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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos dois procedimentos analiticos baseados em
estratégias alternativas de preparo de amostras utilizando &cidos diluidos para
determinacdo de elementos nutrientes em casca e goma de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) por espectrometria de absorcdo atbmica com chamas (FAAS). O
primeiro consiste no preparo de amostras de casca de mandioca usando acidos
diluidos para extracdo de metais assistida por ultrassom e radiacdo micro-ondas. As
variaveis experimentais foram otimizadas utilizando metodologias univariada e
multivariada (planejamento de mistura). As condicbes estabelecidas para o
procedimento foram: concentracéo final da solucdo extratora de 2,5 mol L™; tempo
de sonicacao de 30 minutos; tempo de radiacdo em micro-ondas de 6 segundos,
tempo de centrifugacdo de 5 minutos, e solucao extratora composta pela mistura de
6,2 mL de HNO3, 2,1 mL de HCl e 1,7 mL CH3COOH para 200 mg de amostra.
Nestas condicdes, foi possivel determinar Ca, Mg, Cu, Mn, Fe e Zn com limites de
quantificacdo, em mg kg™, de 34,7; 9,2; 1,7; 1,3; 5,3 e 5,6, respectivamente. A
precisao, avaliada pelo desvio padrao relativo (RSD%) apresentou valores inferiores
a 5,4 %. A exatidao foi confirmada pela andlise do material de referéncia certificado
(CRM) de folha de macd (NIST 1515) e também por comparacdo com O
procedimento de digestdo total em forno micro-ondas com cavidade. O
procedimento foi aplicado em amostras de casca de mandioca usadas ha
alimentacdo animal. No segundo procedimento, a amostragem de suspensao foi
utilizada para determinacdo de Fe e Mg em amostras de goma de mandioca. As
variaveis experimentais foram otimizadas utilizando metodologias univariada e
multivariada (planejamento Box-Behnken), sendo as condicdes estabelecidas em:
200 mg de massa de amostra; solucdo dispersora composta por HNO3:HCI (1:1) a
uma concentracdo de 1,7 mol L em um tempo de 26 minutos de sonicacdo. O
procedimento permitiu a determinacéo de Fe e Mg com limites de quantificacdo, em
mg kg®, 2,36 e 7,85, precisdo com valores inferiores a 5,8 %. A exatiddo foi
confirmada através da anélise do CRM de farinha de trigo (NIST 1567a) e também
por comparacdo com o procedimento de digestdo total, e o procedimento foi
aplicado em amostras de goma produzidas no Sul do Estado da Bahia, Brasil.

Palavras-chaves: Acidos diluidos, casca de mandioca, amostragem de suspensao,
goma de mandioca, elementos nutrientes.



ABSTRACT

In this work were developed analytical procedures based on alternative strategies for
sample preparation for determination of nutrient elements in peel and gum of
cassava (Manihot esculenta Crantz) by flame atomic absorption spectroscopy
(FAAS). The first was based in the preparation of cassava peel samples using diluted
acids for metals extraction assisted by ultrasound and microwave. The experimental
variables were optimized using univariate and multivariate methods (mixture of
design). The conditions set for the procedure included: extractor concentration of 2.5
mol L™; sonication time of 30 minutes; microwave radiation time of 6 seconds; 5
minutes of centrifugation; extraction solution composed by mixture of HNO3, HCI and
CH3COOH in the following proportions: 6.2; 2.3 and 1.7 mL, for 200 mg of sample. In
these conditions, was allowed the determination of Ca, Mg, Cu, Mn, Fe and Zn with
quantification limits in, mg kg™, of 34.7; 9.2; 1.7; 1.3; 5.3 and 5.6, for each element,
respectively. The precision, availed by relative standard deviation (RSD%), was
always below 5.4%. The accuracy was confirmed by analyzing the certified reference
material (CRM) NIST 1515 apple leaves, and also relative to the total digestion
procedure microwave oven cavity. The procedure was applied in cassava peel
samples used in animal feed. In the second procedure, slurry sampling was used for
determination of Fe and Mg in cassava starch samples. The experimental variables
were optimized using univariate and multivariate methods (Box-Behnken design), it is
established in: 200 mg sample mass; dispersive solution consisting of the mixture of
HNO3:HCI (1:1), dispersive solution concentration of 1.7 mol L™ and time 26 minutes
sonication. The proposed procedure allowed the determination of Fe and Mg with
quantification limits in, mg kg™, 2.36 and 7.85. The precision, expressed as RSD (%),
was less than 5.8%. The accuracy of the procedure was confirmed by analyzing the
CRM (NIST 1567a) wheat flour and also relative to the total digestion procedure
microwave oven cavity, and the procedure was applied in gum samples produced in
the southern of the Bahia state, Brazil.

