,058+0,008 <0,07 196+45 2,73+0,04
PS1 <0,03 2,60+0,70 <0,02 0,061+0,010 <0,7 6,63+0,85 0,572+0,083 <0,03 0,012+0,002 <0,07 35+3,4 <0,03
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Tabela 2.9. (Continuacao).

Amostra As Ba Cd Co Cr Cu Ni Pb Sb Se Sr \%
PS2 <0,03 1,63+0,12 <0,02 0,053+0,002 <0,7 5,16+1,16 0,529+0,117 <0,03 <0,03 <0,07 36x1,5 <0,03
PS3 <0,03 10+0,48 <0,02 0,691+0,071 1,60+0,15 27+5,8 1,82+0,30 <0,03 <0,03 <0,07 50+6,7 <0,03
PS4 <0,03 10+2,0 <0,02 0,084+0,019 <0,7 8,02+1,74 1,330,14 <0,03 <0,03 <0,07 11+3,3 <0,03
PS5 0,103+0,005 <0,2 <0,02 <0,03 0,682+0,071 2,16+0,26 1,15+0,09 <0,03 <0,03 <0,07 24+6,7 <0,03
PS6 <0,03 8,43+1,39 <0,02 <0,03 <0,7 1443,0 0,490+0,036 <0,03 <0,03 <0,07 23+5,8 <0,03
PS7 <0,03 0,823+0,165 <0,02 0,019+0,004 <0,7 0,873+0,253 0,145+0,008 <0,03 <0,03 <0,07 3,53+0,10 <0,03
PS8 <0,03 1,68+0,26 <0,02 <0,03 <0,7 <0,2 0,875+0,129 <0,03 <0,03 <0,07 6,15+0,59 <0,03
PS9 0,088+0,013 1,15+0,06 <0,02 0,073+0,009 0,772+0,011 6,37+0,21 1,82+0,02 <0,03 <0,03 <0,07 1,90+0,24 0,205+0,038
PS10 <0,03 1,89+0,08 <0,02 0,029+0,001 <0,7 1,97+0,11 0,479+0,017 <0,03 <0,03 <0,07 15+0,53 <0,03
PS11 <0,03 12+2,3 <0,02 0,118+0,002 <0,7 3,67+0,12 0,540+0,045 <0,03 <0,03 <0,07 23+4,2 <0,03
PS12 <0,03 0,759+0,035 <0,02 <0,03 <0,7 9,45+1,27 3,71+0,95 <0,03 <0,03 <0,07 1,13+0,03 <0,03
PS13 <0,03 1,46+0,32 <0,02 0,060+0,015 0,517+0,128 6,37+1,11 0,416+0,065 <0,03 <0,03 <0,07 1,58+0,35 0,189+0,002
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Tabela 2.9. (Continuacao).

Amostra As Ba Cd Co Cr Cu Ni Pb Sb Se Sr \Y
EQ1 6,35+0,85 363+27 0,580+0,061 36+2,3 66+17 1146+305 14+5,8 3,40+0,59 0,154+0,019 15+3,4 2682+263 26+3,2
EQ2 4,27+1,10 387+120 0,143+0,022 53+7,4 18+1,2 1124+293 11+2,8 2,05+0,24 0,076+0,001 13+3,1 2239+558 13+3,5
EQ3 3,86+0,43 17+1,8 3,55+0,13 24452 85+3,7 1469+70 9,27+0,25 1,43+0,34 0,249+0,035 10+0,68 952+59 17+0,89
EQ4 2,46+0,58 26+7,1 <0,02 0,345+0,085 4,23+1,13 13+4,2 3,85+1,08 <0,03 0,034+0,002 <0,07 763+178 1,83+0,29
EQ5 5,07+0,78 44+6,7 0,140+0,004 29+3,8 37+5,3 203+21 6,98+0,77 2,13+0,53 0,190+0,081 15+0,93 634+38 25+2,0
RM1 3,59+0,58 <0,2 <0,02 1,18+0,18 10+0,57 2045,1 8,54+1,14 3,34+0,17 <0,03 <0,07 1656+6,62 4,03+1,20
RM2 5,26+0,21 66111 <0,02 1,12+0,05 11+2,1 19+2,9 8,08+1,47 1,60+0,43 0,077+0,023 <0,07 15034285 4,44+1,26
RM3 2,99+0,28 184+34 0,106+0,009 11+1,5 42+8,6 34364558 11+1,6 7,29+0,01 0,165+0,009 7,72+2,05 1375+199 13+2,6
RM4 3,50+0,54 61+2,3 0,160+0,022 6,87+1,08 15+2,0 391+19 5,09+1,18 0,863+0,211 0,085+0,020 <0,07 503+80 9,79+1,38

Resultados expressos como média (mg kg™) * intervalo de confianca a 95% (n = 3). PO = peixes ornamentais; PC = peixes de consumo; CO = coelhos; PS = passaros silvestres; EQ =

equinos; RM = ruminantes.
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Com base no resumo estatistico para as concentra¢des encontradas nas
amostras de racbes para peixes ornamentais, Tabela 2.10, foi possivel
perceber que o0s elementos possuem a seguinte ordem decrescente de
concentragdo: Ca>P>K>Na>S>Mg>Al>Fe >Zn>Mn>Cu > Sr>Ba>
B>Co>Cr>Ni>As>Se>V>Pb>Cd>Sh.

Tabela 2.10. Resumo estatistico das concentracbes de constituintes
inorganicos em amostras de racao para peixes ornamentais.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n
Al (%) 0,127 0,074 0,341 0,014 14

B (mg kg™) 14 18 20 6,24 5
Ca (%) 1,60 1,44 3,37 0,162 14
Fe (mg kg™ 521 465 954 136 14
K (%) 1,08 1,01 1,82 0,628 14

Mg (%) 0,214 0,208 0,285 0,147 14
Mn (mg kg™ 92 79 180 15 13
Na (%) 0,533 0,608 1,15 0,170 14

P (%) 1,31 1,15 2,79 0,355 14

S (%) 0,456 0,443 0,890 0,177 14

Zn (mg kg™) 151 151 296 31 14
As (mg kg™ 1,23 1,05 3,52 0,131 14
Ba (mg kg™) 17 12 43 3,52 14
cd (mg kg™ 0,156 0,163 0,331 0,050 13
Co (mg kg™ 8,46 8,42 17 0,158 14
cr (mg kg™ 1,54 1,46 2,83 0,818 14
Cu (mg kg™ 19 20 45 4,40 14
Ni (mg kg™) 1,28 1,28 2,08 0,633 14
Pb (mg kg™ 0,652 0,482 1,35 0,147 14
Sb (mg kg™ 0,056 0,055 0,078 0,038 9
Se (mg kg™ 1,13 0,925 2,89 0,528 13
Sr (mg kg™ 18 17 50 6,67 14
V (mg kg™) 0,905 0,804 1,52 0,308 14

Comparando as concentracfes médias determinadas com os valores
expressados nos rétulos dos fabricantes para Cu (6,80 mg kg™), Fe (68,0 mg
kgl), Mn (54,4 mg kg™), Se (0,20 mg kg') e Zn (68,0 mg kg™), os valores
reportados, foram 2,8; 7,7; 1,5; 5,5 e 2,2 vezes , respectivamente, menor do

gue os determinados pelos métodos desenvolvidos. Estando de acordo com os
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valores minimos reportados pelos fabricantes. Comparando os valores obtidos,
de acordo com o que é requerido pelo MAPA, as concentracdes médias de Ca
(1,60%) estavam abaixo do valor reportado nos rotulos dos produtos, que
expressaram uma concentragcdo meédia minima de 1,65% e maxima de 2,92%.
Para P, as concentracdes médias reportadas nos produtos foi 0,81%, e foram
encontradas concentraces de 1,31%, 1,62 vezes maior do que o reportado
pelos fabricantes. No entanto, esses valores encontrados estavam de acordo

com os parametros estabelecidos pelo MAPA.

Para as racdes para peixes de consumo, Tabela 2.11, foi possivel
perceber que os elementos possuem a seguinte ordem decrescente de
concentracdo: P>Ca>K>Na>S >Mg>Fe >Al>Zn>Mn > Sr>Ba>Cu >
Co>As>Se>Cr>Ni>V>Pb >Cd > Sbh, com B com valor menor do que o
LoQ. A concentracdo média para P (1,36%) foi concordante com a AAFCO,
que estabelece um limite minimo de 0,6% para esse elemento (AAFCO, 2003).

Os fabricantes ndo reportaram valores minimos para os elementos nao
regulamentados pela legislacdo, somente para Ca e P, que requerem a
informacédo de valores maximo e minimo para Ca e de minimo para P. As
concentracfes meédias encontradas para Ca (1,30%), estavam dentro da faixa
reportada nos rétulos dos produtos, que expressavam uma concentragcao
média minima de 0,97% e maxima de 1,51%. Por outro lado, a concentracao
média minima para P, reportada nos rotulos do produtos foi 0,93% e foram
encontradas concentracfes médias de 1,36%, uma quantidade 1,46 vezes
maior do que o reportado pelos fabricantes, esses valores encontrados
estavam de acordo com os parametros estabelecidos pelo MAPA.
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Tabela 2.11. Resumo estatistico das concentracbes de constituintes
inorganicos em amostras de racao para peixes de consumo humano.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n
Al (%) 0,024 0,024 0,036 0,011 2

B (mg kg™) n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Ca (%) 1,30 1,21 2,00 0,787 4
Fe (mg kg™) 0,027 0,014 0,054 0,013 3
K (%) 0,781 0,783 0,876 0,681 4
Mg (%) 0,204 0,181 0,300 0,155 4
Mn (mg kg™ 46 42 84 17 4
Na (%) 0,456 0,562 0,667 0,033 4
P (%) 1,36 1,39 1,66 1,01 4
S (%) 0,393 0,433 0,573 0,134 4
Zn (mg kg™) 122 61 316 49 4
As (mg kg™) 2,81 2,72 4,82 0,902 3
Ba (mg kg™) 8,95 6,47 21 1,85 4
cd (mg kg™ 0,082 0,083 0,102 0,060 3
Co (mg kg™ 4,08 4,88 6,47 0,083 4
Cr (mg kg™ 0,758 0,755 1,02 0,498 3
Cu (mg kg™ 8,76 5,72 21 2,58 4
Ni (mg kg™) 0,613 0,465 1,09 0,430 4
Pb (mg kg™ 0,319 0,327 0,442 0,182 4
Sb (mg kg™ 0,042 0,040 0,051 0,038 4
Se (mg kg™) 0,917 0,834 1,91 0,088 4
Sr (mg kg™ 17 21 23 7,92 3
Vv (mg kg™ 0,394 0,418 0,665 0,075 4

n.d. = ndo determinado.

Em outros estudos, Copat et al. (2013) determinaram concentracfes
médias (em mg kg™) de As (5,007), Cd (0,0017), Cr (0,049), Pb (0,018), Mn
(1,250), Ni (0,087), V (0,168) e Zn (5,521) em amostras de peixes marinhos da
Croécia. Neste mesmo tipo matriz, porém, do Mar Mediterraneo, Bilandzi¢ et
al. (2014) encontraram concentracdes médias de Zn (6,15 + 3,70 mg kg™).
Kwok et al. (2014) determinaram em musculo de Tilapias pequenas, médias e
grandes, concentracbes em mg kg™, respectivamente, de: 2,21, 4,61 e 8,55
(Cd), 1,66, 2,14 e 2,48 (Cr), 2,76, 5,21 e 8,73 (Cu), 4,07, 6,80 e 8,64 (Pb), e
21,2, 40,3 e 45,9 (Zn), e em visceras, respectivamente: 2,47, 4,53 e 8,08 (Cd),
12,5, 18,2 e 18,8 (Cr), 9,93, 17,6 e 14,5 (Cu), 17,4, 21,7 e 26,2 (Pb), e 57,2,
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57,0 e 65,6 (Zn). Noel et al. (2013) encontraram em amostras de peixes de
agua doce da Franca concentracdes médias (mg kg™) de: 0,101 (As), 0,011
(Cd) e 0,024 (Pb).

Com base no resumo estatistico obtido para as concentracdes obtidas
nas amostras de racdo para coelhos, Tabela 2.12, foi possivel perceber que os
elementos possuem a seguinte ordem decrescente de concentragdo: Ca > K >
P>Mg>S>Na>Al>Fe>Sr>Mn>Zn>Ba>B>Cu>Cr>Ni>V >As>

Co > Sb, com Cd, Pb e Se com valores menores do que o LoQ.

Tabela 2.12. Resumo estatistico das concentragbes de constituintes
inorganicos em amostras de racdo para coelhos.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n

Al (%) 0,123 0,123 0,124 0,121 2

B (mg kg™ 14 14 15 14 2

Ca (%) 1,94 1,94 2,00 1,88 2

Fe (%) 0,130 0,130 0,146 0,115 2

K (%) 1,04 1,04 1,05 1,02 2

Mg (%) 0,359 0,359 0,368 0,350 2

Mn (mg kg™ 120 120 130 111 2

Na (%) 0,147 0,147 0,223 0,071 2

P (%) 0,865 0,865 0,923 0,807 2

S (%) 0,162 0,162 0,172 0,152 2

Zn (mg kg™ 68 68 72 64 2

As (mg kg™ 0,850 0,850 0,870 0,829 2

Ba (mg kg™ 36 36 43 29 2
cd (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Co (mg kg™ 0,573 0,573 0,625 0,521 2

cr (mg kg™ 13 13 14 13 2

Cu (mg kg™ 15 15 16 13 2

Ni (mg kg™ 2,92 2,92 3,16 2,67 2
Pb (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Sh (mg kg™ 0,059 0,059 0,060 0,058 2
Se (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

sr (mg kg™ 186 186 196 176 2

V (mg kg™) 2,27 2,27 2,81 2,73 2

n.d. = ndo determinado.
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A legislagcdo do MAPA estabelece que os fabricantes expressem nos
rétulos da racdo destinada a coelhos, os valores maximo e minimo para Ca e
minimo para P. Ja para os demais elementos, deve ser expresso o valor
minimo. Nas amostras foi possivel observar concentracfes médias de Ca
(1,94%) e P (0,865%), entretanto, ndo foi possivel comparar com os valores
informados pelos fabricantes porque as amostras que foram adquiridas séo
comercializadas a granel e ndo havia informacdo acerca do fabricante. Na
literatura foi possivel perceber que ha uma grande preocupag¢do com a ragao
para coelhos para fins ornamentais ou para a pratica do abate, na busca por
alimentos cada vez melhor e de boa qualidade (Beshkenadze et al., 2016;
Gidenne et al., 2017; Li et al., 2018).

