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Desenvolvimento de método com base em dissolucdo alcalina com
Hidréxido de Tetrametilaménio (TMAH) para determinacdo de metais em

carne de bode comercializadas na regido Sudoeste da Bahia

Autora: Juscelia Pereira dos Santos Alves

Orientador: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

RESUMO: Este trabalho propde uma comparacdo entre a solubilizacdo alcalina usando
Hidroxido de Tetrametilamonio (TMAH) e decomposicdo por via imida em sistema aberto
com aguecimento usando HNO3 concentrado para o preparo de amostras de carnes de bode
visando a determinacdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn e determinacao por espectrometria de
absorcdo atbmica com chama (F AAS) e espectrometria de emissdo atdmica com chama (F
AES). O método proposto neste trabalho foi otimizado avaliando o volume do hidroxido de
tetrametilamonio, massa da amostra, tempo de sonicacdo do banho ultrassénico e temperatura
usando planejamento Doehlert. Para a decomposi¢do por via Umida em sistema aberto as
condicdes selecionadas foram de 0,59 de amostra, 3 mL HNOs;, 2 mL de H,O, em
temperatura em torno de 120°C por 120 minutos. Para a solubilizacdo alcalina as condigdes
Otimas encontradas foram de 0,59 de amostra, 15 minutos de sonicacdo no banho ultrassénico
e 1000 pL de TMAH, e a temperatura foi fixada em 50 °C. Os limites de deteccdo e
quantificacdo obtidos para os analitos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn foram de, respectivamente,
2,28: 0,407; 1,24; 0,0752; 0,0665; 0,191; 0,169 pg g™ e 7,60; 1,35; 4,14; 0,251; 0,221; 0,638;
0,563 g g™. Os desvios padrdo relativos variaram entre 0,093 a 5,2%. A exatiddo foi avaliada
comparando os resultados obtidos pela aplicacdo do método proposto com os resultados
utilizando o bloco digestor. Foi avaliada também com o material de referéncia certificado,
Bovine Liver NIST 1577b. A aplicacdo do teste t indicou que ndo houveram diferencas
significativas em um nivel de confianca de 95% entre os dois métodos avaliados.

Palavras-chaves: carne de bode, metais, solubilizacdo alcalina, TMAH, planejamento
Doehlert, espectrometria atbmica



Development of method based on alkaline dissolution with
Tetramethylammonium Hydroxide (TMAH) for determination of goat

meat metals commercialized in Southwest Bahia

Autora: Juscelia Pereira dos Santos Alves

Orientador: Prof. Dr. Marcos de Almeida Bezerra

ABSTRACT: This work proposes a comparison between alkaline solubilization using
tetramethylammonium hydroxide (TMAH) and wet decomposition in the open system with
heating using concentrated HNO;3; for the preparation of goat meat samples for the
determination of Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na and Zn and determination by flame atomic absorption
spectrometry (F AAS) and flame atomic emission spectrometry (F AES). The method
proposed in this work was optimized by evaluating tetramethylammonium hydroxide volume,
sample mass, sonication time of ultrasonic bath and temperature using Doehlert design. For
wet decomposition in open system the selected conditions were 0.5g of sample, 3 mL HNOs3,
2 mL of H,0, at temperature around 120°C for 120 minutes. For the alkaline solubilization
the optimal conditions were 0.5g of the sample, 15 minutes of sonication in the ultrasonic
bath, 1000 pL of TMAH and the temperature was set at 50 °C. The detection and
quantification limits obtained for the Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na and Zn analytes were,
respectively, 2.28; 0.407; 1.24; 0.0752; 0.0665; 0.191; 0.169 pg g and 7.60; 1.35; 4.14;
0.251; 0.221; 0.638; 0.563 pg g ™. Relative standard deviations ranged from 0.093 to 5.2%.
Accuracy was assessed by comparing the results obtained in the proposed method with the
results using the digester block, was also evaluated with the certified reference material,
Bovine Liver NIST 1577b. The application of the t-test indicated that there were no
significant differences at a 95% confidence level between the two methods evaluated.

Keywords: Goat meat, metals, alkaline solubilization, TMAH, Doehelrt design, atomic
spectrometry
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1. INTRODUCAO

O rebanho de caprinos brasileiro é de 9,6 milhdes de cabecas, o Brasil é considerado o
18° produtor mundial. A grande maioria esta concentrada na regido Nordeste que possui 93%
desses animais. O Estado da Bahia concentra 26,7% do rebanho. Por razdes climéticas e
socioeconémicas esses animais apresentam maior capacidade de sobreviver em regides com
condicdes extremas de aridez e limitacOes topogréaficas. Esse potencial justifica-se no fato de
que os caprinos apresentam grande resisténcia ao calor [1,2].

A média do teor de proteina nos caprinos comparando com outras carnes Sao
semelhantes. Esse teor varia conforme a idade de abate, havendo uma tendéncia de acréscimo
da quantidade de proteina na carne com o avanco da idade. A espécie caprina como produtora
de carne oferece maior contribuicdo, ndo no sentido quantitativo, mas sim no sentido social,
por ser fonte primordial de proteinas para povos habitantes de regides como a Africa, o
nordeste brasileiro e outras localidades cujas condi¢des de vida sdo dificeis [3].

Atualmente a maioria dos métodos proposto para determinacdo de minerais em
alimentos ainda utilizam procedimentos de preparo de amostras convencionais, como
calcinagdo, digestdo acida por via Umida em frasco aberto e digestdo acida por via Umida em
micro-ondas, cujos esses procedimentos sdo algumas vezes morosos e normalmente sao
utilizados reagentes concentrados, altas temperaturas e pressées, aumentando as possiveis
contaminacOes, perdas de analitos volateis e o risco de acidentes [4]. Diante disso,
procedimentos para preparo de amostras que sejam simples, rapidos, eficientes e que
apresentem baixos custos tém sido cada dia mais difundido, dentre esses procedimentos
destaca-se a extracdo assistida por ultrassom [5].

As ondas ultrassonicas utilizadas para extracdes apresentam simplicidade de operacéo,
sendo eficientes para a realizacdo de extracdo de elementos em amostras de alimentos,
facilitando o procedimento, a suspensao do material sedimentado, além de promover a quebra
de células vegetais. Nesse cenario a acdo do ultrassom tem sido considerada como uma
alternativa de efetiva ajuda por facilitar e acelerar a extracdo de compostos organicos e
inorganicos de diversos tipos de amostras de forma a promover dispersfes e homogeneizagdes
eficientes [6,7].

A etapa de pré-tratamento das amostras pode ser considerada a mais lenta e propensa a

erros em procedimentos analiticos, 0 que aumenta a probabilidade de grandes desvios nos
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resultados finais. Para obtencdo de melhores resultados, a preparacdo da amostra deve
apresentar alguns requisitos importantes como simplicidade, velocidade de execugédo, a
possibilidade da aplicacdo em diferentes amostras, e uso de poucos volumes de reagentes.

As dissolucdes alcalinas apresentam-se como uma interessante alternativa para o
preparo de amostras de um grande nimero de analitos para diferentes tipos de determinacoes
e caracterizam-se geralmente por serem procedimentos de rapida execucdo. A maioria dos
procedimentos de preparacdo de amostra, antigos e recentes, é baseada no uso de &cidos
concentrados para promover ataque agressivo, especialmente sob temperaturas elevadas e/ou
pressdes elevadas. Na literatura podem ser encontrados alguns trabalhos que foram utilizados
0 hidréxido de tetrametilamdnio, levando ao desenvolvimento de procedimentos de
preparacdo de amostras adequadas, envolvendo solubilizacBes antes de determinagbes
utilizando técnicas espectroanaliticas [8].

As dissolucdes com Hidrdxido de Tetrametilaménio (TMAH) pode ser utilizado como
método comparativo ou até mesmo como alternativa principal as digestdes &cidas para o
preparo de amostras proteicas, que na maioria das vezes sao de dificil solubilidade em meio
aquoso. Trata-se de um liquido incolor com forte odor de amina, completamente soltvel em
agua e estavel a temperatura ambiente. A solubilizacdo com TMAH € um tipo de tratamento
simples, rapido e que necessita de pequenas quantidades do reagente, resultando assim
pequenos volumes de diluicdo para analises. Outra grande vantagem € a longa estabilidade
das solucdes preparadas, podendo atingir meses, o que justifica o destaque e popularidade
atingidos por esse reagente nos ultimos tempos [8,9].

As dissolugdes utilizando TMAH concordam muito bem com os resultados obtidos
utilizando a digestdo convencional, cujo procedimento requer a presenca de acidos fortes e de
aquecimento. Os procedimentos que empregam dissolu¢cbes com TMAH envolvem em geral
uma dissolucdo completa ou parcial da amostra. Normalmente as varidveis, temperatura,
tempo, tipo de agitagdo (mecénica ou por ondas ultrassonicas) sdo relacionadas com a
eficiéncia do método. Ressalta-se, porém, que essas variaveis dependem da natureza da
amostra [10].

Nesse trabalho, desenvolveu-se um método baseado na solubilizagdo alcalina assistida
por ultrassom para a determinacdo de calcio, cobre, ferro, magnésio e zinco em amostras de
carne de bode e deteccdo por F AAS e Na e K por F AES. Para isso, aplicou-se métodos

multivariados na otimizacdo das varidveis do método. Empregou-se o planejamento fatorial
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completo seguido da matriz Doehlert, como metodologia de superficie de resposta para a
determinacdo das condicdes Otimas, foram obtidas também as desejabilidades individuais e
global das condi¢6es otimizadas.

O meétodo desenvolvido foi avaliado a partir da solubilizacdo das carnes de bode com
0 TMAH mediante quantificacdo dos analitos em todas as amostras e teve como parametros
de validacgdo: limite de deteccdo e quantificacdo, linearidade das curvas analiticas, precisdo
mediante determinacdo de desvio padréo relativo e exatiddo atraveés do material de referéncia
certificado. Esse método foi aplicado na determinacdo de célcio, cobre, ferro, magnésio,
potéssio, sédio e zinco em cinco amostras de carnes de bode adquiridas em estabelecimentos
comerciais em municipios do Estado da Bahia (Jequié, Maracas, Lajedo do Tabocal,

Jaguaquara e Manoel Vitorino).
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2.1 A origem e racgas de caprinos no Brasil

Os caprinos tiveram origem no Oriente, na Asia Central, e chegaram & Europa através
de invasdes realizadas por guerreiros asiaticos, por meio de caminhos variados e em
diferentes épocas. No Brasil os caprinos foram trazidos pelos colonizadores portugueses,
holandeses e franceses. Entretanto apenas em 1910 ocorreram as importagdes de animais
considerados com grande potencial para producdo. Atualmente os caprinos estdo distribuidos
em quase todas as regides do planeta representando uma importante atividade socioeconémica
principalmente para as populagdes dos paises em desenvolvimento [11,12].

O rebanho mundial de caprinos é de 1,06 bilhdes de cabecas, das quais grande parte
estdo em regides tropicais secas e subtropicais. A india possui 0 maior rebanho mundial, com
154 milhdes de cabecas, em seguida vem a China e o Paquistdo. No Brasil, o IBGE
contabilizou em 2017 um rebanho de 9,6 milhdes de cabecas (Figura 1). O rebanho da regido
Nordeste é o mais significativo do pais, possuindo 9,0 milhGes de caprinos sendo
correspondente a aproximadamente 93% dos caprinos do Brasil, obtendo um crescimento de
18% entre 2006 e 2017. A Bahia possui 2,74 milhdes desses animais. A maioria das espécies
de caprinos sdo criados em condi¢des dificeis, para a obtencao de carne e pele, porém existem
alguns criatérios no préprio Nordeste que tém desenvolvido a caprinocultura voltada para a

producdo de leite [13, 2].

Figura 1 — Efetivo do rebanho de caprinos no Brasil entre os anos de 2012 a 2017
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2.2 Qualidade e aceitabilidade da carne caprina

Apesar do consumo da carne caprina ndo ser tdo significativo entre os brasileiros, o
Brasil estd entre os paises que mais produzem esse alimento. Sendo considerada como uma
carne saborosa, suave, macia e que oferece diversas op¢des no seu preparo, a carne caprina é
servida no Nordeste aos mais variados publicos, de restaurantes de gastronomias requintadas
até residéncias simples [14].

Atualmente as racas mais difundidas no Brasil sdo a Saanen e Alpina. Os caprinos de
racas Moxoto e Canindé apresentam padrdes reconhecidos e homologados junto a Associacao
Brasileira de Criadores de Caprinos. Os Moxot6 sdo animais destinados para a producéo de
pele, mas que estdo sendo melhorados para a producdo de carne. Os de racas Canindé
apresentam dupla aptidao, produzem leite e carne. No entanto, a principal raca utilizada no
Brasil para producdo de carne é a Anglo-Nubiana apesar de também ser considerada de
aptiddo mista [15].

A maé qualidade dos produtos, falta de padronizacdo dos cortes e falta de locais
adequados para comercializacdo sdo fatores que afetam a produtividade, qualidade e
consequentemente um menor consumo da carne caprina pelos brasileiros. No entanto, seu
consumo possui elevado potencial de crescimento, considerando os mercados internos e
externos que tém apresentado de acordo com as Ultimas pesquisas uma maior aceitacdo da
carne caprina. Porém € necessario que alguns aspectos como o0s que ja foram citados
anteriormente sejam melhorados para que a demanda seja atendida em quantidade e qualidade
[16].

A qualidade da carne pode ser avaliada subjetiva ou objetivamente. Na primeira
situacdo esse parametro ndo pode ser medido por se tratar de algo proprio para cada
consumidor. Por outro lado, quando a qualidade é cientificamente mensuravel, essas
caracteristicas sao consideradas qualidades objetivas [17].