Keywords: Diluted acids, cassava hull, slurry sampling, cassava starch, nutrient
elements.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E FUNDAMENTOS

1.1 Mandioca (Manihot esculenta Crantz)

A mandioca, nome de origem tupi (mani-6ca, a casa de Mani), pertence a
ordem Malpighiales, familia Euphorbiaceae, género Manihot e espécie Manihot
esculenta Crantz. E uma planta perene e helitfila, e pode atingir de dois a trés
metros de altura, crescendo principalmente por meio de suas raizes absorventes e
tuberosas, além de ser muito versatil e de ampla utilizacdo, tanto na alimentacéo
humana quanto na alimentac&o animal. E a Gnica, dentre as mais de 6000 espécies
da familia Euphorbiaceae, cultivada para fins de alimentacé&o [1-2].

A origem exata da mandioca permanece incerta. Diversos autores sugerem
que a espécie teria se originado no continente americano, mais precisamente no
Brasil na regido amazénica. O processo de domesticacdo da mandioca também é
incerto, mas especula-se que tenha sido domesticada pela primeira vez numa Unica
localidade e depois fora levada por povos indigenas para diferentes regifes, durante
periodos de imigracdo. Isto pode ter levado a ocorréncia de cruzamentos entre a
espécie cultivada e as espécies silvestres locais, originando um grande namero de
variedades com diferentes caracteristicas morfologicas, conferindo-lhe maior
adaptacdo a variadas condicbes de clima e de solo, bem como resisténcia e
tolerancia a pragas e doencas. Hoje, é explorada em todo o territério nacional, em
todos os paises sul e centro-americanos, nas Antilhas, e em outras regides do
mundo de clima tropical e subtropical [3-5].

As cultivares de mandioca sao classificadas em “mandioca mansa” (doce) ou
“mandioca brava” (amarga), dependendo da quantidade de HCN contido nas raizes.
A mandioca mansa caracteriza-se por apresentar baixo teor de HCN, abaixo de 50
mg kg™ de polpa de raizes frescas. Niveis superiores a 100 mg kg™ séo verificados
em genaotipos denominados “bravos”, existindo ainda um terceiro grupo, classificado
como intermediario, em que os teores de HCN est&o entre 50 e 100 mg kg™ [6-7].

No cenario mundial a mandioca adquiriu grande importancia a partir da fome

que devastou a Africa na década de 60 do século vinte. Isto despertou o presidente
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dos EUA para formar uma equipe de especialistas, que procurou a melhor maneira
para resolver o problema. Estes especialistas indicaram que a mandioca deveria ser
a primeira cultura a ser plantada em areas ndo aproveitadas, pobres e marginais
devido as caracteristicas de alta produtividade e resisténcia contra severas
condi¢cdes de solo e clima. A partir daquele momento, os EUA, Canad& e varios
paises europeus, através de suas agéncias de desenvolvimento internacional,
adotaram planos para promover o cultivo e o desenvolvimento da mandioca [8].

A mandioca constitui um dos principais alimentos energéticos para cerca de
800 milhdes de pessoas, sobretudo nos paises em desenvolvimento, onde é
cultivada em pequenas areas com baixo nivel tecnolégico. O cenério mundial da
producdo de mandioca se apresenta com uma distribuicAo concentrada nos
continentes asiatico, africano e americano, em funcdo da melhor adaptacdo da
cultura na faixa tropical e subtropical que apresentam um clima mais favoravel ao
seu desenvolvimento [9].

Atualmente a Nigéria, Tailandia e o Brasil destacam-se como 0s maiores
produtores de mandioca, sendo que o Brasil ocupa a terceira posicdo. Hoje, a area
cultivada com a mandioca no mundo é de 19,6 milhdes de hectares, com uma
producdo de 386.400 milhGes de toneladas de raizes tuberosas. A mandioca €
cultivada em todos os estados brasileiros, situando-se entre 0S nove primeiros
produtos agricolas do pais, em termos de &rea cultivada, e o sexto em valor de
producdo. Em 2013, a cultura ocupou uma area de 1,6 milhdes de hectares,
atingindo uma producdo de aproximadamente 23 milhdes de toneladas de raizes
tuberosas, tendo como destaque a regido Nordeste que responde por 32% da
producdo nacional. Nessa regido, a mandioca caracteriza-se como uma cultura de
subsisténcia que absorve basicamente a mao de obra familiar e, portanto,
constituem uma forma de manter o homem no campo pela oferta de emprego neste
setor [10].