Com base no resumo estatistico obtido para as concentracdes obtidas
nas amostras de racdo para passaros silvestres, Tabela 2.13, foi possivel
perceber que os elementos possuem a seguinte ordem decrescente de
concentracdo: Ca>K>P>S>Mg>Na>Fe>Al>Zn>Mn>Sr>B >Cu >
Ba > Ni>Cr >V > Co > As, com Cd, Pb, Sb e Se com valores menores do que
0 LoQ.
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Tabela 2.13. Resumo estatistico das concentracbes de constituintes
inorganicos em amostras de racdo para passaros silvestres.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n
Al (%) 0,015 0,010 0,057 0,0025 9

B (mg kg™ 11 11 27 1,86 10
Ca (%) 0,670 0,470 2,53 0,016 13
Fe (%) 0,015 0,010 0,047 0,003 12

K (%) 0,515 0,590 0,967 0,169 13

Mg (%) 0,250 0,192 0,648 0,084 13
Mn (mg kg™ 27 22 80 6,11 13
Na (%) 0,073 0,054 0,205 0,003 6

P (%) 0,421 0,338 0,807 0,142 13

S (%) 0,300 0,211 1,45 0,095 13

Zn (mg kg™ 34 36 74 10 13
As (mg kg™ 0,096 0,096 0,103 0,088 2
Ba (mg kg™) 4,39 1,79 12 0,759 13

cd (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Co (mg kg™ 0,141 0,061 0,691 0,019 9
cr (mg kg™ 0,893 0,727 1,60 0,517 4
Cu (mg kg™ 7,60 6,37 27 0,873 12
Ni (mg kg™) 1,07 0,572 3,71 0,145 13

Pb (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Sb (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Se (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sr (mg kg™ 18 16 50 1,13 13
V (mg kg™) 0,197 0,197 0,205 0,189 2

A legislacdo do MAPA estabelece que os fabricantes expressem nos
rétulos da racdo destinada a passaros silvestres, os valores maximo e minimo
para Ca e minimo para P. J4 para os demais elementos, deve ser expresso o
valor minimo. Nas amostras foi possivel observar concentracdes médias de Ca
(0,670%) e P (0,421%), entretanto, ndo foi possivel comparar com os valores
informados pelos fabricantes porque as amostras que foram adquiridas s&o

comercializadas a granel e ndo havia informacéo acerca do fabricante.

Com base no resumo estatistico obtido para as concentracdes obtidas
nas amostras de racdo para equinos, Tabela 2.14, foi possivel perceber que os

elementos possuem a seguinte ordem decrescente de concentragdo: Ca > P >
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Na>S>Mg>K>Fe>Zn>Sr>Al>Cu>Mn>Ba>Cr>Co>V>Se>B>
Ni > As > Pb > Cd > Sb.

Tabela 2.14. Resumo estatistico das concentragcbes de constituintes
inorganicos em amostras de racdo para equinos.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n
Al (%) 0,111 0,138 0,161 0,057 5

B (mg kg™) 11 8,20 18 5,40 3
Ca (%) 12 12 14 11 5
Fe (%) 0,211 0,200 0,348 0,081 5

K (%) 0,549 0,215 1,63 0,034 5

Mg (%) 0,575 0,553 0,705 0,439 5
Mn (mg kg™ 661 894 1209 19 5
Na (%) 1,68 1,55 2,10 1,43 5

P (%) 4,06 4,68 6,02 0,020 5

S (%) 0,663 0,778 0,957 0,156 5

Zn (mg kg™ 1740 1952 2290 768 4
As (mg kg™ 4,40 4,27 6,35 2,46 5
Ba (mg kg™ 167 44 387 14 5
cd (mg kg™ 1,10 0,362 3,55 0,140 5
Co (mg kg™ 29 30 53 0,345 5
cr (mg kg™ 42 37 85 4,23 5
Cu (mg kg™ 811 1146 1469 13 5
Ni (mg kg™ 9,10 9,27 15 3,85 5
Pb (mg kg™ 2,25 2,09 3,40 1,43 4
Sb (mg kg™ 0,141 0,154 0,249 0,034 5
Se (mg kg™) 13 14 15 10 5
Sr (mg kg™ 1454 952 2682 634 5
Vv (mg kg™ 17 17 26 1,83 5

A legislagdo do MAPA estabelece que os fabricantes expressem nos
rétulos da racdo destinada a equinos, os valores maximo e minimo para Ca e
minimo para P. Ja para os demais elementos, deve ser expresso o valor
minimo. Nas amostras foi possivel observar concentracbes médias de Ca
(12%) e P (4,06%), estando de acordo com os valores informados nos rotulos
dos fabricantes: Ca minimo (11,8%) e maximo (20%), P minimo (0,800%). Para
os valores minimos dos microelementos informados pelos fabricantes, em mg
kg™: 21 (Co), 1200 (Cu), 1000 (Fe) e 2200 (Zn), estavam com valores acima do
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minimo informado para Fe (2107 mg kg?) e Co (29 mg kg™?), e abaixo do

minimo informado para Cu (881 mg kg™) e Zn (1740 mg kg™).

Na literatura, PaBlack et al. (2014) determinaram em figados e rins de
equinos, respectivamente, concentracdes (em mg kg?) de: 0,230 e 0,340 (Ba),
0,798 e 8,17 (Cd), 0,116 e 85 (Cr), 4,24 e 4,45 (Cu), 1,19 e 0,875 (Mn), 0,0823
e 0,0340 (Pb), 0,0148 e 0,0108 (Sb), 0,131 e 0,739 (Se), 0,0735 e 0,170 (Sr) e
21 e 22 (Zn). Topczewska (2012) encontraram em cabelo de cavalos,
concentracdes (em mg kg™) de: 0,678 (B), 0,324 (Cr) e 0,0378 (Ni).

Com base no resumo estatistico obtido para as concentracdes obtidas
nas amostras de racao para ruminantes, Tabela 2.15, foi possivel perceber que
0s elementos possuem a seguinte ordem decrescente de concentragcédo: Ca >
Na>P>Mg>S>K>Fe>AlI>Sr>Cu>Zn>Mn>Ba>Cr>B>Ni>V>

Co > As > Pb > Cd > Sb, com Se com valor menor do que o LoQ.

A legislacdo emitida pelo MAPA estabelece que os fabricantes
expressem nos rotulos da racdo destinada a ruminantes, os valores maximo e
minimo para Ca e minimo para os demais elementos quimicos. Nas amostras
foi possivel observar concentracdes médias de Ca (11%) e P (0,796%),
estando de acordo com os valores informados nos rotulos dos fabricantes: Ca
minimo (11%) e maximo (14%), P minimo (0,020%). Para os valores minimos
dos microelementos informados pelos fabricantes, em mg kg™: 5,0 (Co), 500
(Cu), 3400 (Fe) e 2000 (zZn), os valores obtidos estavam abaixo do minimo
informado para Co (1,12 mg kg™), Cu (19 mg kg™), Fe (2358 mg kg™*)e Zn (4,30
mg kg™).
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Tabela 2.15. Resumo estatistico das concentracbes de constituintes
inorganicos em amostras de racao para ruminantes.

Elemento Média Mediana Maximo Minimo n
Al (%) 0,169 0,091 0,466 0,029 4
B (mg kg™ 8,45 8,45 9,20 7,70 2
Ca (%) 11 12 14 6,68 4
Fe (%) 0,236 0,167 0,523 0,087 4
K (%) 0,237 0,198 0,436 0,116 4
Mg (%) 0,511 0,509 0,680 0,346 4
Mn (mg kg™) 390 310 904 34 4
Na (%) 1,59 1,65 1,86 1,21 4
P (%) 0,796 0,565 2,02 0,034 4
S (%) 0,470 0,478 0,748 0,176 4
Zn (mg kg™) 858 402 2622 4,30 4
As (mg kg™ 3,84 3,55 5,26 2,99 4
Ba (mg kg™ 104 66 184 61 3
cd (mg kg™ 0,133 0,133 0,160 0,106 2
Co (mg kg™ 4,99 4,03 11 1,12 4
cr (mg kg™ 20 13 42 10 4
Cu (mg kg™ 966 206 3436 19 4
Ni (mg kg™ 8,08 8,31 11 5,09 4
Pb (mg kg™ 3,27 2,47 7,29 0,863 4
Sh (mg kg™ 0,109 0,085 0,165 0,077 3
Se (mg kg™ n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Sr (mg kg™ 1259 1439 1656 503 4
V (mg kg™) 7,79 7,12 13 4,03 4

Na literatura, Schéne et al. (2013) avaliaram diferentes alimentos para
ruminantes e determinaram os teores de Se, em mg kg™: cevada (0,0020), trigo
(0,052), mistura de graos (0,027), milho (0,046), farelo de soja (0,149), graos
de soja (0,084), farelo de colza (0,128), colza (Brassica napus) (0,059), residuo
da producao de cerveja (0,059), alfafa (0,262), pera (0,022), grama (0,036) e
concentrado de selénio (33). Spears et al. (2017) determinaram cromo em
diversos alimentos para ruminantes, obtendo concentracées, em mg kg™: milho
inteiro (0,026), milho processado (0,049), semente de algodao (0,094), aveia
inteira (0,025), gréos de soja inteiros (0,069), farelo de soja (0,208), trigo inteiro
(0,041), alfafa (0,522), silagem de milho (0,220) e feno de capim (0,155).
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Comparando os elementos de acordo com os tipos de ragdo animal, foi
possivel perceber que dentre os macroelementos, os maiores teores de Al
foram encontrados nas amostras de racdo para ruminantes, K em racao para
peixes ornamentais, Fe em racao para ruminantes e, Ca, Mg, Na, P e S foram

maiores em racao para equinos, conforme Figura 2.4.

Com relagcéo aos microelementos, Cu possuiu maiores teores em racao
para ruminantes, B em racdo para coelhos e, Ba, Mn, Sr e Zn em racao para
equinos, como mostrado na Figura 2.5.

Figura 2.4. Comparacédo das concentracdes médias dos macroelementos nos
cinco tipos de ragéo animal.
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Legenda: CO - coelhos, PS - passaros silvestres, EQ — equinos, RM -

ruminantes, PO — peixes ornamentais e PC — peixes de consumo humano.
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Figura 2.5. Comparacao das concentracdes meédias dos microelementos nos
cinco tipos de racao animal.
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Legenda: CO - coelhos, PS — passaros silvestres, EQ — equinos, RM -

ruminantes, PO — peixes ornamentais e PC — peixes de consumo humano.

Para os elementos traco, as maiores concentracbes para Pb foram
obtidas em racdo para ruminantes e, As, Cd, Co, Cr, Ni, Sb, Se e V foram

obtidos em racéo para equinos, conforme Figura 2.6.
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Figura 2.6. Comparacdo das concentracdes medias dos elementos traco nos
cinco tipos de racao animal.
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CO - coelhos, PS — péassaros silvestres, EQ — equinos, RM — ruminantes, PO —

peixes ornamentais e PC — peixes de consumo humano.

2.4.5. Andalise multivariada de dados
2.4.5.1. Analise de componentes principais

As determinacdes de 23 elementos em quarenta e duas amostras
resultaram em uma matriz de dados de 23 x 42. Primeiramente, os dados
foram autoescalonados por causa das diferentes ordens de magnitude de
concentragdo das amostras. A andlise de componentes principais (PCA) foi
aplicada para avaliar possiveis tendéncias entre as amostras de racdo animal.
Os dados foram pré processados usando o autoescalonamento. As trés
primeiras componentes principais (PCs) descreveram 76,52% da variancia total
dos dados e forneceram informacdes que possibilitaram realizar uma analise

discriminatéria das amostras. A PC1l explicou 59,14% da variancia total,
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seguida pela PC2 (10,31%) e PC3 (7,07%). Os valores de pesos para as

concentracfes dos elementos estdo apresentados na Tabela 2.16.

Observando os graficos das trés primeiras componentes principais,
Figura 2.7, foi possivel perceber a formacao de dois grupos, um grupo formado
pelas amostras de ragdo para equinos e para ruminantes, que s&o
influenciadas na PC1 pela maioria dos elementos, entretanto, foi possivel
perceber que a amostra RM 3 tende a distanciar-se das outras por apresentar
maiores teores de Al frente as demais, conforme observado na PC3. O outro
grupo foi formado pelas amostras de racdo para coelhos, passaros silvestres,
peixes ornamentais e peixes de consumo humano. Esses tipos de amostras
distinguem-se dos dois tipos anteriores principalmente por causa dos teores de

K, devido a sua influéncia na PC2.
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Tabela 2.16. Valores de pesos das variaveis para as trés primeiras
componentes principais.

Elemento PC1 PC 2 PC 3
Al -0,531 -0,243 0,583

As -0,796 0,174 -0,281

B -0,044 -0,577 0,255

Ba -0,779 0,273 0,004

Ca -0,846 0,339 -0,043

Cd -0,506 -0,579 -0,175

Co -0,785 -0,069 -0,303

Cr -0,884 -0,236 -0,066

Cu -0,789 -0,037 0,482

Fe -0,891 -0,073 0,383

K 0,034 -0,843 0,024

Mg -0,766 0,095 0,103
Mn -0,898 -0,037 0,079
Na -0,743 0,202 -0,159

Ni -0,929 0,241 0,038

P -0,808 -0,248 -0,396

Pb -0,789 0,155 0,459

S -0,511 -0,433 -0,260

Sb -0,862 -0,317 -0,052

Se -0,850 0,041 -0,272

Sr -0,850 0,400 -0,012

\Y, -0,914 0,021 -0,234

Zn -0,919 -0,025 0,149
Variancia Total (%) 59,14 10,31 7,07
Variancia Cumulativa (%) 59,14 69,45 76,52
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Figura 2.7. Gréficos tridimensionais para a PC3 x PC2 x PC1l para os
elementos (a) e as amostras de racao animal (b).
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Legenda: CO - coelhos, PS - passaros silvestres, EQ — equinos, RM -

ruminantes, PO — peixes ornamentais e PC — peixes de consumo humano.
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2.4.5.2. Analise de agrupamento hierarquico

Os resultados obtidos também foram avaliados por analise de
agrupamento hierarquico (HCA). Os dados foram autoescalanados e o0s
interpontos foram avaliados usando o método de ligacdo, e a distancia
Euclidiana foi aplicada para calcular as distancias interpontos e as
similaridades das amostras, conforme pode ser observado no dendograma
obtido na Figura 2.8. Este grafico permite visualizar a mesma tendéncia de
separacao fornecida pela PCA, além da tendéncia de formacao de subgrupos,
sendo um com as amostras de ragao para coelhos, o segundo com as
amostras para passaros silvestres, onde as amostras PS 3, 6, 4, 8, 11 e 10
possuem maiores concentracdes de B e K do que as amostras PS 1, 2, 7, 9 12
e 13. E um terceiro subgrupo com as amostras de racdo para peixes
ornamentais e de consumo, sendo que as amostras PO 2, 9, 13, 10, 3 e 6,
possuem maiores teores de K frente as demais amostras para PO e PC.

Figura 2.8. Dendograma obtido para as amostras de racdo animal através do
método de ligacdo de Ward e da distancia Euclidiana.
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Legenda: CO - coelhos, PS - passaros silvestres, EQ — equinos, RM -
ruminantes, PO — peixes ornamentais e PC — peixes de consumo humano.
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2.5. Consideracgdes finais

Neste trabalho, os planejamentos fatorial fracionario 2°? e Doehlert
aplicados na otimizacdo do procedimento de decomposicdo das amostras
assistida por radiacdo micro-ondas e operacionais do espectrémetro foram

adequados para obtencédo das condi¢fes 6timas estabelecidas.

O procedimento de preparo das amostras de racdes possibilitou
concentracdo &cida residual de aproximadamente 1,0 mol L™ nas solucdes
digeridas, permitindo a introducdo para analise por ICP OES, e apés uma

simples diluicdo para analise por ICP-MS.

Os métodos baseados em ICP foram exatos e precisos para a
determinacdo de macroelementos (Al, Ca, Fe, K, Na, Mg, P e 9S),
microelementos (B, Ba, Cu, Mn, Sr e Zn) e elementos trago (As, Cd, Co, Cr, Ni,
Sh, Se, Pb e V) presentes em amostras de racBes animais (coelho, passaros

silvestres, equinos, ruminantes, peixes ornamentais e peixes de consumo).

