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RESUMO

Titulo: Preparo de amostras de carnes em micro escala para determinagao de metais por
técnicas de Espectrometria Atémica.

Autora: Camila Mizette Oliz

Orientadora: Prof? Dr?. Adriane Medeiros Nunes

Co-orientador: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

Novas metodologias analiticas vém sendo desenvolvidas para a determinagcdo de
metais em carnes por técnicas de espectrometria atdmica, envolvendo praticidade e
rapidez desde o preparo da amostra até a analise, a fim de monitorar e atestar a
qualidade desses produtos que vém sendo vastamente consumidos pela populagao.
Assim, neste trabalho foram desenvolvidos procedimentos de preparo de amostras de
carnes em micro escala para a determinagdo de metais por técnicas de espectrometria
atbmica (F AES e F AAS), visando a determinagcado de Na e K através da microdigestao
com HNOs, e para Mg e Zn a partir da microsolubilizacdo das amostras em meio
alcalino. A exatiddo do método de microdigestao proposto para a determinagao de Na e K
foi verificada através da comparagao dos resultados com dois outros métodos de preparo
de amostra (microsolubilizagdo em TMAH e acido férmico), bem como o uso de diferentes
materiais de referéncia certificada (CRMs). Ja para a quantificagdo de Mg e Zn, a exatidao
da metodologia proposta, baseada em uma microsolubilizagdo em meio alcalino, foi feita
através da analise de diversos CRMs. Através da comparacao dos resultados obtidos
para Na e K nas amostras processadas, as quais foram preparadas em diferentes meios e
analisadas por F AES e F AAS, foi verificado que estes ndao apresentaram diferencas
significativas a um nivel de confianca de 95 % com a aplicacdo do teste estatistico t-
student pareado. Para os resultados de Mg e Zn, as concentragdes encontradas em trés
CRMs apresentaram valores com 95 % de concordancia com os valores certificados.
Limites de deteccdo (LD) de 40 pg L' para Na e 37 pg L' para K através da
microdigestao foram obtidos. Valores menores de LDs foram obtidos para ambos os
elementos através do uso da microsolubilizagao alcalina com TMAH, sendo que para Na e
K os LDs foram de 29 e 23 pg L™, respectivamente. Os limites de deteccdo encontrados

para Mg e Zn também foram baixos, comprovando a alta sensibilidade do método de



analise proposto, apresentando LDs de 12 p L para Mg e 92 pg L para Zn. As
metodologias propostas (microdigestdo e microsolubilizagdo) se apresentaram como
procedimentos simples, requerendo micro quantidades de amostra e reagentes, provando
serem adequadas ao preparo das amostras para posterior determinagcdo dos respectivos

elementos por técnicas de espectrometria atébmica.

Palavras-chave: microdigestdo, microsolubilizagado, sédio, potassio, magnésio, zinco,

carnes, técnicas de espectrometria atdmica.
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ABSTRACT

Title: Sample preparation of meats in microscale for determination of metals by Atomic
Spectrometry techniques.

Author: Camila Mizette Oliz

Academic Advisor: Prof? Dr?. Adriane Medeiros Nunes

Academic Co-Advisor: Prof. Dr. Anderson Schwingel Ribeiro

New analytical methodologies have been developed for determination of metals in
meats by spectrometric techniques, involving practicality and speed from the sample
preparation to analysis, in order to monitor and certify the quality of these products have
been widely consumed by the population. Therefore, in this work, we have developed
procedures for microscale sample preparation for determination of metals by Atomic
Spectrometry techniques (F AES and F AAS), aiming the determination of Na and K
through microdigestion with HNOj;, and of Mg and Zn through microsolubilization in
alkaline medium. The accuracy of the microdigestion method proposed for determination
of Na and K was verified by comparing of the results with two other methods of sample
preparation (TMAH and formic acid), as well as the use of different certified reference
materials (CRMs). For the quantification of Mg and Zn, the accuracy of the proposed
methodology, based on a microsolubilizagaoin alkaline medium, was performed by
analysis of several CRMs. By comparing the results obtained for Na e K in processed
samples, which were prepared in different means and analyzed by F AES and F AAS, it
was verified that these were not significantly different at a confidence level of 95 % with
the application of statistical test t-Student. For the results of Mg and Zn, the concentrations
found in three CRMs presented values with 95 % agreement with the certified values.
Limits of detection (LODs) of 40 mg L™ for Na and 37 mg L for K were obtained by
microdigestion. Lower LODs values were obtained for both elements through the use of
alkaline microsolubilization with TMAH, and for Na and K the LODs were 29 and 23 mg L’
respectively. The Limits of detection found for Mg and Zn were also low, proving the high
sensitivity of the method of the analysis proposed, with LODs of 12 mg L™ for Mg and 92
mg L™ for Zn. The proposed methodologies (Microdigestion and Microsolubilization) were

presented as simple procedures, requiring micro amounts of samples and reagents,



proving to be suitable to prepare samples for subsequent determination of the respective

elements by atomic spectrometry techniques.

Keywords: microdigestion, microsolubilization, sodium, potassium, magnesium, zinc,

meats, atomic spectrometric techniques.
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1INTRODUGAO

O Brasil, atualmente apresenta a pecuaria como uma das principais atividades
rentaveis, contribuindo com aproximadamente 25 % do PIB total, sendo que dados
relatam o pais como o maior exportador do ranking mundial de carne bovina desde 2005,
tendo em vista que a carne brasileira chega a custar um terco da produzida pelos paises
membros da Comunidade Européia, tornando-se assim, competitivo no mercado

internacional [1,2].

A carne bovina é considerada como um alimento de alta densidade nutricional, por ser
rica em proteinas, lipidios, vitaminas lipossolluveis e minerais, tais como: Mg, K, P, Se, Cu,
Fe, Zn. Dentre estes, os dois ultimos ganham um destaque maior por apresentarem um
alto valor nutricional, cujos valores presentes na dieta estdo associados diretamente ao
consumo deste alimento. Sendo assim, um dos maiores desafios da nutricio moderna
vém sendo a determinagdo da essencialidade dos minerais, os quais desempenham
fungcbes fundamentais na dieta humana, sendo integrantes de diversos horménios e de
uma variedade de enzimas, intervindo concomitantemente na regulagdo da atividade

nervosa e muscular [1,3,4].

Além da carne in natura, dados atuais mostram um crescimento do mercado de
produtos processados a base de carne, ja que a producédo de alimentos de facil preparo
para o consumo humano se faz cada vez mais necessaria, o que esta diretamente
relacionado com o ritmo acelerado da vida cotidiana, fazendo com que as pessoas
disponibilizem de um menor tempo para se alimentar. Entretanto, no decorrer do
processamento industrial podem ocorrer perdas e/ou ganhos de varios elementos
essenciais, alterando o valor nutricional do alimento e, consequentemente, diminuindo a

disponibilidade desses para o organismo, podendo afetar a saude humana [5].

Um dos métodos mais utilizados, em produtos processados, para conservagao de
carnes e outros alimentos é a adigao de sal (NaCl - cloreto de sodio), visto que este atua
diretamente na minimizagdo da agao de agentes naturais (enzimas ou micro-organismos)
que podem deteriorar o alimento, aumentando a vida de prateleira dos mesmos. Além

disso, em produtos carneos outras fungdes também sdo alcangadas na presenca deste



aditivo, podendo-se fixar a cor, com objetivo de manter ou aumentar a qualidade dessa

caracteristica sensorial, e principalmente agucar o paladar [6].

Recentemente, Webster e colaboradores [7] apresentaram um estudo mostrando
algumas iniciativas que vém sendo feitas por alguns paises para redugcédo da adi¢cao de
NaCl nos alimentos, ja que essa problematica vem sendo foco de preocupagdes, uma vez
que quantidades excessivas de Na nos alimentos tem sido associadas ao
desenvolvimento de hipertenséo arterial, que por sua vez, aumenta a possibilidade de
doengas cardiovasculares e a morte prematura dos individuos. Em contrapeso, o K atua
como um fator fundamental na regulagdo da pressao sanguinea; deste modo, sabe-se

que o ideal seria encontrar quantidades semelhantes de Na e K nos alimentos [8-9].

Assim, o controle de metais em alimentos derivados de carne é de suma importancia
tanto para garantir a qualidade nutricional como toxicoldgica destes produtos. Para tanto,
se faz necessario o desenvolvimento e validagdo de novos métodos analiticos que sejam
rapidos, sensiveis e confiaveis, principalmente no que diz respeito a etapa de abertura da
amostra, uma vez que os métodos convencionais de analise sdo em sua maioria lentos, e
mais propensos a contaminagdes. Além disso, devido a grande quantidade de reagentes
necessarios e a necessidade do uso de reagentes de alta pureza, estes procedimentos se
tornam também dispendiosos [10]. Sendo assim, o desenvolvimento de um método
analitico em micro escala para o preparo de amostras, proposta inserida no presente
trabalho, se torna uma alternativa interessante e viavel, pois é feita em um tempo
consideravelmente menor, além de utilizar quantidades minimas de amostras e

reagentes.



2 OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento e a validagdo de metodologias
alternativas de preparo de amostras de carnes para a determinacado de Na, K, Mg e Zn,
buscando diminuir consideravelmente as quantidades de reagentes utilizadas durante
esta etapa, aliado a minima manipulacdo destas amostras e o tempo de analise. A
proposta aborda a realizagdo de micro digestdes e micro solubilizagcbes das amostras de

carnes para subsequente analise por Espectrometria de Emissdo e Absorgao Atdmica.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Carne: Demanda, Exportagoes e Importancia como alimento

O setor pecuario vem apresentando um papel de destaque na economia nacional e isto
se deve ao fato de o pais ser reconhecido, mundialmente, como o segundo em tamanho
de rebanho bovino e em producdo de carne, sendo antecedido apenas pela india e

Estados Unidos, respectivamente [1].

Além disso, desde 2005 o Brasil vem se mantendo em primeiro lugar no ranking
mundial de paises exportadores de carnes, o que esta diretamente associado ao baixo
custo de produgado da carne bovina e seus subprodutos, ja que quando comparado aos
principais paises concorrentes, o Brasil se beneficia, pois dispde de condigcdes ambientais
favoraveis e disponibiliza de terras a precos menores, o que reflete diretamente no preco
do gado, tornando assim, o pais extremamente competitivo no cenario internacional, onde
a carne brasileira chega a custar um terco da produzida na Europa. Outro fator
interessante, que faz com que o pais se sobressaia frente aos principais produtores
mundiais de carne bovina, destacando os Estados Unidos e os paises pertencentes a
Uniao Europeia, é a criagao extensiva e a qualidade do produto final, sendo que este
ultimo atributo se deve principalmente a alimentagdo do gado brasileiro, que se constitui
de pastagem e/ou racido de origem vegetal. Adicionalmente, a carne bovina brasileira é
isenta de hormdnios de crescimento, os quais s&o utilizados na criagdo do gado em
alguns paises, comprometendo a qualidade do produto final, o que consequentemente,

podera afetar a saude dos consumidores [1,2,11,12].

No entanto, mesmo o Brasil apresentando esse papel de destaque no mercado
internacional, muitas barreiras estdo sendo impostas pelo mercado externo com o intuito
de tentar impedir ou dificultar essa grande demanda de importacdo dos produtos
brasileiros, com a finalidade de proteger seus produtores locais, seja por subsidios
agricolas ou por barreiras sanitarias e tecnoldgicas [13]. Em fung¢ao desta problematica,
recentemente, um dos maiores importadores da carne brasileira, a Unido Europeia,
suspendeu as importagcdes do produto brasileiro in natura, declarando o ndo cumprimento
das exigéncias sanitarias, as quais foram aderidas espontaneamente pelo Brasil no ano
de 2000. Além disso, foi constatado também que varios frigorificos brasileiros ainda nao

estavam preparados para atender as exigéncias do mercado exterior, acarretando assim,
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perdas consideraveis, estimando-se um prejuizo de aproximadamente 30 % nos lucros
relacionados as exportacbes. Atualmente, com base nestas regulamentagdes,
fiscalizagbes estdo sendo periodicamente realizadas nos produtos a base de carnes
destinados a exportagao pelos 6érgaos fiscalizadores, de modo a garantir a qualidade do

produto final [14].

A comunidade Europeia criou recentemente uma comissdo de normatizagdo que
regula clausulas que apresentam os niveis toleraveis de contaminantes (organicos e
inorganicos) em alimentos que serdo importados e comercializados, bem como
estabelece algumas normas referente ao desenvolvimento e desempenho dos métodos
analiticos utilizados para detectar esses contaminantes e a interpretagdo de resultados.
Essas publicagcbes também vém sendo adotadas no Brasil pelo INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial), érgdo regulamentador do
pais, tendo em vista que essas fiscalizacbes possibilitam assegurar a qualidade dos
resultados e a validacdo de métodos analiticos, tornando estes confiaveis e seguros [13,
15]. Dessa maneira, fica evidente cada vez mais a necessidade de criar e validar métodos
para determinacbes de metais e contaminantes, em geral, nos produtos alimenticios
destinados a exportagao para o mercado europeu e expandir esses métodos para outros

6rgaos fiscalizadores, podendo assim, certificar a qualidade desses alimentos.

As carnes de uma forma geral apresentam-se como um alimento de grande
importancia na alimentagao, ja que sdo a base de muitas vitaminas lipossolluveis e de
nutrientes. A carne bovina, especificamente, € um alimento de alta relevancia, justamente
por ser fonte de lipidios e de proteinas de alto valor biolégico, sendo amplamente
consumida em diferentes hierarquias sociais do Brasil, representando 41 % do consumo
total de carnes [16, 17]. Embora a carne seja desprovida de fibras dietéticas, as quais sao
comumente encontradas em graos, frutas e hortalicas, além de nao conter quantidades
representativas de carboidratos, ainda pode ser considerada um alimento de elevada
densidade nutricional, pois contém concentracbes relativamente altas de proteinas
agregada a um baixo conteudo caldrico, ou seja, apresenta de 15 a 20 g de proteinas a
cada 100 kcal de carne magra grelhada. Sendo que também constitui uma excelente fonte

de lipidios essenciais, vitaminas e minerais.

