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Introducao

Os avangos cientificos e tecnoldgicos aprimoram a avaliacdo da qualidade nutricional
dos alimentos, permitindo a exploracdo de informagdes complexas e pouco estudadas. No
Brasil, as Tabelas Brasileiras de Composicdo de Alimentos (TACO e TBCA), além das
recomendacdes da FAO, séo fundamentais para fornecer dados detalhados sobre a composicéo
dos alimentos, contribuindo para a seguranca alimentar. No entanto, em casos de alimentos
complexos, esses dados podem ser insuficientes, sendo necessario 0 uso de métodos analiticos
avancados para identificar e quantificar nutrientes especificos, como metais e minerais. [+%]

Apesar das tabelas serem essenciais para o controle da ingestdo diaria de nutrientes e
correlacionarem-se com o estado nutricional do individuo, ha situacfes em que os dados
fornecidos ndo séo suficientes, especialmente ao analisar alimentos complexos, assim se faz
necessaria a utilizacdo de metodos analiticos avangados para averiguar os analitos presentes nas
matrizes alimentares, [ 7- 10,11, 12]

Peixes, por exemplo, estdo expostos a metais como Calcio, Ferro, Cadmio, Chumbo,
Zinco, Cobre e Mercurio, que podem se acumular em niveis prejudiciais ao ser humano. A
contaminacéo pode ocorrer devido a atividades humanas, como mineragéo e despejo de dejetos,
0 que torna crucial monitorar os niveis de metais em peixes. Os minerais desempenham fungoes
metabolicas importantes e a deficiéncia ou excesso de certos minerais estdo associados a
doencas como anemia ferropriva e Hemocromatose (relacionadas ao ferro), além de problemas
0sseos causados pela falta de calcio. Com isso, Anvisa, através da RDC N° 269, estabelece
valores de referéncia para a ingestdo diéria de nutrientes, incluindo Fe e Ca, cujos limites para
adultos séo de 14 mg e 1000 mg, respectivamente. Para criangas, esses limites sdo 6 mg e 500
mg, mas a ingestdo diaria ainda é inferior ao recomendado. [3:5 6]

Dentre as técnicas mais amplamente utilizadas para a determinacdo desses metais esta
a espectrometria de emissao atbmica, espectrometria de absorcdo atbmica, espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado. Na atualidade, ha& diversas metodologias propostas para a
determinacdo de metais em matrizes alimentares que utilizam procedimentos de preparo de
amostras convencionais, como a digestdo acida por via umida com frasco aberto em bloco
digestor e a digestdo acida por via Gmida com bomba de digestdo. Contudo, esses métodos sdo
laboriosos, onde demandam a utilizacdo de reagentes concentrados e/ou com um meio de alta
temperatura e pressdo, além da necessidade de muito tempo para ser executado. [l

Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias simples, utilizando técnicas de baixo
custo e mais acessiveis de analise tais como a Espectroscopia de absor¢do atdmica (FAAS), é
muito importante. Assim, procedimentos de preparo de amostras simples, rapidos, eficientes e
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com custos reduzidos tém sido cada vez mais utilizados para a determinagdo de metais em

diversas amostras. Dentre esses procedimentos, destaca-se a extracdo assistida por ultrassom.
[4,7,11]

O uso da energia ultrassénica tem sido uma alternativa na extracao desses metais, devido
a maior rapidez durante o processo de extracdo da amostra, quando comparados com outros
métodos convencionais. Além disso, uma outra vantagem é minimizar as possiveis perdas de
elementos volateis, pois aceleram o processo de decomposi¢do sem a necessidade de aquecer a
amostra. O processo de extracdo baseia-se na acdo de ondas mecanicas de baixa frequéncia, as
quais sdo responsaveis pela formacéo e colapso de microbolhas ocasionando reas pontuais de
alta pressao e temperatura na solugédo. A acgéo do ultrassom facilita a extragdo dos elementos, a
sedimentacdo do material particulado em suspensdo e promove a quebra de células vegetais.
Além disso, extracdo assistida por ultrassom é de simples operacao e eficiente para extracéo de
elementos em amostras de alimentos, ndo necessitando de longos periodos para o preparo das
amostras nem da utilizacdo de altas temperaturas e pressdo elevada. [ 711131

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
determinagdo de Fe e Ca em amostras de peixe por espectrometria de absor¢do atbmica com
chama (FAAS) utilizando a extracdo assistida por ultrassom para o preparo das amostras.
Primeiramente realizou-se a otimizacdo das variaveis (tempo de extracdo, massa da amostra e
concentracdo do &cido extrator), aplicando o planejamento experimental Doehlert em um mix
de duas espécies de peixe (cavalinha e tilapia). Apds obter os valores 6timos aplicou-se 0
método estudado para a determinacdo desses elementos nas 2 espécies distintas de peixe.
Posteriormente, realizar a comparacdo dos resultados obtidos com os valores nutricionais
informados na Tabela Brasileira de Composi¢éo de Alimentos — TBCA.