A maioria dos consumidores independente da regido, buscam carnes semelhantes
principalmente quanto a maciez, sendo essa caracteristica mais estudada, seguida da
suculéncia. Esses atributos de textura sdo utilizados pelos consumidores para determinar a
qualidade e aceitabilidade da carne. Nesse contexto existem a clientela considerada mais
esclarecida que buscam carnes que além de atender os requisitos de qualidades relacionadas

de forma sensorialmente que atenda também quanto aos beneficios a saide humana [22].



Os cortes de carnes caprinas para animais mais jovens disponibilizados no mercado,
ndo séo padronizados, sendo essa iguaria comercializada como “metade dianteira” e “metade
traseira. Diante disso, existe uma necessidade de capacitacdo tanto de produtores quanto de
empresario com a finalidade de incluir no mercado, cortes padronizados [18].

Com a expansdo do mercado e a exigéncia do consumidor cada dia mais por produtos
de melhor qualidade, surge a necessidade de maior controle tanto na producdo quanto na
comercializacdo desses animais, a qual influenciard significativamente na aceitabilidade
desses produtos pelo consumidor. Além disso, é necessario explorar também através de
marketing o destaque de valor nutricional e seu potencial para elaborar produtos derivados da
carne caprina [18,19].

2.3 Caracteristicas fisico quimica da carne de bode: idade do abate

Em alguns estados no Nordeste ainda ha muito preconceito em relagcdo ao consumo da
carne de bode com idade avancada por apresentar menor maciez, textura mais firme e um
sabor e odor caracteristico mais intenso. Por isso, sdo preferidos animais mais jovens (1 a 2
anos) por existir relagdo entre a suculéncia da carne e a idade do animal. Com isso, quanto
menor a idade maior serd a suculéncia da carne, e isso esta diretamente relacionado com a
maior capacidade de retencdo de dgua e menores perdas no processo de cozimento [20,21].

Carne pode ser considerada como o tecido muscular de animais que sdo adquiridas
com o abate do animal onde ocorrem transformacdes quimicas e biofisicas, sendo constituida
principalmente por proteinas, gorduras e agua. Contém aminoécidos, minerais e vitaminas
considerados essenciais a nutricdo humana. Porém, mesmo apresentando diversos beneficios
nutricionais, a carne vermelha pode proporcionar niveis altos de gordura podendo ocorrer
variagOes dependendo da alimentacdo do animal, idade de abate, genética, regido corporal,
entre outros [22].

Em funcdo de suas propriedades, o consumo da carne caprina tem aumentado nos
ultimos anos. Esta é uma fonte proteica e com elevado valor bioldgico, destacando-se na
composi¢do de valor nutricional comparadas a outras proteinas. Apresenta baixos teores de
colesterol, gordura saturada e calorias. Essas caracteristicas a torna uma carne magra (0,6-
2,6% de gordura), quando comparada com a de bovino (17% de gordura). Considerado um

alimento digestivel e saudavel [15,23,24].



Comparada a distribuicdo de gordura em outras especies de ruminantes, na carcaca
caprina € bastante diferente. O principal deposito de gordura (50 - 60%) esta localizado entre
0 abddmen e as visceras, sendo desta maneira eliminado no processo de evisceracao [15].

Como descrito anteriormente, o sabor e odor das carnes caprinas, sdo caracteristicos
do animal e séo acentuados com 0 avanco da idade. Existem na literatura diversos estudos
voltados para os fatores que afetam a producdo, caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas da
carne caprina principalmente relacionados aos fatores genéticos como por exemplo, racga, sexo
e idade [25].

2.4 Oligoelementos/metais essenciais: biodisponibilidade em alimentos

Alguns metais desenvolvem fungbes consideradas vitais no organismo humano, por
isso a caréncia de alguns deles pode desenvolver diversas doencas, como por exemplo, ma
formacdo dssea em criancas, devido a falta de célcio, retardamento do crescimento pela
auséncia de zinco e a anemia ocasionada pela deficiéncia de ferro. A principal fonte desses
elementos para 0s seres humanos sdo os alimentos, porém tornam-se também uma fonte de
exposicao de elementos considerados prejudiciais a satde [26,27].

De acordo com o papel que a bioguimica do organismo exerce, os elementos podem
ser classificados em essenciais e ndo-essenciais. Os ndo-essenciais, geralmente sdo toxicos e
ndo desempenham nenhuma funcdo bioldgica conhecida, e mesmo em pequenas
concentracdes tendem a se acumular no organismo podendo acarretar inimeras doengas como
desordens neuroldgicas, metabolicas e cancer. Por outro lado, 0s elementos essenciais
contribuem de forma significativa desempenhando importantes papéis para o bom
funcionamento do metabolismo humano e sua caréncia também sdo responsaveis por diversas
doencas. No entanto, alguns desses elementos podem tornar-se toxicos quando estdo presentes
no organismo em elevadas concentragdes [28].

Existem faixas de concentracfes desses elementos essenciais que sdo consideradas
benéficas ao organismo, ultrapassando esses limites, esses elementos podem ser letais. Diante
disso, faz-se necessario quantificar os teores dos elementos nos alimentos, uma vez que tanto
a deficiéncia ou excesso dos mesmos, podem ocasionar diversas consequéncias, algumas

irremediaveis [29,30].



2.5 Metais essenciais e a importéancia nutricional

2.5.1 Célcio

Caracterizado como o mineral mais abundante do corpo humano, o calcio é essencial
para a mineralizacdo de 0ssos e dentes, alem de regular eventos intracelulares em diversos
tecidos tornando-o um nutriente essencial necessario em diversas fungdes. O principal
reservatorio no organismo é o esqueleto que juntamente com os dentes armazena 99% total de
calcio, sendo importante também para o sangue e sistema nervoso central [31].

Na infancia o célcio é necessario para o processo de crescimento, e para adultos e
idosos, tem a funcdo de compensar as perdas diarias desse mineral, ou seja, ao ritmo que nas
primeiras décadas da vida prevalece a formacdo Ossea, a sua perda aumenta com o
envelhecimento. Caso ocorra mais perda de calcio do que é absorvido, 0 organismo ira retirar
calcio dos ossos, com a finalidade de manter o nivel do mineral adequado que circula no
sangue. Sua deficiéncia levam a desmineralizacdo do esqueleto, além de afetar algumas
fungdes fisiologicas vitais ao organismo [32].

O organismo ndo produz calcio, é necessario ingeri-lo na dieta humana. E através dos
alimentos que o corpo humano recebe célcio todos os dias, podendo ser ingerido de diversas
fontes na alimentacdo, sendo mais abundante e disponivel no leite bovino e derivados. Em
produtos carneos, a concentracdo de calcio depende do tipo de carne e da quantidade que foi
utilizada para a fabricacédo deste alimento [33].

Mesmo alguns alimentos que apresentam elevadas concentracdes de calcio, sua
absorcdo pode variar muito devido a sua biodisponibilidade que é a capacidade que o
nutriente possui em ser absorvido e utilizado pelo organismo. Dessa forma, nem todos os
nutrientes ingeridos serdo absorvidos em sua totalidade, pois existem nos préprios alimentos
outros constituintes que por sua vez podem dificultar a forma de absor¢do dos nutrientes

presentes nos alimentos ingeridos [34].

2.5.2 Ferro

No corpo humano, o ferro € responséavel pela manutencdo de processos vitais como
carrear oxigénio no sangue. O ferro é considerado o elemento de transicdo mais abundante e

mais conhecido no sistema biologico, sendo um dos elementos imprescindiveis para o
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metabolismo das células. A anemia ferropriva tem como principal causa a insuficiéncia de
ferro no corpo humano decorrente de perdas excessivas como por exemplos hemorragia,
ingestdo insuficiente ou a ma absorcao do nutriente [35,36].

Nos alimentos, o ferro pode estar presente de duas formas quimicas: o ferro heme e
ndo-heme. Na forma heme, o ferro é encontrado principalmente em carnes e visceras, a forma
ndo-heme esta presente em alimentos de origem vegetal. Sua disponibilidade nos alimentos
dependem das suas formas quimicas, composicdo, algumas possiveis interacbes com outros
constituintes além da combinacdo destes na dieta humana. A ingestdo simultanea de alguns
alimentos também podem aumentar a absorcdo de ferro pelo organismo, como carnes e
alimentos ricos em &cidos organicos e vitamina C. Diante disso, faz-se necessario conhecer
ndo somente as concentracfes de ferro total nos alimentos, mas também sua composicao e
componentes que possam inibir a absorcéo desse mineral pelo organismo [37,38,39].

Quando as necessidades de ferro sdo maiores que as necessidades energéticas, ocorre
maior riscos de deficiéncia desse mineral, como por exemplo, na infancia e na adolescéncia
devido o rapido crescimento e em gestantes onde essas necessidades sao maiores. Quando 0s
requisitos fisioldgicos ndo sdo correspondidos através da absorcdo de ferro por meio da
ingestdo dos alimentos, surge a deficiéncia nutricional, que também pode ser controlada por
meio de suplementacdo ou através da fortificacdo de alimentos tornando-se uma estratégia
eficaz contra a deficiéncia de ferro [40].

2.5.3 Magnésio

O magnésio desempenha varias fungdes no corpo humano, auxilia nas funcdes
neuroldgicas, no metabolismo das gorduras e no processo digestivo. Promove o bom
funcionamento dos mdusculos e do coragdo, estd envolvido em mais de 300 sistemas
enzimaticos e atua na transmissdo neuromuscular contribuindo assim para o desenvolvimento
do feto, uma vez que participa na formacgédo de novas proteinas. A deficiéncia desse mineral
pode causar hipertensdo, dores de cabeca de origem vascular, cdimbras, fraqueza, tonturas,
entre outros [41].

As maiores fontes de magnésio sdo verduras, cereais integrais, frutas e legumes verdes

(o magnesio é constituinte da clorofila), améndoas, caju e castanha. As carnes e leites
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apresentam quantidades intermediarias desse mineral. Assim como a maioria dos minerais
essenciais, sua biodisponibilidade varia de acordo com o ritmo alimentar [42].

A ingestdo diaria recomendavel para atender as necessidades do corpo humano através
de uma alimentacéo equilibrada para homens e mulheres é de aproximadamente 400 e 310 mg
de magnesio, respectivamente. Ap6s 30 anos de idade, essas recomenda¢Bes tem um
acréscimo em torno de 10% [42,46].

2.5.4 Zinco

O zinco é um elemento essencial as diversas fungdes bioguimicas do organismo
humano. Muitos aspectos do metabolismo celular sdo dependentes do zinco, além do grande
nimero de enzimas que necessitam do zinco para realizar reagdes quimicas vitais.
Desempenha papéis importantes no corpo humano, por exemplo, atua no crescimento,
maturacgdo sexual, fun¢Bes imunoldgicas e neuroldgicas e ainda atua na estrutura das proteinas
e membranas celulares. A sua biodisponibilidade, pode ser afetada no processo de absor¢édo
intestinal ou até mesmo na circulacdo sanguinea, com isso nao serd toda quantidade de zinco
ingerida através da alimentacdo que de fato sera utilizada pelo organismo. Alguns fatores da
prépria alimentacdo principalmente de origem vegetal podem diminuir a absorcédo intestinal
de zinco como a presenca de oxalato e polifenois [43].

As principais fontes alimentares sdo carnes bovinas, frutos do mar, gérmen de trigo,
sementes de aboboras, peixes, leites, castanhas, nozes entre outras. No geral os produtos de
origem animal possuem as melhores fontes de zinco, tanto em conteldo quanto em
biodisponibilidade. Com isso as regides em que o0s habitos alimentares séo principalmente de
origem vegetal, a deficiéncia de zinco na alimentac&o é maior [44].

A deficiéncia de zinco no corpo humano devido inadequacfes alimentares pode
ocorrer alteracGes neurossensitivas, concentraces reduzidas de testosterona sérica, reducao
de massa magra corporal, alteracbes em subpopulacGes de células, entre outros fatores. Dentre
os sintomas da falta de zinco no organismo destacam-se: crescimento testicular, perda de

pelos, reducédo do crescimento e lesdes na pele [45].
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2.5.5 Cobre

Em pequenas quantidades, o cobre é um elemento essencial aos organismos Vvivos,
exercendo papel importante em diversas funcbes. A deficiéncia de cobre no corpo humano é
muito rara, pois apenas cinco miligramas desse mineral ja é suficiente para as necessidades do
homem, e praticamente todas as dietas possuem alguns miligramas de cobre. No entanto, uma
das manifestacGes da auséncia de cobre é por meio de um tipo de anemia a qual o tratamento
ndo é o consumo de ferro e sim a suplementacdo de cobre [46].

O organismo ndo o sintetiza cobre, sendo necessario recebé-lo através da alimentacéo.
Na nutricdo humana, os alimentos mais ricos em cobre sdo carnes, frutos do mar e
oleaginosas. Esse ultimo apresenta uma importancia significante para o corpo humano, além
de apresentarem maiores concentracfes de cobre, sdo ricos em acidos graxos insaturados,
fibras, e fontes de proteina vegetal. Em geral concentracdes de cobre podem variar de acordo
com as condi¢bes de cultivo, como por exemplo, solo, &gua, o tipo de processamento
utilizado, uso de embalagens ou utensilios de cobre e também o pH [47].

Embora esse mineral seja encontrado distribuido por todo organismo humano, as
maiores concentrac@es sdo encontradas em érgdos como o rins e figado, por apresentarem

maiores intensidades de atividade metabdlica.

2.5.6 Sédio

O sodio é essencial para o bom funcionamento do corpo humano. Entretanto o seu
excesso nos alimentos ndo é necessario sendo um agravante que pode proporcionar muitos
problemas como por exemplo, doencas cardiovasculares, elevacéo da pressao arterial, ganho
de peso, pedra nos rins entre outros [48].