Estabelecer a composi¢cdo quimica da carne nao € uma tarefa simples, pois esta pode

variar amplamente, dependendo de fatores como: espécie animal estudada, racga, sexo,
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idade, tipo de alimentacdo e zona anatbmica estudada. Contudo, os componentes
majoritarios da carne bovina séo relatados apresentando entre 74 a 76 % de agua, 21 a
22 % de proteinas, 1 a 2 % de gorduras e 1 % de cinzas (minerais em sua maioria). A
maioria das substancias nitrogenadas da carne é constituida pelas proteinas, que sao
consideradas os componentes em maior abundancia, superados somente pela agua e,
em alguns casos, pela gordura. A qualidade nutritiva da carne ndo depende apenas de
sua riqueza em proteina, mas também do fato de que é um alimento de grande qualidade
bioldgica, visto que contém todos os aminoacidos essenciais em proporgdes bastante
similares aquelas requeridas para o desenvolvimento dos tecidos humanos. Em geral, a
carne € uma excelente fonte de zinco, ferro e cobre, e proporciona quantidades
significativas de fosforo, potassio, magnésio e selénio, bem como dispde de um conteudo
de vitaminas importantes, tais como tiamina, riboflavina, vitaminas Bg € B4, sendo que a
maioria dessas vitaminas permanece relativamente estavel no processamento industrial

ou culinario [18].

Dentre os nutrientes contidos na carne, os minerais sdo de suma importancia para
manter o organismo em perfeita atividade, isto porque se apresentam como substancias
indispensaveis ao organismo humano, promovendo desde a constituicdo dos ossos,
dentes, musculos, sangue e células nervosas até a manutencdo do equilibrio hidrico.
Entretanto, o organismo n&o possui o poder de ser auto-sustentavel em relagdo aos niveis
de minerais exigidos pela dieta humana, portanto € necessaria uma fonte externa para
suprir essas caréncias, a qual é adquirida pela ingestdo de alimentos, sendo que os
alimentos naturais sdo as principais fontes de minerais para o organismo, tanto os de

origem vegetal como animal.

A carne bovina é uma excelente fonte de minerais, exceto de Ca, contudo,
concentragdes significativas destes sdo encontradas neste alimento. Dentre
estes,destacam-se o Fe e o Zn, que estdo presentes em altas quantidades, quando
comparado com os demais,e também pela relevancia nutricional que exercem no

organismo humano [3,19].

Desta maneira, se torna imprescindivel descrever alguns elementos essenciais que
estdo contidos nos alimentos a base de carne e que foram estudados no presente
trabalho, ressaltando a importancia da determinagcédo desses, de acordo com as fungdes

realizadas por cada um no metabolismo humano.



Zinco (Zn)

O Zn é um micronutriente essencial, porém mesmo estando em baixas concentragoes
exerce diversas fungbes no organismo humano. A essencialidade desse metal deve-se a
sua incorporacdo a um grande numero de enzimas e proteinas (metaloenzimas), que
através de processos metabdlicos requerem o Zn como co-fator para funcionarem. No
entanto, tanto a auséncia quanto a exposicdo excessiva a este elemento podem trazer

efeitos nocivos a saude dos seres vivos [19,20,21,22].

O homem esta principalmente exposto ao Zn através da ingestao de alimentos. As
principais fontes desse nutriente sdo os produtos marinhos, carnes, graos, laticinios e
legumes. A carne é especialmente uma boa fonte de Zn, sendo este considerado o
segundo mineral de maior valor nutricional encontrado neste alimento, perdendo somente
para o Ferro. Aproximadamente 300 enzimas dependem da presenga de Zn para realizar
reagcdes quimicas vitais, além de atuar como estabilizador de estruturas moleculares. Esta
envolvido nos processos de transporte, fungdo imune e expressao da informacao
genética, bem como participa de reagdes na sintese ou degradagao de carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Além dessas fungbes exerce papel importante no
crescimento, na resposta imune do organismo, na fungdo neurolégica e na reproducao
dos individuos [19,20].

A ingestdo média diaria de Zn através da dieta no pais varia entre 5,2 - 16,2 mg. As
taxas de ingestdo aconselhadas desse nutriente na dieta diaria em adultos séo de
aproximadamente de 15 mg para os homens e de 12 mg para as mulheres, sendo que os
niveis de Zn que produzem efeitos nocivos a salude sdo muito maiores que os valores
maximos recomendados. Varios sdo os alimentos que podem conter teores de Zn
variando na faixa entre 2 ppm (folhas vegetais) a 29 ppm (carnes, peixes, aves). Um
déficit desse mineral podera vir acarretar diversos efeitos, como por exemplo, atrasos na
maturidade sexual, falhas no crescimento e imunodeficiéncias. Outras lesdes, mais leves,
porém negativas, também s&o relatadas como perda de apetite, diarréia crbnica e
dermatites. Por outro lado, o excesso desse nutriente pode ocasionar febre, anemia e

disturbios no sistema nervoso central [19,20].

A carne, em geral, apresenta o Fe e 0 Zn como os minerais de maior importancia na

sua composigdo, devido a forma que estes se encontram disponiveis. No

7



entanto,concentragdes significativas de outros minerais essenciais recomendaveis para

uma dieta saudavel, como o Na, K e Mg, também sao encontradas [3,20].

Magnésio (Mg)

O Mg é o segundo cation intracelular mais importante, ficando atras somente do K, e
mesmo nao estando presente no organismo em grande abundancia como os macro
elementos (Na, K, Ca) é um mineral essencial, pois participa de varias reag¢des celulares,
sendo indispensavel para as atividades anabdlicas e catabdlicas. Aproximadamente 300
sistemas enzimaticos sao dependentes da presenga e da agdo do Mg. Dentre algumas
destas atividades incluem a glicdlise, o metabolismo proteico e lipidico. Exerce uma
funcao fundamental estabilizando a estrutura de ATP (Adenosina Trifosfato) no musculo e
em varios tecidos moles, sendo constituinte essencial dos ossos e dentes, membrana
celular e cromossomos. Intervém, igualmente, na duplicagcdo dos acidos nucleicos, na
excitabilidade neural, e na transmissao de influxo nervoso (atuando nas trocas ibnicas da

membrana celular) [20,21,22].

A homeostase do Mg depende da quantidade ingerida, da absorgcado intestinal,
excrecao intestinal e renal. Apenas cerca de 1/3 do magnésio consumido € absorvido. As
melhores fontes de Mg estdo nos vegetais, como as verduras e legumes verdes, alguns
cereais integrais e oleaginosas, porém a carne e o leite sdo considerados como fontes
intermediarias desse mineral, enquanto os alimentos refinados apresentam niveis baixos
do mesmo. As quantidades necessarias de Mg a serem ingeridas por adultos variam
muito, contudo os valores indicados para o consumo diario por homens e mulheres, na
faixa etaria entre 19 a 30 anos, sdo de aproximadamente 400 mg e 310 mg,
respectivamente. Apds os 30 anos, é recomendado o consumo de aproximadamente

420 mg de Mg para os homens e 320 mg para as mulheres [20,21,23].

Algumas condi¢gdes bruscas de deficiéncia de Mg podem afetar os tecidos
cardiovasculares, renais e neuromusculares. A deficiéncia desse mineral pode ocasionar
hiperexcitagdo neuromuscular, proporcionando a ocorréncia de um circulo vicioso, o qual
um déficit de Mg acarreta na diminuicdo da atividade neuromuscular e aumenta a
sensibilidade ao stress, que por sua vez aumenta a possibilidade de perdas magnesianas.

Estas deplegdes acentuadas de Mg originam processos metabodlicos complexos,
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desregulando o sistema nervoso e enddcrino, que esta diretamente relacionado ao stress
agudo ou crbnico. Podem ser observadas em casos de ma absorgao, alteragdes no
sistema renal, alcoolismo e de desnutrigdo proteico-calorica. Todavia, ndo ha evidéncias
de efeitos adversos em casos da ingestao em excesso de Mg, se esse for provido a partir
da ingestdo de alimentos naturais; porém efeitos adversos foram evidenciados em casos

da utilizagao de suplementos alimentares, o qual ocasiona diarréia osmoética [20,22].
Saédio (Na)

O Na é um metal de origem mineral, que juntamente com o cloro (Cl) forma o cloreto
de sodio (NaCl), comumente conhecido como o sal de cozinha. O Na é considerado um
dos 22 minerais essenciais para a saude humana e apresenta-se como o principal cation
dos liquidos extracelulares do corpo, constituindo 2 % do conteddo mineral total do
organismo e 0,15 % do peso corporal total, contribuindo para regulagdo do equilibrio
hidrico e acido/basico do organismo. Desempenha um papel importante no mecanismo de
transporte de moléculas através das membranas celulares, exercendo atividades vitais,

participando da absorgdo de aminoacidos, glicose e agua [20,24].

Este mineral € encontrado em praticamente todos os alimentos na forma de sais, como
exemplo o NaCl, mais utilizado e ja citado, mas também pode ser encontrado na forma
de outros sais minerais, como iodetos, nitritos e etc. Os alimentos de origem vegetal sdo
conhecidos como fontes pobres de Na. Nas frutas sua presenca é praticamente nula,
sendo que concentragdes escassas sdo contidas em leguminosas e cereais, entretanto,
quantidades mais elevadas sdo encontradas em folhas como espinafres e hortalicas. Ja
para os alimentos de origem animal, as concentracbes de Na sdo mais abundantes,
sendo principalmente encontrado em produtos carneos, derivados de laticinios, ovos,

entre outros [22].

As necessidades de sodio na dieta sdo minimas e amplamente supridas pela
alimentagdo. Atualmente, dados obtidos em estudos mostram que, em média sao
consumidos 9,6 g de Na (NaCl) por dia pela populagéo brasileira, representando quase o
dobro do limite maximo recomendado pela OMS (Organizagdo Mundial de Saude), que

fixa em no maximo 5 g o consumo diario de sal [25,26].

A ingestao excessiva de Na implica em varios maleficios a saude humana, o fato mais

relatado é a relagdo entre o consumo de sal e a hipertensao arterial (doenga que afeta
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25 % dos brasileiros) e, acarreta outras doencas cardiacas, tendo em vista que a maioria
dos alimentos processados industriais, os quais estdo sendo consumidos em demasia
atualmente, apresentam concentragdes desproporcionais de Na e K, provocando um
disturbio no equilibrio hidrico do organismo, alterando consequentemente outras
atividades vitais. Além disso, o excesso de Na afeta o sistema renal e induz a doencgas
crbnicas, bem como interfere na absor¢dao e no metabolismo do calcio, podendo ter
impacto negativo na saude 6ssea. O déficit de Na é raramente encontrado, porém quando
ocorre uma grande retengao de liquido ou de uma dieta pobre em sal, estas condi¢cbes
levam a baixos niveis de Na, definida como Hiponatremia, cujos sintomas incluem dores

de cabecga, nauseas, vOmitos, desorientacao e fadiga [20,24,26].

Potassio (K)

O K é o principal cation intracelular, que contribui para o metabolismo e sintese das
proteinas e glicogénio, constituindo 5% da carga mineral total do corpo e exerce papel
importante na excitabilidade neuromuscular e na regulagao hidrica do organismo. O K,
juntamente com o Na, trabalha para manter o balanceamento da agua no corpo, bem
como é responsavel pela contragdo muscular, pelo funcionamento cardiaco e participa da

transmissao dos impulsos nervosos [16,20].

Estudos relatam que taxas concentradas de K s&o mais requeridas em fase de
crescimento dos individuos. Todavia, fora deste periodo, niveis minimos sdo exigidos
para o metabolismo humano, os quais sdo prontamente cobertos pela alimentagdo. As
fontes desse nutriente em alimentos s&o abundantes, sendo o mineral mais importante
encontrado em frutas (banana, ameixa seca e laranja), legumes e verduras, estando

presente também em carnes, leite e oleaginosas [9,16,20].

O consumo diario ideal de K, em média, para adultos é de aproximadamente 4,7 g,
exceto para atletas que realizam exercicios fisicos pesados e rotineiramente,
necessitando de concentragdes diarias mais elevadas pela perda excessiva desse
mineral, principalmente devido a eliminagao volumosa de liquidos pela transpiragdao. O K
€ essencial para uma boa nutrigdo e saude, e adquirir as concentragdes minimas exigidas
é facil, tendo em vista a variedade de alimentos que contém o mineral; porém, manter a

relagdo recomendada de Na e K, pode ser bem mais dificil. Um aumento moderado de K
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na dieta, através de suplementos, pode ser benéfico, especialmente para as pessoas com

risco a hipertenséao, reduzindo significamente o excesso de sédio no organismo [9].

A relacdo Na/K exerce um papel essencial no mecanismo da hipertensdo, pois os
niveis de Na e K, através de uma diferenca eletroquimica, controlam o potencial das
membranas, o que esta diretamente ligado a bomba de Na/K/ATPase e que, por sua vez,
desempenha a importante funcdo de manter o potencial das membranas regulado,
utilizando energia para realizar a troca de Na (para fora da célula) e K (para dentro da
célula). Dessa maneira, o bom funcionamento dessa bomba e do sistema se faz
necessario para a transmissado do impulso nervoso, contragdo muscular e funcionamento
do coracéao. A deficiéncia de K (hipocalemia) pode ocorrer pelo baixo consumo de frutas e
hortalicas, ou decorrer de uma perda excessiva do mineral, como é evidenciado em casos
de vbmitos e diarreias, sem reposi¢ao adequada. Ha também o fato do uso excessivo de
medicamentos, como os diuréticos e laxantes. De todas as formas, um déficit de K no
organismo pode levar o individuo a apresentar sintomas de fadiga, fraqueza muscular,
caimbras e paralisia intestinal, sendo que em caso de hipocalemia severa, acarreta a

arritmia cardiaca, podendo ser fatal [16,20,24].
3.2 Influéncia do Processamento Industrial nas Carnes.

