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Desenvolvimento de método analitico usando solubilizacdo alcalina com
hidroxido de tetrametilamdnio auxiliado por energia de ultrassom em amostras

de peixes para determinacao de Ca, Fe, Mg e Zn por FAAS

Autor; Daniélen dos Santos Silva

Orientador: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

RESUMO: Um métodos de solubilizacdo alcalina com hidréxido de tetrametilamdnio
(TMAH) auxiliado por energia de ultrassom foi otimizado utilizando planejamento
experimental Doehlert. As varidveis estudadas foram volume de TMAH, tempo de
sonicacao e temperatura do banho de sonicacdo, 0os quais apresentaram valores
otimos de 620 pL, 25 minutos e 46 °C, respectivamente. Amostras de filé de peixes
foram solubilizadas com TMAH para posterior determinacdo por espectrometria de
absorcao atdbmica de chama (FAAS). Os limites de quantificacdo para Ca, Mg, Fe e
Zn foram 56, 107, 23 e 2,9 ug g, respectivamente. A exatiddo foi avaliada
comparando os resultados obtidos a partir da analise das amostras tratadas pelo
método proposto e por digestdo em bloco digestor. Adicionalmente, a precisdo para
Fe e Zn foi avaliada por analise das amostras certificadas do Conselho Nacional de
Pesquisa do Canad4, Tort-3 (hepatopancreas de lagosta), Dolt-4 (figado de peixe) e
ERM-CE 278 (tecido de mexilhdo). Nao houve diferencas significativas entre os
resultados obtidos com um nivel de confianca de 95% quando os resultados foram

avaliados pela aplicagéo do teste t.

Palavras-chave: solubilizacdo alcalina, TMAH, filé de peixe, metais, planejamento

Doehlert, desejabilidade global



Development of analytical method alkaline digestion using
tetramethylammonium hydroxide with ultrasonic energy for determination of
metals in fish samples

Autor: Daniélen dos Santos Silva

Orientador: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

ABSTRACT: Doehlert design and desirability function were used in the optimization
of an ultrasound assisted dissolution method of fish fillet samples with
tetramethylammonium hydroxide (TMAH) for the determination of Ca, Fe, Mg and Zn
by flame atomic absorption spectrometry (FAAS). The variables studied were the
volume of TMAH, the sonication time and the bath temperature. The optimal values
found were 620 pL, 25 min and 46 ° C respectively. The quantification limits for Ca,
Mg, Fe and Zn were 56, 107, 23 and 2,9 pg g, respectively. Accuracy was
evaluated by comparing the results generated from the analysis of the samples
treated by the proposed method and by wet digestion. Additionally, accuracy for Fe
and Zn was assessed by analysis of the certified samples provided by the National
Research Council of Canada, Tort-3 (Lobster hepatopancreas), Dolt-4 (Fish liver)
and ERM-CE 278 (Mussel tissue). There were no significant differences between the
results obtained at a 95% confidence level when results were evaluated by t-test

application.

Keywords: alkaline solubilization, TMAH, fish fillet, metals, Doehlert design, overall
desirability
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1. INTRODUCAO

Os peixes sdo alimentos ricos em nutrientes e proteinas com baixo teor de
gorduras e propriedades que estdo associadas a reducdo do risco de doencas do
coracdo. Para conseguir esses beneficios a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
recomenda seu consumo ao menos duas vezes por semana e isto tem influenciado
no aumento da ingestdo de peixes no Brasil e no mundo.*?

Dentre os minerais encontrados nos peixes podemos destacar o Ca, Fe, Mg e
Zn que sdo essenciais a saude humana por apresentarem fungdes quimicas e
biolégicas. O bom funcionamento do organismo esta diretamente relacionado com o
consumo destes e de outros catorze elementos reconhecidos pela Organizacéo
Mundial de Satde, pois esses ndo séo produzidos pelo corpo humano.?*

No entanto, 0 aumento crescente do consumo de peixes no Brasil tem gerado
uma preocupacao com relacdo a quantidade de metais, essenciais ou néo, ingeridos
indiretamente, j& que os peixes podem ser bioacumuladores. E tanto o excesso
quanto a caréncia de minerais podem causar danos a satide dos seres humanos.’

A determinacdo de metais, na Quimica Analitica, geralmente é feita através
de técnicas espectrométricas. Essas técnicas requerem que as amostras passem
por um processo de digestdo durante seu pré-tratamento, que € o responsavel por
decompor a matéria organica e disponibilizar os analitos em solucéo, para sé entao
poderem ser determinados. Ha relatos na literatura de que esta fase é responsavel
por 30% dos erros de andlise.®’

Muitas sdo as técnicas de digestdo que podem ser utilizadas, entretanto, a
escolha vai depender do tipo de amostra e dos analitos que se deseja determinar.
Dentre estas técnicas a mais utilizada é a digestao por via Umida que pode ocorrer
em sistemas aberto (bloco digestor) ou fechado (utilizando bombas de
politetrafluoretileno - PTFE).%®

No entanto, um novo método de solubilizacdo de amostras tem sido bastante
estudado com o intuito de tornar os processos de solubilizacdo de amostras mais
rapidos e seguros. Nela se utiliza um reagente chamado hidroxido de
tretametilaménio — uma base forte de pH entre 13,4 e 14,7, normalmente
comercializada na forma de solucdo aquosa ou metanélica 25% v/v.?

A utilizacdo de energia ultrassonica no auxilio de técnicas de pré-tratamento

de amostras também vem sendo investigada pelo fato delas acelerarem os




processos de decomposicdo sem necessitar de aguecimento. ISso ocorre gracas ao
chamado efeito cavitacional gerado pelas ondas mecanicas do ultrassom, que
possui frequéncia entre 16 KHz a 1 MHz, que s&o capazes de provocar colapsos nas
cavidades formadas nos liquidos e solidos devido as alternancias entre as zonas de
alta e baixa pressao, criando ciclos de compresséo e expans&o.****

A solubilizacdo alcalina com hidroxido de tetrametilamonio (TMAH) auxiliada
por utrassom se tornou uma alternativa frente as técnicas de digestdo convencionais
gue utiliza &cidos oxidantes, pelo fato de possuirem maior rapidez na dissolug¢do das
amostras bioldgicas, se comparados a digestdo acida, além de impedir as perdas de
elementos volateis ja que dispensa aquecimento.*?*3

Amostras de material biolégico, unhas, cabelos, frangos, carne. ja foram
tratadas por sulibilizacdo alcalina com TMAH auxiliada por ultrassom e tém
apresentado equivaléncia estatistica na quantificacdo dos analitos estudados
guando comparados com metodologias convencionais. Deste modo pode-se inferir
que este método ¢é eficiente para o pré-tratamento de amostra.’

Neste trabalho otimizou-se um método de sulibilizagdo alcalina de amostras
de filé de peixes com TMAH utilizando um planejamento experimental Doehlert para
trés variaveis no qual foram realizados treze experimentos em triplicata. Deste modo,
foi possivel desenvolver um método analitico de pré-tratamento de amostras
utilizando solubilizacdo alcalina com TMAH com o auxilio de energia de ultrassom
para determinacdo dos metais Ca, Fe, Mg e Zn em amostras de peixes por

espectrometria da absorcao atbmica com chama (FAAS).




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA




2.1 A IMPORTANCIA DOS METAIS NA NUTRICAO HUMANA

Os minerais sao substancias essenciais na nutricio humana, pois atuam
diretamente nas funcbes quimicas e biologicas. Eles s&@o responsaveis, dentre
outras coisas, pelo regulamento do metabolismo enzimatico, do metabolismo acido-
basico e da pressdo osmdética, além de estar presente na composicdo de tecidos
organicos, dentre outras.**

A OMS reconhece hoje dezoito metais que estao diretamente relacionados ao
bom funcionamento do organismo, no entanto, eles ndo sdo produzidos pelo corpo
humano, normalmente eles sédo obtidos através dos alimentos consumidos e por
este motivo é tdo importante possuir uma dieta balanceada.***

Os minerais sao subdivididos em quatro grupos: eletrélitos, macronutrientes,
micronutrientes e elementos ultratraco. Os principais eletrolitos sdo: sédio, potassio
e cloro, responsaveis pela manutencdo do equilibrio hidroeletrolitico. O principal
elemento ultratraco é o fldor, todavia, sua atividade metabodlica ainda ndo esta
totalmente definida.’

Os macro e micronutrientes sao substancias que devem ser ingeridos em
maior e menor quantidade, pelo individuo, respectivamente, e possuem atividades
especificas e essenciais. Entre os macronutrientes pode-se destacar: calcio,
magneésio, fésforo e enxofre. J& os micronutrientes destacam-se: ferro, cromo, iodo,
zinco e manganés.®

Estes elementos quimicos, nos organismos, ndo ficam isolados na sua forma
elementar ou iénica, normalmente eles se ligam a compostos organicos atraves de
ligacdo covalente gerando assim: as proteinas, enzimas, horménios e amino&cidos,
que também sdo conhecidos como compostos quelatos.*

Uma dieta diversificada e rica em frutas, verduras, legumes, carne vermelha,
de frango ou peixes contribui diretamente com a quantidade de nutrientes
absorvidos pelo individuo que os consomem e consequentemente, melhora o
funcionamento de seu organismo.™

Neste trabalho de pesquisa foram estudados os macronutrientes calcio e
magnésio, e 0s micronutrientes ferro e zinco, em amostras de filé de peixe fresco. O
calcio pode ser encontrado, em quantidades apreciaveis, principalmente no leite e
derivados, na abdObora, espinafre e agrido. O magnésio é encontrado em

guantidades significativas na castanha, gérmen de trigo, grao-de-bico e soja. J& o




ferro € encontrado principalmente em carnes, figado de boi, feijdo preto e acai. O
zinco, por sua vez, pode ser obtido na carne de porco e bovina, no leite, na soja e no
figado bovino.®*

O calcio (Ca) é classificado com um metal alcalino terroso, possui humero
atémico 20 e massa atdmica 40,07 g mol™, é o quinto elemento mais abundante na
crosta terrestre correspondendo em peso a 4,66%. Ele pode ser encontrado na
natureza principalmente, como um dos principais constituintes de véarios minerais. O
seu estado de oxidag&o mais comum é +2."