A aplicacdo da analise multivariada de dados, através da PCA e HCA,
possibilitou a observacao de tendéncias de formacéo de grupos de acordo com

o tipo de racao indicada para cada tipo de animal.

Neste estudo, as concentracdes obtidas para os elementos informados
nos rétulos das racdes estavam concordantes com os parametros exigidos pelo
MAPA, entretanto, torna-se necessario um maior controle sobre os elementos
quimicos presentes, uma vez que foram encontrados elementos
potencialmente toxicos, tais como As, Cd, Cr, Sb, Ni e Pb. Para avaliar se a
forma na qual estes elementos quimicos estdo presentes sdo realmente

toxicas, estudos de analise de especiacdo quimica devem ser realizados.
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Capitulo 3. Determinacdo de nutrientes em caldo de cana usando andlise

direta na forma de suspenséo e deteccao por ICP OES

3.1. Introducéao

A cana de acucar (Saccharum officinarum L.) tem sido cultivada em
cerca de 200 paises, sendo uma importante matriz energética em paises
tropicais e subtropicais, tais como China, india, Tailandia e Australia, que junto
com o Brasil, sdo os maiores produtores mundiais de cana de agucar, com 25%
da producdo total (Brochier et al., 2016; Ramasubramanian et al., 2014; Sindhu
et al., 2016; Suganthi et al., 2018; Zuin et al., 2006).

A partir da cana de aclcar, uma variedade de produtos pode ser obtida,
tais como cachaca, acucar, melaco, rapadura, caldo de cana, etc. Seu extrato
padronizado, caldo de cana, é uma bebida energética ndo alcoodlica que é
amplamente consumida no Brasil (Brasil®, 2005; Brochier et al., 2016; Nogueira
et al., 2009; Serafim et al., 2016; Zuin et al., 2006). O caldo de cana € uma
fonte natural de nutricdo, conforme Tabela 3.1, sendo importante avaliar a

composicdo mineral dessa bebida (Nogueira et al., 2009; Tormen et al., 2011).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através
da Resolucao n° 269 de 22 de setembro de 2005, estabelece a ingestédo diaria
recomendada (IDR) dos minerais Ca, Cu, Fe e Mg, para adultos, gravidas,
bebés em idade de 0 — 6 meses e 7 — 11 meses, criancas em idade de 1 — 3
anos, 4 — 6 anos e 7 — 10 anos (Brasil%, 2005). Porém, ndo ha valores para K,
conforme Tabela 3.2. O Decreto n° 55871 de 26 de marco de 1965, a Portaria
n° 685 de 27 de agosto de 1998 e a Resolucdo RDC n° 42 de 29 de agosto de
2013, estabelecem limites maximos permitidos de concentracbes de
contaminantes inorganicos toxicos em bebidas ndo alcodlicas. Dos elementos
estudados, somente o Cu possui valor estabelecido (30,0 mg kg™) (Brasil®,
1965; Brasil', 1998; Brasil?, 2013).
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Tabela 3.1. Composicao nutricional do caldo de cana de acucar, de acordo
com a Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO, 2011).

Composicéo Valor
Umidade 81,7%
Energia 65 kcal
Proteina Traco
Lipideos Traco

Carboidrato 18,29/100¢g
Fibra alimentar 0,19/100¢g
Ca 9mg/100g
Mg 12 mg/100g
Mn 0,21 mg/100g
P 5mg/100g
Fe 0,8mg/100g
Na Traco
K 18 mg/100g
Cu 0,01 mg/100g
Zn 0,1mg/100g
Tiamina Traco
Riboflavina Traco
Piridoxina 0,3mg/100¢g
Niacina Tracgo
Vitamina C 2,8mg/100¢g
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Tabela 3.2. Ingestdo diaria recomendada (IDR) de Ca, Cu, Fe e Mg por
individuo e grupo populacional.

Individuo / Grupo Ca Cu Fe Mg

opulacional
Pop (mg dia™) (ug dia’)  (mgdia®) (mgdia?)

Adultos 1000 900 14 260
Bebés 0 — 6 meses 300 200 0,27 36
Bebés 7 — 11 meses 400 220 9 53
Criangas 1 — 3 anos 500 340 6 60
Criancas 4 — 6 anos 600 440 6 73
Criancas 7 — 10 anos 700 440 9 100
Gestantes 1200 1000 27 220
Lactantes 100 1300 15 270

Convencionalmente, as técnicas de espectrometria atbmica tém sido
empregadas para analises de amostras de alimentos, sendo necessario pré-
tratamento para a completa destruicdo da matéria organica. Entretanto, a
amostragem em suspensdo oferece simplificacdo no preparo de amostras,
baixo consumo de reagentes, minimiza os riscos de contaminacdo e perda de
analitos oriundos do pré-tratamento da amostra (Amorim et al., 2017; de
Andrade et al., 2018).

Procedimentos de preparo de amostra sob a forma de suspensao,
proposta por Brady et al. (1974), empregando técnicas espectroanaliticas tém
sido usados para a determinacdo de constituintes inorganicos em diferentes
amostras de alimentos. Tai et al. (2016) empregaram preparo de suspensao
com a andlise por injecdo em fluxo (FIA) e a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado com geracéo de vapor quimico (FIA-CVG-ICP-
MS) para a determinacdo de As, Hg e Pb em ervas. Amorim et al. (2017)

aplicaram o preparo de suspensdo com a deteccdo por espectrometria de
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absorcdo atdmica com chama (FAAS) para a determinacdo de Fe e Mg em
amostras de mandioca. De Oliveira® et al. (2017) empregaram suspensdes para
analise direta de Pb em leite cru por espectrometria de absorcdo atbmica com
atomizacao eletrotérmica em forno de grafite (GF AAS). De Andrade et al.
(2018) usaram amostragem em suspensao para a determinagéao de Cd, Cr, Cu

e Pb em amostras de iogurte por GF AAS.

Varios métodos analiticos tém sido empregados para determinar a
composicdo e possiveis contaminantes em bebidas ndo alcodlicas (Daniel et
al., 2015; Jandri¢ & Cannavan, 2017; Ramasubramanian et al., 2014;
Szymczycha-Madeja et al., 2014; Zuin et al., 2006; Sousa et al., 2005; Santos
et al., 2014).

Tormen et al. (2011) e Szymczycha-Madeja & Welna (2013)
determinaram varios elementos em sucos de frutas por ICP-MS e
espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES), respectivamente, ap0s simples pré-tratamento, e compararam seus
resultados com o procedimento de digestdo via umida. Eles perceberam que o
simples procedimento de pré-tratamento era sensivel para a determinacdo da
composicdo inorganica das amostras, uma vez que as concentracdes foram

consistentes com o procedimento de digestao.

Nogueira et al. (2009) determinaram minerais em caldo de cana. Nesse
estudo, as amostras foram calcinadas e depois solubilizadas com solucao de
HNO3; ou HCI. Foram determinados Ca, Cu, Mg, Mn e Zn por FAAS, e a

concentracdo de P foi determinada por analise colorimétrica.

O advento das ferramentas quimiométricas tem melhorado o
desenvolvimento ou otimizacdo experimental, através da reducdo de custos e
minimizando impactos ambientais causados pelos agentes quimicos. Dados os
multiplos fatores envolvidos em um planejamento experimental simultaneo,
como planejamento fatorial completo, € geralmente inviavel experimentalmente

por causa do grande numero de experimentos, devido ao nimero de fatores,
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tendo como alternativa o planejamento fatorial fracionério (Ferreira, 2015;
Kumar et al., 2014; Momen et al., 2007; Novaes et al.,, 2016). Com o
planejamento fatorial fracionario, 0 nimero de experimentos pode ser reduzido
a metade quando comparado com o planejamento fatorial completo, sem
perder informagbes sobre o desempenho dos fatores no processo ou
composicdo da resposta, fornecendo um planejamento experimental eficiente
(Neto et al., 2010; Reinholds et al., 2015;).

Apoés a avaliacdo dos fatores e seu dominio experimental, ferramentas
quimiométricas sdo aplicadas para gerar detalhes adicionais sobre o
comportamento das variaveis. Por exemplo, a matriz Doehlert permite um
planejamento envolvendo um namero diferente de niveis e exibe alta eficiéncia
em termos do numero de experimentos necessarios para a otimizacao
(Ferreira, 2015; Tedfilo & Ferreira, 2006).

Santos et al. (2014) aplicaram planejamentos fatorial e Doehlert para a
otimizagdo de um método analitico para determinar o teor de micronutrientes e
minerais em leite de coco por ICP OES, ap6s um simples procedimento de
extracdo assistida por ultrassom. O procedimento foi validado por comparacao
com o método de digestdo da amostra e mostrou-se ser simples, rapido e
eficiente. Amorim et al. (2016) utilizaram o planejamento Box-Behnken para
otimizar as condicdes de analise das amostras de amido na forma de
suspensdo para a determinacdo de Fe e Zn por FAAS. O procedimento
também foi avaliado através da comparacdo com o método de digestao.

possibilitando um preparo de amostras rapido, facil e eficiente.

Considerando a importancia da seguranca de alimentos, este trabalho
tem como objetivo otimizar um método analitico para a determinacao
multielementar simultanea de Ca, Cu, Fe, K e Mg em caldo de cana in natura
usando amostragem em suspensdo e detec¢do por ICP OES, apds simples

pré-tratamento.
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3.2. Objetivos especificos

- Otimizar o preparo da amostra na forma de suspenséo e das condi¢gbes
operacionais do espectrometro através de planejamentos fatorial fracionario 2>

2 e Doehlert:

- Avaliar os parametros analiticos do método analitico proposto através
da comparacdo dos métodos de suspensdo e digestdo das amostras, e de
testes de adigcdo e recuperacdo em trés niveis de concentragao;

- Aplicar o método analitico proposto em amostras de caldo de cana de

acucar in natura.

- Comparar as concentragdes dos nutrientes obtidos em amostras de

caldo de cana com valores de agéncias reguladoras e literatura.

3.3. Procedimento Experimental
3.3.1. Instrumentacao

As analises foram realizadas empregando um espectrémetro de emissao
Optica com plasma acoplado indutivamente com configuragdo axial (modelo
ES-720, Varian, Mulgrave, Austrdlia) para a determinacdo simultanea
multielementar de Ca, Cu, Fe, K e Mg em amostras de caldo de cana na forma
de suspensédo. As condi¢cbes operacionais do espectrometro estdo na Tabela
3.3. Este trabalho foi desenvolvido em colaboracdo com o Instituto Tecnoldgico
de Pesquisa do Estado de Sergipe (ITPS), em Aracaju, Sergipe, onde o

instrumento estava instalado.
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Tabela 3.3. Caracteristicas e condicfes operacionais do espectrobmetro de
emissao optica com plasma acoplado indutivamente utilizado nas analises.

Parametro Condicao
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,2
Vaz&o do géas do plasma (L min™) 15
Vaz&o do géas auxiliar (L min™) 1,5
Vazéo de introducdo da amostra (mL min™) 0,8
Vaz&o do gas de nebulizagéo (L min™) 0,8

Tipo de nebulizador V-groove

Camara de nebulizacao Sturman-Masters
Replicatas 3
Tempo de integracdo do sinal (s) 1,0
Comprimento de onda (nm) Ca (1) 373,690 Cu (1) 324,350

Fe (I) 234,350 K (1) 766,491
Mg (1) 285,213 Mg (I1) 280,265
Mg (II) 279,800

(I) Linha atémica / (Il) Linha ibnica

O procedimento de preparo da amostra na forma de suspensao foi
realizado usando um banho ultrassénico (modelo Unique UltraCleaner 800A,
Unigue, Sdo Paulo, Brasil) sob as condi¢cdes otimizadas previamente através
de um planejamento experimental simultaneo. Um bloco digestor com sistema
fechado (modelo TEOO7A, TECNAL, S&o Paulo - SP, Brasil) foi utilizado para

as digestdes das amostras de caldo de cana como método comparativo.
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3.3.2. Reagentes, solucdes e amostras

Neste trabalho, todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. As
diluicdes foram realizadas usando agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ
cm™ obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA). As vidrarias
utilizadas foram previamente descontaminadas por imersdo em uma solucao

de HNO3 10% por 24 h e lavadas com agua deionizada antes do uso.

A solucdo de &cido nitrico 65 % (m m™) de qualidade suprapura (HNOs,
Meck, Darmstadt, Alemanha), purificada usando um destilador sub-boiling
equipado com tubo de quartzo (KUrner Analysentechnick, Rosenheim,
Alemanha) e a solucdo de peréxido de hidrogénio 30% (m m™) (H.O,, Merck,
Darmstadt, Alemanha) foram utilizados para o preparo das amostras na forma

de suspensdao e para digestdo acida das amostras em sistema fechado.

As solugcbes padrbes para os testes de adicdo e recuperacado foram
preparadas por diluicdo adequada das solucdes estoque contendo 1000 mg L™
de Ca, Cu, Fe, K e Mg (Titrisol, Merck, Darmstadt, Alemanha). As curvas de
calibracdo externa também foram construidas empregando as solucbes
estoques, sendo diluidas de acordo com as faixas de trabalho requeridas.

Quatorze amostras de caldo de cana foram coletadas em comércios de
rua na cidade de Aracaju, Sergipe, Nordeste, Brasil, nho mesmo dia das
analises em recipientes de plastico utilizados pelos comerciantes, em seguida,
aplicadas para avaliar a metodologia proposta empregando a amostragem em

suspensao.

3.3.3. Procedimentos de preparo das amostras
3.3.3.1. Preparo da amostra na forma de suspenséao por simples dilui¢c&o

As amostras na forma de suspensfes foram preparadas utilizando 5,0
mL das amostras de caldo de cana in natura, imediatamente apds a coleta e

chegada ao laboratorio, para evitar a degradacao das mesmas. Essa aliquota
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de amostra foi transferida para um tubo de centrifuga de 15 mL, seguido das
adicdes dos volumes de 870 pL de HNO3 (65% m m™), 700 pL de H,0, (30% m
m™), completando até o volume de 10 mL com &gua ultrapura. A mistura foi
colocada em um banho ultrassénico a temperatura ambiente por 07 min e 40 s
e analisadas diretamente por ICP OES. O preparo da amostra e 0
procedimento de analise foram otimizados utilizando os planejamentos fatorial
fracionario e o Doehlert. As solucdes do branco analitico foram preparadas da
mesma maneira para controle dos reagentes, substituindo o volume de amostra
de caldo de cana por agua ultrapura (5,0 mL). As analises foram realizadas em

triplicata.

3.3.3.2. Digestéo das amostras

Um volume de 5,0 mL das amostras de caldo de cana in natura foram
transferidos para frascos de politetrafluoroetiieno (PTFE) de 100 mL,
adequados para digestdo em bloco digestor em sistema fechado. Em seguida
foram adicionados os volumes de 870 pL de HNO; (65% m m™), 700 pL de
H,0, (30% m m™) e completando o volume para 10 mL com &gua ultrapura. A
mistura foi colocada no bloco digestor em sistema fechado a uma temperatura
de 150 °C por 2h. Apés a digestdo, as amostras foram transferidas para tubos

e ajustadas para um volume final de 15 mL com &gua ultrapura.