Um dos principais problemas encontrados pela industria alimenticia esta na
conservacgao de seus produtos, que visa o0 aumento da vida de prateleira dos mesmos e
reduzir as alteracbes nas caracteristicas sensoriais dos alimentos. Entretanto, para tal
preservagao, se faz necessario a utilizacdo de conservantes, que pode ser através da
adicdo de aditivos ou utilizacdo de processos fisicos, como por exemplo, a refrigeragao,
congelamento, aquecimento e irradiacado, ou ainda utilizar processos biolégicos, como a
fermentagdo, os quais sempre, de alguma forma, podem afetar determinadas
caracteristicas, alterando até mesmo a biodisponibilidade de varios nutrientes no alimento
[56,27].

3.21 Perdas e Ganhos de nutrientes em carnes pelos processos

industriais.

Geralmente, as técnicas utilizadas para a conservagdo de um alimento baseiam-se,
predominantemente, na diminuicdo das atividades microbianas que deterioram o alimento.

Alguns métodos de conservacado se baseiam na completa inativagdo de microrganismos
11



(uso de calor e radiagao ionizante), entretanto, outros métodos agem apenas no controle
do crescimento desses invasores, como € o caso utilizado nas fermentagdes e outros

métodos que controlam o pH, temperatura ou atividade da agua [27].

No momento de escolher o melhor tratamento a ser destinado a um alimento de forma
geral, varios pontos criticos devem ser avaliados, como o pH do meio e a atividade da
agua do produto, tendo em vista que, alimentos com pH alto e elevada atividade de agua
sdo considerados mais suscetiveis a ataques de microrganismos e portanto de facil
deterioragcdo. Um dos fatores mais importantes na avaliagdo dos aspectos que ocasionam
alteragbes em alimentos € o parametro da temperatura. A utilizacdo de calor para
conservar alimentos tem o foco de diminuir a concentragdo microbiana e fazer a
desnaturacdo enzimatica. Tratamentos térmicos de diferentes naturezas podem ser
aplicados, tanto o uso de aumento de temperatura, para inativar os microrganismos,
quanto a utilizacdo de baixas temperaturas, as quais sao responsaveis por uma

diminuicdo no crescimento microbiano e a velocidade das reagbes quimicas [27].

A técnica de refrigeragao consiste em estocar um produto a temperaturas entre 0°C e
7°C [28]. Este processo ndo possui acao esterilizante, apenas retarda as atividades
microbianas ja existentes. Embora o método de refrigeragdo proporcione uma maior
conservacao das caracteristicas quimicas e organolépticas da carne, ele é responsavel
por alguns efeitos adversos sobre as propriedades sensoriais do produto, o que faz com

qgue cuidados sejam necessarios durante esta etapa [27].

O congelamento por sua vez, aplica temperaturas mais baixas do que a refrigeracao
(-18°C ou inferiores), prolongando o tempo de conservagao da carne. As temperaturas
utilizadas reduzem ou paralisam os danos provocados por microrganismos, enzimas ou
agentes quimicos. Em contrapartida ao método de refrigeragédo, o congelamento € um dos
melhores métodos para manter a cor, 0 aroma e a aparéncia do alimento, o que faz com
que este método de conservacao tenha uma maior aplicabilidade, quando comparado aos
demais [27].

De acordo com Andrade e colaboradores [28], os processos de conservagao baseados
no principio de refrigeragdo e ou congelamento, bem como processamentos térmicos,
podem alterar fisicamente as carnes provocando transformagdes nos teores de nutrientes.

O estudo evidenciou que ocorreram perdas consideraveis de Zn e Cu em amostras de

12



carnes, as quais foram submetidas a processos de cocgao e posterior congelamento. Foi
constatado que no decorrer de cada semana de congelamento das amostras, as
concentragdes de ambos os elementos citados, foram decrescendo, evidenciando as
perdas nutricionais ocasionadas pelo processo de preservagao utilizado. Segundo os
autores, estas perdas associadas a técnica de congelamento se devem principalmente
pelo fato que no momento do descongelamento das carnes, ocorrem perdas através do
gotejamento da agua formada, e como n&o ocorre a reabsorgao total do suco da carne,
alteragdes nas concentragdes desses minerais e o valor nutricional do alimento sdo uma
consequéncia. Assim sendo, o recomendado é utilizar as carnes mais frescas possiveis,

isto é, carnes resfriadas ou congeladas por periodos de no maximo uma semana.

3.2.2 Adigao e agao de conservantes a base de Na em produtos carneos.

Um conservante é definido como toda a substancia que impede ou retarda a agao de
microrganismos ou enzimas que provocam alteracbes em alimentos. Para evitar riscos de
perda demasiada de alimentos, o uso de conservantes ou de agentes antimicrobianos se
faz imprescindivel, visto que, dependendo do alimento, nem sempre poderdo ser
aplicados processos fisicos que envolva calor ou frio. Muitos dos conservantes, tais como
sulfitos, nitratos e outros sais, ja sdo usados ha séculos para conservar carnes
processadas e vinhos. Atualmente, o uso desses conservantes esta em uma demanda
ascendente, pois cada vez mais o0 mercado se preocupa em apresentar uma variedade
maior de alimentos processados, de facil preparo e consumo, bem como em atender as
exigéncias das cadeias de distribuigdo, que requerem um aumento na vida de prateleira
(shelf life) dos produtos industrializados [27,29].

Dessa maneira, a adicdo de conservantes nos alimentos processados se torna cada
vez mais necessaria. No entanto, estes devem ser escolhidos levando em consideragao
varios fatores, tais como: tipo de microrganismo a ser inibido, facilidade de manuseio,
impacto no paladar, custo e sua eficacia. Dentre os conservantes mais conhecidos e
utilizados atualmente em carnes e produtos processados carneos, esta o acido benzoico
e seus sais derivados, os parabenos ou ésteres de PHB, os sulfitos, nitratos e nitritos,
cloreto de sodio, acido sorbico e derivados; estes citados e tantos outros podem ser

consultados na portaria n°1004, de 11 de dezembro de 1998, regulamentada e fiscalizada

13



pela Anvisa, que estipula quais os conservantes podem ser adicionados a esses produtos,

bem como fixa os valores maximos permitidos adicionados [27].

O cloreto de sédio (NaCl), ou mais comumente conhecido por sal de cozinha, tem se
apresentado a séculos como um ingrediente versatil, tanto na conservacdo quanto na
utilizacdo como tempero, agucando o paladar dos alimentos. A atividade antimicrobiana
do sal é dada pela inibicdo do crescimento de microrganismos (bactérias e fungos)
através da perda osmética da agua, a qual influencia diretamente no crescimento desses
agentes deteriorantes. Além disso, o sal afeta outras caracteristicas importantes além
desse efeito osmoético, como exemplo, diminui a solubilidade do oxigénio, modifica o pH e,
facilita a perda de ions Mg. Porém, as quantidades de NaCl a ser adicionadas também
devem ser limitadas, pois concentragcbes excessivas em determinados alimentos podem
alterar significativamente as caracteristicas sensoriais do alimento, principalmente ao que

se refere ao sabor contido nos mesmos [8,20,27,30].

Todavia, muitos estudos na literatura retratam a importdncia de se reduzir as
quantidades de sal adicionadas nos alimentos, pois a ingestdo excessiva de Na esta
diretamente relacionada ao desenvolvimento de hipertensdo, o que por sua vez acarreta
diversas doencgas cardiovasculares [7,8,27,30]. Webster e colaboradores [7], em recente
pesquisa, relataram que varios paises estao investindo em novas estratégias que visam a
reducdo da adicdo de Na nos produtos industrializados. Porém, as industrias vém
demonstrando um pouco de oposicdo, pois muitas alteragdes na qualidade do produto
podem ocorrer, influenciando diretamente no desenvolvimento econdémico. Neste
contexto, recentemente muitas pesquisas vém sendo feitas em busca do uso de aditivos
conservantes alternativos, com o intuito de diminuir de forma expressiva a adigao do NaCl

no alimento processado[8,29-32].

De acordo com Ruusunen e Puolanne [8], a substituicdo de sais de Na por sais de Mg
ou K, proporciona um gosto amargo nos alimentos. Contudo, muitas misturas de sais, em
diferentes concentragcbes, foram testadas. De acordo com os autores, este estudo
propiciou uma consideravel diminuicdo na concentragao de Na nos produtos a base de
carne analisados, 0 que por sua vez, ira minimizar os riscos do desenvolvimento de
doengas cardiovasculares associados ao consumo destes. Entretanto, uma desvantagem
foi constatada: os consumidores desses alimentos conservados na presenca dessas

misturas de sais ndo se adaptaram as mudangas do paladar, mostrando assim uma forte
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aversao a esses produtos, o que segundo os autores evidencia a importancia de novos

estudos.
3.3 Técnicas de Espectrometria Atdmica para determinagao de metais.

As técnicas de espectrometria atdomica utilizam a radiacdo eletromagnética que é
absorvida ou emitida pelos atomos no estado gasoso, os quais sdo formados durante a
etapa mais importante desses métodos que é denominada de Atomizacao. Através destes
principios,a obtengcdo de informagdes das amostras em estudo, tanto em carater
qualitativo, quanto quantitativo, & alcangada, podendo determinar concentragdes a nivel
de ppm, ppb ou até mesmo de quantidades menores (nivel-traco). A técnica de
Espectrometria Atbmica é amplamente utilizada para detecgdo de mais de 70 elementos
da tabela periddica, sendo uma poderosa ferramenta para o controle de metais em
amostras de diferentes naturezas, ja que, apresenta-se como uma técnica seletiva,

versatil, rapida e que possui sensibilidade adequada [33,34].

3.3.1 Técnica de Espectrometria de Emissao Atémica (AES).

A espectrometria atdbmica teve papel essencial no desenvolvimento da quimica como
um todo, mas principalmente influenciou muito na propagacédo da quimica analitica. A
historia teve inicio em aproximadamente 1648, com os experimentos de Joannes Marci,
que estudou a origem da formagao das linhas do arco-iris, através de suas observagoes
com base no espalhamento da luz solar nas goticulas de agua. Posteriormente, em 1672,
Isaac Newton relatou a decomposicao e recomposi¢cdo da luz solar através de um
prisma.A partir dai, varios experimentos foram desenvolvidos, utilizando como objeto de
estudo o espectro procedente da decomposicéo da luz solar e, esses estudos designaram
a descoberta das variadas faixas do espectro eletromagnético, podendo citar a regido do
ultravioleta, descoberta no ano de 1801, pelo alemao Johann Ritter, juntamente como

inglés William Wollaston.

Em 1814, Wollaston e Fraunhofer evidenciaram a existéncia de raias visiveis na luz
solar, inclusive as linhas escuras no espectro obtido através da luz do sol, as quais foram
melhor explicadas por Brewster em 1820, esclarecendo que essas raias visiveis eram
decorrentes do processo de absorgdo de vapores presentes na atmosfera.Anos se

passaram e, em 1859, o quimico Robert Bunsen e o fisico Gustav Kirchhoff criaram um
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espectroscopio que lhes permitiu a visualizagdo de linhas de emissdo de elementos
quimicos, os quais foram excitados pelo calor de uma chama nao luminosa (queimador de
bunsen) e, dessa maneira foram descobertos dois novos elementos, o Césio e o Rubidio
[33,35].

Dessa forma, com base nestes experimentos, alguns conceitos foram formulados a
partir dos fenébmenos visualizados no espectroscépio da chama de Bunsen e Kirchhoff, o
qual se averigua que os atomos ou as moléculas excitados a altos niveis de energia,
podem cair a niveis menores e assim, podem emitir radiagcado caracteristica para cada

elemento.

Com base neste principio, surge a técnica de Espectrometria de Emissdo Atémica
(AES), que utiliza a medigcado quantitativa da emissao Optica de atomos neutros excitados
para determinar as concentracbes das substancias de interesse, isto &, os atomos do
analito de interesse contidos em forma de solugao, sdo aspirados na regiao de excitagao,
onde serao dissolvidos, vaporizados e atomizados por uma chama, descarga ou plasma
e, estas fontes de atomizacédo fornecem energia suficiente para promover os atomos a
altos niveis de energia, os quais ao retornarem ao seu estado fundamental, liberam
energia na forma de radiacdo eletromagnética, sendo essa intensidade de energia

diretamente proporcional a concentragao de atomos de determinado elemento [34,36].

Um espectrémetro de emissado atbmica é composto basicamente de um atomizador,
como ja citado anteriormente, podendo ser uma chama, descarga (corrente elétrica) ou
plasma, também sendo necessario um sistema Optico (filtro/monocromador) e um
detector, sendo que o mais comumente utilizado sdo os monocromadores, com a fungao
de selecionar os comprimentos de ondas especificos de cada elemento a ser determinado
e um detector aliado a fotomultiplicadoras e amplificadores para registrar o sinal radiante
de uma forma apropriada. Na Figura 1 é demonstrada a instrumentagao basica de um

Espectrometro de Emissdo Atdmica com chama (Fotdmetro de Chama — F AES).
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Figura 1 - Principais componentes de um Fotbmetro de chama
convencional.

A Fotometria de chama é considerada a mais simples das técnicas analiticas
fundamentadas em espectrometria atdbmica, pois se baseia na excitagdo de atomos
neutros através da introdugao da amostra em uma chama. A escolha da mistura gasosa a
ser usada é importante, pois vai proporcionar temperaturas mais baixas ou mais elevadas,
refletindo diretamente na excitacdo dos atomos. Nos fotdmetros de chama convencional,
por exemplo, o ar comprimido é utilizado como oxidante e o gas butano (GLP) é usado
como combustivel e, dessa forma a chama opera em temperatura entre 1.700 e 1.900 °C.
No entanto, quando se utiliza a chama de ar- acetileno, a temperatura pode ficar em torno
de 2.100 a 2.400 °C no F AAS operando no modo de emissao.