Nos seres humanos, o calcio estd presente majoritariamente nos 0Ssos,
tornando-os fortes e resistentes. Mas também possui atividade na coagulacdo
sanguinea, auxilia na liberagcdo de neurotransmissores no cérebro e no sistema
nervoso, ajuda a metabolizar o ferro. A recomendacéo diaria para ingestéo de célcio
€ de 1000 mg, para a populacdo adulta, todavia, estudos demonstraram que no
Brasil a ingestdo é de aproximadamente 300 & 500 mg ao dia.**®

Além do baixo consumo, a populacdo brasileira sofre outros fatores que
interferem no aproveitamento do calcio, que € o excesso de sbédio na dieta e o déficit
de vitamina D. Ja se sabe que a caréncia de calcio esta diretamente relacionada a
doencas dos ossos como: retardamento do crescimento, raquitismo e osteoporose.
Entretanto, caréncias moderadas de calcio podem causar sintomas como:
formigamento, agulhadas, entorpecimento dos membros e contragdes musculares.”

No entanto, o aumento do célcio no sangue pode desencadear sintomas
como: frequente necessidade de urinar, formacdo de célculos renais, perda do
apetite, fraqueza muscular, sonoléncia, palpitacbes. Ou ainda ser indicativo de
algumas doencas graves como: cancer com metéstase 0ssea, hiperparatireoidismo
e insuficiéncia renal.’

O magnésio (Mg) é um metal alcalino terroso de nimero atdémico 12 e massa
atémica 24,30 g mol™?, sendo o sexto elemento mais abundante da crosta terrestre
gue corresponde a aproximadamente 2,76% em peso. Um dos principais locais onde
este elemento pode ser encontrado, na natureza, € no mar na forma de sais
dissolvidos.*’

No corpo humano o magnésio é encontrado em varias partes, em sua
maioria, cerca de 60%, se apresenta no esqueleto, 27% estdo nos musculos, de 6 a

7% se apresentam em outras células e uma quantidade muito reduzida, no espago




extracelular. Isso demonstra as inUmeras aplicacfes desse macronutriente para os
seres humanos.*®

Normalmente é encontrado na forma idnica Mg®* e é de grande importancia
para inumeras reacfes metabodlicas essenciais como: transporte de ions, sintese de
outras moléculas essenciais, cofator de inUmeras enzimas e producao de energia. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) recomenda que a ingestao diaria
de magnésio seja de 260 mg/dia para adultos.®

Este mineral é bastante abundante em alimentos de origem vegetal e animal,
sendo suas principais fontes os cereais (trigo, aveia, arroz, farelos) e as leguminosas
(feijao, soja e ervilha seca.), deste modo, individuos sadios que consomem uma
dieta balanceada dificilmente terdo déficit deste nutriente. Todavia, algumas
pesquisas apontam que em algumas regifes do Brasil a ingestdo de magnésio fica
abaixo do recomendado, e em outras regides se mantém num nivel limitrofe.?%%

A falta deste macronutriente pode causar nos seres humanos sintomas como
fragueza muscular, letargia, depressao, irritacdo e, em casos extremos, ataques
cardiacos e anorexia. A contaminacdo por magnésio é conhecido como
hipermagnesemia e era comumente visto quando o sulfato de magnésio era muito
usado como anticonvulsivante ou anestésico, hoje se restringe a pacientes com
insuficiéncia renal quando tratados com sais de magnésio ou misturas de
antiacidos.?

A depender do grau de contaminagdo o0s sintomas sao diferentes
apresentando desde tendéncia a hipotensao arterial, vasodilatacéo periférica, rubor
facial, sensacéo de calor, sede, nduseas e vOmitos até sintomas mais graves como:
paralisia muscular, coma, apnéia e parada cardiaca.*

Ferro (Fe) € um metal de transicdo de numero atdmico 26 e massa atdbmica
55,84 g mol™?, seus estados de oxidagcdo mais importantes sdo +2 e +3, na forma dos
fons Fe** e Fe*, respectivamente. Este é o quarto elemento mais abundante em
peso da crosta terrestre, correspondendo a aproximadamente 6% em peso.*’

No corpo humano o ferro € essencial para formacdo das células vermelhas
(hemoglobina) e de algumas enzimas e é importante no fornecimento de oxigénio
para as células, além de ser importante para o desenvolvimento correto de varias
funcdes bioldgicas. O baixo consumo de ferro pode afetar o desempenho intelectual,
baixar a resisténcia as doencas, afetar o controle de temperatura do corpo, diminuir

as defesas imunitarias e principalmente, causar anemias graves.>*




A recomendacéao de ferro na dieta humana é de 10 mg ao dia para homens e
18 mg ao dia para mulheres em idade fértil devido as perdas de sangue todo més
durante a mestruagédo. No entanto, no Brasil existe um grande problema relacionado
com anemia privativa de ferro, devido a baixa biodisponiblidade nas dietas dos
brasileiros. E para tentar sanar este problema, a legislacdo obriga adicionar ferro as
farinhas de trigo e milho. E ja4 se estuda, na area da engenharia genética, ‘meios
para aumentar a quantidade de ferro nos feijoes.?

A administracdo oral de altas doses de ferro pode causar aos pacientes
nauseas, colicas abdominais e até diarréia. Ja a intoxicacdo aguda pela ingestao de
grandes quantidades de sais de ferro pode produzir num individuo gastrite
necrosante grave, vomitos, hemorragia, diarréia e colapso circulatorio.?®

O zinco (Zn) tem nimero atémico 30 e massa atdémica 65,40 g mol™, e é um
metal de transicdo. Nos seres vivos ele é indispensavel em aproximadamente 100
enzimas que realizam reacdes quimicas vitais. Atua no crescimento, replicacéo
celular, sintese de horménios, maturacéo sexual, fertilidade e reprodugéo.®*

Pesquisas realizadas no Brasil demonstram que boa parte da populagcéao
possui deficiéncia de zinco. E isto pode desencadear atraso da maturidade sexual,
déficit de crescimento, diminuicdo do apetite, diarréia crénica e até deficiéncia do
sistema autoimune.*?°

Apesar de a contaminac¢éo por zinco ser rara ela pode dificultar a absorcao do
cobre, além de causar distlrbios gastrointestinais como: gosto metalico, nauseas,
vomitos e dores abdominais. As formas de contaminagdo ocorrem normalmente por
contato com residuos de industrias metaldrgicas.?*

Este tipo de contaminacdo pode ocorrer nas hemodidlises, decorrente da
liberag&o do zinco contido nos adesivos plasticos usados nas bobinas de dialise e do
zinco existente nos tubos galvanizados destas mesmas maquinas. Nestas
intercorréncias cronicas, 0s pacientes apresentam anemia, febre e distarbios do
sistema nervoso central.?*

A vida moderna tem levado a populagdo a consumir alimentos industrializados
altamente processados de baixo valor nutricional, deste modo, fazem-se
necessarias atividades de educacéo alimentar, principalmente na infancia, a fim de
expor os beneficios de uma alimentacdo saudavel e consequentemente, diminuir a

caréncia de minerais reduzindo, assim, a incidéncia de doencas e sintomas




relacionados a defici€ncia de micro e macronutrientes encontrados abundantemente

em alimentos naturais.

2.2 ASPECTOS GERAIS DOS PEIXES NA ALIMENTACAO

Nos Ultimos anos notou-se que questbes de salude tem sido uma
preocupacao para a populacdo mundial pelo fato de muitos problemas estarem
diretamente relacionados aos habitos alimentares, podendo destacar as doencas
cardiovasculares. E isso nos leva a refletir o quanto uma dieta balanceada esta
diretamente relacionada com a satde e o bem estar.?°

Diante dessa preocupacao existe a tendéncia de aumento na ingestao de
alimentos menos processados e in natura como: frutas, hortalicas, verduras e
proteinas magras, por exemplo, os peixes que sdo muito consumidos devido seu
baixo teor de gordura em comparagéo com carnes vermelha e embutidos.?**’

Os peixes sdo altamente recomendados por serem alimentos ricos em
proteinas, aminoacidos essenciais, macro e micronutrientes como: calcio, fosforo e
fldor e., sdo fontes de acidos graxos insaturados essenciais (6mega-3) e vitaminas.
Além de possuir alto valor nutricional esta associado a reducgdo de risco de doengas
cardiovasculares.!

A OMS recomenda o consumo de peixes pelo menos duas vezes por semana
a fim de evitar doengas cardiovasculares. Atualmente, a média de consumo de
peixes anual do Brasil é de 9 Kg/pessoa, no entanto, ainda esta abaixo do
recomendado pela Organizacdo das NacfGes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO) que é 12 Kg/pessoa/ano.?

Uma pesquisa sobre o consumo de peixes no Brasil, da Universidade de S&o
Paulo juntamente com o Ministério da Saude e outras instituices, divulgada em
2015, demonstra que regido norte é a que possui maior consumo regular de peixes,
destacando-se a Amazénia onde 93% da populacdo analisada consume peixes pelo
menos uma vez por semana.t

O Regulamento de Inspecado Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem

Animal (RIISPOA), legitimado pelo decreto n® 30.691/1952, classifica os peixes em




trés categorias: fresco, resfriado e congelado. Os peixes frescos sdo aqueles que
nao passam por nenhum processo de conservacdo a nao ser a acao do gelo. Os
resfriados o pescado acondicionado em gelo e mantido a temperatura entre -0,5 °C a
-0,2 °C. Ja os congelados sdo os peixes tratados por processos adequados de
congelamento, no entanto a temperatura ndo pode ultrapassar —25 oC.28

O crescente aumento do consumo de peixes no Brasil tem gerado
preocupacdo em relagdo a quantidade de metais, essenciais ou ndo, consumidos
pelos individuos, por esse motivo tem-se desenvolvido técnicas mais eficientes para
determinacdo desses metais com a finalidade de obter informa¢des nutricionais e

controle de qualidade dos produtos prezando pela seguranca alimentar.




2.3 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL MULTIVARIADO

O planejamento experimental multivariado tem ganhado destaque na
otimizag&o de processos analiticos, frente ao tdo utilizado planejamento univariado,
pois nele utiliza-se uma menor quantidade de experimentos, o que diminui tempo,
trabalho e gastos com reagentes, além disso, é possivel avaliar como a interacdo
entre as variaveis interfere na resposta.?