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a populacdo consome
quantidades de sédio ndo recomendadas, o0 que a longo prazo causard doengas pela ingestdo
em excesso. O limite maximo considerado saudavel para ser ingerido de sodio sdo 2g diéaria,
porém o brasileiro consome em média 4,79 de Na diariamente. Estudos revelam que a
diminuicdo do consumo reduz consideravelmente doencas cardiovasculares e outras doengas
causadas por excesso desse mineral no corpo [49].

Por se tratar de um elemento essencial para o corpo humano, em doses recomendadas,

0 sddio apresenta pontos positivos. Entre eles destacam-se a regulagdo osmética do sangue,
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age no equilibrio &cido-béasico essencial para o funcionamento das células corporais, além da
sua fundamental participacdo na transmissao dos impulsos nervoso e relaxamento muscular.

O cloreto de sodio, popularmente conhecido como sal de cozinha, é a principal fonte
de sodio na alimentacgdo, sendo este utilizado no processamento de alimentos, adicionado no
preparo das refeicOes e processo industrializados, o que corresponde cerca de 90% de sodio
ingerido pelo homem. O percentual restante estdo presente em alimentos que possuem o sodio
naturalmente em sua composicdo, principalmente alimentos de origem animal como ovos,
carnes e leite. Dentre os alimentos industrializados com maiores concentracfes de sodio estéo,
queijo parmesao, refrigerante, macarrdo instantaneo, temperos, embutidos, balas e gelatinas
[50].

2.5.7 Potassio

A ingestdo do potéssio é de extrema importancia para prevenir o desenvolvimento de
doencas cardiovasculares. Porém, em individuos portadores de insuficiéncia renal cronica, sua
ingestdo deve ser controlada pois seu acimulo pode ocasionar entre outros efeitos, parada
cardiaca. Desta forma seu excesso (hipercalemia) ou deficiéncia (hipocalemia) proporcionara
problemas para a salde. Sua auséncia pode provocar hipertensdo pois 0 potassio possui efeito
anti-hipertensivo por induzir perdas de agua e sodio [51,52].

As maiores concentracGes de potassio podem ser encontradas em frutas e vegetais
como abacaxi, banana, salsa e espinafre. Embora em menores quantidades, as carnes e leites,
sdo considerados também uma boa fonte de obtencdo desse mineral. De acordo com as novas
diretrizes divulgadas pela OMS, o recomendavel para ingestdo diaria na vida adulta é de 3510
mg. A agéncia especializada em saude ainda relata que a populagcdo em geral consome menos

potassio do que necessario e mais sddio do que é recomendado [53].

2.5.8 Composicdo de nutrientes e minerais em amostras de carnes caprina de acordo
coma TACO, TBCA e USDA

Atualmente as tabelas TACO e TBCA se caracterizam como os melhores veiculos
informativos brasileiros no que se refere a composicdo de alimentos. A USDA é uma base de

dados internacional e fornece tabelas complementares de dados analiticos especificos. No
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entanto, apesar de bastante informativas e completas nesses projetos ndo sédo encontrados
informacdes sobre a regulamentacdo para carnes de bode. S&o encontradas informagdes na
TBCA e USDA referente a carnes caprinas apenas para cabras e cabritos. A TACO néo traz

informac@es para carnes caprinas (Tabela 1).

Tabela 1 — Composicado de minerais (mg/100 g) em amostras de carnes de cabra e cabrito de acordo
com a TBCA e USDA

Fonte Animal Ca Cu Fe Mg K Na Zn
TBCA Cabrito 4,63 N.I. 2,48 19,1 270 66,6 4,03
USDA Cabra 4,00 N.I. 2,83 N.I. 385 82 N.I.

N.I.: Ndo informado.

2.6 Uso de energia ultrassdnica na quimica analitica no preparo de amostras

Atualmente a maioria dos métodos proposto para determinacdo de minerais em
alimentos ainda utilizam procedimentos de preparo de amostras convencionais, como
calcinacao, digestdo acida por via Umida em frasco aberto e digestdo acida por via umida em
micro-ondas. Esses procedimentos sdo morosos e normalmente sdo utilizados reagentes
concentrados, altas temperaturas e pressdes, aumentando as possiveis contaminagdes e 0 risco
de acidentes [4]. Diante disso, procedimentos para preparo de amostras que sejam simples,
rapidos, eficientes e que apresentem baixos custos tém sido cada dia mais difundidos. Dentre
esses procedimentos destaca-se a solubilizacdo assistida por ultrassom. Este processo é
baseado na acdo de ondas mecénicas consideradas de baixas frequéncias, e que séo
responsaveis pela formacdo e esgotamento de microbolhas que resultara em areas de alta
pressdo e temperatura na solucéo [5].

As configuragdes mais utilizadas para geracdo do ultrassom (banhos ou sondas) séo
geradas pela localizacdo de elementos piezelétricos. Os transdutores sdao submetidos a um
campo elétrico, sofrendo dessa forma deformagdes eletroelastomecanicas, e obtendo como

resultado as ondas ultrassonicas [54].
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Atraveés de ondas acusticas de frequéncias entre 20 e 1000 kHz ocorre a sonicacgdo de
um liquido que promove a agitagdo e o aquecimento do meio, podendo assim, ocorrer a
cavitacdo acustica. Esse fenbmeno envolve as seguintes etapas: nucleacdo, crescimento e
colapso de microbolhas em liquidos. Tendo-se inicio na etapa de rarefacdo das ondas
acusticas no momento em que moléculas de gases e vapores que estdo presente no liquido sdo
direcionadas para o interior dos nacleos que sdo produzidos através da formacgdo de
microbolhas, devido a mudancas de pressdo ocorridas quando uma onda acustica passa da
fase de rarefacdo para a fase de compresséao [54].

Na etapa de compressdao ndo ha a extincdo dessas microbolhas, pois apenas poucas
moléculas dos gases contidos nas bolhas serdo expulsas de seu interior ao serem direcionadas
para 0 meio liquido. Com isso, nos ciclos seguintes, as dimensbes das microbolhas,
aumentarao até atingir um didmetro de aproximadamente 170 um em agua pura a 20 kHz, nas
quais sob essas condi¢cdes ocorrera o colapso, implodindo no ciclo seguinte de compressdo
[54].

Quimicamente os efeitos que a ultrassom provoca esta diretamente relacionado a
migracdo de moléculas para bolhas de cavitacdo e as altas temperaturas e pressdes atingidas
durante o colapso dessas microbolhas. Isso resulta em maior agitacdo do solvente e maior
superficie de contato entre o sélido e o solvente, acarretando na facilidade de infiltracdo do
solvente na matriz em anélise [54, 32, 33].

As ondas ultrassonicas utilizadas para solubilizacGes, apresentam simples operacéo,
sendo eficiente para solubilizar elementos em amostras de alimentos pois esta facilita a
liberacdo dos analitos para a solucdo. Permite a sedimentacdo do material em suspensédo além
de promover a quebra de células vegetais. Nesse cenario a acdo do ultrassom tem sido
considerada como uma alternativa de efetiva ajuda por facilitar e acelerar solubilizacdo e
extracdo de compostos organicos e inorganicos de diversos tipos de amostras de forma a
promover dispersdes e homogeneizacdes eficientes [7,55].

O preparo de amostras de carnes para analise elementar, normalmente requer a
conversdo do material orgénico solido em solucdo. Dentre as mais variadas formas para tal
procedimento, as mais utilizadas sdo: decomposicdo por via seca (forno de mufla),
decomposic¢édo por via imida com frasco aberto e decomposi¢do por via umida com frasco
fechado [56].
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2.7 Solubilizagéo alcalina com Hidroxido de Tetrametilaménio (TMAH)

O preparo da amostra é considerada a etapa mais critica de um procedimento analitico,
e a escolha desse tratamento ira depender do tipo de amostra analisada, dos analitos de
interesse, da técnica analitica disponivel, além da precisdo e exatiddo desejadas. Diante disso,
é esperado que essa etapa seja de menor tempo, pouco gasto de reagentes e geracdo de
residuos, e que minimize possiveis fontes de contaminacdo para que desta forma proporcione
os melhores resultados.

Dentre as mais variadas formas de preparo de amostras, 0 emprego de meio alcalino é
considerado uma 6tima alternativa para solubilizacdo de muitas matrizes, sendo esta uma
abordagem aplicavel a um grande numero de analitos, sendo este um procedimento rapido,
simples e de alta eficiéncia [57].

Nesse contexto, um reagente que tem sido largamente utilizado € o Hidréxido de
Tetrametilaménio (TMAH), apresentando férmula (CH3)sNOH (Figura 2). O TMAH possuli
forte odor de amina, completamente solivel em agua e estavel em temperatura ambiente.
Comercializado com elevado grau de pureza, esta disponivel na forma de solucdo a 10-25%

m/v em agua ou 25% em metanol e apresenta pH entre 13,4 - 14,7 [58,41].

Figura 2 — Formula estrutural do Hidréxido de Tetrametilamdnio

OH" cH,
@ |

N
HsC” \“CH,
CH,

Fonte: [59]

A utilizagdo do TMAH para dissolucdo de materiais biologicos foi proposto na década
de 70 como uma alternativa & digestdo convencional para determinacdo de diversos

compostos inorganicos. Considerado um reagente eficiente na solubilizacdo de amostras
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proteicas, 0 TMAH tem sido amplamente utilizado como estratégia para preparo de amostras
[60].

Na literatura existem alguns estudos aplicados com esse reagente, como por exemplo,
sangue, cabelos, unhas e tecidos proteicos. A maioria desses trabalhos enfatizam a reducéao de
tempo e de manipulagdo/supervisao no processo de preparo de amostras com o TMAH [8].

Esse reagente alcalino pode ser utilizado como método comparativo ou como
alternativa principal a outros métodos convencionais de preparo de amostras, como por
exemplo as digestdes acidas. As solubilizacbes com TMAH proporciona metodologias rapidas
e simples no preparo de amostras homogeneizadas, ndo sendo necessarios aquecimentos, ou
quando sdo utilizados, apenas um aquecimento brando, evitando perdas de analitos volateis.
Em alguns trabalhos sdo utilizados agitacdo magneética ou ondas ultrassénicas, com a
finalidade de diminuir o tempo necessario da solubilizacdo alcalina bem como aumentar a
taxa de solubilidade [61].

Outras vantagens da utilizacdo do TMAH é que sdo necessarios pequenos volumes do
reagente (normalmente na faixa do pL), e dependendo da sua pureza, baixos valores de
brancos sdo obtidos, consequentemente melhorando o limite de detec¢do dos analitos na
amostra em estudo [61].

O TMAH promove a clivagem da amostra em fragmentos menores, facilitando assim a
dissolugdo da matriz estudada. Sendo capaz de dissociar as espécies quimicas e complexar-se
efetivamente com diversos elementos. A eficiéncia da solubilizacdo dependera dentre outros
fatores do tipo de matriz, o tamanho das particulas solidas, a forma de homogeneizacéao, o
tempo e a concentracdo do reagente utilizado [57].

Embora o preparo de amostras com esse reagente possua muitas vantagens
comparadas com outros métodos, ndo € considerado um reagente universal por ndo ser
eficiente na solubilizacdo de todos os tipos de amostras, restringindo sua eficiéncia
principalmente para amostras biologicas e proteicas. Destaca-se como limitagdes sua alta
viscosidade e dificuldade de purificacdo do reagente [62,63,10].

Na literatura existem poucas informagdes sobre a toxicidade do TMAH, mas sabe-se
que vapores deste reagente causam irritacdo no nariz, garganta e sistema respiratorio. A sua
absorcéo através da pele pode provocar queimaduras de até terceiro grau. Entre os sintomas

citados, entre outros, podem estar associados a degradacdo do TMAH gerando
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tetrametilaménio (TMA) ou tetramina, que € um composto de amonio quarternério toxico
[64,65].

As solucdes preparadas com TMAH possuem longa estabilidade podendo atingir
meses, 0 que justifica o destaque e popularidade atingidos por esse reagente nos ultimos
tempos. O tempo necessario para preparacdo de amostras utilizando esse reagente € reduzido
cerca de 500 vezes e o volume cerca de 20 vezes menor em comparacdo a métodos
convencionais para preparo de amostras. Além disso, é solivel em agua e alcool podendo
complexar e estabilizar elementos volateis [66].

De modo geral, as solubilizagdes empregando o TMAH, envolvem uma dissolucéo
completa ou parcial da amostra, e permite obter uma solucdo ou suspensdo bastante estavel
em meio aquoso. Esta estabilidade tem como consequéncia a ndo alteracdo do estado de
oxidacdo das espécies inorganicas, possibilitando estudos de especiacdo [56].