A técnica de F AES, utilizando ar/GLP, como opera com o fotdbmetro, proporciona
temperaturas baixas, porém o suficiente para excitar elementos como Na, K, Li e Ca,
sendo esta uma importante limitacdo, pois restringe a técnica para determinagcido de
apenas quatro elementos. Entretanto, a energia fornecida ja é suficiente para proporcionar
a emissao das linhas atébmicas caracteristicas para estes elementos, sendo que a
intensidade de cada linha gerada depende diretamente da concentragdo da espécie
excitada e da probabilidade de ocorrer a transagdo eletrbnica.Na Tabela 1 séao
apresentadas as principais propriedades das chamas mais utilizadas em emissao e

absorgao atémica [33,34].
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Tabela 1 — Propriedades das chamas comumente empregadas em F AES e F AAS.

Mistura gasosa Temperatura °C Maxima velocidade de
combustivel/Oxidante queima (cm.s™)

Gas natural/Ar 1.700 — 1.900 39 -43

Gas natural/O, 2.700 - 2.800 370 -390

Ho/Ar 2.000 - 2.100 300 - 440

H./O, 2.500 - 2.700 900 - 1.400
Acetileno/Ar 2.100 - 2.400 158 — 266
Acetileno/O, 3.050 - 3.150 1.100 — 2.480
Acetileno/N,O 2.600 - 2.800 160 — 285

Diante a essas possiveis combinagdes de gases combustiveis e oxidantes, algumas
otimizagdes sao necessarias, como por exemplo, a razao utilizada na mistura gasosa, a
qual tem por objetivo buscar uma chama com a maior estabilidade possivel, com
temperatura constante e uniforme, pois variagcbes nas proporgdes desses gases podem
influenciar no equilibrio da chama e, assim pode afetar a eficiéncia de atomizacao. Outro
ponto importante que deve ser destacado e ajustado é a altura do queimador, pois a
chama apresenta regides de maior estabilidade e a medida que se distancia da base do
queimador, a chama muda em forma, temperatura e composi¢cdo. Tendo em vista a
limitagao do curto tempo de vida de atomos livres formados, se faz necessario otimizar a
altura da chama, buscando definir a melhor regido de passagem da radiacao, e para isso
se torna necessario também um controle da vazao dos gases, pois essa proporgao pode
afetar significamente a estabilidade da chama e consequentemente alterar a eficiéncia no

processo de atomizagao [34].

A escolha da mistura gasosa a ser utilizada também pode ser dependente do elemento
a ser determinado, bem como pela matriz da amostra. Alguns elementos tém dificuldade
para volatilizar, necessitando entao de temperaturas mais elevadas, como por exemplo,
as temperaturas proporcionadas através da mistura acetileno/N,O, que além de
proporcionar uma chama mais quente, sdo capazes de reduzir a presenga de compostos
interferentes (0xidos), no entanto, temperaturas mais altas podem acarretar em

interferéncias de ionizagao, isto se sucede pelo fato que a energia disponibilizada € tao
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alta que ultrapassa o processo de atomizagao, favorecendo a formagao de ions, e que por
sua vez, diminui a quantidade de atomos no feixe éptico, afetando a etapa de absorcao e

emissao das espécies [33,34].

O sistema de introdugdo da amostra usando a chama como atomizador se faz
principalmente via nebulizadores pneumaticos, que agem de forma a conduzir a amostra
através de um fluxo de gas comprimido. A amostra contendo o analito de interesse é
aspirada até o nebulizador, onde ocorre a formagado de um aerossol fino, contendo micro
goticulas do analito a ser determinado e, essa névoa ¢é arrastada pela mistura gasosa até
a chama, onde ocorre, dentre outros, o processo de excitacdo dos atomos. Os fenbmenos
fisicos e quimicos, que transcorrem na chama, desde a formagao do atomo no estado

gasoso e fundamental, estao ilustrados na Figura 2 [36].

ol Evaporagao
M™Xaq) - = M"Xanrasd) - - MXI;-,-;
Vaporizagao
Excitagao Dissociagdo ‘I
Mig) - térmica Mg + Xg = MXq)
.2
Absorgéo de energia
Emissa}% radiante (hv)
na chama 65
57’5, Me Reemisséo (fluorescéncia)
" (3] A AR AN AR AN
hv ou hy'

Figura 2 — Esquema das reacgoes fisicas e quimicas que ocorrem na chama.

E aconselhavel que o aerossol da amostra formado contenha particulas inferiores a 5 —
10 um para aumentar a eficiéncia da atomizagdo das espécies. A primeira etapa da
formacado deste é chamada dessolvatagdo, a qual é responsavel pela eliminagao do
solvente por evaporagao, dividindo as pequenas gotas em particulas soélidas bem finas.
ApOs esse processo, as particulas sofrem a volatizagdo, havendo a formacido de
moléculas gasosas que, na presenga da alta temperatura da chama, sao dissociadas a

atomos. Em alguns casos, os atomos presentes no gas se ionizam formando cations e
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elétrons, mas ha também a incidéncia de outras espécies, resultantes de interagcbes da

mistura gasosa ou da matriz da amostra.

A utilizacdo de nebulizadores pneumaticos para introdugdo da amostra na chama sao
0s mais empregados, sendo considerados muito eficientes, porém apenas 5 — 10% da
solugdo da amostra é introduzida na chama, sendo sua maior parte descartada pelo

dreno, o que afeta diretamente a sensibilidade dos resultados obtidos [36,37].

Existem basicamente dois tipos de interferéncias relacionadas com as técnicas de
espectrometria atdbmica: as interferéncias espectrais e nao espectrais. As interferéncias
espectrais acontecem quando a emissdo ou absor¢cdo de uma espécie indesejada se
sobrepde ou fica muito proxima da emissdo ou absorgao da linha do analito, limitando a
atuagcao do monocromador para separar essas linhas de radiagdo. Ja as interferéncias
nao-espectrais geralmente sdo decorrentes de varios processos que ocorrem durante a
etapa de atomizacgao, variando de forma representativa a populagao de atomos na cela de

absorgao.

Como ja citado anteriormente, um exemplo muito evidenciado de interferéncia nao-
espectral sdo as interferéncias de ionizagdo, as quais ocorrem pelas altas temperaturas
de algumas chamas que, dependendo do analito a ser determinado, essa alta energia
ultrapassa a etapa de atomizagao, resultando na dissociacdo de ions e, que por vez,
reduz a quantidade de atomos no estado fundamental, o que acaba por diminuir a
absorvancia das espécies. Metais alcalinos e alcalinos terrosos sdo os mais suscetiveis a
essas interferéncias, como o Na quanto K, pois apresentam baixos potenciais de
ionizagao, ou seja, se ionizam com maior facilidade quando comparados a outros
elementos. O método mais comum de ser aplicado para minimizar os efeitos dessas
interferéncias é o uso de solugdes tampao (tampdes de ionizacao), sendo estas padroes
de um sal (Cloreto de césio, lantanio, litio), contendo um elemento com menor potencial

de ionizacdo que a espécie a ser determinada[33,34,37,38].

A Fotometria em chama é uma técnica amplamente utilizada no controle de qualidade
de alimentos, principalmente quantificando metais alcalinos e alcalinos terrosos, além
disso, o método é de facil manuseio, necessitando de poucos recursos para a decorréncia

das analises, apresentando resultados bastante sensiveis e confiaveis.
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3.3.2 Técnica de Espectrometria de Absorgcao Atomica (AAS).

A Espectrometria de Absorgcdo Atémica (AAS) surgiu em meados de 1955 através de
Alan Walsh, considerado o “pai” da técnica e, mesmo hoje, depois de passados 60 anos
da criagdo da técnica, o método continua bem consolidado, sendo utilizado em
numerosos campos da analise instrumental, isto se deve a sua alta especificidade e
seletividade, bem como ao fato da simplicidade de operagao, podendo assim ser utilizado
em analises de rotina. Além disso, Walsh também é reconhecido pela sua grande
contribuicdo nos estudos que resultaram na criagdo das lampadas de catodo oco, sendo

estas as principais fontes de radiagao empregadas na técnica de absorgao atémica [33].

Apesar de ser uma técnica monoelementar, a AAS é considerada uma técnica analitica
bem sucedida, ja que é muito utilizada para determinagcbes de elementos que se
encontram a nivel trago, podendo ser aplicada em diversas matrizes, sejam elas liquidas,
solidas, suspensbes ou até mesmo em amostras gasosas, proporcionando também
analises de especiagdo quimica, quando associada a outros sistemas em fluxo. Além
disso, estudos novos vém sendo realizados a fim de melhorar os limites de detecgao,
principalmente no que se referem a meios alternativos de introdugao de amostras, fontes
de radiacao de alta intensidade e melhores sistemas de leituras e tratamento dos dados
analiticos [33,39].

Pode-se dizer que a técnica de AA passou a existir aproximadamente 60 anos atras,
quando Walsh estabeleceu os fundamentos tedricos e instrumentais da técnica,
baseando-se no principio de Kirchoff que dizia: “Qualquer material que pode emitir
radiagdo em um determinado A, também ira absorver radiagao daquele mesmo A”. E, com
base nesse principio fundamental, a técnica é descrita pela capacidade dos atomos
(estado fundamental e gasoso) em absorver a energia emitida em comprimentos de onda
especificos, provinda de uma fonte de radiagdo primaria, assim a transicdo de elétrons,
principalmente os da camada de valéncia, sofrem os processos de excitados para um
nivel mais energético e, apds permanecerem por um curto espago de tempo no estado
excitado, retornam ao estado fundamental, emitindo os fétons absorvidos [33,37,39].Em
condi¢des ideais, a quantidade de radiagado absorvida esta diretamente relacionada com a
concentragao de atomos no estado inicial e, isto pode ser melhor demonstrado através da

equacgao de Planck:
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i Equacao 1
g quac

S:

Onde: ¢ é a energia responsavel pela transicdo eletrobnica do atomo no estado
fundamental para o estado excitado, h é a constante de Planck, ¢ é a velocidade da luz e

A é o comprimento de onda.

Como cada espécie atdbmica s6 pode existir em alguns estados excitados especificos,
as energias absorvidas serdo especificas para cada espécie, isto é, cada atomo
elementar ira absorver radiagcbées com frequéncias (A) especificas. Contudo, a grandeza
do sinal de absorcao esta relacionada diretamente ao numero de atomos no estado
fundamental presentes no feixe Optico do espectrometro. Na equacido de Boltzmann
(Equacgao 2) esse fato fica mais claro, a qual apresenta a relagdo entre os atomos no
estado fundamental e no estado excitado, em fungcédo da temperatura fornecida pela cela

de atomizacao [33].

N4/ No = (g1/g,) e Equacéo 2

Onde: N1 é o numero de atomos no estado excitado, N, € o niumero de atomos no estado
fundamental, g+1/g, € a razdo dos pesos estatisticos dos estados fundamental e excitado, e
€ a energia especifica da excitagao, k é a constante de Boltzmann e T é a temperatura

absoluta em Kelvin.

Em sequéncia desses principios, chega-se a combinagao das leis de Lambert e Beer ,
que relaciona a concentragdo dos atomos no estado fundamental com a absorgéo de
radiagdo eletromagnética. Esta lei é reconhecidamente uma das mais importantes para
AAS, sendo denominada como a Lei de Lambert-Beer, a qual esta resumidamente

demonstrada na equacao 3 [33,37].
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A =logqg lo/l; = abC Equagao 3

Onde: A é a absorvancia; Iy € a intensidade da radiagao incidente emitida pela fonte de
luz; Iy € a intensidade da radiagdo transmitida (ndo absorvida); a é o coeficiente de
absorgao do meio ou absortividade; b é a espessura do volume de observacéo ou volume

de absorgdo e C é a concentragao de atomos no estado fundamental.

Um espectrémetro de absorgcdo atdbmica é um instrumento analitico que possibilita a
analise quantitativa de elementos metalicos em matrizes liquidas, gasosas ou sélidas. E
constituido basicamente por uma fonte de radiagdo primaria, uma cela de atomizagao,
conjunto de monocromador, detector e processador. As fontes de radiacdo mais
amplamente usadas sao as lampadas de catodo oco (LCO), porém ha possibilidade de se
utilizar as lampadas de descarga sem eletrodos (EDL). Essas fontes tém por objetivo
fornecer as raias de emissao caracteristicas para o elemento atémico de interesse. Os
componentes basicos incluem ainda, os atomizadores, que geralmente sdo uma chama,
um forno de grafite ou uma célula de quartzo, que realizam o processo de gerar a nuvem
atbmica, contendo os atomos no estado gasoso e fundamental, propicios a absorver a
radiagdo provinda da fonte; um monocromador, para selecionar as linhas caracteristicas
do elemento a ser determinado; um detector (fotomultiplicadora), que transforma o sinal
radiante em sinal elétrico; um amplificador, para aumentar o sinal e ainda um sistema de
leitura. A Figura 3 apresenta um esquema dos principais componentes de um

espectrOmetro de absorgao atdmica, utilizando a chama como atomizador [33,34,37].
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Figura 3 — Componentes basicos de um espectrémetro de AAS com chama.

Deve-se destacar que, na AAS a energia absorvida pelo atomo gasoso no estado
fundamental é proveniente de uma fonte de radiagao eletromagnética apropriada, e a cela
de atomizagao tem por objetivo a transformacgéo do elemento a ser determinado na forma
adequada para ocorrer o processo de absorg¢ao. Entretanto, na AES, como por exemplo,
utilizando a chama, como atomizador, essa chama tem duas finalidades, a qual a primeira
€ de também atomizar o analito e, o segundo objetivo esta de disponibilizar a energia

necessaria para que o atomo se excite e alcance os niveis de maior energia [33,37].