3.3.3.3. Planejamento experimental

Primeiramente, a otimizacdo das andlises diretas das suspensdes por
ICP OES foi realizada usando um planejamento fatorial fracionario 2°2. As
variaveis independentes foram: concentracdo de HNO3; ([HNO3]: 0,5 — 2,0 mol
L), volume de HyO, (Vhz02: 0,0 — 1,0 mL), tempo de sonicac&o (Tsonic: 0 — 20

min), vazdo do gas de nebulizacdo (VGN) e poténcia de radiofrequéncia (PRF:
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1,2 — 1,4 kW). Em seguida, foi aplicado um planejamento Doehlert para as

quatro variaveis mais significativas.

As razbes das intensidades das linhas de emissdo do magnésio ibnico
(Mg 1l 280,265 nm) e do magnésio atbmico (Mg | 285,213 nm) foram utilizadas
como resposta na avaliagdo dos planejamentos. Para estimar o erro
experimental, foram realizadas replicatas do ponto central. Os experimentos
foram realizados aleatoriamente. Os dados experimentais foram processados

usando o software Statistica® versao 6.0 (StatSoft, Tulsa, EUA).

3.4. Resultados e discussao

3.4.1. Otimizacdo da analise de amostra de caldo de cana na forma de

suspenséo

Uma amostra de caldo de cana in natura foi usada para avaliar a
otimizacdo do método de preparo da suspensédo e introducédo no sistema ICP
OES. Inicialmente foi aplicado um planejamento fatorial fracionario em dois
niveis. A Tabela 3.4 mostra as combinacdes utilizadas para o planejamento
fracionario 2°2 com cinco variaveis: concentracdo de HNO;3 ([HNOs]), volume
de Hz0: (Vhz02), tempo de sonicagao (Tsonic), vazdo do gas de nebulizagédo
(VGN) e poténcia de radiofrequéncia (PRF), com a eficiéncia do processo
avaliada através da razdo magnésio idnico / magnésio atdmico (Mg Il 280,265
nm / Mg | 285,213 nm), que tem sido um pré-requisito para avaliacdo para a

condicao de robustez do plasma (Mermet, 1991).
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Tabela 3.4. Matriz para o planejamento fatorial fracionario 2°2 usado na
otimizacdo do processo.

[HNOg] VH202 Tsonic PRF VGN Razao
(mol L) (mL) (min) (kW) (L minh) (Mg II/Mg 1)
1 (+1)2,0 (+1)1,0 (+1)20 (+1)1,4 (+1)10 8,41
(+1)2,0 (+1)1,0 (-1)0 (-1)1,0 (+1)1,0 7,10
(+1)2,0 (-(1)0 (+1)20 (-1)1,0 (-1)0,6 2,99
(+1)2,0 (-1)0 (1)0 (+1)1,4 (-1)06 3,92
((1)0,5 (+1)1,0 (+1)20 (-1)1,0 (-1)0,6 3,14
((1)0,5 (+1)1,0 (1)0 (+1)1,4 (-1)06 4,23
((1)0,5 (1)0 (+1)20 (+1)1,4 (+1)1,0 8,33
8 (-1)05 (1)0 (-1)0 (-1)1,0 (+1)1,0 6,98
9(C) (0)1,25 (0)0,5 (0)10 (0)1,2 (0)0,8 6,42
10(C) (0)1,25 (0)0,5 (0)10 (0)1,2 (00,8 6,54
11(C) (0)1,25 (00,5 (0)10 (0)1,2 (0)0,8 6,45

12(C) (0)1,25 (0)05 (010 (0)1,2 (0)0,8 6,45
() valores codificados; Mg Il (280,265 nm); Mg | (285,213 nm); PRF: poténcia de radiofrequéncia;
VGN: vazao do gas de nebulizacao.

Experimento

~N o 0ok WwN

Foi possivel perceber que uma melhor resposta, com razdo Mg Il / Mg |
= 8 foi obtida para os experimentos 1 e 7, uma razdéo Mg Il / Mg | = 8 é
considerada como condicdo de plasma robusto (Mermet, 1991). Os testes
foram realizados para investigar quais fatores (variaveis) influenciaram o

processo de analise direta da suspenséao de caldo de cana.

Entretanto, ja era esperado que a maioria dos experimentos poderiam
nao atingir um valor de razdo = 8, porque o nebulizador V-Groove e a camara
de nebulizacdo Sturman-Masters foram utilizadas para andlise (Trevizan et al.,
2005; Sharp?, 1988; Sharp®, 1988).

O nebulizador V-Groove tem sido ideal para a introducdo de amostras
com maior teor de sodlidos dissolvidos, que abrange a forma de suspenséo.
Porém, sua geometria ndo € adequada para a geracdo de um aerossol
homogéneo, apresentando uma distribuicdo irregular do tamanho da particula e
uma baixa eficiéncia. E recomendado aumentar a vazdo de introducdo da

amostra para minimizar essa desvantagem. A camara de nebulizacdo Sturman-
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Masters permite que particulas maiores sejam transportadas, formando
aerossol com particulas maiores, comprometendo o processo de dessolvatacao
e afetando as linhas de emissdo dos analitos, obtendo assim menores valores
de intensidade, isto €, afetando a sensibilidade das linhas de emissao. Como o
Mg é um elemento facilmente ionizavel, a reducéo de sensibilidade € menos
pronunciada, ndo comprometendo significativamente o sistema (Trevizan et al.,
2005; Sharp?, 1988; Sharp®, 1988).

Considerando uma resolucao Ill para o planejamento fatorial fracionario
proposto, o planejamento fatorial fracionario 2> mostrou que o efeito da VGN
(4,135) foi o maior contraste, seguido da PRF (1,170), conforme Tabela 3.5.
Entretanto, foi possivel perceber que o efeito do contraste para a interacéo
entre [HNO3] * V202 € Tsonic * PRF poderia ser confundido, uma vez que os
valores dos contrastes sdo semelhantes ao da VGN. Porém, o efeito dos
contrastes dos fatores principais foram maiores do que o efeito do contraste da

interacao.

No gréafico de Pareto (Figura 3.1), a magnitude dos contrastes foram
representadas pelas colunas, onde a linha transversal indica a magnitude dos
contrastes que sao estatisticamente significativos a um nivel de 95% de

confianca.

Dentre os parametros avaliados, o grafico de Pareto sugere que a VGN
foi a variavel mais significativa para o sistema proposto, seguida da PRF, V202
e Tsonic, todos com efeitos positivos. Um maior valor de V02 auxilia mais na
regeneracdo do HNOg3, € um Tgonic Maior, proporciona uma maior eficiéncia de
extracdo dos elementos quimicos em estudo. A concentracdo de HNO3 foi a
variavel que ndo apresentou contraste significante para o nivel de confianca de
95%.
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Figura 3.1. Grafico de Pareto para o planejamento fatorial fracionario 2°2.

(5)VGN (L min?) 115,30
(4)PRF (KW)
Curvatura
(2)Vh202 (ML)

(3)Tsonic (min)

(1)[HNO3] (mol L)

p=0,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

A concentracdo de HNOj; foi avaliada para verificar sua influencia na
extracdo dos metais, mas ela nado foi significativa porque em qualquer nivel de
concentragdo a extracdo foi semelhante. As variaveis que influenciam a razédo
Mg Il / Mg | sdo a VGN e a PRF, que a niveis altos, 1,0 L min™ e 1,4 kW,
respectivamente, forneceram respostas similares quando as concentracdes de
HNOj3 foram menores (0,5 mol L™) e maiores (2,0 mol L), obtendo razées Mg
[I/ Mg | de 8,33 e 8,41, respectivamente, isto €, com 0s maiores valores para
essas duas variaveis, uma maior quantidade de atomos e/ou ions sdo gerados,
principalmente ions Mg, que foram avaliados no estudo de robustez do plasma
(Mermet, 1991; Trevizan et al., 2005). Portanto, a concentracdo de HNO3 foi
fixada em 1,25 mol L™ para os experimentos subsequentes, valor do ponto

central.
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Tabela 3.5. Valores de contrastes e confundimentos para o planejamento
fatorial fracionario 2°%2.

Parametro Confundimento 1 Confundimento 2 Confundimento 3 Contrastes
[HNO3] (1) 2*5 2%3*4 -0,065
V202 (2) 1*5 1*3*4 0,165
Tsonic (3) 4*5 1%2*4 0,160
PRF (4) 3*5 1*2*3 1,170
NGF (5) 1%2 3%4 4,135
[HNOs]*Vhz202 4,135
[HNOz]*Tsonic 2*4 1*4*5 2*3*5 0,030
[HNO3]*PRF 2*3 1*3*5 2*4*5 -0,050
[HNO3*NGF 0,165
V202" Tsonic -0,050
Vh202*PRF 0,030
Vh202*NGF -0,065
Tsonic*PRF 4,135
Tsonic*VGN 1,170
PRF*VGN 0,160
[HNO2]*VH202*VGN 3*4*5 -1,655
Tsonic*PRF*VGN -1,655
[HNO3]*VH202* T sonic 1,170
[HNO3]*V202*PRF 0,160
[HNO3]*Tsonic*PRF 0,165
[HNO3]*Tsonic*VGN -0,050
[HNO3]*PRF*VGN 0,030
Vh202*Tsonic*PRF -0,065
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O teste de curvatura obteve resultado significativo para o planejamento
fatorial 2°2, a partir das médias dos oito experimentos (Mgyp) € dos pontos
centrais (Mpc), foi possivel perceber que o Mpc (6,47 + 0,08) foi maior do que a
Mexp (5,64 + 1,92), indicando que ndo houve uma curvatura, significando que
ndo existe uma condicdo de maximo ou minimo na regido central do dominio

experimental estudado (Tabela 3.4) (Ferreira, 2015).

Para melhor representar o que foi observado na metodologia proposta,
foi realizada uma analise de regresséao linear da razdo Mg Il / Mg |, para os
valores preditos versus valores observados (Figura 3.2). Foi possivel obter
uma equacao da reta 'y = (1,0001 + 0,0102)x + (0,0012 = 0,0631) com um valor
de inclinacdo e um coeficiente de correlacdo (r = 0,9999) préximos ao valor
ideal (a =r =1,0) e um intercepto proximo a zero (b = 0), um bom indicador da
boa exatidao e preciséo dos dados gerados (Ferreira, 2015).

Figura 3.2. Andlise de regresséo linear para os valores preditos versus 0s

valores observados para a razdo Mg Il / Mg | obtida a partir do planejamento
fatorial fracionario 2°2.
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Valores Observados

Apés a avaliacdo do planejamento experimental, foi proposto um

planejamento Doehlert para as variaveis significativas: Vw202, Tsonic, VGN €
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PRF, como mostrado na Tabela 3.6 (Ferreira, 2015; Tedfilo & Ferreira, 2006).
O planejamento foi avaliado através da razdo Mg Il / Mg |, e também através do
conceito de multipla resposta (MR), calculada através das razées Mg Il / Mg |

obtidas através da amostra em suspensédo e de uma solugdo multielementar.
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Tabela 3.6. Matriz do Planejamento Doehlert para as quatro variaveis: vazao do gas de nebulizacdo (VGN), volume de peroxido de
hidrogénio (Vi202), tempo de sonicagao (Tsonic) € poténcia de radiofrequéncia (PRF).

Valores codificados / reais

Respostas =razdo (Mg Il / Mg I)

Experimento  VGN (L min™) V202 (ML) Tsonic (Min) PRF (W) Solucdo daamostra  Solucédo padréo MR
digerida
1 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 6,05 5,27 1,557
2 1/1,0 0/0,50 0/10 0/1200 7,18 6,15 1,833
3 0,5/0,9 0,866 /1,0 0/10 0/1200 7,20 6,25 1,849
4 0,5/0,9 0,289/ 0,67 0,817/20 0/1200 7,74 6,80 2,000
5 0,5/0,9 0,289/ 0,67 0,204 /12,5 0,791/ 1400 7,08 6,13 1,816
6 -1/0,6 0/0,50 0/10 0/1200 2,25 2,86 0,711
7 -0,5/0,7 -0,866 /0,0 0/10 0/1200 4,45 3,98 1,160
8 -0,5/0,7 -0,289/0,33 -0,817/0 0/1200 4,40 4,00 1,157
9 -0,5/0,7 -0,289/0,33 -0,204/7,5 -0,791 /1000 3,71 3,36 0,974
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Tabela 3.6. (Continuacao).

Valores codificados / reais Respostas =razdo (Mg Il / Mg I)
Experimento  VGN (L min™) V202 (ML) Tsonic (Min) PRF (W) Solucdo daamostra  Solucédo padréo MR
digerida
10 0,5/0,9 -0,866 /0,0 0/10 0/1200 2,26 2,77 0,700
11 0,5/0,9 -0,289/0,33 -0,817/0 0/1200 7,17 6,10 1,824
12 0,5/0,9 -0,289/0,33 -0,204/7,5  -0,791/1000 6,47 5,562 1,648
13 -0,5/0,7 0,866 / 1,00 0/10 0/1200 4,36 3,93 1,141
14 0/0,8 0,577/0,83 -0,817/0 0/1200 6,02 5,25 1,550
15 0/0,8 0,5771/0,83 -0,204/7,5  -0,791/1000 5,29 4,48 1,343
16 -0,5/0,7 0,289/ 0,67 0,817/20 0/1200 7,15 6,10 1,821
17 0/0,8 -0,517/0,17 0,817/20 0/1200 6,03 5,12 1,533
18 0/0,8 0/0,50 0,613/17,5 -0,791 /1000 5,19 4,34 1,309
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Tabela 3.6. (Continuacao).

Valores codificados / reais

Respostas =razdo (Mg Il / Mg I)

Experimento  VGN (L min™) V202 (ML) Tsonic (Min) PRF (W) Solucdo daamostra  Solucédo padréo MR
digerida
19 -0,5/0,7 0,289/ 0,67 0,204 /12,5 0,791/ 1400 4,85 4,49 1,286
20 0/0,8 -0,577 10,17 0,204 /12,5 0,791/ 1400 6,54 5,61 1,670
21 0/0,8 0/0,50 -0,613/2,5 0,791/ 1400 6,45 5,67 1,666
22 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 6,14 5,14 1,549
23 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 5,99 5,12 1,526
24 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 5,93 5,08 1,512
25 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 5,97 5,18 1,533
26 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 5,96 5,08 1,518
27 0/0,8 0/0,50 0/10 0/1200 5,77 5,17 1,505
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A resposta multipla tem sido necesséaria na otimizacdo multivariada de
sistemas analiticos que envolvem muitas respostas (variaveis dependentes)
porque permite a otimizacdo de sistemas com uma condi¢cdo satisfatoria para
todas as varidveis dependentes (amostra em suspensdo e solucao
multielementar), e tem sido utilizada por muitos pesquisadores em uma ampla
gama de sistemas (Ferreira, 2015; Novaes et al., 2016). Os valores codificados

obtidos para a matriz Doehlert foram calculados através da Equacéao 3.1.

. Zi —Zi"
Xi=(———) xpd
( AZ ) xP Eq. 3.1.
em que, Xi é o valor codificado, Zi é o valor experimental, Zi° é o valor
experimental no ponto central, Bd € o maior valor codificado e AZi é a diferenga

entre o valor do ponto central e o valor maximo ou minimo (Ferreira, 2015).

A multipla resposta (MR) foi calculada através das razbes Mg Il / Mg |
obtidas nas analises da amostra em suspensédo e da solu¢cdo multielementar,

conforme Equacéao 3.2.