Diversos trabalhos na literatura relatam a concordancia do TMAH com outros
métodos de preparo de amostras convencionais, além de apresentarem precisdo e exatiddo
satisfatorias e bom desempenho dos instrumentos utilizados como técnicas de deteccéo.
Diferentes tratamentos para a solubilizacdo sdo reportadas na literatura para diversas amostras
[64,67,68,69,70]. Na Tabela 2 estdo expressos alguns trabalhos da literatura que utilizaram
TMAMH para o preparo das amostras.
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Tabela 2 — Trabalhos descritos na literatura sobre o preparo de amostras com Hidroxido de Tetrametilamonio para determinagdo de metais

Amostra Elementos Preparo da amostra Técnica Resultados segundo os autores Referéncias
Sangue Hg Temperatura ambiente Fl-CV Método simples e de facil aplicacdo [68]
ICP-MS para laboratorio de rotina.
Tecidos biologicos e B G ©) instrlﬁ/rféﬁ?;z;ggzl?;znﬁgsixisgtjBS?viséo
E)Ff\z(:(’) r:?isc;dlg Mnch%u’Pie’ Shlglgée Tempeor;':ltluzra;]grrr:;lente ICP-MS constante da digestdo da amostra. Apds a [69]
bOVi g ' Sr V e,Zn T P preparacdo, as amostras séo estaveis a -20 °
ovino). ’ C durante 3 dias.
Ba. Ca. Cd. Cr. Cu. Fe Uma alternativa simples e rapida para
Café instantaneo Mg, Mn, Ni, P, Pb, Sre Centrifugacao ICP OES conclu_|r~o  procedimentos de [71]
7n _decomposu_;ao da amostra e pode ser
facilmente aplicado para analises de rotina.
. . Maior frequéncia de analise em
GF AASe
Unhas b Cl '\g?] ML FDE Temp(?erﬁtgiﬁggg:)ente ¢ comparagdo com a decomposi¢ao [72]
ICR-MS convencional.
O uso da energia ultrassénica promoveu
) ) . uma solubilizagdo mais
analiticas.
Amostra Elementos Preparo da amostra Técnica Resultados segundo os autores Referéncias
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Couro

Biodiesel

Carne fresca

Enlatados e carnes
bovina e suina

Oleos comestiveis

CrePb

CueFe

Ca, Cu, Fee Mg

K, Mg, Na e Zn

Cu, Ge, Mn, Mo, Ni,
Sb, Sr, TieV

Banho maria (95 °C)

Banho maria (90 °C))

Temperatura ambiente e
com banho maria

Temperatura ambiente
por 12 horas

Banho maria (90 °C)

F AAS

G FAAS

GFAAS e F
AAS

FAASe
FAES

ICP-MS

Simplicidade do procedimento para a
preparacédo de amostras, a quantidade
reduzida de reagentes e minimizacao dos
riscos de contaminacéo tornam esse
procedimento excelente alternativa para a
preparacéo de amostras de couro.

O tratamento com TMAH evita a
contaminacgdo da amostra e a perda de
analito, sendo simples, rapido e preciso.

O método simples, rapido e confiavel para
analises de produtos carneos e nao requer
equipamento especial, nem &cido forte para
a preparacdo da amostra.

Metodologia adequada, sensivel e
reprodutivel.

As amostras de 6leos comestiveis foram
devidamente solubilizadas com TMAH,
baixos limites de detec¢do foram obtidos,
comparada a procedimentos convencionais.

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]
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Amostra Elementos Preparo da amostra Técnica Resultados segundo os autores Referéncias
Peixes e camardo Pb e Cd Temperatura ambiente GE AAS Os resultado§ mostraram ade_quados [79]
por 2 horas para o método desenvolvido.
i FAASe ili i
Carne Nae K Overnigth em Estabilidade dos analitos por pelo menos 3 [80]
temperatura ambiente F AES meses.
A solubilizacéo alcalina evita a
Batons Pb Banho maria (60 °C) GF AAS contaminacdo da amostra e a perda de [81]

analito.
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Dentre os procedimentos de solubilizagdo empregando TMAH citados na Tabela 2,
foram realizados sem aquecimentos, com aquecimentos variando entre 50 e 95 °C, agitacéo e
ultrassom.

No geral, os trabalhos realizados com o preparo das amostras em meio alcalino de
TMAH, descrevem ser um procedimento, rapido, simples e eficiente para solubilizacdo de
diversas amostras que podem ser realizados em temperatura ambiente sem necessidade de
aplicacdes de energias para aquecimentos. Embora a maioria dos trabalhos listados acima
utilizaram temperatura ambiente para solubilizacdo das amostras, alguns realizaram o
procedimento sob aquecimento, com a finalidade de minimizar o tempo, acelerando ainda
mais o processo de dissolugdo das amostras. A primeira vez que o TMAH foi utilizado para
preparo de amostras foi em 1973, para solubilizacdo de tecidos animais comparando o
desempenho da amostra em temperatura ambiente e sob aquecimento brando (65 °C).

A simplicidade aliada a alta eficiéncia, sdo algumas das qualidades mais citadas na
literatura sobre a utilizagdo desse reagente. Portanto, a solubilizagio com TMAH torna-se
uma alternativa interessante aos métodos convencionais para preparo de amostras, oferecendo
entre outras vantagens, nao utilizacdo de acidos concentrados e a diminui¢do dos riscos de
perdas por volatilizacdo e contaminagdo. O uso de TMAH torna-se ainda mais atraente para
laboratérios ndo equipados com sistemas de decomposic¢do sofisticados, como por exemplo,
fornos de micro-ondas [74].

Além dos trabalhos citados acima, dentre outros, NObrega e colaboradores, discutem
diversos trabalhos numa revisdo de literatura em que foram utilizados o meio alcalino para
preparo de amostras, especialmente o TMAH. Informacges sobre o tipo de analito, a amostra
utilizada, as condig¢des que foram desenvolvidas nos procedimentos e observacfes segundo 0s
autores, sdo discutidas nessa revisao [8].

Atualmente muitos trabalhos da literatura testaram a eficiéncia da solubilizac¢do
alcalina com TMAH, propondo métodos alternativos para preparo de amostras diversas, como
por exemplo amostras de carnes, onde resultados satisfatorios foram obtidos apds a

comparagdo com metodologias ja validadas como digestdo por via imida [9].

22



3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Desenvolver um método analitico simples com base em dissolugdo alcalina com Hidroxido de
Tetrametilaménio para determinacdo de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Na e K em carne de bode

comercializadas na regido Sudoeste da Bahia.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o desempenho do reagente alcalino na solubilizacdo de amostras de carnes de bode
através do desenvolvimento de uma metodologias para determinagdo de metais por F AAS e
F AES;

Utilizar técnicas de planejamento experimental (planejamento Doehlert e desejabilidade) na

otimizac&o de variaveis do método analitico;

Validar a metodologia de pré-tratamento utilizando solubilizacdo alcalina visando a

determinacdo de metais em carnes de bode obtendo seus pardmetros de mérito;

Aplicar a metodologia otimizada em amostras de carnes de bode adquiridas em acougues de

Jaguaquara-Ba, Maracés-Ba, Manoel Vitorino-Ba, Lagedo do Tabocal-Ba e Jequié-Ba;

Comparar a eficiéncia do método proposto com a decomposi¢do por via Umida em bloco

digestor.
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4, PARTE EXPERIMENTAL
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4.1 Equipamentos

Um espectrémetro de absorcéo atbmica com chama (F AAS) Perkin Elmer, (Norwalk,
CT, EUA), modelo AAnalyst 200 equipado com lampada de deutério como corretor de fundo
foi utilizado para as medidas de absorvancia. A chama foi composta por ar atmosférico e
acetileno. Os valores de comprimentos de ondas para as ldmpadas de catodo oco (HCL)
utilizadas nas determinacdes de Calcio, Cobre, Ferro, Magnésio, e Zinco foram de 422,67
324,75; 248,33; 285,21; 213,06 respectivamente. A Tabela 3 descreve alguns parametros do
espectrometro de absorcdo atdmica com chama sugeridos pelo fabricante e adotados nesse
trabalho.

Tabela 3 — Pardmetros operacionais do espectrometro de absor¢do atbmica com chama para a
determinagédo de Ca, Cu, Fe, Mg, e Zn

Parametros Valores
Altura do queimador (mm) 13,5
Abertura da fenda (nm) 0,2
Vaz&o de fluxo do acetileno (L min™) 2,0
Vazéo de fluxo do ar (L min™) 13,5

Vazio de fluxo do nebulizador (mL min™) 50a7,0

4.1.2 Materiais

e Bloco de digestdo (TECNAL), modelo 040125 com tubos digestores de vidro e dedo
frio;

e Micropipetas (Transferpette Digital - Brand, RB704174, RB704178; Sealpette ER
33832; Kacil S; ponteiras (Brand, 18170, 18266, 702533);

o Refrigerador (CONSUL, modelo CRA28888NA);

e Sistema de purificagdo de &gua QUIMIS (Séao Paulo, Brasil);
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e  Equipamento de banho Ultrassom, Cristofoli (Cristofoli, Campo Mouréo - PR)

e Liofilizador, Modelo K 105, Litop;

e Balanca analitica Modelo AX200, Shimadzu. Filipinas;

e Vidrarias convencionais, mantida em solugcdo de HNO3; 5% (v/v) durante 24 horas

para descontaminacédo e posteriormente enxaguada com &gua deionizada.

4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico.

o Hidroxido de Tetrametilamonio (TMAH) ((CH3);NOH) (25% v/v em &gua) — da
marca Merck KgaA (Darmstadt Germany USA);

o Acido nitrico 65% (m/m) (F.Maia, Santo André - SP);

o Perdxido de hidrogénio (Exodo Cientifica, Hortolandia — SP);

o Solugdes padrdes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn para AAS (Sigma-Aldrich, Suica).

4.3 Métodos

4.3.1 Preparo das soluc@es de calcio, cobre, ferro, magnésio, zinco, sédio e potassio

As solugdes foram preparadas utilizando &gua deionizada obtida de um deionizador
Permution (Labnorte, Salvador - BA). Realizou-se a diluicdo de uma solugdo estoque de
célcio, cobre, ferro, magnésio, zinco, sodio e potéassio a 1000 + 2 pg mL™ (padrdo para
absorcdo e emissdo atbmica) com agua deionizada a fim de obter as concentragdes relativas as

curvas analiticas.

4.3.2 Pré-tratamento da amostra

As amostras de carnes de bode in natura foram adquiridas em cinco agougues de
municipios localizados no Sudoeste da Bahia (Jaguaquara, Jequié, Lagedo do Tabocal,
Manoel Vitorino e Maracés), cortadas com faca de aco inoxidavel retirando todas as partes

adiposas das carnes a fim de minimizar as possiveis interferéncias desse tecido. Em seguida a
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liofilizacdo foi realizada eliminando toda agua presente na amostra de carne. A secagem foi
feita em liofilizador sob vacuo de aproximadamente 0,119 um Hg e temperatura -90 °C por 36
horas. Em seguida foram fragmentadas usando um liquidificador doméstico (Walita, modelo
R12102) sendo o copo descontaminado com HNO3; 5% (v/v). Ap6s a cominuicdo as amostras
foram acondicionadas em recipientes de poliestireno e mantidas em freezer em torno de - 18
°C. As pesagens das amostras foram realizadas em papel do tipo manteiga e em balanca

analitica com resolucéo de 0,0001 g.

4.3.3 Etapa prévia de hidratacdo da amostra

De acordo com teste preliminares, foi observado que a etapa de hidratacdo é essencial
antes da adicdo do TMAH na amostra de carne liofilizada. Este passo prévio de hidratacédo
permite que o reagente penetre facilmente na matriz proteica e dissolva a amostra, libertando
0s metais estudados. Além disso, com os estudos preliminares foi possivel concluir também
que volumes muitos pequenos de TMAH sem a adicdo de agua, eram insuficientes para
umedecer a quantidade de amostra utilizada e desta forma partes da amostra ficariam
inalteradas. Diante disso, foram adicionados aproximadamente 2 mL de agua deionizada nas
amostras antes de realizar a solubilizacdo com o TMAH, garantindo assim a eficiéncia do
procedimento. Na figura 3 encontra-se o esquema utilizado para solubilizacéo das amostras.

Figura 3 — Esquema do procedimento geral para solubilizagdo das amostras de carnes de bode

—

Liofilizacao

Dilui¢ao
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4.4 Decomposicdo por via Umida em sistema aberto com bloco digestor

A decomposicdo em sistema aberto foi efetuada em bloco digestor. Foi utilizado 0,59
da amostra liofilizada, adicionou-se 5,0 mL de acido nitrico concentrado e 2 mL de peroxido
de hidrogénio. A mistura foi aquecida (110-120 °C) por aproximadamente 120 minutos. Os
brancos da digestdo foram preparados do mesmo modo que as amostras para digestdo, porém
nessa condicdo ndo foi adicionado a amostra. Apos o resfriamento para temperatura ambiente,
as amostras foram transferidas para tubos Falcon e diluidas para um volume final de 10,0 mL
com agua deionizada. As determinacfes dos metais foram entdo realizadas por F AAS e F
AES. Os resultados obtidos da quantificagdo dos metais em estudo presentes na amostra
foram expressos em termos de mg/g. Esses resultados foram comparados com 0s
determinados por diluicdo utilizando TMAH. O sistema de decomposi¢cdo utilizado neste
trabalho pode ser visualizado na Figura 4. Sistema de decomposicao por via imida em bloco

digestor e “dedo frio”

Figura 4 — Sistema de decomposigdo por via imida em bloco digestor e “dedo frio”

Fonte: Acervo de fotos da autora
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4.5 Solubilizagdo em meio alcalino utilizando energia de ultrassom

O processo de solubilizacdo das amostras foi realizado utilizando um equipamento de
banho ultrassénico. Adicionou-se a cuba do equipamento de ultrassom aproximadamente 2,8
L de &gua e foram utilizados tubos de centrifuga de vidro contendo a amostra devidamente
pesada, o reagente TMAH e &gua deionizada. Esses tubos foram colocados em seu interior,
um por vez, sempre na mesma posi¢do (no centro da cuba de ultrassom) realizando dessa
maneira a solubilizacdo assistida de ultrassom (Figura 5).

Apos a otimizagdo com o planejamento Doelhert, foram adotados os valores 6timos

encontrados para realizar os procedimentos seguintes desenvolvidos nessa pesquisa.