Outra configuragdo que foi desenvolvida e esta em grande ascensao, pois ja contém
inumeros trabalhos publicados € a utilizacdo de um espectrémetro de alta resolugao com
fonte continua (HR-CS AAS), a qual permite usar apenas uma fonte de radiagdo que
emite a freqUéncia de praticamente todos os metais e para tanto, também oferece um
sistema de deteccdo de alta resolugdo que visualiza um espectro em 3D, fornecendo
imagens que ajudam a detectar possiveis interferentes espectrais e/ou de fundos
estruturados, além disso, esta técnica possibilita analises multielementares ou até mesmo
simultdneas, quando a janela de observacido apresentar comprimentos de ondas

semelhantes para os elementos em estudo [35,40,41].

O sistema de introducdo de amostra utilizando aspiragdo/nebulizagdo em um
espectrOmetro de absorgcdo atbmica € igual ao sistema de um fotdbmetro com chama,
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porém, devido ao seu baixo rendimento e consumo relativamente alto de amostra,
alternativas vem sendo estudadas e desenvolvidas para obter melhores resultados, com
maior precisdo e exatidao. Sistemas utilizando micro-inje¢des ja foram desenvolvidos, os
quais se baseiam em introduzir pequenos volumes de amostras diretamente no capilar do
nebulizador, sendo que, esse volume reduzido, pode ser injetado manualmente via
micropipeta, existem também disponiveis equipamentos comerciais com esse sistema
automatizado. Esse sistema resulta em sinal transiente, podendo ser registrada tanto a
altura maxima do pico quanto a area integral do pico, permitindo analisar solugdes mais

concentradas, as quais estariam fora da faixa linear de trabalho pela técnica usual [33].

Flores e colaboradores em diversos estudos [42-44] tornaram possivel a determinagao
direta na chama de varios elementos em diferentes matrizes de amostras. Os resultados
mostraram-se satisfatorios, porém os autores apontam a necessidade de um controle
rigoroso no tamanho das particulas que estao sendo carreadas até a chama, pois além de
verificarem dificuldades de transporte dessas particulas, evidenciaram também uma
deficiéncia durante a etapa de atomizacao, pois particulas sélidas sdo mais dificeis de
serem vaporizadas quando comparadas aquelas formadas a partir de solugdes. Outro
problema discutido pelos autores nos trabalhos foi a dificuldade na construgao das curvas
analiticas de calibragdo, as quais para que representassem melhor a matriz da amostra,
foi necessaria a utilizagdo de materiais de referéncia com composi¢cao semelhante a das
amostras, podendo desta forma visualizar possiveis interferéncias decorrentes da prépria

matriz.

E importante ainda salientar que, mesmo essas técnicas alternativas de introducéo de
amostras, principalmente na F AAS, venham apresentando resultados bastante eficientes
em diversos trabalhos, esses métodos apenas ocupam um papel complementar até

agora, com poucos equipamentos comerciais que disponibilizam destes sistemas.
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3.4 Métodos convencionais de preparo de amostras e métodos alternativos.

Em uma analise quimica de uma forma em geral, utilizando uma determinada técnica
analitica, na maioria das vezes exige um tratamento adequado da amostra visando sua
preparacao para a forma mais apropriada de insergdo no instrumento analitico a fim de
determinar os elementos de interesse. Porém, esse tratamento pode variar, desde um
simples polimento da superficie da amostra, até uma completa transformagdo de uma
amostra soélida em uma solugdo compativel com o método de determinacido. Dessa
maneira, muitos fatores devem ser avaliados quando se for decompor uma amostra, entre
eles esta a natureza dessa matriz, bem como o elemento e a concentragdo do mesmo na
amostra, além do método a ser usado, associados a precisao e exatidao requeridas [45].

Dentre os métodos convencionais mais utilizados citados na literatura, para a
preparacado de amostras bioldgicas no controle de minerais por técnicas espectrométricas,
com o uso de nebulizagcdo pneumatica convencional, normalmente envolvem a digestao
da amostra na presenca de acidos que possuem propriedades oxidantes, as quais podem
ser aquecidas utilizando um bloco digestor ou por radiagao microondas.No entanto, estes
procedimentos convencionais apresentam algumas desvantagens, tais como: o alto
consumo de tempo, o aumento do risco de contaminacdo e/ou perda de analito por
volatilizagdo e o elevado consumo de reagentes corrosivos e perigosos. Mas quando
estes procedimentos sdo bem conduzidos, esses inconvenientes podem ser minimizados
[45,46].

Véarios métodos alternativos estdo em desenvolvimento com o intuito de evitar ou
minimizar esses possiveis inconvenientes, sendo que dentre os mais citados na literatura,
esta a analise direta de amostras solidas, a qual oferece um ganho no tempo necessario
de preparo da amostra, reduzindo significamente os riscos de perdas dos analitos e/ou
contaminacdo da amostra, bem como uma redugdo das quantidades de reagentes
perigosos e dispendiosos. Estdo sendo também reportados na literatura métodos
alternativos de amostragem por suspensao, os quais envolvem a solubilizagdo parcial ou
completa da matriz da amostra, utilizando tanto reagentes acidos como alcalinos[10,46-
52].

O uso do hidréxido de tetrametilaménio (TMAH) tem sido relatado na preparagao de
amostras biolégicas como uma alternativa aos procedimentos convencionais de digestao
para a determinacao de ions metalicos por espectrometria atdbmica [47-51]. Este reagente

€ uma base organica forte, soluvel em agua ou alcool, com propriedades de solubilizar
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diferentes tipos de tecidos, causando a dissociagao das espécies quimicas. As amostras
biolégicas solubilizadas com TMAH fornecem uma solugdo com caracteristicas de uma
suspensao, apresentando um baixo fator de diluicdo, sendo capaz de estabilizar os
elementos por meses em temperatura ambiente, além de ser um método de preparo de
amostra rapido, facil, simples e reprodutivel. A solubilizagdo alcalina geralmente nao
requer nenhum sistema de aquecimento e, portanto, previne a perda de elementos
volateis antes da analise. Além disso, necessita de pequenos volumes de solugdo de
TMAH para a solubilizagdo completa das amostras, resultando em um menor volume de
diluicdo, o que é muito importante na analise de elementos a nivel trago [47].

Outro reagente que recentemente vem sendo muito utilizado como uma alternativa
rapida e simples para o preparo de amostra é o acido férmico (HCOOH), garantindo
resultados satisfatérios na determinacao de diferentes tipos de analitos. O HCOOH é um
acido orgéanico relativamente fraco de baixa massa molecular. Esse reagente permanece
estavel a temperatura ambiente e ao ar, sob condi¢gdes normais de uso e armazenamento,
mas ¢é sensivel a luz, ao calor e a umidade. A forma de agcédo desse reagente é similar a
forma apresentada pelo TMAH, necessitando de pequenas quantidades de solugédo de
acido para solubilizar totalmente as amostras, porém, por ser um acido fraco, alguns
autores relatam a necessidade de aplicar calor, sendo por meio de radiacido micro-ondas
ou banhos ultrassonicos, para facilitar e acelerar o processo de solubilizagao [52].

Processos de micro digestdo estdo sendo estudados, esses procedimentos também
sdo uma forma alternativa de preparo de amostras, ja que utilizam quantidades reduzidas
de acidos e amostras, contornando o problema principal dos métodos convencionais de
digestédo, os quais utilizam grandes quantidades tanto de amostra quanto de reagentes,
sendo esses mais propicios a contaminacdes, e a perdas de analito por volatilizagao, pois
necessitam de um maior tempo de exposicdo na presenga de altas temperaturas para
decomposig¢ao das amostras[53-56].

Em trabalho realizado no ano de 2009, Campos e colaboradores [57], desenvolveram
um sistema para realizar micro digestdes de amostras bioldgicas, o qual tinha por objetivo
principal a minimizagdo de contaminagbes pelo contato direto da amostra com a
superficie externa, bem como tentar diminuir os erros relacionados a transferéncia das
amostras de um recipiente para outro durante a etapa de preparo. Com este objetivo, um
bloco de digestao foi projetado especialmente para o decorrer das micro digestdes, onde

apenas 5 mg de amostra eram pesadas diretamente nos vials (copos de autosampler) e
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adicionados 100 uL de solugéo acida, apds os vials eram adequadamente fechados no
bloco e levados a um forno estufa, os quais foram mantidos por uma noite a temperatura

de 60°C. Na Figura 4 pode ser visualizado melhor o projeto desenvolvido.

2

Figura 4 — O bloco digestor [57].

Amostras de materiais de referéncia certificados de material bioldgico foram analisadas
por espectrometria de absorgdo atdbmica com forno de grafite (GF AAS), para
determinagao de Cd e Cu. A maioria dos resultados obtidos pdde atestar a eficiéncia da
digestao pelo método proposto, ja que os valores encontrados para ambos os elementos,
na maioria dos CRMs foram concordantes com os valores certificados, validando assim a
metodologia. Outro ponto importante ressaltado pelos autores foi que mesmo com
massas tao baixas, os CRMs investigados mostraram-se homogéneos suficientes para
permitir um coeficiente de variagdo aceitavel para determinagdo de elementos a nivel

traco [57].
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentos e Pardmetros Instrumentais

As amostras foram trituradas utilizando um mini processador de alimentos
(Black&Decker, Brasil) e pesadas utilizando uma balanca analitica Ohaus Adventurer
(Modelo AR 2140, Pine Brook, NJ, E.U.A.) com resolugdo de 0,1 mg e tara maxima de
210 g. Para o processo de digestdo acida das amostras, foi utilizado um forno de
microondas (Panasonic, Manaus,AM, Brasil, Modelo NN-ST571WRU, 28 Litros, sob uma
frequiéncia de 2.450 MHz) e para a solubilizagcdo das amostras em meio de acido férmico

foi utilizado um banho de ultrassom (Modelo Q335D, Quimis, SP, Brasil).

4.1.1 Espectrometro 1 (F AES)

As determinagdes de Na e K foram realizadas em um fotdbmetro de chama modelo
B462 (Micronal, Sao Paulo, SP, Brasil) o qual foi operado nas seguintes condi¢des para
ambos o0s elementos: taxa de aspiragdo da amostra ou padrdo (5 mL min™), ar

comprimido (9 L min™') a uma pressao de 1 Kgflcm? e uma chama de gas butano.

.4.1.2 Espectrometro 2 (F AAS)

Um espectrometro de absorgao atdbmica modelo AA-6300 (Shimadzu, Japéo) com
corretor de fundo do tipo Smith-Hieftje foi utilizado para a determinagcdo de Na e K por
espectrometria de absorgdo atdmica com chama. Para as determinagdes de Mg e Zn, foi
utilizado um corretor de fundo com lampada de arco de deutério, e as analises para estes
elementos foram feitas nas mesmas amostras processadas ja citadas, porém,
adicionalmente foram analisadas duas amostras in natura de carnes para verificar
possiveis perdas desses analitos durante as etapas de processamento, ja que estes
encontram-se em menor concentragdo. Uma chama ar-acetileno foi utilizada para todas
as determinacdes. Foram utilizadas lampadas de catodo oco Hamamatsu Photonics K.K
(Japao), para Na, K, Mg e Zn, e empregadas as condicbes operacionais recomendadas
pelo fabricante do equipamento, tais como comprimento de onda, corrente da lampada e

largura da banda de resolugao espectral, conforme apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Parametros operacionais empregados para a determinagao de Na, K, Mg e Zn
nas amostras de carnes por F AAS.

Analito Na K Mg Zn
Comprimento de onda (nm) 589,0 766,5 285,2 213,9
Largura da banda de resolugéo espectral (nm) 0,2 0,7 0,7 0,7
Corrente da lampada (mA) 8/600  8/600 8/0 8/0

Todas as analises foram feitas através da utilizacdo de um sistema de microinjecéo de
amostra adaptado ao nebulizador pneumatico, o qual é disponibilizado nesse
equipamento pelo fabricante. Através deste sistema, ilustrado na Figura 5, volumes de
amostras e padroes de 200 uL eram inseridos e aspirados até a chama para todas as
determinagdes. Comparando esse sistema com o sistema convencional, o qual aspira um
volume relativamente elevado (5 mL.min) e, consequentemente, gerando quantidades
altas de efluentes; o sistema de micro injegcao possibilita utilizar volumes reduzidos de
amostras, obtendo resultados tdo confiaveis quanto o sistema convencional e gerando

menos efluentes.

Ponteira automatizada
aspirando 200 pL da

Amostra sendo
inserida no capilar que
ird ao nebulizador

\

Figura 5 — Sistema automatizado de Microinjecdo na Chama. (A) A ponteira com
capacidade de aspirar até 200 ul de solugdo; (B) Ponteira aspirando a amostra e (C)

Ponteira inserindo o volume de amostra no capilar conectado ao nebulizador pneumatico.
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4.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico. Utilizou-se agua
deionizada para o preparo de todas as solugdes, tratada em um sistema de purificagao de
agua Direct-Q 3 (Millipore Corporation, Bedford, MA, E.U.A.), com resistividade de 18,3
MQcm™. O acido nitrico (Synth, Brasil) utilizado neste trabalho foi ainda purificado por
destilacdo em um sistema de sub-ebulicdo de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba, SP,
Brasil). Todas as vidrarias foram lavadas e, posteriormente, imersas em um banho de
10 % (v/v) HNOg3, pelo menos, 48 horas e posteriormente lavadas com agua deionizada,
antes de usar. Solugdes de referéncia de trabalho de Na, K, Mg e Zn foram diariamente
preparadas por diluicdo de uma solugdo estoque contendo 1000 mg L™ (Fluka, Buchs,
Alemanha) em agua deionizada, bem como as solugdes tampao utilizadas para minimizar
interferéncias de ionizagao (CsCl para determinar Na e K, KCI para determinar Mg). Os
seguintes reagentes foram utilizados para a microsolubilizagdo das amostras: acido
formico (Fluka Analitica, Alemanha), Hidroxido de tetrametilamonio pentahidratado (Sigma
Aldrich, Alemanha) e, para a micro digestao foi utilizado o acido nitrico (Synth, Brasil),

previamente purificado, como ja citado.