A relevancia deste trabalho estd profundamente alinhada com a necessidade do
monitoramento das espécies quimicas nos alimentos, contribuindo para a avaliacdo da
seguranca alimentar e para a prevengdo de riscos. As implicagdes praticas dos resultados
obtidos podem influenciar de maneira significativa nas metodologias de analises em amostras
de peixe.

Material e Métodos

Dentre os reagentes utilizados na extracdo assistida por ultrassom e na digestdo &cida
por via mida incluem-se o Acido Nitrico P.A (Aldrich Chemical Co.), com pureza de 70% e
Peroxido de Hidrogénio P.A (NEON Co.) com pureza de 35%. Para determinagdo das
concentragdes dos analitos a partir das absorbancias foi aplicado o método do padréo externo,
com isso foram utilizadas as solucGes-padrdo para AAS de Fe e Ca de 1000 mg/L (Sigma-
Aldrich, Suica), diluidas nas seguintes concentragdes: 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2 e 3 mg/L.

As solugdes foram preparadas em vidrarias previamente descontaminadas em banho de
acido nitrico (HNO3) 5% v.v! por 24 horas, utilizando para posterior enxague dgua deionizada.

Utilizou-se amostras de peixe comercial de 3 espécies, (cavalinha e tilapia), adquiridas
no comercio local do municipio de Jequié — BA. Todas as amostras foram submetidas ha um
pré-preparo, no qual houve a secagem das amostras em um liofilizador (Terroni (S&o Carlos,
SP, Brasil), modelo LS 3000). As amostras de peixes foram liofilizadas sob vécuo de
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aproximadamente 0,119 pmHg e temperatura de -46°C durante 36 horas. Em seguida, foram
trituradas com grau e pistilo e peneiradas para para homogeneizagdo e aumento da superficie
de contato e armazenadas em tubos tipo Falcon graduados de 15 mL com tampa de rosca
(Corning) até o momento das extracdes.

No procedimento de extragcdo um equipamento de banho ultrassom (Crist6foli, Campo
Mourdo - PR) foi utilizado para promover as extracdes. Adicionou-se cerca de 2,8 L de 4gua a
cuba do equipamento de ultrassom, na qual tubos conicos graduados de centrifuga foram
colocados, um por vez, sempre na mesma posi¢do (no centro da cuba de ultrassom) para
promover a extracdo. As quantidades de amostra (0,1 g), concentracdo de HNO3 (5 mol/L) e
tempo de ultrassom (30 min.) foram previamente estabelecidos apds otimizacao simultanea do
método com planejamento experimental Doehlert.

A extracdo foi realizada em trés espécies de peixe (cavalinha e tilapia). Todo
procedimento foi realizado em triplicata, as amostras foram pesadas em balanca analitica
(SHIMADZU/MARTE ANALITICA - MODELO ATX-224R) mediu-se aproximadamente 0,1
g e adicionou aos tubos conicos. Em seguida, foram adicionados entre 1490 pL de solucao
extratora (HNO3) e 3510 uL de &gua deionizada formando uma solucdo de 5 mol/L, os tubos
foram submetidos a um banho de ultrassom a 30 minutos a uma temperatura de 25°C. Apds, 0s
tubos foram retirados do banho ultrassonico e filtrados com auxilio de um papel filtro
C41(Unifil) e os filtrados foram avolumados em tubos tipo Falcon em 10 mL e utilizados para
quantificacdo de Fe e Ca através da técnica de espectrometria de absor¢do atbmica com chama
(FAAS - Perkin Elmer (Norwalk, CT, EUA), modelo AAnalyst 200).

Para a digestdo acida das amostras por via Umida, aproximadamente 0,1 g de amostra
foram pesados e transferidos para tubos de Kjeldahl. Em seguida, adicionou-se 2,0 mL de HNOs
e 1,0 mL de H202. As amostras foram aquecidas em um bloco digestor, inicialmente a 25°C e
depois a temperatura foi aumentada e estabilizada em 110°C por 2 horas. Apds o processo de
digestdo, as solucbes resultantes foram diluidas até 10 mL em tubos tipo falcon com agua
deionizada, para posterior analise. A quantificacdo de Fe e Ca foi feita por espectrometria de
absorcao atbmica com chama, o método do padréo externo foi aplicado com solucbes padrbes
desses metais com concentragdes variando entre 0 e 3mg/L.