Figura 5 — Equipamento ultrassonico utilizado para solubilizagdo com TMAH

Fonte: Acervo de fotos da autora

4.6 Otimizacao multivariada

A otimizacdo multivariada foi empregada para encontrar as melhores condicdes de
tratamento das amostras de carnes de bode para determinacdo de Ca, Fe, Mg, Zn e Cu por F

AAS e Na e K por F AES. O planejamento fatorial foi usado para indicar as varidveis
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significativas e as tendéncias, bem como as possiveis interacbes das varidveis na
determinacéo dos analitos.

Depois de estabelecidas as variaveis significativas e a ocorréncia ou ndo de interacéo
entre elas, utilizou-se outra ferramenta de analise multivariada: o planejamento Doehlert. Esse
planejamento foi usado para descrever, com maior exatiddo, o0 comportamento dos dados e,
dessa forma, fazer previsdes sobre as condi¢des 6timas para a solubilizacdo da amostra. As
delimitacGes dos valores adotados para cada varidvel no planejamento Doehlert foi
estabelecido com as tendéncias apontadas pelo planejamento fatorial. Dessa forma, as
variaveis indicadas como significativas pelo planejamento fatorial foram otimizadas pelo

planejamento Doehlert.

4.6.1 Planejamento fatorial 2*

Foi desenvolvido um conjunto de experimentos sendo estabelecido por meio da
combinacdo de diferentes variaveis envolvidas no preparo da amostra. Um planejamento fatorial
2* foi realizado totalizando 16 experimentos em duplicatas com a finalidade de avaliar as
variaveis significativas no procedimento, sendo consideradas as seguintes variaveis: massa da
amostra, volume de TMAH, tempo de sonicacdo e temperatura do banho ultrassénico. As
tabelas 4 e 5 mostram os valores minimos e maximos e a matriz experimental adotados nesse

planejamento.

Tabela 4 — Variaveis e niveis avaliados no planejamento fatorial completo 2* para a investigago
prévia dos fatores que afetam a dissolucdo da amostra em TMAH assistida por energia de ultrassom

Variavel ) +)
(1) Volume de TMAH (L) 200 1000
(2) Massa da amostra (g) 0,1 0,5
(3) Tempo de sonicagdo (min) 5 15
(4) Temperatura (°C) 25 50

31



Tabela 5 — Matriz experimental do planejamento fatorial 2* para investigacao dos fatores que afetam

a dissolugéo da amostra em TMAH assistida por energia de ultrassom

Experimento

1

2

10

11

12

13

14

15

16

4.6.2 Processo de otimizagdo com o planejamento Doehlert

O planejamento Doehlert é considerado adequado e eficiente na otimizagéo de varios

procedimentos experimentais principalmente pela sua facilidade de aplicacdo nas variaveis,

por necessitar de poucos ensaios, possibilitar grande mobilidade do dominio experimental

(permitindo a construgdo de planejamentos sequenciais onde é esperada a resposta maxima),
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além da possibilidade de selecionar a quantidade de niveis para cada fator com a finalidade de
obter uma maior quantidade e qualidade de informagGes [83].

Para este modelo, o numero total de experimentos é dado por N = kz + k + C,, onde N
€ 0 numero de experimentos, k € o numero de variaveis e C,, 0 nimero de pontos centrais.
Replicatas sdo necessarias apenas no ponto central para efetuar a analise de variancia [82].

O dominio experimental do planejamento Doehlert tem um formato de um cubo
octaedro (Figura 6), e para trés fatores apresenta trés diferentes possibilidades sendo: (a)
projecdo sobre uma face quadrada, (b) é a projecdo sobre uma face triangular e (c) é a projecédo

sobre um vértice [84]. Essas projecdes podem ser observadas na Figura 7.

Figura 6 — Representac&o espacial de um cubo octaedro

v

/\
AVEVAS

Figura 7 — Representacéo grafica plana para as trés diferentes projecdes do planejamento Doehlert: (a)
face quadrada; (b) face triangular e (c) sob o vértice

(a) (b) (c)

Varidavel xs3

10,11 17 13

4 =
‘4 ; Variavel x;
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Para a otimizacdo foi utilizado a solubilizacdo alcalina empregando TMAH, 13

experimentos foram montados (realizados em duplicatas) para encontrar as melhores

condicdes experimentais para a dissolucdo das amostras de carnes de bode usando energia de

ultrassom. Os experimentos foram realizados com a temperatura do banho fixa em torno de 50

°C. Nesse planejamento foram consideradas as seguintes variaveis: volume de TMAH, tempo

de sonicacdo e massa da amostra (Tabela 6).

Tabela 6 — Matriz de Doehlert para o planejamento experimental

Experimento V TMAH (uL) MA (g) TS (min)
1 1000 0,3 10
2 800 0,2 5
3 800 0,2 15
4 800 0,4 5
5 800 0,4 15
6 600 0,1 10
7 600 0,3 10
8 600 0,5 10
9 400 0,2 5

10 400 0,2 15
11 400 0,2 15
12 400 0,4 5

13 200 0,3 10

V:volume; MA: massa da amostra; TS: tempo de sonicagédo
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A amostra devidamente pesada com massas variando entre 0,1 e 0,59 foi inserida em
tubos de ensaio juntamente com o reagente (TMAH) sendo adicionado de acordo com o
experimento proposto, utilizando o banho ultrassénico para a solubilizacdo da amostra. No
final do processo, o volume foi ajustado para 10.0 mL com &agua deionizada. As analises
foram realizadas por espectrometria de absorcdo e emissdo atbmica com chama, a fim de
identificar as melhores condicfes para realizar as demais determinagdes presente nesse
trabalho.

4.7 Avaliacéo da exatiddo para o procedimento proposto

A exatiddo do procedimento proposto foi avaliada através da analise de CRM com
caracteristica semelhante a amostra. Foi utilizado amostra certificada NIST 1577b Bolive
liver que passou pelos mesmos tratamentos das amostras.

O método proposto foi avaliado também através de teste de adigdo e recuperagdo. O
teste foi constituido da adicdo de concentracdes conhecidas de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Na e K as
amostras ap0s os procedimentos de decomposicdo ou solubilizacédo, logo apds foi realizada a
avaliagdo da recuperagdo dos mesmos. A escolha das concentragdes adicionadas foi baseada
nas concentragcdes que ja haviam sido determinadas nas amostras e o limite de deteccdo da

técnica utilizada.
4.8 Anélise estatistica

O pacote estatistico do software Statistica 10.0 foi utilizado para a realizacdo e avaliagédo
dos experimentos que utilizaram otimizagdo quimiometrica por planejamento fatorial e matriz

Doehlert, o Excel 2013 na obtencdo de pardmetros estatisticos basicos, graficos e obtencdo

das curvas analiticas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Otimizacao multivariada do método analitico proposto

Os planejamentos multivariados proporcionam estratégias para otimizacdo dos
métodos analiticos melhorando os resultados obtidos e tém apresentado diversas vantagens
como a redugdo do nimero de experimentos, consequentemente reducao de tempo e consumo
de reagentes. Outra vantagem muito interessante para otimizacBes multivariadas é a

possibilidade de avaliar os possiveis efeitos de interacdo entre as variaveis estudadas.

5.1.2 Planejamento fatorial de dois niveis

No geral os planejamentos fatoriais de dois niveis sdo utilizados em investigagdes
preliminares, quando o objetivo é apenas identificar se determinado fator possui ou nédo
alguma influéncia sobre a resposta desejada. Neste momento ainda nao se tem interesse em
descrever detalhes sobre essa influéncia, e sim identifica-la [83].

Para que seja possivel o estudo do efeito de uma determinada variavel sobre a
resposta, € preciso fazer com que esse fator varie e essa variacdo seja observada, implicando
na realizacdo de ensaio de ao menos dois niveis dessa variavel. Sendo este o principal
objetivo da utilizacdo de um planejamento fatorial, que é estudar a influéncia de fatores e
efeitos de interacdo sobre a resposta. A adicdo de pontos centrais ao planejamento traz
algumas vantagens como a possibilidade de avaliar se os dados apresentam curvatura e de
estimar o erro experimental sem ser preciso replicar o planejamento completo [84].

Neste trabalho foi utilizado o planejamento fatorial 2* objetivando investigar de forma
preliminar a influéncia das varidveis no processo de solubilizacdo da carne de bode utilizando
TMAH. A partir da matriz do planejamento fatorial mostrado na Tabela 7, foi gerado o

gréfico de Pareto, onde os fatores significados séo evidenciados.
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Tabela 7 — Matriz e resultados do planejamento fatorial de dois niveis para determinagdo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn em amostra de carnes de bode

Volume de Absorvancia ou sinal de emissao
Massa da Tempo de Temperatura
Exp. TMAH e ) DG
amostra (g) (L) sonicacao (min) (°C) Ca Cu Fe K Mg Na =
0.1 200 5 o5 0,011 0,005 0,018 160000 0.755 3752 0,285 0

0,012 0,006 0,014 152779  0.666 3744 0,270  0,5799
0,012 0,005 0,012 129231 0,404 3227 0,106 0

0,5 200 5 25

0,016 0,005 0,021 193409 1,204 4586 0,265 0

0,018 0,004 0,016 153020 1,564 3989 0,270  0,6928
0,1 1000 5 25

0,013 0,006 0,015 157686 1,014 4188 0,240  0,6547

0,013 0,009 0,024 197894 1,618 4929 0,392 0,1145
0,5 1000 5 25

0,015 0,007 0,026 261009 0,633 6513 0,454 0,1117

0,013 0,007 0,021 155525 0,453 3994 0,248 0,626
0,1 200 15 25

0,010 0,008 0,013 156482 1,040 3947 0,238 0,6375

0,015 0,007 0,027 238984 1,419 6184 0,430 0,1245
0,5 200 15 25

0,012 0,008 0,022 221471 1,548 5653 0,298 0,1064

0,013 0,008 0,016 153090 0,722 4113 0,247  0,6581
0,1 1000 15 25

0,016 0,007 0,014 155494 0,325 4156 0,238 0,5736

0,012 0,009 0,025 274005 0,690 7020 0,571  0,1267
0,5 1000 15 25

0,010 0,008 0,024 254229 0,525 6031 0,503 0,1001

0,009 0,007 0,016 137327 1,319 3656 0,367  0,6799
0,1 200 5 50

0,011 0,005 0,014 141010 1,051 3694 0,229  0,5858
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Volume de Absorvancia ou sinal de emissao

50 ety TMAH ot TeTRLe o6
(uL) Ca Cu Fe K Mg Na Zn
10 05 200 5 50 0,029 0,008 0,031 194510 1,665 4818 0,331  0,1315
0,034 0,007 0,028 176126 1,420 4222 0,285 0,1070
0,035 0,008 0,010 163953 1,232 4305 0,229  0,7658
11 0,1 1000 5 50
0,021 0,007 0,013 148025 1,122 3835 0,323  0,7309
0,006 0,009 0,029 275945 0,182 7082 0,500  0,0517
12 0,5 1000 5 50
0,005 0,008 0,022 261887 0,170 6596 0,342 0
0,008 0,010 0,013 152319 0,597 3672 0,219  0,5695
13 0,1 200 15 50
0,007 0,009 0,013 152391 0,567 3563 0,223  0,5423
0,024 0,013 0,037 212304 1,873 4874 0,385  0,1640
14 0,5 200 15 50
0,023 0,009 0,030 188519 1,815 4577 0,320 0,1273
0,006 0,007 0,012 148805 0,458 3653 0,247  0,4920
15 0,1 1000 15 50

0,009 0,008 0,014 146627 0,478 3651 0,231  0,5491

0012 0011 0031 264373 0692 6024 0524 01328
16 0.5 1000 15 50 0,009 0012 0031 269767 0232 6160 0619  0,0962

DG: Desejabilidade Global
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Figura 8 — Gréficos de Pareto obtidos a partir dos dados do planejamento fatorial 2* mostrando os valores padronizados e a significancia de cada variavel

40

Ca Cu Fe
TS -2,9764 TS 5,112338 Vv TMAH 11,0644
VvV TMAH 2,276067 T 3,5663145 T 988372
T ,6503049 V TMAH ,0516398 TS ,646243
p=,05 p=,05 p=,05
K Mg Na
VTMAH 1,893103 TS -3,83161 VvV TMAH 5,918451
TS 1,418555 V TMAH -,865086 T -2,48776
T , 7536352 T ,2902523 TS ,6809761
p=,05 p=,05 p=,05
Zn DG
V TMAH 1,335283 VvV TMAH 1,444418
TS -,697864 T 1,03167
T ,4912524 TS ,6846382
p=,05 p=,05



O uso do planejamento fatorial de dois niveis permitiu verificar as possiveis interacdes
entre as variaveis, além de possibilitar a reducdo do trabalho laboratorial, gerando informacgdes
relevantes para 0 mapeamento dos fatores que poderiam afetar o sistema, na Figura 6 podem ser
observados esses comportamentos.

A aplicacdo de funcdo de desejabilidade possibilita combinar todas as respostas em
uma unica, e isso permite estudar simultaneamente os sete analitos. Porém, isso pode acabar
em algumas situacOes limitando ou camuflando os reais resultados para cada analito. Diante
disso, para este estudo dentro do intervalo estabelecido, as tendéncias das varidveis foram
avaliadas individualmente para cada metal estudado.

Os gréficos de Pareto obtidos permitem observar que algumas variaveis apresentaram
tendéncia a serem significativas quando analisados individualmente para cada metal. A
temperatura foi uma variavel que apresentou ser significativa apenas para o elemento Cu e
levemente para o Na. Para a solubilizacdo dos demais elementos estudados, essa variavel ndo
foi significativa. Portanto, analisando essa tendéncia a temperatura ndo foi considerada
importante para o desenvolvimento do procedimento proposto dentro do intervalo
estabelecido e, dessa forma foi fixada a temperatura de 50 °C.