Cabe salientar que todos os resultados analiticos foram obtidos mediante a preparacao
das curvas de calibragcdo e dos brancos analiticos usando solugdes no mesmo meio
utilizado para a decomposicdo das amostras (TMAH, acido férmico ou acido nitrico
diluido). As amostras foram diluidas com agua desionizada quando necessario, para

ficarem dentro do intervalo da faixa de calibragao.

4.3 Amostras e tratamentos das amostras

Para o desenvolvimento dos procedimentos de preparo de amostras e verificagdo da
concentragdo dos respectivos analitos, amostras comerciais de salsicha, alméndega e
carne bovina fatiada de diferentes fabricantes foram utilizadas, bem como, amostras de
carnes bovinas e suinas frescas. Estas amostras foram inicialmente lavadas com agua
deionizada, cortadas com faca de inox e homogeneizadas. As amostras foram analisadas
imediatamente apds este procedimento ou congeladas a uma temperatura de -16 °C em

potes de plastico, previamente descontaminados. Para a analise, as amostras congeladas
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eram descongeladas a temperatura ambiente e homogeneizadas. Apds este

procedimento, uma aliquota era retirada para entao prosseguir as analises

Primeiramente, aproximadamente 0,5 g de amostras (processadas e frescas) foram
pesadas em um vidro de relégio, em triplicata, e levadas até uma estufa, onde foram
secas a uma temperatura de aproximadamente 103 °C por 24 horas e permaneceram em
um dessecador até a pesagem a temperatura ambiente. Este estudo foi realizado até as
amostras adquirirem peso constante, eliminando assim, a umidade. Através deste
procedimento, pdde-se avaliar possiveis erros de pesagem e ainda calcular o teor de
umidade para cada amostra a ser analisada. O teor de umidade foi determinado
multiplicando-se a massa da amostra seca por 100 % e dividindo-a pela massa da
amostra umida.

As amostras foram preparadas utilizando-se diferentes procedimentos para
determinacido de Na e K; e para Mg e Zn, os quais foram descritos respectivamente nos

itens a sequir.

4.3.1 Determinagao de Na e K em amostras processadas de carnes.

Os seguintes materiais de referéncia certificados (CRMs) foram utilizados neste
trabalho para o desenvolvimento e validagcdo das metodologias propostas: CRM 1546
Carne Homogénea, CRM 1577c¢ figado bovino, ambos produzidos pelo Instituto Nacional
de Padrdes e Tecnologia (NIST). Tanto as amostras reais (carnes processadas) quanto
os CRMs citados anteriormente, foram tratados a partir de trés procedimentos de preparo

de amostras, os quais estdo descritos a seguir:

4.3.1.1 Procedimento 1 — Microdigestao (Mineralizagdo com HNO; em sistema
fechado)

As amostras foram pesadas e preparadas diretamente em frascos volumétricos auto-
sustentaveis de polipropileno (PP) de 50 mL. Foram pesadas minuciosamente uma
porcdo de 10 mg, aproximadamente, de amostras de carnes processadas e adicionados
150 pL de HNO; concentrado. As amostras foram levadas a um forno de microondas,
onde primeiramente foi otimizado a poténcia mais adequada e o tempo necessario para
realizar de uma forma eficiente as digestdes. Posteriormente, as amostras foram

colocadas uma a uma no centro do prato giratorio do forno, como sugerido por Rosini e

32



colaboradores, ja que segundo os autores, este € o melhor local de distribuicdo da
radiagao [58]. No forno, as amostras permaneceram por 5 minutos na poténcia maxima
determinada (680 Watts). Foi observada a digestdao completa quando houve a dissolugao
total da gordura, e apds o resfriamento, as amostras foram aferidas até 50 mL com agua
desionizada.

Dessa maneira, como mencionado anteriormente, foi necessario realizar um estudo
preliminar para verificar a veracidade da poténcia utilizada no forno microondas, através
de testes para otimizar seu desempenho. A calibragdo do forno foi feita com o auxilio de
um béquer de 2 litros na presenca de 1 litro de agua destilada. Este estudo foi feito
variando-se a poténcia do equipamento de 1 a 10 W em um intervalo de tempo de 120 s.
No intervalo entre o calculo de cada poténcia trocou-se a agua destilada e mediu-se a
temperatura inicial e final. Para calcular a poténcia utilizou-se a formula abaixo

(Equacao 4) descrita recentemente por Rosini e colaboradores [58].

P=Cp n AT
t Equacgao 4
Onde:
Cp (Capacidade Calorifica da agua) = 75,312 J K™ mol™
n (Quantidade de Matéria Utilizada em Mols) = 55,6 mols para 1 litro

AT (Variacdo de Temperatura em Kelvin) = Temperatura Final — Temperatura Inicial

t (Tempo de Aquecimento) = 120 segundos

Sendo assim, a partir deste estudo de calibragao, também foi necessario otimizar as
condi¢des ideais (tempo e poténcia) para obter uma digestdo completa e eficiente das
amostras. Para tanto, foram digeridas amostras do CRM 1577¢c em diferentes tempos e
niveis de poténcia, com o propoésito de avaliar as melhores condicbes da etapa de
digestdo, onde as concentragbes encontradas para Na e K foram comparadas com os
valores certificados para estes elementos. A determinagcdo de ambos elementos foi

realizada através de um fotdbmetro em chama.

E preciso destacar que esse procedimento (Microdigestao) foi aplicado somente para a
determinacdo de Na e K nas amostras de carnes analisadas, ja que esses elementos
encontram-se em altas concentragdes em produtos processados e, assim necessitam de
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um alto fator diluicdo, permitindo o uso de frascos com uma maior capacidade
volumétrica, o que faz com que estes sejam aptos a garantir a total solubilizagdo dos
gases formados durante as reagdes de mineralizagcdo. Cabe salientar, que a
aplicabilidade deste procedimento para determinagao de elementos que se encontram em
menores concentragdes (como exemplo Mg e Zn), necessita de uma melhor otimizagao
das condigbes de trabalho, aliada a utilizagdo de um sistema que permita a digestdo das
amostras sob radiagdo microondas associado ao uso de micro frascos (digestdo em micro

escala).

Na figura 6, esta demonstrado as etapas do procedimento proposto de preparo de

amostra para determinacédo de Na e K.

ento
icroon

Figura 6 - Microdigestdo de wuma amostra de carne utilizando HNO:s;.
(A) aproximadamente 10 mg de amostra com 150 pL deHNO3zno forno microondas ;
(B) Frasco com o processo de digestao final e (C) afericdo da solucao final com agua

deionizada.
4.3.1.2 Procedimento 2 — Microsolubilizagao alcalina com TMAH.

As amostras foram preparadas através de uma simples mistura de aproximadamente
10 mg de amostra com uma solucdo de TMAH 25 % m/v. Um volume de 150 pyL da
solugcao de TMAH foi adicionado nas amostras, as quais foram pesadas diretamente nos
frascos volumétricos de 50 mL de polipropileno. Estas ficaram em contato com a solucao
alcalina durante um periodo de aproximadamente, 12 horas (over night) em temperatura
ambiente e o frasco permaneceu fechado até a completa solubilizacdo. O volume foi
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completado a 50 mL com agua deionizada, e a concentragao final da solugao foi de
0,075 % m/v de TMAH.

4.3.1.3 Procedimento 3 — Microsolubilizagdo com acido féormico.

As amostras de carne foram solubilizadas em meio de acido formico segundo o método
proposto por Scriver et. al. [52]. Porém, a metodologia foi adaptada ao sistema em micro
escala. A mesma massa usada nos experimentos anteriores foi pesada diretamente em
frascos de polipropileno e 200 yL de acido férmico foram adicionados. A mistura foi
colocada em um banho de ultrassom a 70°C por um periodo de 2-3 h até completa
solubilizagdo. Apds o resfriamento, o volume foi completado a 50 mL com &agua

deionizada para as subsequentes analises.

Dessa maneira, é importante ressaltar que na determinagcédo de Na e K, primeiramente,
foi realizado o procedimento de microdigestdo com HNOj, e essas amostras foram
analisadas tanto por F AES (Fotdbmetro em chama) quanto por F AAS, sendo que os
resultados obtidos por ambas as técnicas foram comparados e submetidos a testes

estatisticos, a fim de verificar a veracidade dos resultados obtidos.

Posteriormente, as amostras foram submetidas aos outros dois procedimentos
(Microsolubilizagao alcalina e acida), e essas amostras foram analisadas somente por F
AES, ja que no primeiro estudo a técnica foi atestada como suficiente para determinacao
de Na e K.

4.3.2 Determinagao de Mg e Zn em amostras processadas e in natura de carnes.

Para o desenvolvimento e validagdo da metodologia proposta para determinagao de
Mg e Zn em amostras processadas e “in natura” foram empregados os seguintes
materiais de referéncia certificados (CRMs): CRM 1577c e CRM 1577b, ambos de figado
bovino e, CRM 8414 Musculo Bovino, todos produzidos pelo Instituto Nacional de Padrdes
e Tecnologia (NIST). Tanto as amostras reais quanto os CRMs citados, foram preparados
somente por um tratamento utilizando TMAH (Microsolubilizagao), porém, quantidades de
amostras diferentes foram necessarias para determinagcdo de Mg e Zn, as quais sao

relatadas a seguir:
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4.3.2.1 Tratamento das amostras para determinagao de Mg.

As amostras foram preparadas diretamente em frascos volumétricos do tipo eppendorf
de 2 mL. As massas pesadas e o volume adicionado de TMAH, bem como, o tempo
necessario para ocorrer a completa solubilizagdo foram iguais ao procedimento de
microsolubilizagdo alcalina para determinacdo de Na e K, mencionada anteriormente
(subitem 4.3.1.2). Ap6s a solubilizagdo, as amostras foram aferidas a 2 mL com agua

desionizada para posterior analise.
4.3.2.2 Tratamento das amostras para determinag¢ao de Zn.

Neste procedimento, as massas de amostras reais pesadas foram distintas para alguns
tipos de amostras, tendo em vista as baixas concentracbes deste analito. Para as
amostras: alméndega, carne bovina processada enlatada e carne bovina “in natura” foram
pesadas uma massa de aproximadamente 20 mg, ja para as amostras: carne suina fresca
e salsicha foi necessario pesar uma massa de 50 mg. A essas respectivas massas foi
adicionado o mesmo volume de hidroxido de tetrametilaménio (150 pL), sendo esse

volume, suficiente para solubilizar completamente as amostras.

A partir da Figura 7, pode ser visualizado como o processo de microsolubilizagdo das

amostras e CRMs foi realizado para a determinacao de Mg e Zn.

I -
. '

" Adicionados 150 puL de
'f > TMAH

Aferidoa 2 mL com
' 0 4gua deionizada

Figura 7 - Microsolubilizagdo de uma amostra de carne utilizando TMAH.
(A) aproximadamente 10 mg de amostra sendo pesadas em balanga analitica; (B) 150
uL de TMAH sendo adicionado na amostra; (C) Suspensao da amostra formada apés o
repouso (over night); (D) aferigdo da solugao final com agua deionizada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Umidade das amostras

Neste trabalho, primeiramente foi realizado um estudo sobre a perda de massa pela
umidade caracteristica de cada amostra, tendo em vista que esta é uma variavel
importante, ja que a quantidade de energia absorvida pela carne esta diretamente
relacionada ao seu teor de umidade, e que a elevagdo da temperatura das amostras
submetidas a radiagao, sob um tempo de exposigao fixo, sera maior quanto maior for a
umidade caracteristica relacionada a amostra de carne em analise. Consequentemente,
uma maior quantidade de agua sera removida por evaporagao. Desta forma, o teor de
umidade das respectivas amostras de carnes € uma variavel importante que deve ser
levada em consideragao, pois em amostras desidratadas o aquecimento nao € eficiente, o
que pode vir a dificultar a interagdo com o acido durante o processo de mineralizagao,

diminuindo o seu poder oxidante e uma incompleta digestdo das amostras [59].

No Brasil, o método oficial para o calculo do teor de umidade de uma determinada
amostra, estabelecido pelo Ministério da Agricultura (MAPA), é baseado no tratamento da
amostra em uma estufa mantida a uma temperatura de aproximadamente 105°C + 3°C
por um periodo de 24 horas [60]. Seguindo essas recomendacgbes, conforme ja descrito

no item 4.3, pode-se avaliar as porcentagens de umidade referente a cada amostra.

As amostras em geral apresentaram um teor de umidade de aproximadamente 70 %

em massa, conforme pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3 — Teor de umidade encontrado nas diferentes amostras estudadas (n=3).

Amostras Teor de Umidade (%)
Carne bovina in natura 74,8
Carne suina in natura 73,4
Alméndega 69,9
Salsicha 72,9
Carne bov. processada enlatada 65,5
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5.2 Resultados de Na e K em amostras de carnes processadas

5.2.1 Estudos de calibragao da poténcia do forno de micro-ondas e otimizagdes das
condigodes ideais para as microdigestoes das amostras.

Os primeiros estudos para determinacdo de Na e K nas amostras de carne
processadas tiveram por objetivo criar uma metodologia simples de preparo de amostras
e de facil preparo. A metodologia proposta, mesmo que seguisse alguns dos
procedimentos de referéncia ja estipulados pelo Ministério da Agricultura para analise de
carnes [61], como por exemplo, o uso da digestdo acida com HNO; sob aquecimento,
inseriu diversas mudancgas. Entre estas se destacam o uso de quantidades reduzidas de
amostras e, consequentemente de reagentes, bem como a praticidade e seguranga da

microdigestao em sistema fechado, utilizando aquecimento por radiagdo micro-ondas.