MR = [(Mg ”/Mg I)/(Mg ”/Mg I)méx]amostra em suspensao + [(Mg ”/Mg I)/(Mg “/Mg I)méx] solugdo multielementar
Eq. 3.2.

em que, (Mg Il / Mg 1) foi o valor da relag&o entre as intensidades das linhas de
emisséo [Mg Il 280,265 nm e Mg | 285,208 nm] e (Mg Il / Mg l)max foi 0 valor
maximo da relacdo entre as linhas de emissdo do magnésio para a amostra em

suspensao (7,74) e a solucado multielementar (6,80).

O planejamento Doehlert consistiu de 21 experimentos e seis replicatas
do ponto central para VGN, V202, Tsonic € PRF. Os melhores resultados foram
obtidos para os experimentos 2, 3, 4, 5 e 16. E importante notar que em um
planejamento Doehlert os fatores avaliados tendem a serem arranjados em
ordem crescente de significancia. Entretanto, no sistema proposto, a PRF
tornou-se a Ultima coluna de avaliacdo por que o instrumento a ser otimizado

nao permitia a manipulagéo da poténcia em muitos niveis. Os resultados foram
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expressos como uma superficie gerada por uma fungdo matemética, como
mostrado na Figura 3.3.
Figura 3.3. Superficie de resposta gerada para o planejamento Doehlert

proposto, para as variaveis vazao do gas de nebulizacdo (VGN) e poténcia de
radiofrequéncia (PRF), através da multipla resposta (MR).

N ®ow o

AAAAAAAY
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o o

A superficie gerada mostrou que a VGN, quando ajustada para 1,0 L
min™, e com uma PRF de 1200 W, é suficiente para fornecer uma resposta
satisfatoria. Foi possivel observar que um aumento na PRF para 1400 W
melhora a resposta, porém, tais condicdes extremas aceleram o desgaste
instrumental e, portanto, ndo seria viavel a sua aplicacdo. Para melhor

visualizacao, foram gerados gréaficos de contorno, conforme Figuras 3.4.(a) e

(b).

Conforme a discussdo da superficie de resposta, a Figura 3.4.(a)
mostrou que o uso de uma PRF com um valor do ponto central (1200 W) ou
acima, junto com uma VGN de 1,0 L min?, foi uma condicdo étima para as

andlises das amostras de caldo de cana de agucar na forma de suspenséo. E
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na Figura 3.4.(b), foi possivel observar que mantendo a PRF no valor do ponto
central e usando um V202 de 0,7 mL, foi suficiente para obter respostas 6timas

para o procedimento proposto.

Figura 3.4. Graficos de contorno obtidos para o planejamento Doehlert (a)
VGN versus PRF e (b) PRF versus Vi02.
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O modelo quadratico foi avaliado através da regressao linear, com uma
equacao da reta de y = (0,8828 £ 0,1325)x + 0,1722 £ 0,1995) e um coeficiente
de correlacdo (r) igual a 0,94. Como os coeficientes angular e linear
contemplam os valores 1 e 0, respectivamente, e o r (0,94) > 0,90, mostrando
um ajuste entre os valores obtidos experimentalmente e os valores preditos
(Ferreira, 2015). O modelo quadréatico obtido mostrou-se adequado para as

condi¢bes estudadas.

A equacdo utilizada para o calculo dos valores reais para o planejamento
Doehlert, Equacéo 3.1., foi aplicada para os valores criticos, fornecendo uma
estimativa para os valores reais utilizados como valores 6timos nas condicdes
experimentais para a andlise direta das amostras de caldo de cana de acucar
na forma de suspenséo: 0,70 mL de H,O,, 7 min e 40 s de tempo de sonicacao
a temperatura ambiente, 1,0 L min™ de VGN e 1200W de PRF. A concentracdo

de HNO; foi 1,25 mol L™, valor fixado ap6s o planejamento fatorial 2°.
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3.4.2. Parametros analiticos do método proposto
3.4.2.1. Limites de deteccéo e de quantificacéo

Para as andlises diretas das amostras na forma de suspenséo por ICP
OES foram utilizadas curvas de calibracdo externa em meio de HNO3 2,0 mol
L. Os limites de deteccdo (LoD) e quantificacdo (LoQ) foram calculados
usando a concentracédo equivalente ao sinal de fundo (BEC) e a razéo sinal /
ruido (SBR), de acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
(IUPAC), conforme equacdes 2.3 a 2.6. Nos calculos dos LoD e LoQ, RSDyranco
€ o desvio padrdo relativo das medidas das intensidades de emissao de 10
solugcdes branco nos comprimentos de onda selecionados (IUPAC, 1978). OS

valores de LoD e Log estdo mostrados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Valores de limites de deteccdo (LoD) e quantificacdo (LoQ) obtidos
para os métodos de amostragem na forma de suspensao e digestao.

Amostragem na forma de suspensao Digestao
Elemento LoD (mg L™ LoQ (mg L™ LoD (mg L") LoQ(mgL™
Ca 2,0 6,7 2,0 6,7
Cu 0,04 0,13 0,04 0,13
Fe 0,20 0,70 0,25 0,83
K 1,0 3,3 11,0 36,6
Mg 15 4,9 2,5 8,3

Os LoD e LoQ foram compativeis com os valores obtidos na literatura
para analises usando o nebulizador V-Groove e a camara de nebulizacao
Sturman-Masters (Trevizan et al., 2005; Sharp?, 1988; Sharp®, 1988).

3.4.2.2. Exatidao e precisao

Para validar a metodologia proposta, foi realizada uma comparacéo de
meétodos utilizando a amostra 4, considerando a digestdo acida no bloco
digestor em sistema fechado como um método alternativo em relacdo ao

método de amostragem em suspensdo para analise direta de amostras de
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caldo de cana de acucar. Os resultados para Ca, Cu, Fe, K e Mg, bem como as

concordancias, estdo mostrados na Tabela 3.8.

A concordancia entre os valores encontrados na digestdo da amostra 4
em relacdo as concentracdes obtidas pela analise da amostra de caldo de cana
na forma de suspensao, variaram de 94,0 £ 1,4% (Cu) a 99,0 + 1,2% (Ca). A
preciséo foi expressa como desvio padréo relativo (RSD%), foi menor do que
1,4% (n = 3). O simples pré-tratamento seguido pela analise por ICP OES
mostrou valores de precisdo e exatiddo aceitaveis para analises quimicas

guantitativas (Tormen et al., 2011; Amorim et al., 2017).
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Tabela 3.8. Resultados obtidos de concordancia e desvio padrao relativo (RSD) por comparacao de métodos, e avaliacdo usando
testes de adicdo e recuperacéo para as analises de caldo de cana (amostra 4) por ICP OES.

Ca Cu Fe K Mg
Suspens&o / Método proposto (mg L ™) 1125+14 1,164+£0,017 14,56+0,21 6117 112,7+0,5
RSD (%) 1,3 1,3 1.4 1,2 0,4

Digestdo / Método comparativo (mg L™) 1136 £3,9 1,238+0,088 15,40+0,64 646 + 19 119,4+£3,9
RSD (%) 3,4 7,2 4,1 2,9 3,2

Concordéancia (%) 99,0+1,2 940+14 945+14 946+1,1 944+0,4

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3).
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3.4.3. Aplicacdo do método otimizado em amostras de caldo de cana in

natura apos simples diluicao

O método analitico otimizado foi aplicado para quatorze amostras de
caldo de cana in natura, coletadas em comércio de rua na cidade de Aracaju,
Sergipe, Nordeste, Brasil. As amostras preparadas na forma de suspensdes
foram analisadas por ICP OES e as concentracdes encontradas de Ca, Cu, Fe,

K e Mg estdo mostradas na Tabela 3.9.

Os resultados para as andlises das amostras de caldo de cana na
cidade de Aracaju mostraram que os nutrientes Ca, Cu, Fe, K e Mg tém
concentracdes médias (+ desvio padrdo, em mg L™?) de 108 + 55, 0,506 +
0,357, 6,40 £ 3,49, 470 £ 230 e 114 + 54, respectivamente. As concentragdes
variaram de 20,6 + 2,4 a 198 + 12 mg L™ (Ca); <0,13 a 1,160 + 0,020 mg L*
(Cu); 2,69 + 0,05 a 14,6 + 0,21 mg L™ (Fe); 143+5a836+21 mg L’ (K)e
55,4 +5,7 a 229 + 6 mg L™ (Mg).

Entre os elementos avaliados, somente Cu tem valores de limites
maximos regulamentados pela ANVISA (méaximo de 30,0 mg kg™ para frutas e
xarope natural). Em nosso estudo, as concentracdes de Cu nas amostras de
caldo de cana variaram entre <0,130 e 0,661 + 0,011 mg L™, menores do que o
valor de concentracdo maxima vigente. Calcio, Fe, K e Mg ndo sao
regulamentados pela legislacdo Brasileira (Brasil®, 1965; Brasil’, 1998; Brasil?,
2013). Comparando Ca, Cu, Fe e Mg com o valor de IDR recomendado para
adultos, assumindo um volume de 200 mL de caldo de cana de acucar, foi
possivel perceber que correspondem a 2,16; 11,3; 9,14 e 8,77% da IDR

recomendada.

Sidnei de Oliveira Souza 104



GPEQA? - Grupo de Pesquisa para Estudos em Quimica Analitica e Ambiental - UFBA

Tabela 3.9. Concentracfes de Ca, Cu, Fe, K e Mg obtidas em amostras de caldo de cana na forma de suspenséao por ICP OES,
apos um simples pré-tratamento.

Amostra Ca(mg L™ Cu (mg LY Fe (mg LY K (mg LY Mg (mg L ™)
1 1737 <0,130 5,58 £0,21 836 + 21 1194
2 62+4 0,21 £0,01 9,45+ 0,53 686 + 32 121 +8
3 51+6 0,29 £ 0,03 2,92 £ 0,29 293+ 21 84+6
4 112+ 1 1,16 £ 0,02 15+0,2 6117 1131
5 144 £ 6 0,66 + 0,01 5,76 £0,16 700 £ 39 154 +6
6 107 5 <0,130 3,45+0,12 526 + 24 125+6
7 118 +4 <0,130 9,91 +0,49 156 =7 217 +£9
8 114 + 10 <0,130 7,84 + 0,83 574 + 45 575
9 186 + 10 <0,130 6,34 £ 0,39 143 +5 71 +4,2
10 119+ 2 0,42 £0,01 3,25+0,14 157 +3 2296
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Tabela 3.9. (Continuacao).

Amostra Ca(mg L™ Cu (mg L™ Fe (mg L™ K (mg L™ Mg (mg L™)

11 54 +5 <0,130 9,54+ 0,54 556 + 33 556

12 198 £ 12 0,30 £ 0,02 5,07£0,35 458 + 23 95+6

13 21 +2 <0,130 2,69 £ 0,05 242 +9 713

14 48 + 3 <0,130 3,17 £ 0,37 638 + 43 806
Média 108 0,51 6,43 470 114
Desvio padrao 55 0,36 3,49 230 54
Minimo 21 0,21 2,69 143 55
Maximo 198 1,16 15 836 229
n 14 6 14 14 14

Resultados expressos como média + desvio padrao (n = 3).
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Considerando a massa do volume de amostra utilizado (5 mL) como
5,37 g, foi possivel comparar as concentracfes médias obtidas neste estudo
com as reportadas na tabela TACO. Para Ca, Cu e K os valores estavam 1,1;
4,8 e 2,4, respectivamente, acima e para Fe e Mg, estavam 1,3 e 1,1,
respectivamente, abaixo dos valores da TACO (TACO, 2011), conforme Tabela
3.10.

Tabela 3.10. Comparac¢éo das concentracfes médias obtidas nas amostras de
caldo de cana com os valores reportados pela tabela TACO.

Elemento Valor da TACO Valor obtido neste estudo
Ca/mg kg™ 90 100

Cu/ mgkg™ 0,10 0,48

Fe / mg kg™ 8 6

K / mg kg™ 180 437
Mg / mg kg 120 106

3.5. Consideracdes finais

O planejamento fatorial fracionario permitiu avaliar que o volume de
peréxido de hidrogénio, tempo de sonicacdo, vazdo do gas de nebulizacdo e
poténcia de radiofrequéncia afetaram o método de pré-tratamento e a analise
direta da amostra de caldo de cana de acucar na forma de suspensao por ICP
OES. Posteriormente, usando um planejamento Doehlert, foi possivel
descrever o comportamento do sistema e definir as condicfes experimentais

6timas.

O método de amostragem em suspensao produziu resultados confiaveis
quando comparados ao método de digestdo acida usando bloco digestor em
sistema fechado. Baseados em nossos estudos, foi proposto que este novo
método, através do simples pré-tratamento da amostra preparada na forma de
suspensao e analise por ICP OES, sendo considerado simples de executar,

rapido, viavel, preciso e exato e pode ser usado como alternativa para analises
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de rotina de amostras de caldo de cana de agucar para determinacdo de Ca,
Cu, Fe, K e Mg.

Em nossos estudos, somente as concentracbes de Cu foram avaliadas
de acordo com a ANVISA, sendo que em todas as amostras de caldo de cana
in natura, suas concentracdes estavam abaixo do limite maximo permitido (30
mg kg™). Célcio, Fe, K e Mg ndo foram avaliados, porque n&o possuem limites
maximos permitidos pela legislacéo brasileira da ANVISA. Célcio, Cu, Fe e Mg
corresponderam a 2,16; 11,3; 9,14 e 8,77% da IDR.

Sidnei de Oliveira Souza 108



GPEQA? - Grupo de Pesquisa para Estudos em Quimica Analitica e Ambiental - UFBA

Capitulo 4. Andlise de especiacdo quimica de As, Sb e Se inorganicos em
frutos secos utilizando MSFIA-HG-AFS

4.1. Introducao

Os frutos secos sdo frequentemente consumidos em todo o mundo,
dentre eles estdo o preparo de aveld (Corylus avellana L.) (Yuan et al., 2018),
améndoa (Prunus amygdalus dulcis) (Yada et al., 2011), pistacho (Pistacia vera
L.) (Rabadan et al., 2018), castanha de caju (Anacardium occidentale L.)
(Moreira et al., 2019), castanha (Castanea sativa Miller) (Echegaray et al.,
2018) e amendoim (Arachis hipogea L.) (de Santana et al., 2016), sob as mais
variadas formas, com ou sem pele, natural ou tostada, com ou sem sal, dentre
outras. Estes alimentos tém se tornado uma importante fonte nutricional para a
obtencdo de carboidratos, antioxidantes, vitaminas e minerais, além de
contribuir para a reducao dos riscos de algumas doencas (Sauder et al., 2015;
Asghari et al., 2017; Jeszka-Skowron et al., 2017).

Entretanto, em matrizes de alimentos pode ocorrer a presenca de
contaminantes oriundos do uso de fertilizantes, solo, agua, dentre outros, que
muitas vezes acrescentam elementos classificados potencialmente toxicos, tais
como As, Cd, Pb e Hg (Souza et al., 2014; Kibblewhite, 2018; Saha & Rahman,
2018). Desta maneira, torna-se necessario um maior controle de qualidade
desses alimentos, no intuito de evitar a presenca de elementos téxicos nos
mesmos. Por exemplo, Parekh et al., 2008 determinaram Se em castanhas
oriundas do Brasil, Bolivia, Peru e América do Norte. De Santana et al., 2016
encontraram em amostras de amendoim do Brasil, concentracées de As, Sb e
Se. Sigrist et al., 2016 quantificaram As em amostras de carnes de boi, frango
e peixe, leite bovino, queijo, ovo, arroz, farinhas de trigo e milho, lentilha, soja,
batata, dentre outros.