A massa da amostra apresentou efeitos significativos para solubilizacdo de todos os
analitos, com isso para essa varidvel juntamente com o volume de TMAH e tempo de
sonicacdo, foram realizados estudos mais detalhados, usando o planejamento Doehlert

buscando os valores 6timos referente a cada variavel.

5.1.3 Planejamento Doehlert

Entre as varidveis que podem exercer influéncia de forma independente ou interagindo
com outros fatores as varidveis investigadas foram tempo de sonica¢do da amostra, volume de
TMAH e massa da amostra. Considerando que a variavel temperatura, como Visto
anteriormente no planejamento fatorial, ndo foi significativa no processo de solubilizacdo da
amostra, foi fixada em 50°C.

Foi utilizado um planejamento Doehlert para trés varidveis, através da projecdo de um
solido geométrico (cubo octaedro) no plano apresentando uma proje¢do sob a face quadrada

envolvendo os 13 experimentos. De acordo com as caracteristicas da Matriz Doehlert citadas
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acima, as variaveis volume de TMAH (200 - 1000 pL) e massa da amostra (0,1 - 0,5g) foram
estudadas em cinco niveis, e a variavel tempo de sonicacdo (5 - 15 min) foi estudada em trés
niveis. Todos os experimentos foram realizados em duplicatas com replicatas no ponto
central.

O planejamento Doehlert possibilitou investigar as influéncias dos fatores no processo
da determinacdo de metais em carne de bode, obtendo assim as melhores condicdes

experimentais para a realizacdo efetiva do procedimento (Tabela 8).
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Tabela 8 — Matriz do planejamento Doehlert para a otimizacéo das varidveis que influenciaram no procedimento de solubilizagdo da amostra de carnes de

bode
Absorvancia ou sinal de emissao
Exp Massa da Volume de Tempo de_ DG
amostra (g) TMAH (uL) sonicagdo (min) Ca Cu Fe K Mg Na 7

0.3 1000 10 0,160 0,014 0,055 457702 0.176 76413 0,708 0,636532
0,150 0,014 0,053 470050 0.168 83229 0,732 0,641102
. 0.2 - c 0,120 0,010 0,032 324878 0,130 72425 0,550 0,326004
0,110 0,012 0,036 332250 0,134 69124 0,507 0,327984
3 0.2 800 15 0,130 0,010 0,032 355344 0,124 67986 0,578 0,344511
0,110 0,010 0,033 347882 0,127 71128 0,564 0,319103
q 04 o c 0,150 0,018 0,053 442235 0,148 85834 0,846 0,673903
0,170 0,016 0,050 436712 0,150 84613 0,863 0,675189
5 0.4 800 10 0,230 0,018 0,068 478238 0,166 96210 1,121 0,927887
0,220 0,020 0,060 464530 0,193 90179 0,879 0,878154

5 01 600 10 0,090 0,008 0,017 267512 0,084 51030 0,306 0

0,100 0,006 0,018 243061 0,073 49450 0,305 0
7 03 600 10 0,160 0,016 0,047 428415 0,163 74985 0,735 0,611186
0,180 0,014 0,060 428276 0,133 75792 0,725 0,587628
3 05 600 5 0,240 0,020 0,061 481493 0,206 91352 1,167 0,981352
0,220 0,020 0,065 488407 0,191 93220 0,904 0,917947
0,120 0,010 0,030 316416 0,087 65562 0,490 0,234975
9 0.2 400 15 0,120 0008 0027 329218 0077 63850 0476 0,170665
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Absorvancia ou sinal de emissao

Ex Massa da Volume de Tempo de DG
P- amostra () TMAH (uL) sonicagdo (min)
Ca Cu Fe K Mg Na Zn
10 02 400 5 0,150 0,012 0,034 343231 0,108 65630 0,536 0,351594
’ 0,160 0,010 0,038 336225 0,112 66928 0,516 0,350704
1 04 400 15 0,170 0,014 0,046 439237 0,152 82672 0,750 0,620008
’ 0,180 0,016 0,048 429478 0,142 83452 0,702 0,631659
0,190 0,018 0,052 467230 0,177 83865 0,728 0,736956
12 0,4 400 10

0,210 0,016 0,059 455479 0,170 84317 0,674 0,730173

0130 0012 0042 350978 0115 67046 0601 0381359
13 0.3 200 15 0120 0010 0038 343283 0116 67983 0572 0,332051

DG: Desejabilidade Global



Funcdes matematicas quadraticas foram ajustadas a fungédo de desejabilidade usando-
se regressao por minimos quadrados. Através do programa computacional estatistico foi
possivel obter as superficies que ilustram o comportamento das respostas a medida que o0s

niveis dos fatores em estudo séo alterados (Figuras 9 a 11).

Figura 9 — Superficie de resposta obtida a partir dos resultados das varidveis massa da amostra e
volume de TMAH

A Figura 9 ilustra a interacdo entre o volume de TMAH e a massa da amostra obtida
através do planejamento Doehlert. Teoricamente quando maior a massa maiores Serdo 0S
valores de concentracOes e consequentemente serdo necessarios maiores volumes de TMAH
para sua dissolucdo. As massas foram avaliadas entre 0,1 a 0,59 de amostra liofilizada, e 0s
volumes de TMAH entre 200 e 1000 pL. Na literatura encontram-se trabalhos com diferentes
proporcdes de massas e volumes do reagente solubilizante. Torres e colaboradores relataram

que foram precisos 5 pL de TMAH para cada mg de amostra de rim suino e figado de peixe
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[85]. Ha procedimentos na literatura citando a utilizacdo de 1000 uL de TMAH para 75 mg de
amostra [69]. Entretanto, neste trabalho, nas condi¢Bes estudadas, observou-se que em torno de
2 uL. de TMAH 25% (m/v) por mg de amostra de carne de bode liofilizada foram suficientes para
a completa solubilizagdo (1000 pL de TMAH para 500 mg de amostra), considerando que a

massa otimizada foi de 0,5g de amostra.

Figura 10 — Superficie de resposta obtida a partir dos resultados das variaveis tempo de sonicagao e
volume de TMAH

A variavel tempo de sonicacdo e caracterizada pelo periodo em que a amostra fica
submetida a incidéncia de ondas ultrassdnicas na presenca do reagente que promovera a
diluicdo. E uma variavel que poderd exercer influéncia bastante significativas, pois
teoricamente quanto maior o tempo de exposi¢do ao banho ultrassdnico, mais efetiva seria a
diluicdo. No entanto, num determinado tempo ndo é mais notado um aumento consideravel no
desempenho da diluicdo, propondo limites ao expor amostras a esse tipo de energia.
Interessante é que pequenos periodos possam proporcionar eficiéncia na solubilizac&o e evitar

desta forma, perdas de analitos por adsorcdo nas paredes de recipientes utilizados, riscos de
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contaminagdo por exposicdo a atmosfera e que o procedimento demandem muito tempo. O
tempo adotado no procedimento proposto foi de aproximadamente 8 vezes menor que 0
tempo requerido para decomposi¢cdo das amostras por via umida em bloco digestor.

O volume da solucéo de Hidroxido de Tetrametilamdnio possui a funcdo de auxiliar na
solubilizacdo de proteinas. A quantidade de TMAH para o processo de solubilizagdo,
dependerd do tipo de matriz dentro de uma faixa de variagdo que seja considerada eficiente e
adequada para 0s componentes presentes na amostra. Sendo assim, quantidades muito
pequenas podem ndo ser totalmente efetivas por ndo ser proporcional a quantidade de
proteinas e gorduras que possam estar presentes na matriz.

De acordo com a superficie ilustrada na Figura 10 e os perfis de desejabilidades que
serdo discutidos a seguir, o volume de TMAH 6timo encontrado para a solubilizacdo das
amostras no tempo de aproximadamente 12 minutos foi de 1000 pL.

Figura 11 — Superficie de resposta obtida a partir dos resultados das variaveis tempo de sonicacao e
massa da amostra
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A resposta desejada na superficie da Figura 11 estd localizada na regido de maximo
caracterizada pela coloragdo de vermelho mais intenso, complementando as outras duas
superficies vistas anteriormente indicando a massa de 0,5 g de amostra e em torno de 12 minutos
para o tempo de sonicagdo no banho ultrassonico.

A equacdo que é gerada através do ajuste de um modelo quadratico descreve o
comportamento dos dados experimentais. Apos a derivacdo é obtido o valor critico como
resposta global em termos de desejabilidade. Esse comportamento é descrito pela seguinte

equacdo que é fornecida pela planilha eletronica:

D = 0,00223 + 2,18 m — 0,876 (m)? — 0,000598 (Vol. de TMAH) — 0,00532 (TS) - 0,00236
(TS)? + 0,000563 (M) (TMAH) +0,0495 (m) (TS) + 0,000059 (TMAH)(TS)

Esses valores sdo as coordenadas que indicam as propor¢des dos componentes que
geram a maior resposta para o sistema, no método proposto essas condi¢cdes foram: 0,5g de
amostra, aproximadamente 12 minutos para o tempo de sonicacdo e 1000uL para o volume de
TMAH.

5.1.4 Perfis de desejabilididades para os metais estudados

Para anélise dos dados foi utilizado o método proposto por Derringer e Suich [86], que
emprega a otimizagdo multivariada utilizando uma fungdo multi-resposta com base no
conceito de desejabilidade e transformacdes do tipo exponencial. Para essas transformacdes e
preciso de um valor minimo e um valor maximo que sejam aceitaveis para cada resposta e
certos pardmetros especificos para que estas transformaces expressem a desejabilidade
requerida. Desta forma, para que uma funcdo maximize uma resposta, deve-se assumir que
exista um valor alvo para ela, acima do qual, as condicGes estabelecidas estejam totalmente
satisfeitas e também abaixo do qual o resultado ndo deva ser aceitavel.

Primeiramente, cada resposta € convertida em uma desejabilidade individual di, que
varia entre 0 e 1, sendo um o valor desejavel e zero o valor rejeitavel. Os célculos séo obtidos
através da Equacdo 01, onde y sera a resposta analisada, L a menor resposta obtida e T que

serd o valor alvo.
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Osey<L
d= (%)s seL<y<T (Equagéo 01)
lsey>T

Os célculos das desejabilidades individuais foram combinados em desejabilidade global,
que pode ser obtida por meio da média geométrica das desejabilidades individuais, conforme

expresso na Equacéao 02.

D=vdd,.d, (Equacao 02)

A partir da funcdo desejabilidade € possivel analisar simultaneamente as sete
respostas referente as absorvancias e sinais de emissao dos metais em estudo. Na Figura 12
encontra-se os perfis de desejabilidade que foram gerados com os dados obtidos
experimentalmente. As respostas individuais de cada metal estdo variando de acordo com a
mudanca de nivel de cada variavel. Com a analise da superficie de resposta e dos graficos
de perfis de desejabilidade que foram gerados, pode-se verificar condi¢cdes otimizadas para

obtencdo dos metais estudados na amostra de carnes de bode.
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Figura 12 — Perfis das desejabilidades individuais para Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn e perfil de

desejabili

50000 T

dade global

Massa

(@

Volume de TMAH

(uL)

28632 E

-,1000

,03500

,02080 [

-0050 L

,11000

,07654 F

0,0000 &

65E4 p

5322E2

154 L

,28000 r

18644 Frmrrr

,04000 b
14E4 p

1037E2

30000, &
2,0000 p
1,2770 F

-,4000 &

97753

1 .5 200,

5

12,25 15,

Tempo de Sonicagao
(min)

Desejabilidade

Desejabilidade

,24000
,16500

1,09000

102000
1,01300
100600

1,06800
].04250
1,01700

1 4884E2
13657E2
12431E2

1,20600
] ,13950
1,07300

o T T

106210
172830,
1 49450,

TR

11,1670
1,73600

1,30500

Ca

Cu

Fe

Mg

Na

Zn

50



A obtencdo dos valores 6timos para os parametros investigados foram realizados pela
metodologia de determinagédo simultanea, empregando a funcédo de desejabilidade.

Os valores oOtimos indicados pela desejabilidade global para cada metal séo
representados individualmente nos sete primeiros graficos que estdo indicados pelas linhas
tracejadas em vermelha na vertical, ou seja, sdo essas as condi¢Oes experimentais adequadas
para se obter as melhores respostas de todos os analitos estudados simultaneamente. Com
base nos perfis de desejabilidade e matriz Doehlert, encontrou-se como valores 6timos para
tempo de sonicacao, volume de TMAH e massa da amostra respectivamente os valores 12,25
minutos, e 1000 microlitros e 0,5g. O tempo de sonicagdo apresentou pouca variagdo dentro
de um determinado intervalo, demonstrando ser uma resposta robusta, diante disso, foi
adotado como valor 6timo 15 minutos garantindo assim a eficiéncia do procedimento.

A desejabilidade global para as condicdes otimizadas foi de 0,9775, sendo este valor
excelente pois a literatura recomenda que quanto mais préximo de 1 for, mais adequadas e
satisfatorias serdo as condi¢bes para a solubilizacdo simultdnea de todos os analitos

requeridos.