As analises foram feitas em triplicata e as amostras em branco, contendo todos 0s
reagentes exceto a amostra, foram analisadas paralelamente para identificar possiveis
contaminacgdes nos reagentes ou no procedimento.

Resultados e Discusséo

Para otimizacdo do procedimento de extracdo assistida por ultrassom, o planejamento
Doehlert foi aplicado para otimizar a extracdo dos dois metais, simultaneamente, no qual treze
experimentos foram realizados, onde o ponto central, sétimo experimento foi feito em triplicata.
Trés fatores foram estudados: a influéncia do tempo de extragdo, concentracdo de HNOs e
massa da amostra no processo de extraggo. [8 9 101

O modelo quadrético ajustado foi usado para prever a resposta global, baseada na funcao
de desejabilidade possibilitando obter a superficie de resposta apresentada na Figura 1 e 0s
perfis de desejabilidade individuais para cada analito na Figura 2. Devido as caracteristicas da
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matriz Doehlert, as varidveis concentragdo de &cido nitrico e tempo de extracdo e massa da
amostra foram estudadas em cinco, cinco e trés niveis, respectivamente. Na etapa de otimizacao
utilizou-se um mix contendo as duas amostras de peixe (cavalinha e tilapia) de modo a obter-
se uma melhor representatividade das amostras estudadas. [& 9 10

Figura 1. Superficies de resposta obtida ap6s o ajuste de uma funcdo quadrética a desejabilidade global.
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Figura 2. Perfis das desejabilidades individuais para Fe e Ca perfil de desejabilidade global.
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A concentracdo do &cido extrator foi otimizada através da avaliacdo do efeito de
solucdes extratoras com concentragdes de HNOsentre 1,0 e 5,0 mol/L, sobre a extracéo de Fe,
e Ca em um mix de dois peixes. As solucdes extratoras com concentracfes de HNOzentre 4 e
5 mol/L proporcionaram uma melhora na extracéo dos analitos de forma simultanea, verificada
através do aumento da concentracdo obtida para todos os elementos na amostra. Conforme
utiliza-se solucdes de concentracdes maiores que 6 mol/L de acido extrator resulta na supressao
do sinal analitico devido ao elevado teor de &cido na solugdo. Isso pode ocorrer porque altas
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concentragdes de acido podem alterar as propriedades fisico-quimicas da amostra, ocasionando
interferéncias.

O tempo de extracdo, ou seja, tempo em que a amostra foi submetida & acdo do
ultrassom, é outro parametro fundamental que deve ser otimizado, nesse caso a eficiéncia de
extracdo dos analitos foi avaliada com tempos de 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de acdo do
ultrassom. Com isso, os resultados obtidos para o tempo de extracdo mostram que uma fracao
de Fe e Ca pode ser extraida. Com isso, os resultados demonstraram que as condi¢fes Otimas
para 0 tempo de sonicagdo de 30 minutos, concentracdo de HNO3 de 5 mol/L e massa da
amostra de 0,1 g uma maior eficiéncia na extracdo dos analitos, uma vez que nessas condicdes
foram obtidas concentracbes médias de Fe e Ca relativamente superiores as outras regides
estudadas. A Tabela 1 apresenta a matriz do planejamento experimental com projecéo sob face
quadrada para a otimizacao das varidveis do método descritas anteriormente.

Tabela 1. Matriz do planejamento Doehlert para otimizacéo da concentragdo do acido e tempo de sonicagdo em
procedimento de extracdo de metais assistida por ultrassom.

Absorbancias

Exp Variaveis Independentes encontradas
[HNO3] Tempo~de Massa da Fe Ca
(moliL) exitr;"’i‘ﬁa: 0 amo{ s]"a Abs. Abs.
1 3,0 30 0,2 0,0342 0,3525
2 2,0 25 0,1 0 0,2112
3 2,0 25 0,3 0,0135 0,5105
4 4,0 25 0,1 0,0404 0,2523
5 4,0 25 0,3 0,0659 0,528
6 1,0 20 0,2 0 0,3808
7 3,0 20 0,2 0,0549 0,3639
8 5,0 20 0,2 0 0,3573
9 2,0 15 0,1 0,0044 0,211
10 2,0 15 0,3 0,0253 0,499
11 4,0 15 0,1 0,0566 0,2439
12 4,0 15 0,3 0,0176 0,5019
13 3,0 10 0,2 0,0549 0,3621

Absorbancia - Abs. Valores obtidos via FAAS.

Com base nos resultados obtidos na otimizacdo, os parametros de mérito limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e desvio padrdo relativo (RSD) foram
determinados para 0 método proposto. Os valores de LOD e LOQ para 0 método foram obtidos
considerando todas as etapas envolvidas na metodologia proposta e expressos na mesma
unidade de concentracdo dos analitos nas amostras.