Para entender o planejamento experimental primeiramente devemos definir
alguns conceitos: a) os fatores sdo as variaveis que podemos alterar, por exemplo, a
temperatura do sistema, o tempo de solubilizagédo, entre outros b) os niveis sdo as
variacbes numéricas dos fatores, exemplo, a temperatura de solubilizacdo pode ser
estudada em 50, 75 e 100 °C, esses trés valores sdo, portanto, os niveis em que o
fator temperatura esta variando e c) resposta é a variavel resultante da variagdo dos
fatores, por exemplo, o rendimento da reagéo.3°

Antes de escolher o tipo de planejamento deve-se levar em consideragao a
guantidade de fatores que se deseja estudar, pois, a depender do planejamento uma
guantidade muito grande de ensaios sera proposta, por exemplo, num planejamento
fatorial 2’ vai requerer 128 ensaios 0 que o torna invidvel uma vez que uma das
vantagens do planejamento multivariado € obter a resposta adequada utilizando a
menor quantidade de ensaios, nestes casos, devemos estudar apenas as variaveis

que exercem maiores influéncias na resposta ou escolher outro planejamento.*

2.3.1 Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) é a juncdo de técnicas
estatisticas para modelagem de modelos empiricos, geralmente, com base no ajuste
de uma funcédo polinomial a um conjunto de dados com a finalidade de fazer
previsbes estatisticas. Essa metodologia surgiu na década de cinquenta e foi
desenvolvida por Box e colaboradores.?%

Este tipo de andlise estatistica tem sido muito utilizado na Quimica Analitica
principalmente para encontrar as condicbes em que as variaveis produzem as
melhores respostas desejadas, ou seja, na otimizacdo de experimentos, que €

demonstrada nos pontos criticos gerados na superficie de respostas através da




resolucdo matematica de um sistema de equacfes formado pela primeira derivada
em relacdo a cada variavel.*

A aplicagdo da MSR exige algumas etapas: (1) selecionar as variaveis
independentes de efeitos mais significativos por meio de estudo de triagem e
delimitacdo da regido experimental; (2) escolha do planejamento experimental e
execucado dos experimentos de acordo com a matriz experimental do mesmo; (3)
tratamento experimental dos resultados experimentais obtidos através do ajuste de
uma fungdo polinomial; (4) avaliacdo do modelo; (5) andalise da possibilidade e
necessidade de deslocamento do planejamento em direcdo regido Otima; (6)
obtencao dos valores 6timos para cada variavel estudada.*®

Para a aplicacdo da MSR deve-se utilizar matrizes experimentais em que
todas as variaveis sejam estudadas em no minimo trés niveis, deste modo, os
planejamentos experimentais que possuem a melhor distribuicdo de pontos
experimentais sao: fatorial de trés niveis, Box-Behnken, composto central e
Doehlert.®

2.3.2 Planejamentos Fatoriais

O planejamento fatorial € o planejamento mais simples, no qual € possivel
estudar todas as possiveis combinac¢des entre os niveis dos fatores escolhidos. Este
tipo de planejamento é bastante utilizado a fim de definir as variaveis significativas e
suas interaces frente & resposta a ser estudada.*®

No planejamento de dois niveis, também chamado de fatorial 2, as variaveis
sao estudadas em dois niveis diferentes, por exemplo, se estudarmos a temperatura
de solubilizacdo podemos varia-la nos niveis 100 e 200 °C, e o tempo de
solubilizacdo em 1 e 2 h, deste modo, as combinacdes seriam: (100 °C, 1 h), (100
°C, 2 h), (200 °C, 1 h) e (200 °C, 2 h).**

A Figura 1 demonstra geometricamente 0s possiveis experimentos a serem
realizados em um fatorial de dois niveis com duas e trés variaveis. Note que 0s
valores estédo codificados, ou seja, sinal (+) refere-se ao maior valor de um fator e o
sinal (-) refere-se ao menor valor desse fator. Podemos também incluir um nivel zero

(0) como ponto central no qual todas as variaveis estdo em seu valor médio.>
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Figura 1. Desenho experimental dos Planejamentos Fatoriais de dois niveis com (a) duas e (b) trés
variaveis.*

Este tipo de planejamento ndo é adequado para a otimizacdo de muitas
variaveis, pois a quantidade de experimento é calculada através da expressdo 2%,
onde k é o niumero de variaveis, deste modo o valor cresce exponencialmente e,
portanto, quando estudamos quatro fatores, por exemplo, seria necessario fazer no
minimo dezesseis ensaios (2. Se a intencéo é investigar uma quantidade maior de
fatores é mais adequado a utilizacdo de um planejamento fatorial fracionario.>**°

Para se obter um planejamento fatorial fracionario deve-se reduzir os pontos
experimentais de um planejamento fatorial completo descartando algumas
combinacdes, isso é possivel, pois se 0s efeitos da interacdo dessas variaveis na
resposta geralmente ndo sao significativos entdo 0s ensaios ndo precisam ser
realizados.*®

No entanto, isso s6 ocorre por dois motivos: o primeiro é o fato do nimero de
efeitos de interacdo muitas vezes tém valores pequenos e sao destituidos de
gualquer importancia pratica, o segundo, € que quando o0 numero de variaveis
aumenta, crescem as chances de uma ou mais varidveis ndo afetarem
significativamente a resposta, por meio de efeitos principais ou por meio de efeitos
de interacdo.***

Para determinar o numero de experimentos (n) de um planejamento fatorial
fracionario usamos a expresséo n = 2“* onde k é o nimero de fatores e x refere-se
a reducao de experimentos. Portanto, se trabalharmos com 2 fatores e se x for igual
a 1 (um), o numero de ensaios sera a metade do que seria utilizado em um

planejamento fatorial completo.®*33




2.3.3 Planejamento Composto Central

O planejamento composto central é mais antigo do que os planejamentos
experimentais multivariados Box Behnken e Doehlert. Ele € construido pela unido de
trés partes: o planejamento fatorial com varidveis normatizadas -1 e +1, o0
planejamento estrela (axial), ficando a uma distédncia a do seu centro e o ponto
central.*%%

A Figura 2 apresenta a conformacdo geométrica do planejamento composto
central no qual o planejamento fatorial é representado pelos pontos cheios (e), o
planejamento estrela é representado pelos pontos vazios (o), e o ponto central,
representado pelo quadrado (o). Vale lembrar que o ponto central pode ser repetido
varias vezes, a fim de fornecer uma medida do erro puro e estimar a variancia da

resposta prevista. 3"

A
(a) & (b) i
O
o I8 x| O (77 0
7 T 0 g ‘ O/:/J/l
© o
> X2 »
X] X1

Figura 2. Desenho do Planejamento composto central com (a) duas variaveis (b) trés variaveis.*®

O numero de experimentos (N) do planejamento composto central é
determinado pela expresséo: N = k*+ 2k+ C,, onde k é o nimero de fatores e C, é 0
namero de réplicas do ponto central. O valor de a depende do numero de fatores e é
obtido através da equagdo a = 2% P* para duas, trés e quatro variaveis é
respectivamente, 1,41; 1,68 e 2,00. Cada fator é estudado em cinco niveis (-a, -1, 0,

+1 , +G).31'38




2.3.4 Planejamento Box Behnken

O planejamento Box Behnken surgiu em 1960 a partir da subtracdo de alguns
pontos do planejamento fatorial de trés niveis original, conforme mostrado na Figura
3. Uma das grandes vantagens é quanto ao nimero de experimentos que torna o
planejamento de baixo custo e rapido.***

O fato do planejamento Box Behnken n&o possibilitar que os fatores sejam
estudados em nivel superior e em nivel inferior ao mesmo tempo pode ser
considerado por alguns autores uma vantagem, ja que essa condicdo maxima
dificilmente possui efeito significativo na resposta, todavia, isso pode ser uma
desvantagem, pois algumas vezes precisarmos avaliar os fatores em condi¢des

extremas.*®

A/

Planejamento fatorial 3° Planejamento Box-Behnken

Figura 3. Obtenc¢é&o do planejamento Box Benhken a partir do planejamento fatorial 33.%

Esse planejamento é aplicado quando se deseja estudar trés ou mais fatores,
em trés niveis cada um (+1, 0, -1). O numero de experimento do planejamento Box
Behnken (N) é determinado pela equacdo: N = k% — k + Cp, onde k € o nimero de

variaveis e Cp é o nimero de pontos centrais.***

2.3.5 Planejamento Doehlert

O planejamento experimental Doehlert ou simplesmente matriz Doehlert foi
criado em 1970 por David Doehlert, no entanto, vem sendo bastante utilizado nas
ultimas décadas na otimizacdo de experimentos em geral e especialmente na

Quimica Analitica.****




S&o inumeras as vantagens do planejamento Doehlert, dentre elas: ser
facilmente aplicado as variaveis experimentais utilizando poucos ensaios, permitir a
construcdo de planejamentos sequenciais em direcdo a resposta maxima e poder
escolher os fatores que se deseja estudar em um numero maior de niveis. A
quantidade de experimentos (N) é determinado pela expresséo N = k? + k + C,, onde
k é o nimero de fatores e C, é o nimero de replicas do ponto central.?>**

Geometricamente o planejamento Doehlert possui pontos experimentais
igualmente espagados em circulos, esferas ou hiperesferas concéntricas, formando
um hexagono quando trabalhamos com duas variaveis, conforme demonstrado na
Figura 4. Este tipo de planejamento se destaca, dentre outros motivos, pelo menor

nimero de experimentos em relacdo ao planejamento de superficie de resposta.®**°

-0,866 -

I
I
1
t
-1,0 -05 0 05 10

Figura 4. Representacdo geométrica do planejamento Doehlert para duas variaveis.?

O planejamento Doehlert possibilita o estudo das variaveis em niveis
diferentes, ou seja, a variavel representada no eixo x é investigada em cinco niveis
(-1,0; -0,5; 0; 0,5; 1,0), enquanto a variavel representada no eixo y é estudada em
trés niveis (-0,866; 0; 0,866). Deste modo, a variavel mais significativa deve ser
estudada com a maior quantidade de niveis para se obter mais informacdes.*

As figuras geométricas que orientam o planejamento Doehlert para trés
variaveis apresentam trés conformacbes diferentes oriundas de um octaedro,
conforme exposto na Figura 5, onde (a) é a distribuicdo de pontos obtidos projecéo
sobre uma face quadrada, (b) é a projecdo sobre uma face triangular e (c) é a

projecao sobre um vértice.