5.2 Avaliacao do modelo proposto

A Tabela 9 descreve a andlise de variancia para a aplicacdo do modelo quadratico para
o planejamento Doehlert que foi apresentado anteriormente. Foi utilizado o teste F para a
significancia estatistica da regressao, o qual obteve-se o valor de 91,01 para 9 e 16 graus de
liberdade. Em um nivel de confianca 95% o valor de F corresponde a 2,055, sendo este valor
inferior ao valor calculado, indicando desta forma que o modelo matematico descreve de
modo adequado o comportamento dos dados experimentais. Para o teste da falta de ajuste, em
um nivel de confianca de 95% o valor calculado foi 17,09, que por sua vez apresentou-se
maior que 2,560 para 3 e 13 graus de liberdade. Diante disso, verifica-se, que o modelo
apresenta falta de ajuste significativa. Mesmo assim, o resultado obtido é utilizado na
aplicacdo do método estudado, uma vez que indica as tendéncias experimentais para obter as

melhores condi¢cdes no processo de solubilizacdo das amostras.
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Tabela 9 — Andlise de variancia para 0 modelo quadratico ajustado a resposta combinada das
absorvancias e sinais de emissao dos sete metais estudados em nivel de confianca de 95%

Fonte de variacao SQ GL MQ F calc F tab
Regressao 1,833 9 0,2036 91,01 2,055
Residuos 0,03580 16 0,002237

Falta de ajuste 0,02856 3 0,009522 17,09 2,560
Erro puro 0,007235 13 0,000557
Total 1,869 25

SQ: soma quadratica; GL: grau de liberdade; MQ: média quadratica

5.2.1 Determinacdo dos analitos em carnes de bode aplicando o método de preparo de

amostra otimizado

5.2.3 Preparo de amostra por solubilizagdo com TMAH

O método de solubilizacdo com TMAH foi proposto nesse trabalho por ser
considerado de baixo custo, simples, rapido, os procedimentos podem ser realizados sem
aquecimentos ou usando temperaturas brandas, além de reduzir os riscos de contaminagao ou
perdas. A partir disso, investigou-se a aplicabilidade desse método por meio de amostra de
carne de bode liofilizada, e diferentes parametros como, tempo de sonicacdo no banho
ultrassonico, volume de TMAH e massa da amostra foram avaliados.

Em relagdo a solubilizagdo das amostras foi observado maiores intensidades de
coloragéo a medida em que aumentava-se a massa, como esperado. Os tubos foram colocados
individualmente na regido central da cuba ultrassbnica para garantir a maxima eficiéncia do
equipamento, uma vez que uma das limitagdes relatadas na literatura sobre o banho ultrassom
é a ndo homogeneidade de distribuicdo das ondas em seu interior. Na figura 13 encontra-se 0s
aspectos visuais das amostras de carnes de bode, primeiro apenas com adi¢do de agua e do

TMAH e em seguida apds o tratamento do meio em banho ultrassénico.
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Figura 13 — (a) Amostra apds adicdo de agua deionizada e TMAH antes da sonicacéo; (b) amostra
apos sonicagdo com TMAH

(@) (b)

Fonte: Acervo de fotos da autora

5.2.4 Ultrassom no tratamento das amostras de carne de bode

O uso do ultrassom promoveu a solubilizacdo dos materiais em suspensao além de
facilitar a determinagdo dos elementos. As ondas ultrassénicas transferem e localizam uma
grande quantidade de energia em pontos especificos nas superficies das particulas que
proporcionard a sua quebra, desagregacdo e consequentemente permite uma solubilizacdo
mais eficiente.

Considerada uma vantajosa alternativa por ser de simples operacdo, e bastante
eficiente na extracdo e solubilizacdo de elementos em diversos tipos de amostras. N&do sendo
necessario 0 uso de altas temperaturas e pressdes, diante disso esses procedimentos
envolvendo a energia ultrassénica séo relativamente rapidos.
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5.2.5 Decomposi¢ido por via imida em bloco digestor e “dedo frio”

r

Nessa etapa do procedimento foi utilizado o “dedo frio” que ¢ constituido de um
material de vidro e como 0 nome sugere, possui a forma de dedo. Este é acoplado no tubo de
digestdo e colocado agua fria no seu interior para resfriar a parte superior do tubo, provocando
refluxo e desta forma evitando a volatilizacdo e consequentemente perdas de espécies.

Baixos valores de brancos foram obtidos nesse método e resultados satisfatorios foram
encontrados. Levando em consideracdo que a decomposicdo por via imida em sistemas abertos
estdo mais suscetiveis a contaminacdo em relacdo aos sistemas fechados, essa contaminacao e/ou
perdas foram minimizadas com a utilizacao de ‘dedo frio’ durante a decomposi¢do da amostra. Os
resultados encontrados foram utilizados como método comparativo para ao método proposto
considerando os resultados eficientes que sdo relatados na literatura com a utilizacdo desse
método. No entanto apresenta algumas desvantagens como a utilizacdo de acidos concentrados,
altas temperaturas e ser um procedimento que demanda mais tempo. Na tabela 15 encontra-se a
comparacdo das concentracGes obtidas utilizando a decomposi¢do por via Umida em bloco

digestor e a solubilizacao alcalina com TMAH.

5.3 Avaliacao do efeito de matriz

Quando os componentes contidos na matriz de estudo podem influenciar na
quantificacdo dos analitos de interesse e que por sua vez podem gerar resultados duvidosos,
tem-se efeito de matriz. A presenga de alguns componentes em amostras que apresentam
matrizes complexas, pode estar relacionada com as interferéncias, cuja reproduc¢édo na solucao
aquosa dos padrdes de calibragdo e de seus brancos em algumas situacdes pode nédo ser
possivel.

A padronizacdo por adicdo padrdo € muito trabalhosa e requer muito tempo, esses
experimentos foram realizados para avaliar também a possibilidade de se utilizar a
padronizacdo externa em meio aquoso. O artificio de equiparagdo da matriz foi utilizado, para
isso uma solugdo aquosa do reagente TMAH foi necessaria, considerando a néo
disponibilidade de uma amostra de carne sem a presencga dos metais estudados.

Desta maneira, foram realizados trés curvas analiticas: (1) curva aquosa: utilizando a
técnica de padronizacdo externa apenas com 0s metais e agua deionizada; (2) curva com
TMAH: utilizando a técnica de padronizacdo externa com o reagente TMAH + metais e (3)
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adicdo padrdo: padronizacgdo utilizando a amostra de carne de bode apds solubilizacdo com
TMAH em banho ultrassénico. Aliquotas adequadas dos analitos foram adicionadas a amostra
solubilizada com TMAH, e as concentracdes finais para as curvas foram equivalentes aos
seguintes pontos das curvas analiticas: 0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 3,0; 4,0; 5,0 mg L™,

A Figura 14 apresenta as curvas analiticas obtidas em solucéo aquosa, em solugdo com
TMAH e na presenca da amostra tratada com TMAH. A observagédo dos resultados indicam
que em nenhum dos analitos estudados houveram sobreposicao dessas curvas.

Analisando a Figura 14 e a Tabela 10, pode-se inferir que as inclinacBes das curvas
aquosas para o Ca, Cu, Fe e Mg apresentaram-se estatisticamente semelhante a curva obtida
com adicdo padrdo da amostra. Por outro lado, as curvas obtidas por meio da padronizagéo
externa com o TMAH apresentaram inclinacdes pequenas.

Ao contrario do que aconteceu com os analitos citados acima, para o Na, K e Zn as
curvas obtidas através da padronizacdo externa com o0 TMAH e a curva por adicdo padrao
apresentaram inclinagdes e intervalos de coeficientes estatisticamente significativos, porém
a curva aquosa apresentou inclinacdo pequena comparada as outras duas estudadas. Para o
Zn a curva por adicdo padrdo foi diferente das curvas obtidas por meio da padronizacao
externa, sendo assim similiar entre a curva aquosa € a curva com TMAH.

A Tabela 10 apresenta os parametros das curvas analiticas no nivel de confianca de
95%. O comportamento do parametro intervalo do coeficiente angular permite avaliar se as
inclinacBes das curvas analiticas sdo equivalentes e isso pode ser notado quando os intervalos
possuirem intersecao.

Esses estudos comprovam que para os metais Ca, Cu, Fe e Mg pode-se utilizar uma
curva analitica por padronizagdo externa na determinacdo desses metais nas amostras de
carnes analisadas ap6s solubilizacdo com TMAH. Para o Na, K e Zn infelizmente, ndo se
pode utilizar a padronizacdo externa, sendo recomendado para esse analito a padronizagéo por
adicdo padrdo considerando que as curvas obtidas por padronizacdo externa ndo compensam o

efeito de matriz.
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Figura 14 Curvas analiticas obtidas em diferentes meios utilizando o artificio de equiparagcdo da
matriz
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Tabela 10 — Parametros das curvas analiticas para o Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn obtidos nos meios
aquoso, TMAH e adi¢do padrdo para as carnes analisadas

. . Técnica de . IC* da B
Analito Meio . . Equacao L R
calibracéo inclinacéo

AQguoso Pad. externo y =0,0189 x + 0,0264 51,57 - 53,93 0,9995

Ca TMAH Pad. externo y =0,0147x + 0,0011 66,75 — 69,40 0,9995
Carne + TMAH Adicdo padrdo  y=0,0175x +0,0108 55,98 — 58,46 0,9994

Aquoso Pad. externo y =0,0871x + 0,0328 11,65 -11,32 0,9998

Cu TMAH Pad. externo y =0,0505x + 0,0023 19,21 — 20,40 0,9991
Carne + TMAH Adicdo padréo  y=0,0762x +0,0172 12,87 — 13,37 0,9995

Aquoso Pad. externo y = 0,0545x +0,008 17,75 -18,90 0,9990

Fe TMAH Pad. externo y =0,0399x +0,0157 23,22 - 26,62 0,9954
Carne + TMAH Adicdo padrdo  y=0,0516x +0,1016 18,92 - 19,85 0,9994

Aquoso Pad. externo y =1724x + 1576 0,000565 — 0,000594 0,9994

K TMAH Pad. externo y = 15632x +796,5 0,0000613 - 0,000688 0,9966
Carne + TMAH Adicéo padréo y = 3322x + 6743 0,000289 — 0,000312 0,9986

Aquoso Pad. externo y =0,6388x + 0,0178 1,529 — 1,598 0,9993

Mg TMAH Pad. externo y =0,3712x + 0,0045 2,526 — 2,847 0,9973
Carne + TMAH Adicdo padrdo  y =0,8502x +0,0290 1,147 - 1,203 0,9994

AQquoso Pad. externo y = 2282x +3402 0,000403 — 0,000469 0,9943

Na TMAH Pad. externo y = 3176x +9266 0,000287 — 0,000337 0,9921
Carne + TMAH Adicdo padréo y =6647x +2701 0,000146 — 0,000155 0,9989

Agquoso Pad. externo y =0,2255x + 0,1324 4,214 — 4,638 0,9983

Zn TMAH Pad. externo y =0,1742x +0,0171 5,502 — 5,962 0,9984
Carne + TMAH  Adicdo padrdo y =0,3596x + 0,1886 2,670 — 2,877 0,9975
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5.4 Validacdo da metodologia proposta

A validacdo de uma metodologia pode ser realizada através de alguns parametros
como linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatiddo. Tais
parametros sdo de grande importancia para aferir se 0 método est& realmente adequado para

determinado uso.

5.4.1 Linearidade

Capacidade de um método analitico em produzir resultados que sejam linearmente
proporcionais a concentracdo do analito nas amostras, isso em uma dada faixa de
concentracdo. Para a quantificacdo é necessario conhecer a dependéncia entre a resposta
medida e a concentracdo do analito, demostrando desta maneira a eficiéncia e confiabilidade
da metodologia em fornecer resultados diretamente proporcionais entre essas medidas [87].

Para que os resultados sejam considerados satisfatdrios, inicialmente tem que ser
possivel notar uma linearidade aparente, em seguida o coeficiente de determinacdo sera
encontrado, sendo que para a ANVISA devem apresentar valores de R? igual ou superior a
0,99. Por outro lado, valores de R? superior a 0,90 sd0 aceitos pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO) [88,89]. A linearidade do
método foi avaliada através do efeito de matriz com experimentos realizados utilizando a
padronizacdo externa e adicdo padrdo. Na Tabela 11 estdo expressos os valores de R para Ca,
Cu, Fe, Mg, K e Zn adotando a padronizacéo externa e para 0 Na adotando a padronizacao
por adigédo padrao.
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Tabela 11 — Linearidade das curvas analiticas

Padréo R2 Faixa de concentragdo (ug mL™)
Ca 0,9995 05-50
Cu 0,9998 05-50
Fe 0,9990 0,5-50
Mg 0,9993 0,2-3,0
Na 0,9989 0,5-50
K 0,9994 05-4,0
Zn 0,9983 0,2-4,0

5.4.2 Limites de deteccdo (LD) e quantificacéo (LD)

De acordo com a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), o

limite de deteccdo (LD) é calculado multiplicando por trés o desvio padrdo do sinal

analitico obtido a partir de dez determinagdes do branco e dividindo-se esse valor pelo

coeficiente angular da curva analitica (aqui simbolizado por b). O limite de detec¢édo é o

valor que determina a menor concentracdo de um analito, que pode ser medida em um

determinado nivel de confianga, conforme a Equagéo 3.

_ 3Spr

b

(Equagéo 3)
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O limite de quantificacdo (LQ), definido como o nivel acima do qual resultados
quantitativos podem ser obtidos com um grau especifico de confianga, pode ser calculado de
forma semelhante ao LD, multiplicando dez vezes o desvio padrdo do branco e dividindo-se

pelo coeficiente angular da curva analitica (b), na Equacéo 4 encontra-se a formula utilizada.

_ 10Sp;

LQ 5

(Equagéo 4)

5.4.3 Preciséao (RSD)

A precisdo pode ser expressa como repetibilidade, sendo esta a concordancia dos
resultados individuais obtidos pelo mesmo método e sob as mesmas condi¢Ges e por um
periodo curto de tempo. Outra maneira de expressar a precisdo € por meio da
reprodutibilidade, que também indicara a concordancia dos resultados individuais obtidos,

porém sob diferentes condicdes [90].