Assim sendo, primeiramente foi realizado um estudo para verificar a real poténcia que
estava sendo aplicada nas amostras em diferentes niveis presentes do forno micro-ondas.

A Tabela 4, abaixo, apresenta os valores calculados de acordo com a Equagao 4.

Tabela 4 - Valores da Poténcia Indicada no Forno Micro-ondas e a Poténcia
Calculada.

Niveis Poténcia Indicada (W) Poténcia Calculada (W)
1 150 52,34
2 200 139,58
3 300 195,40
4 400 279,16
5 500 348,95
6 550 401,29
7 650 488,52
8 750 558,31
9 800 610,65
10 950 680,44
W = Watts = J/s

De acordo com os resultados apresentados nesta Tabela, pode-se verificar que a

etapa de calibragao da poténcia do forno é de fundamental importancia, tendo em vista a
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grande discrepancia entre os valores das poténcias indicadas pelo fabricante e as reais
poténcias, ja que este € um parametro de otimizacdo importante no preparo das

amostras.

Para o desenvolvimento desta metodologia, alguns parametros como o tempo de
irradiacdo as quais as amostras foram submetidas e a poténcia aplicada foram
otimizados, conforme descrito a seguir. Na Tabela 5, estdo apresentados os resultados
dos testes realizados, em diversos tempos e niveis de poténcia, a fim de fixar o menor
tempo e a melhor poténcia para obter resultados confiaveis através do processo de

microdigestao.

Tabela 5 — Testes de otimizagdo do tempo e poténcia aplicada nas amostras do CRM
1577c¢ por microdigestao.

Tempo de Resultados (%)
Irradiagao (min)
Amostra Niveis Na K
1 5 5 0,2195 0,9612
2 10 5 0,1976 0,9612
3 10 10 0,2195 1,0755

1,2 e 3 (Amostras preparadas igualmente de CRM1577c); % = g/100g

De acordo com a tabela 5, e com o conhecimento dos valores certificados e esperados
para Na e K no CRM 1577c, de 0,2033 % e 1,023 %, respectivamente, o tratamento mais
adequado foi evidenciado na amostra 2, pois além de proporcionar valores mais proximos
dos esperados para ambos elementos, também pode ser constatado um menor tempo
requerido para a realizagdo do processo de microdigestdo. Desta forma, as condi¢des
escolhidas e fixadas para todas as digestbes foram: a poténcia do nivel maximo (680 W)

por um tempo de irradiagdo das amostras de 5 minutos.
5.2.2 Parametros de mérito

Os parédmetros de mérito para as curvas de calibragdo para Na e K a partir da
metodologia proposta de preparo das amostras por microdigestdo, bem como em meio de
TMAH e acido férmico através do uso de técnicas espectrométricas sdo apresentadas nas
Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 — Parametros de Mérito para determinagcdo de Na e K em amostras de carnes
processadas em meio HNO; por F AES e F AAS.

Faixa F AES F AAS
Analito  linear a LD a LD
L R R
(mg L) mgL")  (mgL") mgL")  (mgL")
K 0,1-2,0 0,4236 0,037 0,9998 0,5745 0,218 0,9951
Na 0,1-2,0 0,2416 0,040 0,9999 0,4554 0,261 0,9993

a: coeficiente angular da curva; LD: limite de detec¢do na solugdo de medida; R: coeficiente da curva de
calibragao.

Tabela 7 — Parametros de mérito para a determinacdo de Na e K em carnes processadas
por FAES apods tratamento com TMAH e acido formico.

Faixa TMAH Acido Férmico
Analito Linear
p a LD a LD
(mgL") R -1 R -1 -1 R
(mg L") (mg L") (mg L") (mg L")
K 0,1-0,5 0,9507 0,023 0,9992 1,8371 0,009 0,9996
Na 0,1-0,5 0,9803 0,029 0,9999 2,4733 0,005 0,9993

a: coeficiente angular da curva; LD: limite de detec¢do na solugdo de medida; R: coeficiente da curva de
calibragao.

Boa linearidade nas curvas foram obtidas para estes elementos (R>0,99),
independente do método utilizado para a preparacdo da amostra. A partir da avaliagao do
coeficiente angular das curvas de calibragdo obtidos, pode-se estimar a sensibilidade
referente a cada método de preparo. O método proposto mesmo apresentando uma
sensibilidade menor em relagdo aos outros procedimentos utilizados de
microsolubilizagéo, foi considerado eficiente para determinacdo de Na e K, ja que esses
elementos encontram-se em elevadas concentragcbes nas amostras analisadas e, dessa

maneira, a sensibilidade adquirida é suficiente para o controle destes.
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Ressalta-se ainda que, as faixas de trabalho (faixa linear) utilizadas nos métodos de
microsolubilizagdo foram menores, atestando assim uma boa sensibilidade dos
procedimentos estudados para a determinagdo dos elementos nas amostras. Esses
valores devem estar associados, provavelmente, a composi¢ao do meio usado no preparo
das amostras, pois a sensibilidade de um método é diretamente relacionada com

variaveis importantes, tais como a tensao superficial, viscosidade e pH do meio.

Os métodos de uma forma geral apresentaram baixos limites de detecgao LOD
(definidos como a concentragao equivalente a trés vezes o desvio padrao de dez medidas

do branco dividido pela sensibilidade da curva).

5.2.3 Validagao da metodologia proposta

Com o objetivo de verificar a exatiddo dos resultados obtidos pelo método da
microdigestao acida proposto para determinacdo de Na e K nas amostras de carne
processadas, diferentes procedimentos foram empregados. A veracidade dos resultados
foi entdo avaliada através do uso de diferentes técnicas analiticas, analise de CRMs, bem
como através da comparagao dos resultados por diferentes procedimentos de preparo

das amostras, conforme descrito abaixo.

Primeiramente, as amostras de carne processadas foram analisadas para estes
analitos utilizando duas diferentes técnicas analiticas, FAAS e FAES. No entanto, para
analise por absorgao, foi necessario a adigdo de uma solugdo tampao de concentragao
conhecida (0,1 % de solucédo de CsCl), concentracao indicada pelo fabricante, a qual foi
adicionada na presenca da solucdo das amostras e padrbes para uma completa
minimizagao das interferéncias de ionizagdo, uma vez que estes elementos apresentam
um baixo potencial de ionizagdo, havendo a formagdo de ions nas temperaturas

normalmente utilizadas na chama [38].

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, pode-se verificar que o
procedimento proposto, baseado na microdigestdo acida, aplicado a analise de trés
amostras reais de carnes, para a determinagao destes elementos por diferentes técnicas

analiticas, se mostrou eficaz, uma vez que nao houve diferencgas significativas entre os
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resultados a um nivel de confianca de 95 % pela aplicagao do teste t- Student pareado

(Teste t- Student que avalia pares de dados).

Tabela 8 — Valores obtidos de Na e K em amostras de carnes processadas por F AES e
F AAS (n=3).

F AES F AAS
Analito Amostra Encontrado RSD LD Encontrado RSD LD
(mg Kg") (%)  (mgL™) (mg Kg") (%)  (mgL")
K A 1.363 +68 49 0,037 1.128 £52 4.6 0,218
B 958 +37 3,9 1.117 £51 4.5
C 1.687 89 52 1.752 £22 1,3
Na A 5.780+237 41 0,040 5.607+118 2,1 0,261
B 8.859+77 0,9 8.393+215 2,6
C 2.952+10 0,3 2.585+79 3.1

A: Carne Bovina Processada; B: Salsicha Vienna; C: Aimdéndega.RSD, Desvio Padrédo Relativo; LD, Limite de
Detecgéao

Posteriormente, conforme apresentado na Tabela 9, a validagdo da metodologia por
microdigestao também pode ser avaliada a partir da analise das mesmas amostras de
carne processadas preparadas em diferentes meios (TMAH e acido formico). A partir
deste estudo, foi possivel verificar que independente do meio de preparo, as
concentragdes encontradas para os analitos em estudo, apresentaram valores
concordantes (95 % pela aplicagdo do teste t- Student pareado), o que também
evidenciou a possibilidade do uso de microsolubilizagdes tanto em meio alcalino como em

meio acido.
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Tabela 9 — Resultados obtidos para Na e K em amostras de carnes processadas preparadas em dois
diferentes meios por FAES (n=3).

TMAH Acido Formico
Analito Amostra VE RSD LD VE RSD LD
(mg Kg™) (%) (mg L™ (mg Kg™) (%) (mg L™
K A 1.259 + 97 7,7 0,023 1.297 + 11 0,8 0,009
B 1.048 + 65 6,2 1141 £ 77 6,7
1.437 + 44 3,1 1.676 £ 17 1,0
Na A 5.368 + 37 0,7 0,029 5.157 + 232 45 0,005
B 8.751 + 83 1,0 8.569 + 133 1,6
2.860 + 62 2,2 2904 + 75 2,6

A: Carne Bovina Processada; B: Salsicha Vienna; C: Aiméndega.
VE, Valor encontrado; RSD, Desvio Padrao Relativo; LD, Limite de Detecgao

Com este mesmo objetivo, diferentes amostras de material bioldgico certificadas foram
analisadas para determinacao de Na e K por F AAS e F AES. Com base nos resultados
apresentados respectivamente nas Tabelas 10 e 11, pode-se verificar que os valores de
concentragdo para Na e K obtidos para os CRMs estudados foram satisfatérios, com
aproximadamente 95 % de concordancia entre os valores encontrados e os valores
certificados. De acordo com a Tabela 10, exposta a seguir, pode-se evidenciar também
que LDs maiores foram obtidos por F AAS para ambos os elementos, o que certamente
esta relacionado ao sistema utilizado para introdugdo da amostra no equipamento, onde
apenas 200 pL da solugdo da amostra € aspirada por um sistema de microinjecdo na

chama.
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Tabela 10 — Valores de Na encontrados nos CRMs por F AAS e F AES e os valores
certificados (n=3).

Na
CRMs F AAS F AES
VC VE RSD (%) VE RSD (%)
NIST 1577¢®  0,2033 + 0,0064 0,1923 + 0,0148 7,7 0,1952+0,0072 3,7
NIST 1546° 9.990 + 716 10.422 + 861 8,3 10.672 £ 430 4,0

29, = g/100g; "ppm = mg Kg™’
VC = Valor Certificado; VE = Valor Encontrado
RSD = Desvio Padréo Relativo

Tabela 11 — Valores de K encontrados nos CRMs por F AAS e F AES e os valores
certificados (n=3).

K
CRMs F AAS F AES
VC VE RSD (%) VE RSD (%)
NIST 1577¢® 1,023 + 0,064 0,999 + 0,030 3,0 1,017 + 0,050 4,9
NIST 1546° 2.370 + 200 2.373 £ 151 6,4 2.831+128 4,5

39, = g/100g; "ppm = mg Kg™’
VC = Valor Certificado; VE = Valor Encontrado
RSD = Desvio Padréo Relativo

5.2.4 Avaliagao dos Resultados

Avaliando-se as concentragbes Na e K obtidas nas trés amostras de carnes
processadas analisadas (Tabelas 8 e 9), pode-se atestar que em todas as amostras, as
concentragdes de Na sempre foram bem maiores que as de K. O que ressalta a
importancia do desenvolvimento de métodos de analise que sejam de uma forma geral
simples, de baixo custo e principalmente confiaveis, a fim de que estes possam vir a ser
utilizados para o controle de qualidade destes alimentos, tendo em vista que altas
concentragdes de Na e baixas concentragdes de K, podem acarretar a um aumento da
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pressao arterial, e 0 que se recomenda € que esses elementos estejam em quantidades
semelhantes nos alimentos. No entanto, estes resultados estdo de acordo com a
literatura, ja que sais de Na sdo os conservantes mais comumente adicionados aos
alimentos, e em produtos carneos industrializados este sal desempenha diversas fungoes.
As principais fungdes dos sais a base de Na adicionados em concentragdes entre 2,5 a
3,0 % em massa é a inibicdo do crescimento de microorganismos, além de também
salientar o paladar dos alimentos [31,62]. Com esse desequilibrio, concentragdes
relativamente altas de Na nos alimentos processados de uma forma em geral sao

esperadas.

Das trés amostras de carne analisadas, a salsicha foi a que apresentou maior
concentragdao de Na, o que pode esta associada ao uso de altas quantidades de sais a
base deste elemento em sua composigcdo, como: cloreto de sdédio (sabor), nitrito/nitrato de
sodio (conservante), fosfato de sodio (estabilizador) e eritorbato de sddio (antioxidante).
Comparado com os objetivos atuais (OMS), as amostras de salsichas analisadas
apresentaram valores de sddio de aproximadamente 4 vezes maiores do que o permitido
(5 g Na por dia), enquanto que as demais amostras apresentaram concentracbes de

menor desproporgao [25,26].

Ainda discutindo a respeito das altas concentragdes de Na encontradas nas amostras,
€ necessario mencionar também a grande discrepancia entre as informagdes fornecidas
no rotulo das embalagens, e os valores obtidos na analise. Sendo que, comparando-se os
dados obtidos e as concentragdes informadas nos rotulos, os valores diferiram mais de
100 % dos valores experimentais. De acordo com as normas brasileiras, fiscalizadas pela
Anvisa [63], uma tolerancia de 20 % em relagdo a concentragcio informada no rétulo e a
concentragdo encontrada é permitida. Entretanto, para produtos que contenham um
excesso de um dado micronutriente, a empresa deve manter disponiveis estudos que

justifiqguem esta variagao.