Porém, para avaliar o potencial de toxicidade do elemento quimico
presente na matriz, torna-se necessaria a utilizacado de métodos analiticos que

possibilitem a realizacdo da analise de especiacdo quimica em amostras de
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alimentos, devido a influencia no grau de toxicidade que é exercida pelo estado
de oxidacéo no qual o elemento quimico se encontra.

De acordo com a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC),
0s niveis de As orgéanico e inorganico em produtos agricolas geralmente sdo
menores do que 250 ng g™, dependendo das condicbes de cultivo. A IARC
classifica o elemento quimico As como carcinogénico para os humanos (grupo
1), sendo que dentre os compostos inorganicos de As, as espécies trivalentes
sd0 mais toxicas e bioativas do que as espécies pentavalentes, por penetrarem
mais facilmente entre as células. Segundo a Agéncia para Substancias Toxicas
e Registro de Doencas (ATSDR), o As esta classificado na posicdo 1 na lista
de substancias toxicas prioritarias de 2017. O contato com compostos
inorganicos de As pode afetar a pele, figado, e os sistemas digestivo,
neuroldgico e respiratdrio, dentre outros 6rgédos (IARC, 2012; ATSDR?, 2017;
ATSDR, 2019).

A IARC ndo possui classificacdo para exposicdo com o0 elemento
quimico Sb. Por outro lado, a ATSDR, o classifica na posicédo 244 da lista de
substancias toxicas prioritarias. Com relacdo as subtancias inorganicas do Sb,
as formas trivalentes também sdo mais toxicas do que as formas
pentavalentes. Em seres humanos, substancia com antimbénio afeta os
sistemas cardiovascular e respiratério, dentre outros (ATSDR?, 2017; ATSDR”,
2017).

Por sua vez, o selénio, segundo a IARC, é classificado como
carcinogénico para os humanos, e a ATSDR o classifica na posicao 146 do
ranking de substancias toxicas prioritarias. Sendo que as espécies inorganicas
sd0 mais toxicas do que as espécies organicas. A presenca de Se tem sido
associada a reducdo de doencas cardiovasculares, e sua deficiéncia pode
causar danos irreverssiveis ao sistema nervoso, surgimento de problemas
gastrointestinais e da tireéide, dentre outros. Porém, é téxico em niveis
elevados, causando nauseas, vomitos, perda de cabelo, fadiga, dentre outros
sintomas (ATSDR, 2003; Kumar & Priyadarsini, 2014; Sun et al., 2014;
ATSDR?, 2017).
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Para realizar a analise de especiacdo quimica de As, Sb e Se em
amostras de alimentos, a literatura reporta a utilizacdo de diversas técnicas:
Huber et al. (2017) avaliaram as concentracdes de Se inorganico,
monometilarsonato (MMA), dimetilarsinato (DMA) e As total em amostras de
alimentos para bebés utilizando as técnicas de espectrometria de absor¢éo
atbmica com geracado de hidretos apos armadilha criogénica (HG-CT-AAS) e
ICP-MS. Tuzen & Pekiner (2015) determinaram as concentracdes de Se total e
das espécies Se(lV) e Se(VI) em amostras de cha gelado, soda e agua mineral
utilizando GF AAS. Pérez et al. (2018) utilizaram as técnicas de espectrometria
de fluorescencia atbmica com geracao de hidretos (HG-AFS) e cromatografia
por troca ibnica (AEC) acoplada a técnica de ICP-MS para a analise de
especiacdo quimica de Se(lV), Se(VIl), Se total e selenoaminoacidos em
amostras de alho (Allium sativum L.).

A hifenacdo para a analise de especiacdo quimica em amostras de
alimentos pode ser realizada através da analise por injecdo em fluxo
multiseringa (MSFIA), que vem sendo acoplada a deteccao por espectrometria
de fluorescéncia atdémica por vapor frio (CV-AFS) (da Silva et al., 2013) e HG-
AFS (de Santana et al., 2016), para a determinacdo das espécies totais dos
elementos traco presentes nestes tipos de matrizes, possibilitando a
quantificacdo na ordem de ng L™. A hifenacédo de MSFIA-HG-AFS possibilita
também um baixo consumo de amostra e reagentes, além da determinacéo de
elementos traco com alta sensibilidade, seletividade e reprodutibilidade
oferecidas pelos sistemas automatizados, para elementos quimicos que
formam hidretos, tais como As, Sb e Se (Cerda et al., 2018; Ferreira et al.,
2019).

Para a otimizacdo de métodos analiticos utilizando o sistema MSFIA, a
literatura reporta a aplicacdo de planejamentos experimentais simultaneos, tais
como planejamento fatorial completo de trés niveis (De Santana et al., 2016;
Junior et al.,, 2017) e Box-Behnken (Portugal et al.,, 2015) para otimizar as

condi¢des do sistema.
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Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi a analise de especiagéo
quimica de As, Sb e Se em amostras de frutos secos empregando o sistema
MSFIA acoplado a deteccdo por HG-AFS, apOs otimizacdo das condicOes

experimentais utilizando planejamento Doehlert.

Este trabalho foi realizado na Universidade das Ilhas Baleares, Palma de
Mallorca, Espanha, com o auxilio do Programa de Doutorado Sanduiche no
Exterior (PDSE) da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) sob processo n° 88881.189612/2018-01, no periodo de
09/2018 a 02/2019, sob a supervisdo do Professor Dr. Victor Martin Cerda.

4.2. Objetivos especificos

- Otimizar as condicbes de geracdo de hidretos através de

planejamentos Doehlert;

- Estabelecer um método analitico para especiacdo quimica de As, Sb e

Se inorganicos em amostras de frutas secas;

- Avaliar a exatiddo e precisdo dos métodos analiticos através da
utilizacdo de material de referéncia certificado e de testes de adigcdo e

recuperacdo em trés niveis de concentracao;
- Aplicar os métodos otimizados em amostras de frutos secos.

- Avaliacao das concentracdes de As, Sb e Se inorganicos nas amostras

de frutas secas conforme a legislacao vigente.

4.3. Procedimento experimental
4.3.1. Reagentes e solugdes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua ultrapura

utilizada foi obtida a partir de um sistema Millipore (Bedford, EUA) com
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resistividade de 18,2 MQ cm™. As solu¢des de acido nitrico 65% (m m™) e o
peréxido de hidrogénio 30% (m m™) foram obtidos da Sharlau, Espanha.

As solucdes estoque de As(lll) e As(V) com concentracdes de 1000 mg L™
foram obtidas a partir da dissolucdo de oOxido de arsénio (lll) (As,03;, Sigma-
Aldrich, Espanha) e arseniato de sédio (Na,HAsO,4.7H,0O, Panreac, Espanha)
em uma solucdo de HCI 0,2 mol L, respectivamente.

As solucdes estoque de Sh(lll) e Sb(V) com concentracdes de 1000 mg L™
foram obtidas a partir da dissolucdo de tartarato de antimbnio e potassio
(CgH4K2012Sh,.3H,0, Carlo Erba, Italia) e &cido piroantimoniato de potassio e
antiménio (H.K»0;Sh,, Carlo Erba, Italia) em HCI 2,0 mol L™, respectivamente.
As soluces estoque de Se(IV) e Se(VI) com concentracdes de 1000 mg L™ foram
obtidas a partir da dissolucéo de selenito de sddio (NaSeOs, Sharlau, Espanha) e
selenato de sddio (Na,SeOQ,, Scharlau, Espanha), respectivamente, em HCI 0,1
mol L™.

As solucBes de borohidreto de sédio 0,6 % (m v?) (NaBH, Scharlau,
Espanha) foram preparadas diariamente com acrescimento de hidroxido de sodio
0,05% (m v?) (Scharlau, Espanha) para um volume de 100 mL. As solucdes de
iodeto de potassio 12,5 % (m v?%) (KI, Scharlau, Espanha) foram preparadas
diariamente em 2,0 g de L-acido ascérbico (Scharlau, Espanha), para um volume de
100 mL. A solucdo de HCI 3,5 mol L™ (Scharlau, Espanha) foi preparada utilizando
um volume de 43,5 mL do HCI 37% (m m™), para um volume final de 150 mL.

Todas as vidrarias utilizadas nos experimentos foram previamente
descontaminadas em banho de HNOs; 10% (v v') por 24 h, sendo
posteriormente lavadas com agua deionizada, e postas para secar a

temperatura ambiente.
4.3.2. Coleta e pré tratamento das amostras de frutos secos
Nove amostras comerciais de frutos secos (aveld, améndoa, pistache,

castanha de caju e mistura de frutos secos) foram adquiridas em

supermercados da cidade de Palma de Mallorca, Illhas Baleares, Espanha. No
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laboratoério, as amostras foram moidas manualmente em almofariz e pistilo, e
postas para secar a 50 °C por 72 h, em seguida, foram moidas em um moinho
IKA® M20 para a obtengao de um tamanho de particula adequado (< 150 pm),
e mantidas em dessecador até o momento da decomposicdo assistida por
micro-ondas.

O procedimento de mineralizacdo das amostras foi realizado com base
em trabalhos publicados na literatura com matrizes de alimentos (da Silva et
al., 2013; de Santana et al., 2016; Correia et al., 2017). A digestao foi realizada
medindo uma massa de 0,2000 + 0,0001 g de amostra (em triplicata), sendo
acrescida de uma mistura de 1,50 mL de HNO3 65% (m m™), 0,70 mL de H,0-
30% (m m™) e 7,80 mL de &gua ultrapura.

As misturas foram mantidas em repouso por 20 minutos para a
realizacdo de uma etapa de pré-digestao, em seguida, levadas ao forno micro-
ondas (Multiwave GO, Austria) e submetidas ao programa de aquecimento

mostrado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Programa de temperatura do micro-ondas para digestdo das amostras
de frutos secos.

Etapa Rampa Temperatura Tempo
(min) (°C) (min)
1 (aguecimento) 5 100 3
2 (aquecimento) 2 140 15
3 (resfriamento) 10

Apos o resfriamento, as solu¢cdes com as amostras decompostas foram
transferidas para tubos de centrifuga e avolumadas para 15 mL com &gua ultrapura e
armazenadas para posterior analise. O mesmo procedimento foi aplicado aos
materiais de referéncia certificados e as solugbes dos brancos analiticos. Para as
determinagbes de Se total, as amostras foram submetidas a um aquecimento a 80 +

5 °C por 20 min, antes de serem analisadas.
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4.3.3. Sistema MSFIA acoplado a detec¢cdo por HG-AFS

A Figura 4.1 mostra esquematicamente o sistema MSFIA-HG-AFS. O
sistema era composto de um modulo de bureta multiseringa com velocidades
programéaveis (Multiburette 4S, Crison, Barcelona, Espanha) para aspirar ou
dispensar liquidos. Este modulo permite mover simultdneamente as quatro
seringas (S1 — S4) com o auxilio do mesmo motor. Quatro valvulas solendides
de trés vias (V1 — V4, N-Research, Caldwell, New Jersey, EUA) foram
conectadas para controlar a direcdo que os liquidos deveriam seguir, preencher
as seringas ou dispensar para o sistema.

Uma bobina de carga (HC) para carregar a amostra e o carreador, uma
bobina de reacdo (RC) para garantir que as solucdes de HCI, NaBH4, Kl e as
amostras de frutos secos, materiais de referéncia certificados ou brancos
analiticos fossem misturadas. Dois conectores de metacrilato (CM: 1 — 2) para
permitir o fluxo dos reagentes para a direcao da bobina de rea¢do. Uma valvula
solendide (V5) para possibilitar que a amostra fosse direcionada para a bobina
de carga. Uma valvula solendide (V6) para permitir que o liquido da bobina de
carga seguisse para o sistema ou fosse redirecionado para o residuo. Um
separador gas-liquido (SGL) para separar o hidreto formado. Uma membrana
de secagem (Perma pure Incorporation, New Jersey, USA) para evitar que
umidade chegasse ao detector AFS (P.S. Analytical Millenium System, Kent,
United Kingdom) e por consequéncia, perda da intensidade de fluorescéncia
atomica.

O espectrometro de fluorescéncia atomica (P.S. Analytical Millenium
System, Kent, United Kingdom) equipado com lampadas de catodo oco
(Photron Super Lamp, Victoria, Australia) foi operado com o0s seguintes
parametros: uma corrente primaria de 27,5, 17,5 e 25,0 mA para As, Sb e Se,
respectivamente, e uma corrente secundaria de 35,0, 15,0 e 25,0 mA,
respectivamente. Para as determinacdes foram usados os comprimentos de
onda de 193,7 nm (As), 217,6 nm (Sb) e 196,0 nm (Se). Foram utilizados os

gases: Ar conectado ao SGL, N, conectado a membrana de secagem e o H,
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conectado ao AFS. O sistema de controle do espectrometro foi gerenciado pela
aguisicao e processamento dos dados utilizando o Software Autoanalysis 5.0®

(Sciware, Palma de Mallorca, Espanha).

Figura 4.1. Esquema do sistema MSFIA-HG-AFS utilizado para analise de
especiacdo quimica de As(lIl), As(V), Sb(lll), Sb(V), Se(lV) e Se(VI) em frutos
secos.
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Legenda: S1 — S4 (seringas), V1 — V6 (valvulas solendides), HC (bobina de carga),
CM1 e CM2 (conectores de metacrilato), RC (bobina de reacéo), SGL (separador gas-

liquido), AFS (espectrbmetro de fluorescéncia atbmica).

As caracteristicas dos métodos propostos estdo expressas na Tabela

4.2.
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Tabela 4.2. Caracteristicas instrumentais dos meétodos propostos para a
analise de especiacao quimica de As, Sb e Se inorganicos em frutos secos.

Caracteristicas

Fluxo de amostra (mL min™) 4,0
Amostra (mL) 1,2
Fluxo de NaBH,4 (mL min™) 2,0
NaBH, (mL) 0,6
Fluxo de HCI (mL min™) 2,0
HCI (mL) 0,6
Fluxo de KI (mL min™) 1,0
KI (mL) 0,3
Taxa de fluxo do argdnio (mL min™) 300
Taxa de fluxo do hidrogénio (mL min™) 35
Taxa de fluxo do gas de secagem (N,) (mL min™) 300
Frequéncia de injecdo (inj. h™) 8
Tipo de sinal Altura do pico

4.3.4. Procedimento para determinacdo de As, Sb e Se utilizando o
sistema MSFIA-HG-AFS

A sequéncia operacional para a analise de As(lll) e total, Sb(lll) e total,
Se(lV) e total nas amostras de frutos secos esta descrita na Tabela 4.3. O
sistema foi composto de um total de 15 etapas: consistindo em carregar a
amostra (5,2 mL) na bobina de carga e os reagentes nas seringas, iniciar a
medida analitica, injetar por quatro vezes o volume de amostra (1,2 mL) e dos
reagentes Kl (0,3 mL), NaBH4 (0,6 mL) e HCI (0,6 mL), sendo que o KI foi
adicionado ao sistema (posicdo On) para determinagdes de As e Sb totais, e
para as determinacdes de As(lll), Sb(lll), Se(IV) e Se total, o Kl estava na
posicdo Off (ndo era introduzido ao sistema, retornava ao recipiente), finalizar a

medida e iniciar uma etapa de limpeza do sistema.
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Tabela 4.3. Sequéncia operacional do procedimento automatizado para a
analise de especiacao quimica utilizando o sistema MSFIA-HG-AFS.