O Estado da Bahia destaca-se por ser o maior produtor de mandioca da
regido nordeste, e tem sido nos ultimos anos o terceiro maior produtor nacional, com
producdo média de 3,2 milhdes de toneladas. Na Bahia, a regido Sul tem se
destacado como grande produtora de mandioca, tendo como destague O0s
municipios de Alcobaga, Prado, Itamaraju, Eundpolis e Buerarema. O Estado da

Bahia apresenta-se como um mercado promissor para o consumo da mandioca por
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ser um grande polo turistico, onde na alta temporada de turismo a demanda
aumenta em grandes proporc¢des. Véarios produtos de transformagdo da mandioca
apresentam grande aceitacdo pelos consumidores, como: raizes frescas, beijus,
farinha, goma e tapioca. Porém, a mandioca hoje na regido é majoritariamente

comercializada na forma de farinha que é seu produto de maior destaque [11].

Scan rate / (MV s-1)

1.1.1 Caracteristicas nutricionais da mandioca e seus produtos

A mandioca e seus produtos tém sido objeto de estudos principalmente pelo
elevado teor de fibras e carboidratos, além de conter quantidades consideraveis de
metais [12-18]. A composicdo quimica da mandioca € uma informacéo importante
no que diz respeito ao controle de qualidade dos seus produtos, seja na forma in
natura ou processados. Tal conhecimento é um elemento basico, na orientacdo de
profissionais de saude e, também, para esclarecimento do consumidor.

No Brasil, o projeto da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
(TACO), desenvolvido no intuito de gerar dados sobre a composi¢cao dos principais
alimentos consumidos no pais, vem contribuindo significativamente para a
construcdo desse banco de dados que, atualmente, contempla 597 alimentos, dentre
0s quais a mandioca e seus produtos estdo incluidos, e estabelece valores de
referéncia para uma seérie de nutrientes dos quais se destacam 0s macroelementos
P, Ca, Na, Mg, K e os microelementos Mn, Fe, Cu e Zn [18].

Na Tabela 1, encontra-se a composi¢do centesimal de raizes de mandioca
cruas, cozidas e fritas, da farinha de mandioca crua e torrada e também da goma de

mandioca.
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Tabela 1. Composicao centesimal de mandioca e seus produtos por 100 g de parte
comestivel de acordo os valores da TACO [18].

Composicao Mandioca e seus produtos
centesimal

Mandioca Mandioca Mandioca Farinha Farinha Goma de

crua Frita Cozida torrada crua mandioca

Umidade (%) 61,8 36,6 68,7 8,3 9,4 17,8
Proteina (g) 1,1 1,4 0,6 1,2 1,6 0,5
Cinzas (9) 0,6 0,6 0,4 1,0 0,9 0,3
Fibras (g) 1,9 1,9 1,6 6,5 6,4 0,6
Lipideos (9) 0,3 11,2 0,3 0,3 0,3 0,3
Carboidratos (g) 36,3 50,3 30,1 89,2 87,9 81,1
Ca (mg) 15 23 19 76 65 12
Mg (mg) 44 95 27 40 37 3
K (mg) 208 176 100 328 340 48
P (mg) 29 57 22 39 42 60
Na (mg) 2 9 1 10 1 2
Cu (mg) 0,07 0,12 0,01 Tr 0,08 Tr
Mn (mg) 0,05 0,18 0,06 0,37 Tr Tr
Fe (mg) 0,3 0,3 0,1 1,2 1,1 0,1
Zn (mg) 0,2 0,4 0,2 0,4 0,4 Tr

Tr - traco

A mandioca também exerce um importante papel na alimentacdo animal
principalmente através de seus residuos como a casca que é um alimento
essencialmente energético devido aos altos conteudos de amido e baixo nivel de
proteina. E importante salientar que a energia é o nutriente quantitativamente mais
necessario nas dietas para as diferentes espécies animais. Normalmente as raizes
de mandioca recém-colhidas apresentam elevado teor de umidade. Este nivel é
mais ou menos constante (entre 62% e 68% de agua), dependendo principalmente
da idade da planta no momento de colheita e das condicbes ambientais [Erro!
Indicador ndo definido.].