Recentemente, diversos acordos estao sendo firmados entre o governo brasileiro e as
industrias alimenticias com o intuito da redugdo gradual de Na nos alimentos
industrializados, a fim de reduzir pela metade o consumo diario de sal dos brasileiros, com
uma meta de reduzir aproximadamente 40 % do sal consumido pela populagao até 2020

[64]. Desta forma, a importancia do desenvolvimento dessas novas metodologias
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analiticas fica evidente, possibilitando que as industrias alimenticias possam fazer o

controle tanto de Na como de K nos alimentos a serem consumidos pela populagao.

5.3 Resultados de Mg e Zn em amostras de carnes in natura e processadas.

O presente trabalho ressalta também a importancia do desenvolvimento de
metodologias analiticas que possam ser aplicadas para avaliar as concentragées de Mg e
Zn, bem como dos principais minerais presentes em produtos a base de carne, que por
sua vez podem ser perdidos em quantidades significativas em alimentos que séao
suportados por tratamentos industriais agressivos, provocando alteragdes no produto

final, bem como a biodisponibilidade dos mesmos [5,27].

Para o desenvolvimento do procedimento proposto e verificagcdo da concentragao dos
respectivos analitos, amostras comerciais de carnes in natura e processadas, foram
preparadas em meio alcalino (Microsolubilizagdo com TMAH), método também proposto
neste presente trabalho, ja que essa solugdo tém se apresentado como uma boa
alternativa de preparo para amostras bioldgicas, fornecendo solugbes com caracteristicas
de uma suspensao, apresentando um baixo fator de diluicdo, as quais permanecem

estaveis por meses em temperatura ambiente [45,46,47].

Para as determinagdes de Mg por F AAS foi necessario a adicdo tanto nas amostras
como nos padrdes, de uma solugao tampao de KCI, afim da minimizagao dos efeitos de
ionizagao sofridos por este elemento na chama, devido ao seu baixo potencial de
ionizagao. Como o K possui um menor potencial de ionizagdo, quando comparado ao Mg,
ele é mais facilmente ionizavel, permitindo que os atomos de Mg permanegam no estado
fundamental aptos a absorver a radiagdo vinda da fonte. E importante ressaltar que a
solugcdo tampéo indicada pelo fabricante (LaCl; 0,1 % m/v), para a minimizagdo desta
interferéncia nao pode ser usada em meio de TMAH, pois na presencga deste meio houve
a formagao de um precipitado, ndo sendo possivel a realizagao das leituras sob estas

condigdes.

Sendo assim, a realizagdo de um estudo adicional com o objetivo de otimizar a
concentragdo necessaria da solugdo tampédo (KCI) para uma completa minimizagao
destas interferéncias se fez necessario. De acordo com a Figura 8, pode-se verificar que

a partir da adicdo de 10 a 70 mg L da solugdo tamp&do se observa um platd que se
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mantém constante, sendo possivel alcangcar o maximo de absorvancia em meio de uma
solugdo de 10 mg L™ de KCI, sendo que na presenca deste meio é possivel trabalhar com
0 maximo em sensibilidade para o Mg com uma completa minimizagao das interferéncias
de ionizagao sofridas por este elemento. Sendo assim, os resultados analiticos foram
obtidos mediante a elaboragdo de uma curva de calibragao, utilizando solugdes em meio
de TMAH com 10 mg L™ de KCI. As amostras foram diluidas com agua deionizada, e a

mesma concentragao de solugao tampao foi adicionada.

0.85 —+

0.80 —+

0.75 - \I/J

0.70 —+ J

0.65 —+

Absorvancia de Mg

0.60 —+

0.55
—m= — Padrao 0,4 mg.L" de Mg em meio de TMAH

0.50

T T T T T T T T T T
(0] 20 40 60 80 100

Variagao da concentragcao de K em mg.L'1

Figura 8 — Estudo da concentracdo de KCI (mg L") para minimizacéo de interferéncia por

ionizagao, pela medida de absorvancia para solucdo de 0,4 mg L™ Mg.

Para determinar as concentragdes de Zn nas amostras de carne analisadas, nao foi
preciso a adicdo de qualquer solugdo tampéao, as analises decorreram sem apresentar
problemas de interferéncias e, os parametros utilizados foram exatamente os

recomendados pelo fabricante.
5.3.1 Parametros de Mérito

Os parametros de mérito obtidos para determinacdo de Mg e Zn em amostras de
carnes por F AAS a partir das metodologias de preparo das amostras desenvolvidas,

estdo apresentados na Tabela 12. Como pode ser observado, as curvas de calibragdo em
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meio de TMAH para ambos os analitos estudados apresentaram bons coeficientes de
correlagao linear, com R > 0,99; bem como mostraram sensibilidades adequadas para
atender ao objetivo que o trabalho se propde. E importante ressaltar também que a
analise destas amostras mesmo que em micro escala, através do uso de uma quantidade
em massa relativamente pequena, apresentou-se como uma metodologia adequada, ja
que o desvio padrao relativo (RSD) entre as medidas (Tabelas 13 e 14) apresentou uma
boa reprodutibilidade dos resultados (RSD<10 %), pardmetro este fundamental para

assegurar a confiabilidade das analises, assim como a exatidao requerida.

Tabela 12 — Parametros de mérito para determinagdo de Mg e Zn em amostras de carnes
por F AAS.

Faixa TMAH
Analito Linear
(mg.L'1) a _ LD_ R
(mg L) (HgL™)
Mg 0,1-0,4 1,8722 12 0,9997
Zn 0,1-1,5 0,5349 92 0,9984

a: coeficiente angular da curva; LD: limite de detec¢do na solugdo de medida; R: coeficiente da curva de
calibragao.

5.3.2 Validagao da metodologia proposta

Com o objetivo de verificar a exatidao dos resultados obtidos a partir da metodologia
proposta, foram analisadas trés amostras de referéncia certificadas de carne, figado
bovino (NIST 1577b e NIST 1577c) e musculo bovino (NIST 8414). Segundo os
resultados apresentados na Tabela 13, foi possivel verificar uma boa concordancia entre
os resultados obtidos em meio de TMAH e os valores certificados, com desvio padrao
relativos (RSD) sendo inferior a 10 % para ambos analitos, o que comprova a veracidade
dos resultados. Além disso, a aplicagdo do teste-t de Student mostrou para um nivel de
95 % de confianga, que os resultados encontrados ndo apresentaram diferencas

significativas em relagdo aos valores de concentracao certificados.

48



Tabela 13 — Resultados analiticos para Mg e Zn em meio de TMAH obtidos em trés
materiais de referéncia certificados (média + desvio para n=3) por FAAS.

TMAH

Amostra/Analito Valor Certif_i1cado Determin_a11do RSD

(mg Kg') (mg Kg™) (%)
CRM 1577b

Mg 601 + 28 572 +10 1,7

Zn 127 £ 16 132+8 6,1
CRM 1577c

Mg 620 + 42 634 + 36 5,7

Zn 181,1 +10 185,5+8 4,3
CRM 8414

Mg 960 + 95 839 + 80 9,5

Zn 142 + 14 140 £ 14 10

RSD = Desvio Padréo Relativo

5.3.3 Avaliagao dos Resultados

Como pode ser observado nas Tabelas 14 e 15, concentragdes significativas tanto
para Mg como para Zn foram encontradas nas amostras de carnes analisadas. No
entanto, analisando os resultados das concentracdes para estes elementos de uma forma
geral, verifica-se que os produtos a base de carne sdo uma fonte mais rica de Mg do que
de Zn, visto que concentragdes bem menores foram encontradas para este nutriente, o
que nao desmerece a importdncia das carnes na alimentagdo, ja que o Zn é um
micronutriente essencial que mesmo estando em baixas concentragbes desempenha
diversas fungbes no organismo [19-22]. Cabe salientar também, que concentragdes
similares de Zn em carnes in natura foram encontradas em um trabalho de Andrade et.al.
(2004), que obtiveram valores de aproximadamente 20 mg Kg' de Zn em amostras

bovinas frescas (tipo alcatra) [28].

De acordo com os resultados apresentados para Mg (Tabela 14), as amostras de
carnes processadas apresentam valores de concentragdes menores quando comparadas
com as amostras de carne in natura.Estas variagbes podem ser devido a uma série de
razoes, que podem estar diretamente relacionados a diferengas na composi¢cao nutricional
dos produtos de carne selecionados para analise,a dieta dos animais e o solo em que
este foi criado. Além disso, pesquisas recentes mostram perdas de qualidade nutricional

de vitaminas e minerais durante o processamento de alimentos, como relatados por
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Andrade e colaboradores e, Mistura & Colli [4,28,65].

Estes relatos, ressaltando a

importancia das industrias em garantirem a qualidade do produto final, comprovando a

partir do controle de qualidade dos principais nutrientes que fazem parte deste alimento,

que a integridade nutricional foi mantida apés este ter passado por diversos processos.

Tabela 14 — Resultados encontrados de Mg nas amostras de carnes em meio de TMAH por

F AAS (n=3).
Mg
Amostras VE (mg Kg™) RSD (%) LD (ugL™)

Almodndega 126,84 + 3,29 2,6

Carne Bov. Proc. Enlat. 120,58 = 1,51 1,3

Salsicha 167,03 £ 9,10 5,4 12
Carne Bov. In. Nat. 215,34 £ 13,82 6,4

Carne Suina In. Nat. 253,10 £ 22,74 9,0

VE = Valor Encontrado
RSD = Desvio Padrao Relativo
LD = Limite de Detecgéo

Tabela 15 — Concentragdes de Zn obtidas em amostras reais de carnes (in natura e processadas)

(n=3).
Zn
Amostras VE (mg Kg™) RSD (%) LD (ug L)

Alméndega 12,13 £ 0,86 71

Carne Bov. Proc. Enlat. 65,25 £ 4,70 7,2

Salsicha 10,28 £ 0,67 6,5 92
Carne Bov. In. Nat. 21,94 £ 1,86 8,5

Carne Suina In. Nat. 18,11 £ 0,82 4,5

VE = Valor Encontrado
RSD = Desvio Padréo Relativo
LD = Limite de Detecgéao
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Um estudo recentemente publicado em 2011 por Nunes e colaboradores, demonstra a
praticidade da utilizagdo do TMAH para solubilizagdo de amostras de carnes, mostrando-
se uma fonte alternativa atraente aos métodos convencionais de analise, pela sua
praticidade no preparo das amostras e nos resultados eficientes que apresentou [66]. De
acordo com os autores, que analisaram amostras de carnes processadas e frescas da
mesma natureza, as quais foram estudadas no presente trabalho, porém de marcas
diferentes, o uso de um método baseado na solugdo das amostras na presenca deste
reagente alcalino, mostrou ser um método reprodutivel, sem precisar de instrumentacao

especial, tornando a metodologia mais viavel e menos dispendiosa.

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser comparados com os valores
encontrados pelos autores neste ultimo trabalho citado, entretanto, é importante ressaltar
que o presente trabalho além de analisar amostras diferentes de carnes, também foi
realizado em micro escala, o que propiciou uma reducao significativa no volume de

reagente utilizado e o uso de massas de amostra aproximadamente 90 % menores.

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que a pequena por¢cdo de amostra
utilizada foi suficiente para atestar uma homogeneidade, representando o restante da
amostra, mostrando que a micro amostragem pode ser aplicada para esse tipo de matriz

com bastante seguranca em obter resultados precisos e exatos.
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6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos para Na e K ressalta-se a importancia da
determinacdo desses metais em alimentos processados, ja que foi constatada uma
elevada diferenca entre as concentragbes de Na e K nas amostras reais, podendo assim,
ser um problema de saude publica, pois essa despropor¢do pode ocasionar varias
doengas cardiovasculares. As altas concentragdes de Na encontradas nas amostras de
carnes analisadas comprovam a importancia de um controle de qualidade, bem como
uma reducgdo do teor de sal nos alimentos processados produzidos no Brasil, como no

mundo de uma forma geral.

Pode-se dizer que o método de microdigestdo proposto no presente trabalho,
apresenta-se como uma alternativa promissora para substituir o método convencional de
preparo de amostras indicado pelo Ministério da Agricultura, o qual utiliza grandes
quantidades de amostras e reagentes em um bloco digestor, sendo um procedimento
tedioso e mais suscetivel a contaminagcbes e perdas de analitos, tanto por volatilizagao

como pela adsorgao dos metais nos frascos.

A utilizacdo de microsolubilizagdes, tanto com o uso TMAH quanto em meio de acido
formico, se mostraram eficientes para solubilizar as amostras de carnes e ofereceram
resultados analiticos reprodutiveis e confiaveis para a determinagdo de Na e K em
produtos a base de carne. A metodologia proposta também se apresentou como um
procedimento rapido, de facil manuseio e que utiliza pequenas quantidades de amostras e
reagentes, o que vem também a diminuir de forma significativa a quantidade de residuos
gerados, contribuindo desta forma no desenvolvimento de métodos que visam atender os

principios da quimica verde.

O método de preparagdo de amostra proposto para determinagcao de Mg e Zn a partir
da solubilizagdo em meio de TMAH, associado ao sistema de microinjecdo das amostras
para determinagdo por F AAS, mostrou-se também uma metodologia muito simples e
reprodutivel, exigindo micro quantidades de amostras e reagentes, promovendo de forma
eficiente a solubilizagdo das amostras. Além disso, este método € menos suscetivel a
contaminacdo ou perdas de analito por volatilizagdo, ja que permite a minima
manipulagcdo das amostras e se trabalha em um sistema fechado, sendo um método

muito adequado para a utilizagdo em analises de rotina. No entanto, como inconvenientes
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pode-se citar o odor e alta viscosidade da solugdo resultante do preparo da amostra,
deste modo, os procedimentos de analise devem estar bem otimizados para evitar
possiveis interferéncias  nao-espectrais, quando nebulizadores  pneumaticos
convencionais sao utilizados. Porém, como o procedimento proposto & realizado com

micro quantidades de amostras, esses inconvenientes sdo imperceptiveis.
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