Etapa Operacao Valvulas solendides

S1 S2 S3 S4 V5 V6

Determinacao de As(lll), As total, Sb(lll), Sb total, Se(IV) ou Se total

1 Dispensar solugdes Off Off Off off Off Off

2 Aspirar amostra para a HC Off Off Off On On Off
5,2
(mL)

3 Medida através do Iniciar medida a cada 1,0 segundo

instrumento PSA Analytical
Millenium

4 Inicio de carga Iniciar a introducéo da amostra

5 Esperar 8 segundos

6 Dispensar Kl, NaBH4, HCle ~ On/ Off*  On On On Off On

amostra para a RC
0,3(mL) 0,6 0,6 1,2

(mL) (mL) (mL)

7 Esperar 60 segundos
8 Fim de carga Repetir 4 vezes para a amostra
9 Medida através do Fim da medida
instrumento PSA Analytical
Millenium
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Tabela 4.3. (Continuagao).

Etapa de limpeza

10 Inicio de carga Inicio da etapa de limpeza

11 Aspirar carrier para a seringa Off Off Off Ooff Off Off

S4
2,0 4,0 4,0 8,0
(mL) (mL) (mL) (mL)
12 Dispensar para o residuo Off Off Off On Ooff Off
4,0
(mL)
13 Aspirar amostra residual do Off Off Off On On Off
sistema
2,0
(mL)
14 Dispensar carrier para o Off Off Off On Off Off
residuo
6,0
(mL)
15 Fim de carga Fim da limpeza do sistema

*Posicéo “On” (os reagentes eram introduzidos no sistema) para as determinacgfes de As ou Sb
total / posicéo “Off” (os reagentes retornava ao respectivo recipiente) para as determinaces de
As(II), Sb(lll), Se(lV) ou Se total.

Para a determinacfes de As total ou Sb total, ocorria primeiro uma pré-
reducado do As(V) para As(lll) ou Sb(V) para Sb(lll), respectivamente, utilizando
o Kl como agente pré-redutor, conforme Equacdo 4.1a e 4.1b,
respectivamente. Apoés isto, o sistema introduzia o NaBH, para reagir com as
espécies reduzidas, As(lll) ou Sb(lll), e o HCI, determinando desta maneira, a
concentracdo das espécies totais, conforme Equacbes 4.2 e 4.3. Para as
determinacdes de As(Ill) ou Sb(lll), ndo era introduzido no sistema o Kl para
evitar a pré-reducéo das espécies (V), introduzindo apenas o NaBH,4 e o HCI,
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conforme equacfes 4.2 e 4.3. As concentracbes das espécies de As(V) ou

Sb(V) foram calculadas a partir das Equacdes 4.4 e 4.5, respectivamente:
H3AsO,4 + 21" + 2H" — HAsO; + I, + 2H,O Equacéo 4.1a.
Sb,0s + 41" + 6H" — 2SbO™ + 2I, + 3H,0 Equacéo 4.1b.
NaBH, + HCI + 3H,0 — H3BO3 + NaCl + 8H° Equacéo 4.2.
8H® + X™ — XHp + Hagexcesso) Equacéo 4.3.
Casv) = Castotal - Casqn Equacéo 4.4.
Csbv) = Csbrotal - Csbq) Equacéo 4.5.

em que, X € As(lll), Sb(lll) ou Se(lV), e C é a concentracdo da espécie
determinada.

Para a determinacdo do Se total foi necessaria uma etapa de
aguecimento a 80 °C por 15 min em banho-maria para que todo o Se presente
fosse convertido em Se(lV), conforme Equacédo 4.6. Apos isto, as amostras
foram levadas ao sistema e introduzidas em conjunto com o HCI e o NaBHy,,
conforme Equagdes 4.2 e 4.3. Para a determinagcdo do Se(lV) nao foi
necessaria etapa de pré-reducdo, sendo introduzidas as amostras e as
solucbes de HCI e NaBH,4, conforme Equacdes 4.2 e 4.3. A determinacdo da

concentracdo do Se(VI) foi realizada através da Equacéo 4.7.
Se(Vl) & Se(lV) Equacio 4.6.

Cse(vi) = Csetotal = Cse(v) Equacéao 4.7.
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4.4, Resultados e discussao

4.4.1. Otimizacdo das condigcdes experimentais para a analise de

especiacdo quimica de As e Sb

Para a otimizagdo do sistema MSFIA-HG-AFS para a andlise de
especiacao quimica de As e Sh, foi empregado um planejamento Doehlert com
trés variaveis para avaliar as condicbes de formacdo dos hidretos, em uma
amostra de frutos secos (amostra 9). Os parametros avaliados foram as
concentragbes de NaBH,, HCI e KI, de acordo com os dominios experimentais
mostrados na Tabela 4.4. As variaveis e seus respectivos dominios foram
selecionados com base em trabalhos reportados na literatura (Portugal et al.
2015; de Santana et al. 2016; Junior et al. 2017). Os experimentos foram
realizados de maneira aleatéria. Apés a aplicagdo do planejamento, as
intensidades de fluorescéncia de As e Sb foram obtidas para cada experimento
e utilizadas para calcular a multipla resposta (MR) (Novaes et al., 2016). A MR

foi calculada conforme a Equacgéao 4.1.
MR = (sinal As / méx. sinal As) + (sinal Sb / méax. sinal Sb) Equacéo 4.1.

em que, “sinal As” é a intensidade de fluorescéncia de As total obtida em cada
experimento, “max. sinal As” é a intensidade de fluorescéncia maxima de As
total obtida no planejamento Doehlert proposto, a mesma logica se aplica a

obtencéo das intensidade de fluorescéncia de Sb total.
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Tabela 4.4. Planejamento Doehlert com trés variaveis obtido para a analise de
especiacao quimica de As e Sb totais utilizando o sistema MSFIA-HG-AFS.

Experimento NaBH, (%, mv?Y) Kl (%, mv?') HCI (mol L™ MR

1 0/0,4 0/12,50 0/35 1,288
2 1/0,6 0/12,50 0/35 1,528
3 0,5/0,5 0,866 / 15,00 0/35 1,467
4 0,5/0,5 0,289 /13,33 0,817/5,0 1,423
5 -1/0,2 0/12,50 0/35 0,749
6 -0,5/0,3 -0,866 / 10,00 0/35 0,648
7 -0,5/0,3 -0,289/ 11,67 -0,817/2,0 0,768
8 0,5/0,5 -0,866 / 10,00 0/35 1,120
9 0,5/0,5 -0,289/ 11,67 -0,817/2,0 1,316
10 -0,5/0,3 0,866 / 15,00 0/35 0,905
11 0/0,4 0,577 /14,17 -0,817/2,0 1,446
12 -0,5/0,3 0,289 /13,33 0,817/5,0 0,914
13 0/0,4 -0,577 /10,83 0,817/5,0 1,050
14 0/0,4 0/12,50 0/35 1,212
15 0/0,4 0/12,50 0/35 1,230

Valor codificado / valor experimental. Volume fixado (mL): NaBH4 (0,6), Kl (0,3), HCI (0,6) e amostra (1,2).

Apo6s o processamento dos dados utilizando o Software Statistica® 6.0
(StatSoft, Tulsa, EUA), foi obtido o grafico de Pareto para avaliar quais
variaveis foram mais significativas para o sistema, conforme Figura 4.1. Uma

avaliacdo dessa figura mostra que:

(a) a concentracdo de NaBH, (efeito padronizado = 22,97) foi o fator
principal com o maior efeito positivo, estando coerente porque € o reagente que
participa diretamente na formacéo dos hidretos;

(b) a concentracao de Kl (efeito padronizado = 10,38) foi o segundo fator
principal mais importante, com um efeito positivo, o0 que pode ser explicado
porque é um agente redutor, e quanto maior a sua concentracdo, maior a

guantidade de analito reduzido para permitir a formacao dos hidretos;

(c) a concentracéo de HCI nao foi um efeito significativo, indicando que a
sua concentracdo nao influenciou diretamente na formacdo dos hidretos.
Entretanto, a variavel necessita ser estudada porque a sua interagdo com o Kl

(efeito padronizado = -4,90) mostrou-se significativa.
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Figura 4.1. Gréafico de Pareto obtido para o Planejamento Doehlert usado para
a otimizacdo os parametros de andlise de especiacdo quimica de As e Sb
totais usando o sistema MSFIA-HG-AFS.

e S S S Tt S

(1)NaBH, (%, m v ){L)

22,97|

(2)KI (%, m v'){L)

KI (%, m v')Q)

2Lby3L -4.90

NaBH, (%, m v')(Q)

-2:89

(3JHCI (mol L)L) -1,45

HCI (mol L*)(Q) - -1,43 !
1Lby2L - 113
1Lby3L - -0.823

p=0.05
Estimativa do efeito padronizado (Valor Absoluto)

Observando os graficos de contorno obtidos a partir da funcao
matematica usando planejamento Doehlert, foi possivel perceber que a medida
que a concentracdo de NaBH, estava em seu valor maximo (0,6 %, m v') e a
concentracdo de Kl estava em seu valor de ponto central (12,5 %, m v}), a
resposta obtida estava na regido de maximo do grafico obtido, conforme Figura
4.2.

Com a concentracdo de NaBH, também em seu valor maximo e a
concentracdo de HCl em seu valor de ponto central (3,5 mol L™), a resposta
obtida também se encontrava em uma regido de maximo, conforme Figura 4.3.
Corroborando com o resultado de MR observado para o planejamento, onde a
maior multipla resposta (1,528) foi obtida no experimento 2, o qual utiliza uma
concentracdo de NaBH4 de 0,6% (m v?), KI de 12,5% (m v'') e HCI de 3,5 mol
L™, sendo portanto, este experimento escolhido como condicdo 6tima para a
realizagdo da analise de especiagdo quimica de As e Sb.
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Figura 4.2. Grafico de contorno obtido para as variaveis concentracdo de
NaBH, e concentracdo de Kl, do planejamento Doehlert para a andlise de
especiacdo quimica de As e Sh.
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Figura 4.3. Grafico de contorno obtido para as varidveis concentracdo de
NaBH,; e concentracdo de HCI, do planejamento Doehlert para a analise de
especiacao quimica de As e Sb.
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O planejamento proposto também foi avaliado através da andlise de
variancia (ANOVA), conforme Tabela 4.5, sendo que o modelo quadrético
obtido ndo mostrou uma falta de ajuste significativa, indicando que os dados

obtidos para o planejamento podem ser explicados pelo modelo gerado.

Tabela 4.5. Analise de variancia (ANOVA) obtida para o planejamento Doehlert
para os elementos As e Sb totais.

Fator S.Q. g.l. M.Q. Valor-F Valor-p
1)NaBH, (% m v (L 0,8322 1 0,8322 527,6 1,89 x 107
(
NaBH, (% m v?) (Q) 1,32x10% 1 1,32 x 102 8,36 0,1017
(2)KI (% m vh(L) 0,1700 1 0,1700 107,8 9,15 x 10°
Kl (% m v1)(Q) 7,08x10%2 1  7,08x 107 44,9 2,16 x 102
(3)HCI (mol L™)(L) 334x10° 1  3,34x10° 2,12 0,2828
HCI (mol L)(Q) 323x10° 1  3,23x10° 2,04 0,2889
1L by 2L 2,02x10° 1 2,02x10° 1,28 0,3747
1L by 3L 1,07 x 103 1 1,07 x10° 0,677 0,4970
2L by 3L 3,79x10% 1  3,79x10° 24,01 3,92 x 10°
Falta de ajuste 3,00x10% 3  3,00x107? 6,33 0,1394
Erro puro 315x10° 2  1,58x10°
S.Q. total 1,1454 14

S.Q: soma dos quadrados; g.l: grau de liberdade; M.Q: Média quadratica

4.4.2. Otimizacdo das condi¢cdes experimentais para a andlise de
especiacdo quimica de Se

Em outra etapa, como néo pode ser utilizada a solucdo de Kl para evitar
a reducao do Se(lV) para Se(0), foram otimizadas as condi¢bes da geracao de
hidreto para o Se total apenas com as concentracdes de NaBH, e HCI, através
de um planejamento Doehlert para duas variaveis, conforme Tabela 4.6. A
seringa do Kl era sempre mantida na posicao “Off” para retornar ao seu
recipiente e assim, ndo participar das reagfes no sistema. As variaveis e seus
respectivos dominios foram selecionados com base na literatura (de Santana et
al. 2016). O planejamento foi avaliado utilizando a intensidade de fluorescéncia
de Se obtido para os experimentos, em uma amostra de frutos secos (amostra
9).
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Tabela 4.6. Planejamento Doehlert obtido para a analise de especiacéo
quimica de Se usando o sistema MSFIA-HG-AFS.

Experimento NaBH, (%, m v HCI (mol L ™) Fluorescéncia
Se total
1 0/0,4 0/35 8,47
2 1/0,6 0/35 12,16
3 0,5/0,5 0,866 /5,0 4,89
4 -1/0,2 0/35 6,23
5 -0,5/0,3 -0,866 /2,0 7,98
6 0,5/0,5 -0,866/ 2,0 10,37
7 -0,5/0,3 0,866 /5,0 5,53
8 0/0,4 0/35 8,85
9 0/0,4 0/3,5 8,01

Valor codificado / valor experimental. Volume fixado (mL): NaBH4 (0,6), HCI (0,6) e amostra (1,2).

ApoOs a aplicacdo do planejamento Doehlert para duas variaveis, 0s
dados foram processados utilizando um software estatistico, obtendo o gréfico

de Pareto mostrado na Figura 4.4, sendo possivel perceber que:

(a) a variavel mais significativa foi a concentracdo da solucdo de HCI
(efeito padronizado = -9,41) com efeito negativo, indicando que um aumento na
sua concentragdo diminui o sinal analitico gerado. Esta diminuicdo pode ser
explicada através da reacdo de formacdo do hidreto, que em meio acido, a
solucdo NaBH, possui uma maior producédo do gas hidrogénio, diluindo o sinal
analitico do Se (D’Ulivo, 2010);

(b) a segunda varidvel mais significativa foi a concentracdo da solucéo
de NaBH, (efeito padronizado = 9,33) com efeito positivo. Isto ocorre porque
em concentracdes mais elevadas o NaBH, participa mais eficazmente da

reacao de formacéo do hidreto.
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Figura 4.4. Gréafico de Pareto obtido para o Planejamento Doehlert usado para
a otimizacdo dos parametros de analise de especiacdo quimica de Se usando
o sistema MSFIA-HG-AFS.