Uma grande vantagem do planejamento Doehlert, comparado com o Box-
Behnken e o composto central é justamente a possibilidade de se estudar variaveis

em niveis diferentes.*?

Variavel x;

/ Variavel x,
Variavel x»

Figura 5. Planejamentos Doehlert para trés variaveis originados por deferentes projecdes planas do

cubo octaedro

Até agora foi apresentado o planejamento Doehlert para duas e trés variaveis,
no entanto, esse planejamento experimental também pode ser utilizado para mais de
trés variaveis. As matrizes experimentais com valores codificados para otimizacao

de quatro e cinco varidveis estdo expostos, respectivamente, nas Tabelas 1 e 2.




Tabela 1. Matriz Doehlert para quatro variaveis. Tabela 2. Matriz Doehlert para cinco variaveis.

Variaveis Experimentais Variaveis Experimentais

A B C D A B C D E
1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
2 1 0 0 0 2 1 0 0 0 0
3 0.5 0.866 0 0 3 05  0.866 0 0 0
4 0.5 0.289  0.817 0 4 05 0289 0817 0 0
5 0.5 0.289  0.204  0.791 5 05 0289 0204 0791 0

6 -1 0 0 0 6 05 0289 0204 0.158 0.775
7 .05  -0.866 0 0 7 0 ) 0 0 0
8 .05  -0.280 -0.817 0 8 05 0866 0 0 0
9 .05  -0289 -0204 -0.791 o o5 0289 0817 0 0
10 0.5 -0.866 0 0 10 05 -0289 -0.204 -0.791 0

11 0.5 -0.289  -0.817 0 11 -05 -0.866 -0.204 -0.158 ~-0.775
12 05 0289 -0204  -0.791 1> o5 028 0 0 0
13 -0.5 0.866 0 0 13 05 -0.289 -0,817 0 0
14 0 0.577  -0.817 0 14 05 -0289 -0.204 -0.791 0

15 0 0.577  -0.204  -0.791 15 05 -0289 -0.204 -0.158 -0.775
16 -05 0289 0817 0 16 05 0866 0 0 0
17 0 -0.577  0.817 0 17 0 0577 -0.817 0 0
18 0 0 0.613  -0.791 18 0 0577 -0.204 -0.791 0

19 -05 0289 0204 0791 19 0 0577 -0.204 -0.158 -0.775
20 0 -0.577 0204 0.791 20 -05 0289 0817 0 0
21 0 0 0613  0.791 21 0  -0577 0817 0 0
2 0 0 0.613 -0.791 0

232 0 0 0613 -0.158 -0.775
24 05 0289 0204 0.791 0
25 0  -0577 0204 0.791 0
26 0 0 .0.613  0.791 0

270 0 0 0633 -0.775

28 05 0289 0204 0158 0.775

20 0  -0577 0204 0158 0.775

30 0 0 0613 0158 0.775

31 0 0 0 -0.633 0.775

No planejamento Doehlert com duas varidveis sdo utilizados 07 (sete)
ensaios, para trés variaveis utiliza 13 (treze), para quatro e cinco variaveis sao
utilizados 21 (vinte e um) e 31 (trinta e um) experimentos respectivamente. Vale
lembrar que a quantidade de experimentos pode aumentar conforme se acrescenta

as réplicas do ponto central que se deseja realizar.




2.4 PREPARO DE AMOSTRAS

O preparo de amostras € uma das etapas determinante na quantificacdo de
substancias, pois pode envolver os processos de digestdo, extracdo e preparacao
de analitos. Alguns autores relatam esta é a fase responséavel por 61% do tempo de
trabalho em laboratério e de 30% do erro da analise.®

As técnicas espectrométricas requerem dissolucao total ou parcial da amostra
antes da analise, por esse motivo, normalmente utiliza-se a digestdo de amostras
gue € um processo no qual a matriz organica € destruida e os analitos ficam livres
em solucéo para s6 assim poderem ser quantificados.®’

Existem inimeros métodos de digestdo de amostra, todavia, uma das mais
utilizadas é a decomposicao por via imida, em sistemas abertos ou fechados, onde
se adiciona reagentes a amostra e se aplica energia suficiente para romper ligacdes
ou dissolver a estrutura cristalina dos sélidos.®

A escolha do método de digestdo deve levar em consideracdo os analitos
estudados, pois em caso de volateis ndo sao indicados sistemas abertos, 0 menor
tempo para decompor completamente a amostra, menor indice de contaminacéo, a

guantidade de amostra a ser digerida e geracdo minima de residuos.

2.4.1 Decomposic¢ao por via umida

A digestdo por via Umida é um método de digestdo que utiliza agentes
oxidantes ou complexantes para decompor a amostra organica ou liberar metais das
matrizes inorganicas. Os principais reagentes utilizados sdo acidos concentrados
como: &cido nitrico, cloridrico, sulfarico, fosforico, fluoridrico ou mistura de acidos,
por exemplo, a mistura de &cido nitrico e cloridrico concentrados geralmente na
propor¢do de um para trés, chamado de &gua régia. Outras vezes mistura-se
peréxido de hidrogénio aos acidos.’

A digestdo por via umida requer além de acidos fortes o fornecimento de
energia, a fim de acelerar o processo, as principais fontes de energia sédo: térmica,
ultra-sbénica, radiante (infravermelho e ultravioleta) e microondas. A digestdo em
bloco digestor e com bombas de PTFE sdo os métodos mais utilizados em

laboratérios de Quimica Analitica pela facil manipulagéo e baixo custo.?




A digestdo em bloco digestor consiste em uma técnica de digestdo por via
Uumida em sistema aberto e acontece em tubos de digestdo de aproximadamente 30
cm, no qual pode-se utilizar “dedo frio” para criar um refluxo dentro do tudo evitando

a evaporacao rapida dos oxidantes e a perda de compostos volateis.****

Outro método de digestdo por via Umida muito utilizado € a digestdo com
bombas de PTFE que consiste em um sistema fechado no qual utiliza um recipiente
de PTFE (para o acondicionamento das amostras) revestidas por uma camisa
externa (constituida de aco inoxidavel e isolamento) que sdo aquecidos em estufa
suportando altas temperaturas e pressées e impedem a perda de analitos volateis.°

Uma ampla variedade de amostras pode ser eficientemente decomposta por
esse método, por exemplo: ligas metalicas, amostras organicas, minerais comuns,
solos, rochas silicatos e argila. Apesar disso, essas técnicas consomem muito tempo
e utilizam uma quantidade maior de reagentes se compararmos com outros métodos

de digestdo.®*

2.4.2 Solubilizagao alcalina com TMAH

Uma alternativa frente aos métodos de digestao utilizando acidos corrosivos é
a solubilizacdo alcalina utilizando o hidréxido de tetrametilaménio (TMAH). Este
reagente tem demonstrado éxito na solubilizacdo de amostras bioldgicas sem
requerer aquecimento, evitando a perda de analitos volateis.***

O TMAH ¢é uma base forte de pH entre 13,4 e 14,7, de forma molecular
(CH3)4NOH e férmula estrutural apresentado na Figura 6. Normalmente é
comercializada como solugdo a 25% m/v em agua ou metanol. Possui aparéncia

incolor, forte odor de amina e é soltvel em agua ou alcool.’

OH" (|3|_|3
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Figura 6. Férmula estrutural do hidroxido de tetrametilaménio.




Essa base é amplamente utilizada na industria especialmente na fabricacao
de semicondutores e monitores de cristais liquidos e vem ganhando destaque na
guimica analitica nos processos envolvendo solubilizacdo alcalina e também na
preparacéo de amostras para a especiacdo elementar.*®*’

Os primeiros relatos do uso do TMAH para solubilizacdo de amostras foi
publicado em 1973. Nele os autores propdem uma metodologia para solubilizacdo
de amostras de figado, rim e pélos de ratos para determinacao de Cd, Cu, Pb e Zn,
e compara os resultados obtidos com a digestdo com acido nitrico e/ou perclérico.
Os autores relatam que a utilizacdo de solucdes de referéncia preparadas em HNO;3
(5% viv) ndo eram adequadas, pois TMAH tem viscosidade diferente do HNO3; o que
altera a taxa de aspiracéo dos digeridos.’

Recentemente, outros trabalhos de pesquisa vém testando a eficiéncia da
solubilizacdo alcalina com TMAH, e propondo outros métodos para decompor
amostras diversas como: material biolégico, unhas, cabelos, frangos e carne
obtendo assim resultados satisfatorios apdés a comparacdo com metodologias ja
validadas como digestdo por via Gmida.*“®

Um desses trabalhos foi desenvolvido por BATISTA e colaboradores e nele foi
possivel quantificar metais (Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn) por ICP-MS e ETAAS em
amostras de unha que passaram pelo processo de decomposicdo com TMAH a
temperatura ambiente por doze horas, para comparacao utilizou-se a digestédo acida
assistida por microondas e segundo 0s autores as duas técnicas ndo apresentaram
diferenca estatistica.*®

A solubilizacdo alcalina se destaca por ser uma técnica simples, que
demanda pouca habilidade técnica do manipulador, dispensa supervisdo continua,
além de dissolver rapidamente materiais biolégicos especialmente quando auxiliada
com microondas ou ultrassom. Amostras tratadas com TMAH podem ser
armazenadas a temperatura ambiente por até trés anos sem sofrer alteracdes nas
concentracdes dos metais.

Com relacéo a toxicidade existem poucos relatos na literatura, mas ja se sabe
gue seus odores podem causar irritacdo no nariz, garganta e sistema respiratorio,
além disso, o contato direto com a pele pode provocar queimaduras de até terceiro
grau. Outros sintomas podem estar associados pelo fato do TMAH sofrer
degradacéao e gerar o tetrametilamonio (TMA) ou tetramina, um composto de amonio

quaternério toxico.%*°




2.4.3 O uso de ultrassom no tratamento de amostras para andlise
guantitativa de metais

Na Quimica Analitica os processos de pré-tratamento de amostras sao
extremamente importantes. Diante disso, existe uma demanda por novas
metodologias que sejam rapidas, de facil execucdo e que utilizem quantidades
menores de reagentes. Neste contexto, as metodologias auxiliadas por ultrassom
vém ganhando destaque na extracdo de espécies quimicas em varios tipos de
amostras.™®

O ultrassom sdo ondas mecanicas que se propagam em meios materiais, com
velocidade que pode variar de centenas de metros por segundo no ar até milhares
de metros por segundo em solidos. A frequéncia do ultrassom varia no intervalo de
16 KHz a 1 MHz, esta frequéncia fica fora da faixa de alcance do ouvido humano (16
Hz a 16 KHz), por esse motivo ela é imperceptivel aos humanos.*%*

O banho de ultrassom, equipamento usado nesses processos analiticos de
pré-tratamento de amostras, possui um recipiente metalico e em sua parte interna
estdo acoplados transdutores piezelétricos (normalmente ceramicas) que sdao
responsaveis por gerar o ultrassom de frequéncia de aproximadamente 42 KHz.***!