A casca representa de 15 a 20% do peso total da raiz, em que a polpa, ou

cilindro central, equivale a 85% deste peso. A maior parte da proteina, fibra e cinza
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esta localizada na casca, enquanto que os carboidratos se localizam principalmente

na polpa, como é possivel visualizar na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢cdo centesimal da casca e polpa da mandioca [Erro! Indicador

nao definido.].

Composicéao centesimal (g) Casca Polpa da raiz

Base seca Base Umida Base seca Base Umida

Carboidratos 77,5 21,7 91,0 37,5
Proteinas 54 1,5 2,4 1,0
Fibras 9,0 2,5 2,7 11
Cinzas 6,1 1,7 2,9 1,2

Mezette et al., [19] estudaram caracteristicas agronémicas, tecnolégicas e
quimicas de clones-elite de mandioca de mesa. Para isso, foram avaliados 12 clones
do Programa de Melhoramento Genético da Mandioca de Mesa do IAC — Instituto
Agronémico de Campinas, em comparacdo a variedade-testemunha IAC 576-70,
guanto aos teores de carotenoides totais, B-caroteno, vitamina A, componentes
minerais, dentre outros. O clone 108/00 destacou-se por apresentar teores de
carotenoides totais (1108,1 pg/100g), B-caroteno (940,1 pg/100) e vitamina A (523
UI/100g) superiores aos observados para a variedade-testemunha. Além disso, dois
clones destacaram-se pelos teores de Zn, superiores em 44%, e os de Fe,
superiores em 53%, quando comparados a variedade IAC 576-70 cujos teores de Fe
foram 19,2 (mg kg™*) e de Zn 18,2 (mg kg™).

Ceni et al., [20] investigaram a composicdo centesimal e teores de minerais
de cinco cultivares de mandioca crua (BRS Rosada, Casca Roxa, BRS Dourada,
BRS Gema de Ovo e Saracura) colhidas aos 8 meses apds o plantio. As amostras
analisadas apresentaram teores de Ca (36 - 56 mg/100g); Na (16 - 49 mg/100g); Mg
(45 - 126 mg/100g); K (808 - 1318 mg/100g); Fe (2,2 - 5,0 mg/100g); Cu (0,40 - 0,55
mg/100g). Os pesquisadores obtiveram diferencgas significativas entre as variedades
guanto a composicao centesimal e aos teores dos minerais avaliados, com excecao

do Cu. Logo, os autores concluiram que a composicdo quimica da mandioca é
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especifica ndo somente para cada cultivar, como também depende, principalmente,
de fatores genéticos associados.

Valduga et al., [21] avaliaram os componentes minerais de cinco cultivares de
mandioca (BRS Rosada, Casca Roxa, BRS Dourada, BRS Gema de Ovo e
Saracura), colhidas aos 8 meses ap0s o plantio, sendo constatadas diferencas
significativas para os teores de Na, Mg, K e Mn. Segundo os autores, a mandioca
apos coccado de 25 min apresentou niveis apreciaveis de K (471-704 mg/100g em
base seca) e Ca (85-201 mg/100g em base seca). A cultivar BRS Rosada destacou-
se por apresentar elevado teor de Mg (166 mg/100g em base seca) e Fe (13
mg/100g em base seca). Por outro lado, as cultivares Casca Roxa e BRS Dourada
sobressairam-se pelos teores, também em base seca, dos seguintes minerais: K
(955 mg/100g para a Casca Roxa; 704 mg/100g para a BRS Dourada), Mn (10
mg/100g para a Casca Roxa; 6 mg/100g para a BRS Dourada), Ca (201 mg/100g
para a Casca Roxa; 93 mg/100g para a BRS Dourada) e Na (117 mg/100g para a
Casca Roxa; 76 mg/100g para a BRS Dourada).