(2)HCI (mol L")(L) -9.41

9,33

(1)NaBH4 (%)(L)

HCI {mol L')(Q)

1Lby2L

NaBH4 (%)Q)

p=0,05
Estimativa do efeito padronizado (Valor absoluto)

Observando o grafico de contorno obtido para o planejamento Doehlert
para Se, foi possivel perceber que a medida que a concentracdo da solucao de
NaBH, estava em seu valor méaximo (0,6 %, m v'') e a concentracéo da solucéo
de HCI no valor de ponto central (3,5 mol L™), a resposta obtida estava em uma
regido de maximo, que foi o experimento 2, conforme Tabela 4.6 e Figura 4.5.
E estas condicdes foram escolhidas como 6timas para a realizacdo dos

experimentos posteriores.
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Figura 4.5. Grafico de contorno obtido para as variaveis concentracdo da
solugdo de NaBH,; e concentracdo da solucdo de HCI, do planejamento
Doehlert para a analise de especiacdo quimica de Se.
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O planejamento também foi avaliado através da analise de variancia
(ANOVA), conforme Tabela 4.7, onde foi possivel perceber que o modelo
quadratico obtido para o planejamento ndo possuiu falta de ajuste, indicando
que os resultados obtidos para o planejamento podem ser explicados pelo

modelo gerado.
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Tabela 4.7. Analise de variancia (ANOVA) obtida para o planejamento Doehlert
com duas variaveis para geracao do hidreto de Se.

Fator S.Q. g.l. M.Q. Valor-F Valor-p
(1)NaBH, (%)(L) 15,41 1 15,41 87,11 0,0113
NaBH4(%)(Q) 0,6870 1 0,6870 3,88 0,1876
(2)HCI (mol LH(L) 15,68 1 15,68 88,63 0,0111
HCI (mol L™)(Q) 4,40 1 4,40 24,86 0,0379
1L by 2L 2,29 1 2,29 12,94 0,0693
Lack of Fit 2,91 1 2,91 16,45 0,0557

Error 0,3539 2 0,1769

Total SS 42,67 8

S.Q: soma dos quadrados; g.l: grau de liberdade; M.Q: Média quadratica

4.4.3. Validag&o do sistema MSFIA-HG-AFS

Os parametros analiticos limites de deteccao e quantificacdo, exatidao e
precisdo, foram determinados utilizando as condi¢bes experimentais obtidas

através dos planejamentos Doehlert.

4.4.3.1. Limites de deteccéo e de quantificacéo

Os limites de deteccédo (LoD) e de quantificacdo (LoQ) foram obtidos de
acordo com as recomendacdes da Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC), multiplicando por 3 e 10 vezes, o valor do desvio padrao
obtido através das andlises de dez replicatas da solugcdo branco,
respectivamente, dividido pela inclinacdo da curva de calibracdo para cada

analito. Os valores de LoD e LoQ estdo expressos na Tabela 4.8.
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Tabela 4.8. Limites de deteccdo e quantificacdo obtidos para analise de As(lll)
e total, Sb(lll) e total e Se(lV) e total utilizando o sistema MSFIA-HG-AFS.

Espécie LoD (ng g™ LoQ (ng g™
As total 4,6 15
As(lll) 1,2 3,9

Sb total 0,10 0,34
Sh(ll) 0,45 1,5

Se total 1,0 3,3
Se(IV) 2,1 7,0

4.4.3.2. Exatid&o e preciséo

A exatiddo e a precisdo do método foram avaliadas através da analise
do material de referéncia certificado de musculo de peixe (DORM-2, Dogfish
muscle) e dos testes de adicdo e recuperacdo, conforme Tabelas 4.9 e 4.10,
respectivamente. A exatiddo, avaliada como a concordancia entre os valores
encontrados e os valores certificados no CRM DORM-2, onde através do
somatorio das espécies de As(lll) e (V), Sb(lll) e (V), Se(lV) e (VI) foi possivel
obter a concentracdo total dos analitos com exatiddo de 91,1 + 2,6 % (As) e
98,0 £ 2,0 % (Se). A precisao, expressa como desvio padrao relativo (RSD,
n=3), foi igual a 2,9% (As) e 0,83% (Se). Para o Sh, nao foi possivel avaliar a
exatiddo do método porque o CRM nédo possui valor para esse elemento
qguimico, entretanto, foram encontradas concentracfes de 0,234 + 0,019 mg kg
! e um valor de RSD igual a 3,2%. Com isso, foram realizados testes de adicdo
e recuperacdo das espécies em estudo.

Foram realizados trés niveis de adicdo: 20, 50 e 100 ng g™, para as
espécies As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V), Se(IV) e Se(VIl), em uma amostra que
continha uma mistura de frutos secos (amostra 9), as espécies nos trés niveis
de concentracdo foram adicionadas todas juntas em cada nivel de adi¢cao antes
da digestéao parcial. As recuperacdes variaram entre 82,2 + 1,1% para Se(VI) e
116 + 6,7% para As(lll), evidenciando que ndo houve conversado das espécies

adicionadas. O valor de RSD foi menor do que 9,8% para todas as espécies,
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indicando boa precisédo e exatiddo do método proposto. Os resultados obtidos

estdo apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.9. Resultados obtidos para As, Sb e Se totais, apdés as analises do
material de referéncia certificado de musculo de peixe (DORM-2, Dogfish
muscle) para avaliacdo da exatidéo e precisdo do método MSFIA-HG-AFS.

Espécie Valor certificado  Valor encontrado Concordéncia RSD

(mg kg™ (mg kg™) (%) (%)
As total 18,0+1,1 16,4+2,1 91,1+2,6 2,9
As(III) n.i. 3,4+£0,9 n.d. 3,3
As(V) n.i. 13,0+5,3 n.d. 4.5
Sb total n.i. 0,234 £ 0,019 n.d. 3,2
Sh(lll) n.i. 0,176 £ 0,013 n.d. 3,0
Sb(V) n.i. 0,058 + 0,006 n.d. 4,1
Se total 1,40 £ 0,09 1,37 £0,03 98,0+ 2,0 0,83
Se(VI) n.i. 0,113 £ 0,035 n.d. 2,1
Se(lV) n.i. 1,26 + 0,06 n.d. 1,9

Todos os resultados estao expressos como média + intervalo de confianca a 95% (n =
3) /I n.i. = ndo informado // n.d. = ndo determinado.
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Tabela 4.10. Resultados obtidos para o teste de adicdo e recuperacao para as
espécies As(lll), As(V), Sb(lll), Sb(V), Se(IV) e Se(VIl) em uma amostra de
frutos secos (amostra 9).

Analito Valor Valor Valor RSD (%) Recuperacéo
encontrado adicionado encontrado (%)
(ng g (ng g™ apds a adicdo
(ng g?

As(l11) <3,9 0 <3,9 n.d. n.d.
20 23,2+1,.3 57 116,0 + 6,7
50 49,3+ 3,8 7,6 98,7+7,5
100 98,8 +9,2 9,4 98,8 +9,2

As (V) <15 0 <15 n.d. n.d.
20 165+15 8,9 826+7,4
50 46,7+ 1,6 3,5 93,4+3,3
100 100,4+1,8 1,8 100,0+1,8

Sb(lll) 8,2+0,6 0 8,2+0,6 7,2 n.d.
20 26,2+0,6 2,3 90,3+ 3,0
50 60,3+4,5 7,4 104,0 + 8,9
100 96,0+ 1,7 1,7 87817

Sb (V) 139+1,2 0 139+1,2 8,7 n.d.
20 34,5+0,7 2,1 103,0 + 3,7
50 62,9 + 3,4 54 98,0+6,8
100 103,3+3/4 3,3 89,4+3/4

Se(lV) 10,2+ 0,5 0 10,2+0,5 4,7 n.d.
20 329+2.2 9,8 113,0+11
50 62,3+29 55 104,0+5,8
100 116,4 + 3,7 2,7 108,0 + 3,0

Se (VI) 37,8+ 3,4 0 37,8+3,4 9,1 n.d.
20 54,2 +0,2 1,1 822+1,1
50 95,9+0,8 1,4 116,0+1,6
100 121,0+5,7 6,8 83,2+5,7

Todos os resultados estéo expressos como média + desvio padréo (n = 3).

4.4.4. Aplicacédo analitica em amostras de frutos secos

O método proposto foi empregado para a analise de especiacao quimica
de As(lll) e (V), Sb(lll) e (V), e Se(lV) e (VI) em nove amostras de frutos secos
coletadas em estabelecimentos comerciais da cidade de Palma de Mallorca,

Espanha. Os resultados estdo mostrados na Tabela 4.11. As concentragdes de
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As(lll) e As(V) em todas as amostras foram menores do que os LoQ (3,9 e 15,0
ng g7, respectivamente) do método analitico proposto.

As concentracbes de Sb(lll) variaram de 3,8 + 0,1 ng g* em Prunus
amygdalus dulcis natural com pele (amostra 4) a 8,2 + 0,2 ng g* em uma
mistura de Arachis hipogea L., Corylus avellana L., Anacardium occidentale L.
e Prunus amygdalus dulcis tostadas e com sal (amostra 9). As concentracdes
de Sb(V) variaram de 1,6 + 0,1 ng g* em Prunus amygdalus dulcis frita e sem
pele (amostra 3) a 13,9 + 1,2 ng g* em em uma mistura de Arachis hipogea L.,
Corylus avellana L., Anacardium occidentale L. e Prunus amygdalus dulcis
tostadas e com sal (amostra 9). As concentracbes de Sb total estavam de
acordo com a literatura para alimentos (de Santana et al., 2016).

As concentracbes de Se(lV) variaram de 9,8 + 0,1 ng g* em Prunus
amygdalus dulcis natural e com pele (amostra 4) e 102,5 + 7,4 ng g* em
Anacardium occidentale L. natural e sem pele (amostra 6). Para as
concentracdes de Se(VI) variaram de 5,2 + 0,4 ng g* em Corylus avellana L.
tostada sem pele e sem sal (amostra 1) a 90,5 + 9,8 ng g* em Anacardium
occidentale L. natural e sem pele (amostra 6). As concentracdes de Se total
estavam de acordo com os valores reportados em trabalhos para alimentos (de
Santana et al., 2016; dos Santos et al., 2017; Silva Junior et al., 2017).
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Tabela 4.11. Resultados da anélise de especiacdo quimica em amostras de frutos secos para a determinacédo de As(lll) e (V),
Sb(ll) e (V), e Se(IV) e (VI) utilizando MSFIA-HG-AFS. Concentracdo em ng g™.

Amostra As(l1I) As(V) AsTotal Sb(lll) Sb(V) Sb Total Se(lV) Se(VI) Se Total
1 <3,9 n.d. <15,0 4,2+0,3 2,4+0,3 6,6 £0,2 10,3+0,3 52+04 155+04
(%) n.d. n.d. n.d. 64,3 35,7 100,0 66,4 33,6 100,0
2 <3,9 n.d. <15,0 4,2+0,2 1,7+0,4 59+0,3 134+11 14,7+12 28,1+0,6
(%) n.d. n.d. n.d. 72,2 27,8 100,0 47,7 52,3 100,0
3 <3,9 n.d. <15,0 4,2+0,1 1,6+0,1 58+0,1 108+0,1 125+05 23,3%+0,5
(%) n.d. n.d. n.d. 72,9 27,1 100,0 46,4 53,6 100,0
4 <3,9 n.d. <15,0 3,8+£0,1 1,6+0,1 54+0,1 9,7+0,1 53%0,7 15,1+0,6
(%) n.d. n.d. n.d. 70,4 29,6 100,0 64,6 35,4 100,0
5 <3,9 n.d. <15,0 4,2+0,1 1,8+0,2 6,0+£0,1 423+13 384+12 80,7+0,9
(%) n.d. n.d. n.d. 69,8 30,2 100,0 52,4 47,6 100,0
6 <3,9 n.d. <15,0 39+0,1 1,6+0,1 56+0,2 1025+74 905+98 193,0+11,1
(%) n.d. n.d. n.d. 705 29,5 100,0 53,0 47,0 100,0
7 <3,9 n.d. <15,0 43+0,1 1,7+0,1 6,0+£0,4 102+04 798+10 18.2%x1.0
(%) n.d. n.d. n.d. 71,6 28,4 100,0 56,0 44,0 100.0
8 <3,9 n.d. <15,0 42+0,1 1,6+0,1 58+0,1 122+10 142+21 264+1,7
(%) n.d. n.d. n.d. 72,3 27,7 100,0 46,2 53,8 100,0
9 <3,9 n.d. <15,0 8,2+0,6 140+1,2 222+25 102+05 378+x34 48,0%£3,2
(%) n.d. n.d. n.d. 37,1 62,9 100,0 21,2 78,8 100,0

Todos os resultados estdo expressos como média + desvio padrédo (n = 3).
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4.5. Consideracgdes finais

Os planejamentos Doehlert empregados foram eficientes na obtencéo
das condi¢des Otimas para as concentracdes das solucdes NaBH4, HCI e K
utilizadas na anélise de especiacdo quimica de As, Sb e Se em amostras de
frutos secos empregando MSFIA-HG-AFS.

Os meétodos propostos foram exatos, precisos e mostraram alta
sensibilidade, o que possibilitou as determinacdes das espécies As(lll), As(V),
Sb(lll), Sb(V), Se(lV) e Se(VI) em amostras de frutos secos.

As concentracdes de Sb(lll) e Sb(V) foram maiores na amostra contendo
uma mistura de Arachis hipogea L., Corylus avellana L., Anacardium
occidentale L. e Prunus amygdalus dulcis. Ainda que em baixas concentracoes,
deve ser dada atencédo porque a forma trivalente do antiménio € a mais téxica e

um consumo excessivo pode acarretar danos a satde humana.

A amostra de Anacardium occidentale L. apresentou as maiores
concentracbes de Se(lV) e Se(VI). A presenca das espécies inorganicas de
selénio chama atencao porque sdo mais toxicas, porém, as concentracées néo
acarretam danos através do consumo moderado dos frutos secos. As espécies
As(lll) e As(V) estavam com as concentraces abaixo dos LoQ do método para
todas as amostras.

As concentracdes encontradas de As, Sb e Se em amostras de frutos
secos estavam concordantes com os valores encontrados por outros autores

reportados na literatura.
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Capitulo 5. Conclusdes

Com os resultados obtidos a partir da utilizagdo de planejamentos de
experimentos nos trés trabalhos realizados, foi possivel verificar a presenca de
23 elementos quimicos presentes em ragao animal, dentre os quais, elementos
potencialmente toxicos, como As, Cd, Cr, Pb, Sb e Se, que embora em niveis
baixos, sdo relevantes para a necessidade de elaborar normas mais eficazes
para o controle destes alimentos, no intuito de evitar possiveis contaminagcdes

ao longo da cadeia alimentar.

O preparo de amostra de caldo de cana de acucar na forma de
suspensao permitiu a determinacdo de Ca, Cu, Fe, K e Mg por ICP OES, e
possibilitou a aplicagdo de uma metodologia simples, rapida e confidvel em

andlises de rotina para o controle de alimentos.

A metodologia para a analise de especiagcdo quimica, possibilitou
observar a presenca das espécies Sb(lll), Sb(V), Se(IV) e Se(VI) em amostras
de frutos secos, que mesmo com as concentracdes em baixos niveis, deve ser
dada atencdo porque sao espécies toxicas, que se ingeridas em grandes
quantidades, podem causar danos a saude humana.
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Perspectivas de trabalhos

Como perpectivas de trabalhos, poderdo ser realizados a analise de
especiacdo quimica e a bioacessibilidade dos elementos quimicos em
amostras de racfes animais, no intuito de avaliar possiveis impactos a saude

deles.

Estudos para a determinacdo de elementos quimicos via molécula em
alimentos de consumo humano e animal empregando espectrometria de
absorcdo molecular de alta resolucdo com fonte continua e atomizacdo em
forno de grafite (HR-CS-GF MAS).

Determinacdo da composicdo mineral de racdes animais através da
analise direta de amostras por espectrometria de fluorescéncia de raios X com

energia dispersiva (EDXRF).
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