As ondas ultrassbnicas se propagam em meio que tenha propriedades
elasticas e isso gera um efeito em cadeia, pois 0 movimento de um corpo vibrando é
transmitido para as moléculas adjacentes, as quais, antes de retornar o equilibrio
transmitem o movimento para as moléculas que estdo ao redor, criando ciclos de
compressdo e expansdo, esta é a principal caracteristica do fenbmeno chamado
cavitacdo.™

O efeito cavitacional gerado pelo ultrassom é capaz de acelerar os processos
de digestdo e extracdo pelo fato de proporcionar agitacdo mecanica que provoca
colapsos nas cavidades formadas nos liquidos e sélidos devido as alternancias entre
as zonas de alta e baixa pressdo das ondas ultrassonicas. Isso facilita a extracdo
dos elementos, a sedimentacdo do material particulado em suspenséo e promove a
quebra de células vegetais.>

Vérias metodologias utilizando ultrassom estdo sendo desenvolvidas a fim de
acelerar as extracfes de metais, dentre esses métodos destacam-se as digestbes
acidas e as alcalinas, que tem apresentado resultados apreciaveis em uma
infinidade de amostras: alimentos, solo, aguas, folhas de vegetais, cabelos, leite e

algas comestiveis.>'%>3




3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico de pré-tratamento de amostras utilizando
solubilizacdo alcalina com hidréxido de tetrametilamoénio (TMAH) com o auxilio de
energia de ultrassom visando a determinacdo dos metais Ca, Fe, Mg e Zn em
amostras de filés de peixes e deteccao por espectrometria da absorcao atdmica com

chama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Utilizar o planejamento multivariado Doehlert para otimizar as variaveis

envolvidas no processo de solubilizac&o alcalina.

v' Validar a metodologia de pré-tratamento utilizando solubilizagcdo alcalina

visando determinacdo de metais em amostras de peixes.

v Aplicar a metodologia estudada em amostras de peixes adquiridas no comércio
de Jequiée-BA.

v' Determinar os teores de calcio, ferro, magnésio e zinco nas amostras de peixes

por espectrometria de absorcdo atbmica com chama.

v' Avaliar se as concentracbes dos metais estdo de acordo com as
recomendacgOes da Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998 da ANVISA e
comparar os valores encontrados com os apresentados na Tabela Brasileira de

Composicéo de Alimentos (TACO).




4. PARTE EXPERIMENTAL
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4.1 INSTRUMENTACAO

A quantificacdo dos metais foi realizada utilizando um espectrometro de
absorcdo atbmica com chama (FAAS), marca Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA),
modelo AAnalyst 200 equipado com lampada de deutério como corretor de fundo.
Lampadas de catodo oco (HCL) da marca Perkin Elmer foram utilizadas. Outros
parametros utilizados nas analises estao descrito na Tabela 3.

As medicdes de turbidimetria foram realizadas utilizando um
espectrofotdmetro Varian Cary 50 Conc (Palo Alto, Califérnia, Estados Unidos da
América) e as solucdes foram colocadas numa cubeta de vidro de 1,0 cm.

O processo de liofilizagdo das amostras de peixes fresco foi realizado em um
liofilizador da marca Terroni (Sdo Carlos, SP, Brasil), modelo LS 3000. A digestao
acida das amostras ocorreu em bloco digestor da marca Tecnal (Piracicaba, SP,
Brasil), modelo 040125 com tubos digestores de vidro e “dedo frio”. Banho
ultrassonico, marca Cristofoli (Campo Mourdo, PR, Brasil) foi utilizado para

dissolucéo alcalina.

Tabela 3. Pardmetros do Espectrometro de absor¢édo atbmica com chama.

Parametros Ca Fe Mg Zn
Comprimento de onda (nm) 4227 248,3 285,2 2139
Altura do queimador 13,5 13,5 13,5 13,5
Largura da fenda 13,5 0,7 13,5 0,7
Vazéo do fluxo de acetileno (L min'l) 2,50 2,50 2,50 2,50
Vazéo do fluxo de ar (L min'l) 10,0 10,0 10,0 10,0
Vazéo do fluxo de nebulizacdo (mL min’™®) 7,4 7,4 7,4 7,4

4.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

e Processador Philips Walita

e Tubos falcon de polietileno de capacidade 25 mL
e Balanca analitica

e Termbdmetros

e Sistema de purificacdo de agua QUIMIS (Séo Paulo, SP, Brasil)




e Vidraria convencional (baldes volumétricos, béqueres, bastdes de vidro, tubos
de ensaio) que foi descontaminada em solucdo de HNO3; 5% (v/v) por 24 h,
enxaguada com agua deionizada e seca em ambiente livre de poeira.

e Papel filtro Quanty JP 40, poros de 25 um

4.3 REAGENTES

e Hidroxido de tetrametilaménio 25% (m/v) (Sigma)

« Acido nitrico 65% (F. MAIA)

e Peroxido de hidrogénio 30% (m/v) (Merck)

e Solucdo padrao de calcio, ferro, magnésio e zinco (Fluka)

4.4 SOLUCOES

As solucbes intermediarias multielementares foram preparadas medindo em
micropipetas calibradas quantidades apropriadas de solu¢cdo multielementar 1000
mg L* contendo os elementos de estudo e diluindo para 20 mL com &gua
deionizada.

Para preparo das curvas analiticas em meio acido utilizou-se 5 % de HNO3; e
em meio basico acrescentou-se 620 pL de TMAH e as respectivas quantidades da

solucao intermediaria.

4.5 COLETA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de filé peixes congelados foram coletadas no comércio de Jequié
em agosto de 2015 e, em seguida, trituradas em processador. Parte das amostras
foi colocada em tubos falcon e mantidas em freezer a -21 °C para posterior
liofilizacdo. O restante foi guardado em recipientes plasticos devidamente rotulados
e conservados em refrigerador para testes posteriores. Foram também adquiridas
trés amostras de material de referéncia certificado Tort-3 (hepatopancreas de
lagosta), Dolt-4 (figado de peixe) e ERM-CE 278 (tecido de mexilh&o).




4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS

Um mix de peixes foi preparado misturando quantidades iguais das amostras
de filé de peixes. Posteriormente foram acondicionadas em tubos falcon e mantidas
sob refrigeragéao.

As amostras, exceto as certificadas, e o mix de peixes foram liofolizadas sob
vacuo de aproximadamente 0,119 pmHg e temperatura — 46 °C durante 24 horas.
Em seguida foram cominuidas em processador e peneiradas para homogeneizacao
e guardadas em refrigerador.

Cerca de 0,250 g das amostras foram pesadas em papel manteiga e
transferidas para tubos de ensaios nos quais adicionou-se 620 pL de TMAH 25% e
1380 uL de agua destilada. A seguir foram levados um a um ao banho de ultrassom
a 46 °C por 25 minutos. Logo apds, o digerido foi transferido para tubos falcon e

avolumados para 20 mL com agua destilada.

4.7 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DA SOLUBILIZACAO ALCALINA

Massas de aproximadamente 0,250 g do mix de peixes foram levadas ao
sistema de solubilizacdo alcalina com TMAH utlizando banho de ultrassom,
apresentado na Figura 7, nas condi¢cdes propostas pela matriz experimental do
planejamento Doehlert (Tabela 4). No final foram avolumadas como agua deionizada
para 20 mL.

A matriz do planejamento Dohelert envolveu 13 experimentos, realizados em
triplicata, e possibilitou o estudo de trés variaveis: volume de TMAH, tempo de
sonicacao e temperatura de solubilizacdo. A matriz Dohelert viabilizou a analise das
variaveis volume de TMAH (400 e 1000 uL) e tempo de sonicacao (5 a 45 min) em
cinco niveis, enquanto a temperatura do banho de ultrassom variou em trés niveis
entre 30 e 50 °C.




Figura 7. Sistema de solubilizagdo alcalina com banho de ultrassom

4.8 DIGESTAO ACIDA

Massas de aproximadamente 0,250 g do mix de peixes foram transferidas
para os tubos de digestdo, no qual foram adicionados 1,5 mL de HNO3; concentrado
e levados ao bloco digestor (Figura 8) por uma hora, apés esse tempo, adicionou-se
2,0 mL de H,O, e manteve no bloco por mais uma hora, ou até se perceber que a
amostra foi eficientemente decomposta. Este processo foi realizado em triplicata. A

temperatura do sistema variou entre 105 e 110 °C.

Figura 8. Digestéo acida em bloco digestor utilizando "dedo frio".




4.9 MEDIDAS DE TURBIDEZ DAS AMOSTRAS

Apoés realizar a solubilizacdo alcalina do mix de peixes, nas condicOes
propostas pela matriz experimental do planejamento Dohelert, uma réplica de cada
ensaio foi levado ao espectrébmetro de absor¢cdo UV-Vis para realizar medidas de

turbidez, no comprimento de onda de 650 nm.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

A analise dos dados obtidos nas atividades experimentais foi realizada
utilizando o programa Statistica Versdo 10.0 através da modelagem de superficies
de respostas e o programa Office Excel para obtencdo de parametros basicos como:
média, desvio padrdo, desejabilidade, intervalo de confianca, constru¢do de curvas

analiticas, entre outros.




5. RESULTADOS E DISCUSSAO




5.1 SOLUBILIZACAO ALCALINA COM TMAH ASSISTIDA POR ENERGIA DE
ULTRASSOM

Para o desenvolvimento desse método de solubilizacdo as amostras foram
colocadas individualmente na regido central do banho de ultrassom a fim de que
pudessem aproveitar o melhor desempenho do aparelho e para que ndo houvessem
grandes variagcfes entre as amostras, ja que a frequéncia pode variar dependendo
da regido em que é colocado na cuba.