Para as analises de Fe e Ca os valores LOD e LOQ obtidos foram 5,111 ug/g e 15,488
Ho/g e 54,145 pglg, 173,169 ug/g, respectivamente. Tais valores sdo adequados para analise
desses elementos em amostras de peixe. A preciséo foi avaliada em funcdo do RSD, sendo que
os valores obtidos foram 27,72% para Fe e 28,94% para Ca. Assim, o método proposto
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apresentou parametros de meéritos adequados para a determinacdo da concentragdo de Fe e Ca
em amostras peixe.

Tabela 2. Parametros de validacdo para 0 método de solubilizacdo acida com HNO3 proposto.

Analito Fe Ca
LOD (ugg ™ 5,111 57,145
LOQ (ugg ™) 15,488 173,169

RSD (%) 27,72 28,94

A verificacdo da exatiddo do método proposto, utilizando extracdo assistida por
ultrassom, foi realizada através da comparacdo dos resultados obtidos com as concentracdes
dos elementos obtidas utilizando a digestdo acida por via imida, procedimento frequentemente
utilizado para o preparo de amostras de alimentos para analise de metais. A comparacdo dos
resultados obtidos utilizando extracdo assistida por ultrassom e por digestdo acida por via
Umida, para 2 amostras de peixes de distintos esta apresentada na Tabela 3.

Considerando um nivel de significncia de 5%, utilizando o teste t pareado de Student
unidirecional para comparacdo de duas médias experimentais, verificou-se que em ambas as
amostras de peixe para os elementos Fe e Ca ndo diferem estatisticamente, aceitando entéo a
hipotese de que as médias dos resultados obtidos por digestdo acida através da via Umida sdo
equivalentes as obtidas através da extracdo assistida por ultrassom, demostrando a exatiddo do
método proposto. Foram determinados os valores de t calculado e comparou-se com o valor
critico da distribuicéo estatistica. Os valores de t para Fe e Ca respectivamente séo: + 2,655 e +
3,298. O valor critico da distribuicdo t para um nivel de 5% de significancia (95% de confianca) é
aproximadamente + 6,314.

Com base no teste t pareado e nos dados obtidos, ndo ha evidéncia estatistica suficiente
para afirmar que existe uma diferenca significativa entre os dois métodos (método desenvolvido
e metodo existente) em um nivel de confianca de 95%, para quantificacdo de Fe e Ca, com isso
a hipotese nula é aceita.

O método proposto foi aplicado para a determinacdo da concentracdo de Fe e Ca em
duas amostras de peixe, obtidas no comércio local do municipio de Jequié-BA, e os resultados
obtidos estdo apresentados na Tabela 3. Considerando as amostras analisadas, todas obtiveram
éxito na quantificacdo dos analitos, pois as concentracdes encontradas estavam acima do LOQ
estabelecido para o método. Os resultados obtidos para as amostras analisadas foram
posteriormente comparados com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos — TBCA.
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Tabela 3. Concentragdo de Fe e Ca em amostras de peixe obtidas por extragdo assistida por ultrassom e digestao por via
Umida.

Extracdo Assistida por Ul

Amostra

Cavalinha
Tilapia

Digest&o Acida pg/

Amostra

Cavalinha

Tilapia

Os dados expressos na Tabela 4 representam as concentragdes de Fe e Ca em cada
espécie de peixe estudado, com uma massa de aproximadamente de 0,1 g. Com isso, comparou-
se as concentracdes obtidas com base na extracdo assistida por ultrassom, onde para Fe e Ca
ambas as amostras possuem uma concentracao superior a estimada pela TBCA.

Tabela 4. Concentragdes estabelecidas pela tabela TBCA para 0,1 gramas de amostras.

Amostra Fe (ug/g) Ca (Mo/g)
Cavalinha 8,5 149
Tilapia 5,6 100

Conclustes

O método proposto para determinacdo de Fe e Ca em amostras de peixes, utilizando a
extracdo assistida por ultrassom e concentragdes baixas de acido extrator, mostrou-se simples
e preciso. Uma das principais vantagens do método ¢é o tempo reduzido de analise, resultado da
simplicidade e eficiéncia do procedimento experimental envolvido para o tratamento da
amostra e determinagdo dos analitos.

Ambas as espécies de peixe que foram analisados apresentaram diferencas quanto aos
constituintes de sua formulacdo. Ainda pode-se destacar que nas amostras analisadas as
concentracdes de Fe e Ca obtidas foram acima do especificado pela tabela TBCA. Assim, 0
controle de qualidade adequado e que apresente resultados precisos quanto a concentracao de
metais é de extrema importancia, ja que muitas dietas sdo elaboradas com base nos valores
informados nos rotulos dos produtos e das tabelas de referéncias.
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