No geral, a precisdo indica o grau de incerteza de um resultado analitico e pode ser
expressa através do desvio padrao relativo, quanto maior a dispersdo dos valores, menor sera
a precisdo. De acordo com a Equacéo 5, a precisdo pode ser obtida pela divisdo do desvio
padrdo de varias medidas em uma determinada concentracdo (S;) pelo valor da média da

concentracdo determinada (c).

RSD% = (=) x100 (Equagdo 5)

Cc

Os limites de detec¢do, quantificacdo e o desvio padrdo relativo obtidos para 0 método

proposto sdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Limites de deteccdo, quantificacdo e desvio padrdo relativo calculados para o método
empregado

Analito LD (pgg?) LQ (ngg) RSD (%)

0,5pugmL? 25 ugmL™

Ca 2,28 7,60 3,57 1,74
Cu 0,407 1,35 2,42 1,05
Fe 1,24 4,14 521 1,60
K 0,0752 0,251 0,353 0,103
Mg 0,0665 0,221 0,931 0,393
Na 0,191 0,638 0,462 0,0930
Zn 0,169 0,563 2,74 0,900

5.4.4 Avaliacdo da recuperacdo dos analitos e exatiddo do método

5.4.4.1 Teste de adicdo recuperacao

O teste de adicdo recuperacao esta relacionado com a exatiddo, sendo expressa como
erro sistematico percentual referente ao processo. E caracterizado por refletir a quantidade de
um dado analito que foi recuperado no processo em relacdo a quantidade real presente na
amostra. O ensaio de recuperacdo ¢ o método mais utilizado para validacdo de processos
analitico.

O principio do método é baseado em fortificar a amostra, ou seja, a adi¢do de uma
quantidade conhecida de analito & amostra seguida pela determinagdo da concentragdo,
testando se a resposta da amostra corresponde ao esperado. As andalises das amostras
fortificadas devem ser feitas da mesma maneira que as amostras desconhecidas. O critério de
aceitacdo estabelecido neste método foi de acordo com os valores proposto pelo Standard
Methods, sendo aceitaveis valores de recuperagdes dentro da faixa de 80% a 120% [91].
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Calcula-se a quantidade percentual recuperada no processo através da formula:

. C amostra fortificada — C amostra real
% recuperacao = C adicionad x100
adicionado

Outros componentes da propria matriz podem interferir na separacdo, detec¢do ou até
mesmo na quantificacdo dos analitos, por isso a importancia da realizagdo do efeito de matriz.
As recuperacdes dos metais adicionados nas amostras podem evidenciar quando o método
desenvolvido ndo é afetado por efeitos de matriz, indicando sua aplicacdo satisfatoriamente
para analises da amostra estudada.

Neste teste, as amostras de carnes de bode foram “enriquecidas” com adi¢des de
solucdes contendo concentracdes conhecidas de Ca, Fe, Mg, Zn, Cu, Na e K. As
concentracdes utilizadas para dopagem das amostras variaram entre 0,2 a 20 mg/L, sendo
estas baseadas na quantificacdo realizada anteriormente das amostras e o limite de detec¢édo da

técnica utilizada. Todos os resultados estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Recuperacdo (%) de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn em amostras de carnes de bode

Origem das amostras

Analitos Jaguaquara Jequié Lagedo do Tabocal Manoel Vitorino Maracas
Ca 104 114 94 84 122
Cu 98 85 94 105 96
Fe 96 118 92 86 84
K 89 101 106 104 101
Mg 90 110 98 95 120
Na 86 95 106 86 103
Zn 66 85 42
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As recuperacdes obtidas dos analitos foram satisfatdrias (84-122%), com exce¢do para
0 Zn que foram obtidas recuperagdes muito baixas, principalmente para as amostras coletadas
nos municipios de Jaguaquara e Lagedo do Tabocal, requerendo estudos mais aprofundados
para este analito. Sugere-se que a elevada massa de amostra (500 mg) tenha proporcionado
uma recuperacao insatisfatoria para o Zn, mesmo néo tendo apresentado particulas em suspensao.
Contudo, as demais recuperacdes foram aceitaveis sendo superiores a 84%, indicando que o

método é adequado para efetuar as quantificacdes desses analitos.

5.4.4.2 Material de referéncia certificado

Visando garantir a confiabilidade das medicOes analiticas, os materiais de referéncia
certificados sdo as bases para verificacdo da exatiddo. Essa avaliacdo foi realizada no
procedimento de solubilizacdo proposto com TMAH e banho ultrassénico utilizando o
material de referéncia certificado de figado bovino (Bovine Liver NIST 1577b) com
caracteristicas semelhantes as amostras. O CRM foi submetido aos mesmos tratamentos das
amostras, mantendo-se a mesma proporcéo de massa de amostra, tempo de sonicacao e volume de
TMAH empregado para as amostras de carnes liofilizadas. Além disso, o CRM também foi
tratado com acido nitrico concentrado e peroxido de hidrogénio em bloco digestor, sendo utilizado

como um método de referéncia. Os resultados sdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14 — Determinagéo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e Zn em material de referéncia certificado
tratado com TMAH e com digestdo 4cida

Analitos  Valor certificado (ug g™) Valor encontrado (TMAH)  Valor encontrado (Acida)

Ca 116 +4 114 +0,0076 101 + 0,034
Cu 160+ 8 135+ 0,0016 141 +0,0015
Fe 184 +1,5 143 +0,0012 169 +0,0031
K 0,994 +0,002 0,965 + 0,0042 0,893 + 0,0060
Mg 601 + 28 565 +0,0042 643 + 0,018
Na 0,242 + 0,006 0,332 +0,0063 0,374 + 0,0055
Zn 127 + 16 159 + 0,00060 167 + 0,00089

Para todos os elementos estudados, houveram concordancias com os valores certificados,
para isso foi aplicado o teste t pareado comparando os valores certificados e aqueles encontrados
do CRM tratado com TMAH (t calculado 1,06 e t critico 2,44) e com digestao acida (t calculado
0,48 e t critico 2,44). Estatisticamente em um nivel de confianca de 95% n&o houveram diferengas
significativas para os valores encontrados experimentalmente em carnes de bode para ambos 0s
métodos comparados com os valores certificados.

Estes resultados indicam que o método proposto pode ser utilizado para posterior
determinacdo dos elementos estudados em carnes de bode utilizando a espectrometria de absor¢éo

atdmica com chama.
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5.4 Comparacao entre as concentracdes dos analitos utilizando solubilizacéo alcalina e

decomposicéo por via Umida em bloco digestor e “dedo frio”

5.4.1 Aplicacédo da metodologia em amostras de carnes de bode

Objetivando avaliar a eficiéncia da solubilizacdo alcalina comparada com a
decomposi¢do por via Umida em bloco digestor acoplado de “dedo frio”, o método
desenvolvido foi aplicado para determinacdo dos metais em estudo para outras amostras de
carnes de bode adquiridas em alguns acougues localizados em municipios da regido do
Sudoeste da Bahia. Além da amostra representativa obtida em Jequié, amostras de Maracas-
Ba, Jaguaquara-Ba, Manoel Vitorino-Ba e Lagedo do Tabocal-Ba, foram avaliadas por ambas
as metodologias, diante disso, ap6s a liofilizacdo as condicBes otimizadas anteriormente
foram aplicadas, os experimentos foram realizados em duplicatas. Os teores encontrados nas
amostras estudadas confirmam que a carne de bode € uma fonte valiosa de alguns minerais
essenciais, sendo estes necessarios para 0 bom funcionamento do corpo humano.

Todos os resultados estdo apresentados na Tabela 15 e demostram bastante
similaridades entre si. Através do teste t pareado foi possivel avaliar se os dados sdo iguais

estatisticamente num nivel de confianca de 95%.
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Tabela 15 — Comparag#o entre as concentracdes dos analitos (mg g™) utilizando solubilizacéo alcalina e decomposicao por via imida em bloco digestor

. . Municipios
Analito Procedimento
Jaguaquara Jequié Lagedo do Tabocal Manoel Vitorino Maracas
Ca TMAH 0,1498 + 0,0058 0,1646 + 0,0142 0,1198 + 0,00541 0,1586 + 0,0118 0,09971 + 0,00807
Acida 0,2099 + 0,0120 0,1811 + 0,00808 0,1498 + 0,0120 0,1150 + 0,0074 0,1150 + 0,00734
Cu TMAH 5,213 + 0,423 4,423 + 0,683 2,451 + 0,395 1,530 + 0,455 5,080 + 0,456
(x10%) Acida 4,291 + 0,455 5,475 + 0,455 3,239 + 0,684 1,924 + 0,227 3,897 + 0,228
TMAH 0,1823 + 0,0125 0,1928 + 0,0194 0,1537 + 0,00719 0,1802 + 0,00823 0,1264 + 0,00529
Fe .
Acida 0,1410 + 0,00665 0,1728 + 0,0104 0,1295 + 0,00265 0,1185 + 0,00412 0,1464 + 0,00679
K TMAH 1,497 £ 0,0677 1,338 £ 0,0106 1,184 +£0,0115 1,314 £+ 0,00993 1,405 £ 0,000711
Acida 1,357 £+ 0,00200 1,198 + 0,00680 1,162 + 0,00215 1,111 £+ 0,00430 1,136 + 0,0487
Mg TMAH 0,4515 + 0,00965 0,4816 + 0,0242 0,4120 + 0,0301 0,4505 * 0,00945 0,4881 + 0,0306
Acida 0,4988 + 0,0127 0,5722 £ 0,00713 0,5199 + 0,0148 0,5061 + 0,00582 0,5267 £+ 0,0105
Na TMAH 0,1572 + 0,00487 0,2074 + 0,00290 0,1689 + 0,00576 0,1787 £+ 0,00216 0,1660 £ 0,000946
Acida 0,1922 + 0,00201 0,2133 £ 0,00720 0,2883 + 0,00182 0,2327 £ 0,0387 0,1767 £ 0,00507
7n TMAH 0,2199 + 0,00204 0,1670 £ 0,00153 0,2061 + 0,00256 0,1387 £ 0,00714 0,1936 + 0,00168
Acida 0,1831 + 0,00314 0,1818 + 0,00638 0,1941 + 0,00146 0,1410 + 0,00578 0,1837 + 0,00727




O teste t pareado avaliou as diferencas entre as amostras dos cinco municipios
estudados comparando os resultados obtidos com a solubilizacdo alcalina e digestdo éacida
com o bloco digestor.

Conforme pode ser observado na Tabela 16, para todas as amostras dos cinco
municipios, a comparacao entre os dois métodos estudados, os valores de t encontrados foram
menor que o t critico, indicando que estatisticamente em um nivel de confianga de 95% néo
ha diferencas significativas para as concentracfes obtidas para os sete analitos estudados
comparando com os dois métodos. Indicando desta forma equivaléncia entre 0s mesmos,
sendo portanto vantajoso a solubilizacdo alcalina, que por sua vez ndo utiliza reagentes

concentrados e trata-se de um procedimento relativamente rapido.

Tabela 16 — Aplicacdo do teste t pareado com 6 graus de liberdades para as amostras estudadas
comparando os resultados da solubilizacdo alcalina e decomposi¢do por via imida em sistema semi-
aberto

Amostras/municipios t calculado t critico
Jaguaquara 1,07 2,45
Jequié -0,95 2,45
Lagedo do Tabocal -1,28 2,45
Manoel Vitorino -0,40 2,45
Maracés -1,16 2,45
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6. CONCLUSOES

O tratamento das amostras com 0 método proposto mostrou ser uma metodologia
simples, rapida e confiavel na quantificacdo dos teores de quase todos os analitos estudados
nas amostras de carnes de bode. As recuperagdes encontradas para o Zn foram baixas,
requerendo estudos mais aprofundados para este analito. Os estudos do efeito de matriz
comprovaram que para 0s metais Ca, Cu, Fe e Mg € possivel a utilizacdo da padronizacéo
externa, no entanto, para 0 Na, K e Zn é recomendado a padronizacdo por adi¢do padréo,
considerando que as curvas obtidas por padronizacdo externa ndo compensam o efeito de
matriz.

Estatisticamente em um nivel de confianca de 95% ndo houveram diferengas significativas
para os valores encontrados experimentalmente nas carnes de bode para ambos os métodos
comparados com os valores certificados.

As pequenas quantidades de amostras e reagentes requeridas no método proposto,
geram menores quantidades de residuos estando em acordo com o que € preconizado pela
quimica verde. Por outro lado, a digestdo acida utilizando o bloco digestor necessitou de
acidos fortes em elevadas temperaturas e demanda maior de tempo.

A simplicidade do procedimento proposto para a preparacdo da amostra de carne de bode,
a minimizacdo dos riscos de contaminacado, a reducdo de tempo na preparacdo das amostras, a
estabilidade a longo prazo que as amostras tratadas com TMAH possuem, a quantidade reduzida
de reagentes necessarios, € 0 baixo custo da instrumentacéo requerida tornam este procedimento
excelente alternativa para a preparacdo de amostras de carnes de bode para analise elementar.

A utilizacdo da otimizacdo multivariada permitiu verificar as possiveis interacfes entre
as variaveis, além da reducdo do trabalho laboratorial, gerando informacdes relevantes para o
mapeamento dos fatores que poderiam afetar o sistema.

A solubilizagédo assistida por ultrassom em meio alcalino de TMAH, viabilizou de
maneira econdmica e efetiva a solubilizacdo de carnes de bode liofilizadas. O método
proposto concordou muito bem com os resultados obtidos utilizando a solubilizacdo
convencional em bloco digestor cujo procedimento foi na presenca de &cidos fortes e
aguecimentos.

A metodologia proposta foi considerada adequada, podendo ser empregada com sucesso
para o preparo de amostras de carnes de bode e determinacdo por espectrometria de absorcéo e
emissdo atémica.
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