Além do banho de ultrassom utilizou-se também um termémetro para
controlar a temperatura, visto que esta foi uma das variaveis estudadas e o
equipamento ndo faz esse controle. Além da temperatura pode-se otimizar o tempo
de sonicacao e o volume do reagente TMAH que talvez seja o fator mais importante
pois este € o responsavel direto pela dissolucdo da matriz.

Para estudar o volume de TMAH, ele foi variado em cinco niveis, 200, 400,
600, 800 e 1000 pL, apds foi adicionada agua deionizada até 2000 pL para que toda
a amostra tivesse contato com o reagente, pois, nos testes iniciais percebeu-se que
os volumes inferiores a 600 pL de TMAH nao eram suficientes para umedecer a
guantidade de amostra utilizada e ao final do tempo parte da amostra permanecia
inalterada. Logo apos a adi¢cdo do reagente as amostras foram colocadas em banho
de ultrassom e se iniciou contagem do tempo.

Para otimizacdo das variaveis um planejamento multivariado Doehlert foi
aplicado e apds a execucdo dos experimentos os dados de absorbancia obtidos no

FAAS foram utilizados para calcular o percentual de recuperacéo, utilizando-se a

Equacéao 01 >4, onde o valor da média esta relacionada com o valor da concentracio

obtido na triplicara do experimento usando solubilizacdo alcalina e o valor real é a
média obtida na digestdo acida. Os resultados encontrados estdo expostos na
Tabela 4.

% recuperacao = _media 100 (Equagéo 01)

valor real




Tabela 4. Planejamento Doehlert aplicado na otimizacdo das variaveis envolvidas na solubilizacdo alcalina

com TMAH de filé de peixes para determinacdo de Ca, Fe, Mg e Zn.

Variaveis independentes

Recuperacao (%)

EXp TMAH  Tempo  Temperatura ca M Fo 71 DG T(l_J&)bédTe)Z
(L) (min) §) X
1 600 45 40 92.59 69.37 62.69 22.89 0,00750767  0.197
2 400 35 30 46.73 54.13 60.39 8.90 0,00143900 0.144
3 400 35 50 47.91 54.42 65.34 5.39 0,00204733 1.114
4 800 35 30 51.95 55.09 55.09 9.77 0,00106733  0.342
S 800 35 50 100.3 80.89 72.92 35.64 0,02404667 0.271
6 200 25 40 24.57 72.86 45.06 44.30 0,00080800  0.947
7 600 25 40 80.19 102.59 68.31 15.07 0,01624233 0.245
8 1000 25 40 79.48 60.43 62.11 15.29 0,00580533  0.249
9 400 15 30 33.80 56.26 54.29 10.58 0,00052667 0.159
10 400 15 50 32.49 44.87 51.29 105.5 0,00157033  1.054
11 800 15 30 32.59 60.21 36.03 81.49 0,00266933 0.179
12 800 15 50 66.58 69.20 68.04 12.61 0,00300467  0.200
13 600 5 40 17.76 79.09 27.21 35.27 0,00001867 0.894

DG: Desejabilidade Global

Para a analise dos dados preferiu-se utilizar o método proposto por Derringer

e Suich, que otimiza respostas mdltiplas através da funcdo de desejabilidade. A
desejabiliade individual (d) é gerada através da padronizagdo da resposta com
valores restritos ao intervalo [0,1], sendo zero o valor inaceitavel e um o valor mais
desejavel, calculadas através da Equacéo 02%, onde y é a resposta analisada, L é a

menor resposta obtida, T é o valor alvo®.

0, sey<L

d= (%),seLSy <T

1, sey>T

(Equacéo 02)

Apobs os célculos das desejabilidades individuais se faz necessario combinar
estas respostas em desejabilidade global (D), que é obtida pela média geométrica

das desejabilidades individuais, conforme a Equacéo 03.%

D = m\/dldz dm

(Equacéo 03)

Os resultados foram tratados no programa Statistica gerando as superficies
de respostas e as curvas de niveis, expostas nas Figuras 9 a 11, que demonstram o

comportamento das respostas em funcdo da alteracdo dos niveis das variaveis e




possibilita a localizacdo das regifes 6timas de acordo com as condicfes propostas
pelo planejamento Doehlert aplicado.
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Figura 9. (a) Superficie de resposta (b) curvas de niveis das variaveis tempo de sonicacéo e
temperatura do banho de ultrassom.

A Figura 9 (a) e (b) apresenta a superficie de resposta e a curva de nivel
relativa a temperatura e tempo de sonicacao, a resposta desejada esta apresentada
na regido de maximo, em vermelho mais intenso, onde também se apresenta o

intervalo de robustez com o tempo variando entre 20 e 35 minutos e com
temperatura entre 40 e 50 °C.
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Figura 10. (a) Superficie de resposta (b) curvas de niveis das variaveis temperatura do banho de
ultrassom e volume de TMAH.

Analisando a Figura 10 (a) e (b), que confrontam os fatores temperatura do
banho de ultrassom e volume de TMAH, nota-se que o intervalo de robustez se

encontra quando volume de TMAH esté entre 600 e 700 uL e temperatura do banho
de ultrassom entre 38 e 48 °C.
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Figura 11. (a) Superficie de resposta (b) curvas de niveis das variaveis tempo de
sonicacéo e volume de TMAH.

A Figura 11 (a) e (b) apresenta a superficie de resposta e a curva de nivel que
relaciona o volume de TMAH e o tempo de solubilizacdo, e observamos que o
intervalo de robustez se apresenta quando o volume de TMAH esta entre 600 e 800
HL e o tempo de sonicacdo esté entre 25 e 35 minutos.




A Figura 12 mostra os resultados do algoritmo de otimizagdo no qual
apresenta os graficos que relacionam as varidveis volume de TMAH, tempo de
sonicacdo e temperatura, representadas nas trés primeiras colunas, com as
respostas obtidas experimentalmente (recuperacdo dos metais) apresentadas nas

linhas horizontais na ordem Fe, Zn, Ca e Mg, respectivamente.

Vol. TMAH Tempo Temperatura Desirability
140,00 /~ 2
- .nulgllgl[u%u. °
atll 11y 1l i | ]
e Wﬁﬂﬂﬂ@w i E== T
T g
i §
10,000 ]
250,00
13
8
S = S
s0.435 S — 2
| =
-100.0
]~
©
121,52 a
. 9K
o g
i -
-20.00 ~
100.00 ©
- &
72,562 i =
’ ; §
R
o g
o
10,000 ~
>
2
51773 ‘W 7- s
fﬂ' . X
200. 620, 1000, 5, 25, 45, 30, 46, 50,

Figura 12. Perfis das desejabilidades individuais para Fe, Zn, Ca, Mg e perfil de desejabilidade global.

As linhas em vermelho sinalizam as condicbes de maxima desejabilidade
global, ou seja, estes sdo os valores 6timos das variaveis para que se possam obter
as melhores respostas de todos os analitos ao mesmo tempo. Os valores otimizados
foram: 620 pL para o volume de TMAH, 25 minutos de sonicacdo e temperatura de
46 °C.

Partindo do principio que na desejabilidade ocorre a combinagdo das
melhores condicbes para todas as variaveis, isso ndo significa que aplicando os
valores otimizados teremos as maximas recuperacfes dos analitos, pelo contrario,
algumas vezes como visto a variavel temperatura € possivel notar que para o Fe a

condicao ideal se apresenta numa temperatura menor, todavia para 0s outros seria




proximos aos 46 °C definidos pelo programa. Este € um problema recorrente quando
se trabalha com resposta mdltipla.

Nas condi¢gdes otimizadas a desejabilidade global foi igual a 0,51773, que nao
€ um valor tdo bom pois a literatura recomenda que quanto mais préximo a um for a
desejabilidade, mais adequadas serdo as condi¢cdes para todos os analitos, no
entanto, nota-se que o rendimento da reacéo foi adequado para Fe, Ca e Mg, como
apresentado pelas linhas horizontais em azul, onde os valores estimados nas
condicbes otimizadas foram 90, 121 e 72%, respectivamente. Apenas 0 Zn
apresentou rendimento baixo, cerca de 30%.

Apesar de alguns resultados ndo se apresentarem satisfatorios seria
adequado a utilizacdo desta metodologia para a determinacdo dos metais em estudo

tendo em vista que é inviavel utilizar um conjunto de condi¢Bes distintas para

guantificar metais diferentes numa mesma amostra.

5.2 MEDIDAS DE TURBIDEZ

A turbidimetria é uma técnica fotométrica que se baseia na quantificacdo da
radiacdo dispersada por particulas em suspensdo.>® Neste sentido, podemos
relacionar o valor de — log T a eficiéncia da solubilizacdo, ou seja, quanto mais turva
a solucéo maior o espalhamento da radiagéo.

A escolha do comprimento de onda a ser utilizado no fotbmetro UV-Vis no
teste de turbidimetria depende da coloracdo da amostra, como a solucéo de trabalho
€ incolor e possui particulas também incolores pode-se utilizar qualquer
comprimento de onda no espectro visivel. No entanto, escolheu-se 650 nm pelos
valores obtidos se ajustar em uma faixa cémoda de trabalho.”® Os resultados do
teste de turbidimetria estdo expostos na Tabela 4.

Uma analise prévia da digestdo de amostras pode ser feita através da
turbidez do digerido, a falta de particulas na solugdo demonstra que a solubilizacéo
foi eficiente. A Figura 13 mostra uma réplica de cada ensaio realizado na otimizacao
do planejamento experimental Doehlert, nela podemos notar que os digeridos 01,
03, 05, 07, 08 e 12 estdo limpidos, enquanto o restante esta bastante turvo e isso
implica que algumas condi¢cdes do planejamento ndo sdo eficientes para solubilizar

as amostras de peixes.
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Figura 13. Mix de peixes digeridos nas condi¢Bes propostas pela matriz Doehlert.

Os resultados de turbidimetria expressos na forma de — log T foram langcados
no programa Statistica a fim de ajustar uma funcao e gerar superficies de resposta e
curvas de niveis, as quais estao dispostas nas Figuras 14 e 15. Vale lembrar que as
melhores respostas se apresentam nos pontos de minimo, pois, esta relacionada a
limpidez do digerido, portanto, quanto menor a turbidez mais bem digerida esta a

amostra.
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Figura 14. (a) Superficie de resposta (b) curvas de niveis relacionado as variaveis volume de TMAH e
tempo de sonicacao do teste de turbidimetria.
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Figura 15. (a) Superficie de resposta (b) curvas de niveis das variaveis tempo de sonicacédo e
temperatura do teste de turbidimetria.
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Os pontos 6timos obtidos segundo o programa sdo: 700 pL para o volume de
TMAH, 40 °C para a temperatura do banho de ultrassom e 30 minutos € o tempo de
sonicacdo. Nota-se que estas condi¢cdes se encontram dentro também da regido
otima das superficies de respostas usando a desejabilidade global como resposta

(Figuras 9 a 11). Os intervalos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Comparagdo entre os intervalos 6timos das variaveis avaliados através das respostas
recuperacéo e turbidez.

Vol TMAH (uL) Tempo (min) Temperatura (°C)

Recuperagcdo 600 - 700 20-35 40-50
Turbidimetria 600 - 900 25 -40 34 - 44

Ao analisar os intervalos de robustez nota-se uma grande intersecédo entre
seus valores o que demonstra que a modificacdo das condigcdes 6timas dentro
destes intervalos ndo causaria alteracfes significativas na eficiéncia da digestéo,
além disso, nota-se que as duas respostas se apresentaram adequadas para avaliar

0 método de solubilizacéo.

5.3 AVALIACAO DO MODELO PROPOSTO

A analise de variancia (ANOVA) é um método utilizado para avaliar
numericamente a qualidade do ajuste de um modelo. Com ela é possivel avaliar
varios parametros através da andlise das Somas Quadraticas (SQ) e das Médias
Quadrética (MQ) (da regresséo, do residuo, da falta de ajuste e do erro puro) que
sdo calculadas dividindo o valor de cada SQ pelo namero de grau de liberdade
associado.**’

Com os valores das Médias Quadraticas € possivel verificar a qualidade do
modelo através de uma comparacdo entre as variancias calculadas (MQ) por meio
do teste F. Os dois valores de F foram calculados através da razdo entre a Média
Quadratica da regressao (MQgr) e a Média Quadratica do residuo (MQ,) e entre a
Média Quadratica da falta de ajuste (MQ:) pela Média Quadratica do erro puro
(MQgp), respectivamente. Todos os valores da analise de variancia estéo

apresentados na Tabela 6.




Tabela 6. Analise de variancia para o modelo quadratico ajustado a resposta desejabilidade global
em nivel de confianca de 95%.

Fonte de variacéo SQ Gl MQ F calc F tab
Regresséao 0,0016 9 0,000177667 3,77 2,22
Residuo 0,00136 29  4,70345E-05
Falta de ajuste 0,0003 3 0,000083 1,94 2,98
Erro puro 0,0011 26 0,000043
Total 0,003 38

SQ: soma quadratica; Gl: grau de liberdade; MQ: média quadratica.

Através do teste F podemos inferir que a equagdo da regressao é
estatisticamente significativa uma vez que o F calculado (3,77) > F tabelado (2,22),
num nivel de confianca de 95%. A falta de ajuste também pode ser avaliada, sendo
o F calculado (1,94) < F tabelado (2,98) temos evidéncias estatisticas para admitir
gue o modelo quadratico ndo apresenta falta de ajuste.

5.4 VALIDACAO DA METODOLOGIA

O processo de validacdo de uma metodologia € muito importante, pois
através dele aferimos se a técnica esta realmente adequada para o uso pretendido.
Véarios parametros podem ser utilizados para a validacdo, podendo destacar a

linearidade, limite de detecc¢éo e quantificacdo, preciséo e exatidao.

5.4.1 Linearidade

A linearidade demonstra a eficiéncia da metodologia em fornecer resultados
diretamente proporcionais entre os resultados obtidos e a concentracdo do analito
na amostra. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da
Resolucdo RE n° 899 de 29 de marco de 2003, recomenda que sejam testadas pelo
menos cinco concentracdes diferentes.*®

Os resultados serdo satisfatorios primeiramente se, for possivel notar relacao
linear aparente, e sé entdo o coeficiente de determinacdo é determinado, devendo

apresentar valores de R igual a 0,99. Segundo a ANVISA, no entanto, o Instituto




Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) aceita que

R seja superior a 0,9
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As curvas analiticas foram preparadas pela técnica de padrdo externo. A

Figura 16 apresenta as curvas analiticas para os metais Ca, Fe, Mg e Zn. Os dados

apresentados em azul referem-se a curva aquosa e em vermelho esta relacionada

as curvas com adicdo de TMAH, empregada para avaliar o efeito da viscosidade na

determinacao dos metais.
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Figura 16. Curvas analiticas dos metais Ca (a), Fe (b), Mg (c) e Zn (d) obtidas nos meios aquoso e

TMAH.

Avaliando os coeficientes de determinagao (R?) das curvas analiticas notamos

que todas apresentam R? acima de 0,99, no entanto, a curva de TMAH para o célcio

apresenta um R?

0,985, que é o menor valor, isso nos diz que ha 98,5% de

concordancia entre as duas variaveis, a literatura recomenda que R? seja mais

proximo a 1 (um) portanto todos os valores sdo aceitaveis.
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Tabela 7. Parametros das curvas analiticas para o Ca, Fe, Mg e Zn obtidos obtidas nos meios

aquoso e TMAH.

Meio Téc_nica ge Equac&o I_nt_ervalo do R?
calibragdo coeficiente angular*

Ca

Aquoso Pad. externo y =0,028x + 0,062 0,02148 - 0,03509 0,993
TMAH Pad. externo y = 0,029x + 0,005 0,02263 - 0,03574 0,985
Fe

Aquoso Pad. externo y =0,044x + 0,001 0,04201 - 0,04766 0,996
TMAH Pad. externo y =0,041x + 0,001 0,03844 - 0,0442 0,995
Mg

Aquoso Pad. externo y=1,297x+ 0,014 1,17135 - 1,42299 0,990
TMAH Pad. externo y =1,038x + 0,009 0,96220 - 1,11424 0,996
Zn

Aquoso Pad. externo y = 0,540x + 0,059 0,48385 - 0,59805 0,994
TMAH Pad. externo y =0,470x + 0,054 0,42461 - 0,51586 0,992

* Intervalo de confianca de 95%

A Tabela 7 apresenta os parametros das curvas analiticas no nivel de

confianca de 95%. Podemos observar na coluna quatro o comportamento do

parametro intervalo do coeficiente angular que nos permite avaliar se as inclinacdes

das curvas analiticas sdo equivalentes e isso pode ser notado quando os intervalos

possuirem intersecao.

Todas as curvas em meio aquoso e em TMAH para a determinacdo dos

metais (Ca, Fe, Mg e Zn) apresentam intersecdo entre si sendo assim, nao

demonstra diferengas significativas entre os coeficiente angulares das curvas

analiticas de cada metal em meios diferentes. Logo, tanto a curva aquosa quanto a

com TMAH poderia ser utilizada para realizar a determinacdo dos analitos nas

amostras.
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5.4.2 Limite de deteccéao (LD) e quantificacao (LQ)

O limite de deteccao (LD) representa a menor concentracdo da substancia
gue se pode detectar com certo nivel de confianca. Ja o limite de quantificacdo (LQ)
€ a menor concentracdo da substancia que pode ser medida. Esse parametro indica
com exatiddo e precisdo a menor concentracdo dos analitos que pode ser
determinada.®"®?

Para estabelecer estes limites foram realizadas as avaliagdes dos desvios
padrdes do branco, conforme as Equacdes 04 e 05 °, onde o s representa o desvio
padrao da absorvancia do branco e S € o coeficiente angular das curvas analiticas

de cada metal em estudo.

3s

LD = ? (Equacéo 04)
10 s

LQ = T (Equacéo 05)

Os limites de deteccdo e quantificacdo dos metais Ca, Fe, Mg e Zn foram

calculados e estéo dispostos na Tabela 8.

5.4.3 Precisao

A precisao esta relacionada com a concordancia das medidas entre si, ou
seja, quanto maior a dispersao dos valores, menor é a precisdo. Esta varidvel pode
ser obtida de véarias maneiras, uma delas é através da repetibilidade e/ou
reprodutibilidade, no entanto, de maneira geral pode-se inferir que quanto maior a
grandeza dos desvios, menor a sua precisdo.*

Matematicamente existem pelo menos quatro formas de determinar a
precisao, entretanto, 0 método escolhido utiliza do desvio padrao relativo (RSD) que
é estimado através da Equac&o 06 *°, onde o s é o desvio padrdo de varias medidas

em uma mesma concentracao e X € a média dessas medidas.




S
RSD (%) = (j)x 100 (Equacéo 06)
X

Tabela 8. Parametros de validacéo para o método de solubilizacao alcalina com TMAH proposto.

Analito Ca Fe Mg Zn
LD (ug g™ 24 6,8 32 0,87
LQ (ug g™ 56 23 107 2,9

RSD (%) 2,8 1,2 31 1,8

Nesta metodologia de solubilizagdo alcalina estudada, a precisdo foi
apresentada como repetibilidade entre sinais de absorvancias que apresentaram os

desvios padrdes relativos apresentados na Tabela 8.

5.4.4 Exatidao

A exatiddo é um parametro da validacdo que esta relacionado com a
proximidade do valor medido em relagdo a um valor adotado como verdadeiro.
Existem inimeras formas de determinar a exatiddo de um método. Neste trabalho
utilizou-se a aplicacdo da metodologia em amostras certificadas e a comparacéo dos
resultados com um método ja validado.®

Os resultados da determinacéo dos metais Ca, Fe, Mg e Zn em amostras de
peixes tratados por solubilizagdo alcalina com TMAH e ultrassom foram comparados
com a metodologia ja validada de digestdo por via Umida utilizando acido nitrico
concentrado e peréxido de hidrogénio.'* Todos os resultados estéo apresentados na
Tabela 9, e através do teste t pareado foi possivel avaliar se os dados séo iguais

estatisticamente num nivel de confianga de 95%.




Tabela 9. Comparacao entre as concentracfes dos analitos utilizando solubilizacdo alcalina e acida.

Meio

Concentracdo da amostras de peixes (ug g'l)

Abandejo Ddoourr]?gro Linguado Merluza Panga Polaca do Alasca
Ca
TMAH 142,30 £ 20,74 233,51+£2491 241,59 +14,12 376,16 +15,18 735,20 £ 19,11 279,48 £ 24,25
Acida 161,76 + 15,81 165,95+5,91 229,64 +40,81 398,69 +16,80 201,75+ 16,38 212,33 +0,89
Fe
TMAH 28,74 £ 1,23 137,05 + 4,39 11,89 £1,87 55,58 £ 3,66 NA NA
Acida 29,49 +£0,34 26,05+1,31 16,33 +£0,31 47,75+ 3,51 NA NA
Mg
TMAH 123,62 + 21,95 168,58 +2,08 169,68 +17,89 129,56 + 3,52 88,94 + 5,38 225,92 + 13,45
Acida 97,03 + 19,30 12554 3,84  141,50+6,30  98,63+24,84  96,45+9,74 140,73 + 17,07
Zn
TMAH NA 7,76 £0,38 8,08 + 0,38 5,57 + 0,62 5,37 +0,04 6,07 £ 0,26
Acida NA 8,71 £ 0,99 8,90 £ 0,12 9,72 £+ 0,50 6,51 +0,25 8,39 £ 0,47

NA = nao avaliado

O teste t pareado para as concentracdes de calcio obtida através das duas
metodologias diferentes apresentou equivaléncia estatistica jA que o t calculado
(1,22) se apresentou inferior ao t tabelado (2,57), retirando-se a amostra de Panga
gue apresentou muita discrepancia entre os valores que pode ter ocorrido por erros
durante a solubilizacdo das amostras.

A determinacdo de ferro exibiu um t calculado igual a -1,20 que é um valor
dentro da regido de aceitacdo ja que o t critico é 2,77, descartando a amostra de
Dourado do mar, com conta dos valores se apresentarem muito diferentes. Mesmo
assim, os dois métodos sao estatisticamente equivalentes para quantificacdo deste
metal, ja que esta diferenca na amostra dourado do mar pode ter ocorrido por erros
de manipulagéo.

As concentracdes de magnésio ndo apresentaram diferencas significativas ja
gue o t calculado (2,33) esté& dentro de regido de aceitacdo para um t critico igual a
2,77. Para a realizacdo do teste t tabelado foram retiradas as concentracdes da
amostra de Merluza a qual apresentou uma diferenca muito grande entre os dois
métodos que pode ter ocorrido por erro do analista.

O zinco por sua vez apresentou um t calculado -2,98, ou seja, esta fora da
regido de aceitacao, pois o t critico € 2,77, portanto existem diferencas estatisticas

entre a solubilizacdo alcalina com TMAH e a digestdo por via Umida para




determinacao de zinco. Isso pode ter ocorrido pelo fato do Zn ter sofrido algum tipo
de interferéncia em meio bésico.

A metodologia de solubilizagédo alcalina com TMAH foi aplicada nas amostras
certificadas Tort-3 (hepatopancreas de lagosta), Dolt-4 (figado de peixe) e ERM-CE
278 (tecido de mexilhdo) com a finalidade de confirmar a validacdo dos resultados
encontrados na determinacéo de Fe e Zn, ja que ndo apresentam o valor certificado

de Ca e Mg. As concentragfes encontradas estao descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Determinacdo de Fe e Zn em material de referéncia certificado tratadas com TMAH
auxiliado por ultrassom.

Concentracéo (ug g™
Tort-3 Dolt-4 ERM-CE 278

Valor encontrado de Fe 169,29 +1,83 1754,83+27,50 176,08 +10,14
Valor certificado de Fe 179 +8 1833+ 75 NC
Valor encontrado de Zn 17,56 +1,12 121,96 + 2,80 91,08 + 9,08

Valor certificado de Zn 136 + 6 116 + 6 83.1+17
NC = né&o possui valor certificado

As concentracdes de ferro na amostra Tort-3 se apresentou estatisticamente
diferente ao valor de referéncia num nivel de confianca de 95%, pois o t calculado
(-4,60) esta fora da regido de aceitacdo (t critico = 4,30). A Dolt-4 por sua vez,
possui concentracfes de ferro estatisticamente iguais ja que o t calculado (-2,46)
menor que o t critico (4,30).

O zinco encontrado nas amostras Dolt-4 e ERM-CE 278 foram iguais
estatisticamente, pois na primeira o t calculado foi 0,76 e no segundo foi 1,84 valores
inferiores ao t critico (4,30). A amostra Tort-3 apresentou concentracdo de zinco
guase dez vezes menor que o valor certificado, o que pode ter ocorrido por

interferéncias da matriz da amostra.




5.5 APLICACAO DA METODOLOGIA NAS AMOSTRAS DE PEIXES

As amostras de peixes coletadas no comercio de Jequié-BA foram avaliadas
pela metodologia de solubilizacdo alcalina desenvolvida e apresentaram as
guantidades dos metais Ca, Fe, Mg e Zn apresentadas na Tabela 9. O teor de
umidade das amostras foi determinado, o qual apresentou umidade média de
aproximadamente 85%.

As concentracdes de célcio nas amostras de peixes variaram entre 142 a 735
ng g', sendo Merluza e Panga as espécies que apresentaram as maiores
guantidades desse metal, enquanto o Abadejo apresentou a menor concentracéo. O
ferro apresentou concentracdes variando entre 11,89 e 137,0 ug g+, nas espécies
Linguado e Dourado do Mar, respectivamente.

As amostras apresentaram concentracdes de magnésio variando entre 88,94
e 22592 pg g, sendo a amostra de Polaca do Alasca a que exibiu maior
guantidade de magnésio. As amostras apresentaram concentracdes de zinco entre
5,37 e 8,08 ug g+, a espécie que possui a menor quantidade foi o PAnga, ja o
Linguado e o Dourado do Mar tiveram as maiores concentracdes.

Como estes sdo elementos essenciais também para os seres vivos €
aceitavel que estes apresentem quantidades significativas. A ANVISA, através da
Portaria n° 685, de 27 de agosto de 1998, regulamenta a concentragédo de zinco em
peixes, sendo o valor aceitavel é de até 50 pg g*, deste modo, as amostras de
peixes possuem quantidades de zinco aceitaveis. A legislacdo brasileira nao
regulamenta os outros metais analisados.

A Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) apresenta a
composicdo dos principais alimentos consumidos no Brasil e nela foi possivel
identificar a quantidade de Ca, Mg, Fe e Zn de amostras de Abadejo e Merluza
coletadas em vérias regides brasileiras.®® A quantificacdo desses metais foi por meio
da técnica de espectrometria de emissdo atdbmica com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES) e as concentracdes estdo expostas na Tabela
11.




Tabela 11. Composi¢do mineral das amostras de diferentes regiées pela Tabela Brasileira de
Composicédo de Alimentos.

Quantidade em pg g™

Amostra Ca Fe Mg Zn
Abadejo 100 140
Merluza 200 270 2 3

Comparando as concentragbes dos minerais apresentados pela TACO
(Tabela 11) com as concentra¢des encontradas nas amostras das mesmas espécies
de peixes adquiridas do municipio de Jequié (Tabela 9), notou-se que as
concentracbes de calcio, magnésio e zinco encontradas nas amostras foram
superiores aos expostos na TACO, j& a quantidade de ferro foi inferior. Essas

variacdes podem ter ocorrido devido a diferentes fatores ambientais.




6. CONCLUSOES

O planejamento experimental Doehlert permitiu a otimizacdo das principais
variaveis envolvidas no processo de solubilizacdo de amostras (tempo de sonicacéo,
volume de TMAH e temperatura do banho ultrassbnico) para determinacdo dos
analitos Ca, Fe, Mg e Zn por espectrometria de absor¢édo atbmica com chama.

Os parametros de mérito avaliados se apresentaram satisfatérios, mas vale
destacar que os limites de deteccéo e quantificacédo do calcio foram 24 e 56 pg g+,
do ferro 6,8 e 12 pg g™, do magnésio 32 e 107 pg g™ e do zinco 0,87 e 2,9 pg g+,
respectivamente. A linearidade e a reprodutibilidade demonstraram que esta nova
metodologia € confiavel para determinacdo de metais em amostras de filé de peixes.

A exatiddo do método foi avaliada através da aplicacdo do método de
solubilizacéo alcalina nos materiais de referéncia certificado Tort-3, Dolt-4 e ERM-CE
278, o qual apresentou concentracdes estatisticamente semelhantes num nivel de
confianca de 95%, com excecdo das concentracdes de ferro e zinco na amostra
Tort-3.

A partir da avaliacdo de todos os parametros pode-se concluir que o método
de solubilizagcdo alcalina utilizando o reagente TMAH auxiliado por energia de
ultrassom se mostrou eficiente, rapido e econémico para digerir amostras de filé de
peixes.

As condi¢des oOtimas foram aplicadas nas amostras de peixes adquiridas no
comércio de Jequié, as quais apresentaram concentracdes de calcio variando entre
142,3 a 735,2 pg g, de ferro entre 11,89 e 137,05 pug g™, de magnésio entre 88 e
225 pg g* e de zinco entre 5,37 e 8,08 pg g*. Comparando os resultados com os
métodos de digestdo acida as concentracdes dos metais Ca, Mg e Fe se
apresentaram estatisticamente equivalentes, apenas o0 Zn apresentou diferenca
significativa.

A legislacao brasileira regulamenta apenas a quantidade de zinco em peixes
sendo que o valor aceitavel é de até 50 pg g, o que demonstra que todas as
amostras estavam adequadas para 0 consumo, pois apresentou concentracao

inferior.




7. PERSPECTIVAS

Como perspectiva se faz necessario a realizagdo outros estudos para
determinar o que causou as baixas recuperacodes de zinco em algumas amostras.

Aplicacdo dessa metodologia para determinacdo dos quatro analitos
estudados (Ca, Fe, Mg e Zn) em outras amostras reais, visando a ampliacdo da
aplicabilidade de uma metodologia barata e mais rapida.

Estudar a possibilidade de digerir mais amostras no banho de ultrassom de
uma s6 vez sem que haja altera¢des significativas entre as amostras e assim acelere

ainda mais o processo de solubilizacédo alcalina.
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