Em trabalho realizado por Costa [22] foram avaliados a composi¢cdo mineral
de 24 amostras de farinha de mandioca produzidas na Bahia. Os elementos Ca, Fe,
K, Mg, Na, P e Zn foram determinados. As amostras analisadas apresentaram teores
de Ca (61,7 - 148,1 ug g); Fe (6,9 - 27,1 ug g*); K (106,5 - 555,5 ug g™); Mg (79,4 -
15,3 ug g); Na (37,7 - 2,5 ug g); P (131,9 - 337,9ug g*) e Zn (0,5 - 4,7ug g*). Em
outro trabalho sobre a composicdo mineral de farinha de mandioca, Correia [23]
investigou o teor de Ca, K, Mg, Na, P, Cu, Mn, Mn e Zn nas amostras de farinhas
comercializadas em Aracaju, Sergipe. As amostras analisadas apresentaram teores
de Ca (176 - 418 ug g*); Fe (2,12 - 40,65 pg g*); K (1563 - 4263 pg g™); Mg (221 -
541 pg g); Na (37,7 - 2,5 ug g*); P (183 - 561 ug g*); Cu (0,26 - 0,88 pg g™); Mn
(0,40 - 6,97 ygg™*) e Zn (1,90 - 5,43 ug g4).

1.2 Preparo de amostras para determinacdo de metais por técnicas de

espectrometria atbmica

Uma variedade de técnicas espectrométricas tem sido utilizadas para a
determinacdo de metais em uma diversidade de amostras (bioldgicas, ambientais,

alimenticias entre outras), a exemplo da espectrometria de absorcédo atdbmica com
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chama (FAAS), espectrometria de absor¢do atdmica com atomizagao eletrotérmica
(GF AAS), espectrometria de absorcdo atobmica com geracao de hidreto (HG AAS),
espectrometria de absorcdo atdbmica com geracdo de vapor frio (CV AAS),
espectrometria de emissao 6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) [24 - 29].

Nos ultimos anos, um avanco tecnolégico péde ser notado na concepcgéo e
construcdo de equipamentos para fins analiticos. Tais instrumentos atingiram um
enorme grau de sofisticacdo e automacado, permitindo, muitas vezes, que até o
proprio analista se mantivesse a margem do processo de medicdo. Este fenébmeno,
proporcionou um grande incremento de produtividade nos laboratérios de anélise
quimica, além de permitir a obtencéo rapida de grandes quantidades de dados com
extrema precisdo e exatiddo. Entretanto, mesmo diante deste quadro, a etapa de
pré-tratamento das amostras continua sendo a mais lenta e mais propensa a erros
em procedimentos analiticos, o que pode levar a grandes desvios nos resultados
finais, limitando a utilizacdo de instrumentacao altamente sofisticada e de alto custo.
Contudo, este avanco tecnoldgico exigiu o aprimoramento dos procedimentos de
preparacao de amostras comumente utilizados [30].

A maioria das técnicas espectrométricas empregadas para determinacao
elementar utiliza uma solucdo da matriz, na qual o analito esteja numa forma
disponivel para a determinacdo. Assim, em geral, devem-se utilizar procedimentos
de preparo de amostra que levem a total ou parcial destruicdo da matéria organica
existente em grandes proporcdes em uma variedade de matrizes [31]. A
decomposicdo pode ocorrer por via seca ou Umida, sendo a primeira também
chamada de calcinacdo ou incineracdo e a segunda, comumente chamada de
digestao.

A forma de tratamento pelo qual as amostras sdo decompostas recebe nomes
distintos na literatura, tais como abertura, digestdo, mineralizacdo, pré-tratamento,
solubilizacdo e decomposicdo. Estes termos sdo empregados como sinénimos na
literatura, uma vez que a amostra é decomposta como resultado de uma reacéo
quimica. Porém, como forma de padronizacdo, o termo decomposicdo sera
preferencialmente utilizado neste trabalho.

A decomposigdo por via seca corresponde a eliminagcdo da matriz organica

mediante oxidacdo da amostra em um forno mufla & temperatura controlada. As
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temperaturas tipicas de incineracdo sdo 450 a 550°C a pressdo atmosférica, e as
cinzas séo dissolvidas em um &cido adequado. O grau de perda por volatilizacao é
um fator limitante e depende: (i) da temperatura aplicada, (i) a forma em que o
analito esta presente na amostra, e (iii) 0 ambiente quimico na fase de incineracao.
Os tempos podem ser bastante longos, podendo levar de 2 a 3 dias a depender do
procedimento [32-33].

A decomposicdo por via Umida pode ser feita através do fornecimento de
energia (térmica, radiacao ultravioleta, radiacdo micro-ondas, radiacédo infravermelho
ou ultrassom) [34-37]. Comumente os procedimentos de decomposi¢do por via
Uumida podem ser realizados em sistemas abertos e/ou em sistemas fechados [32].

Na decomposicdo por via umida sdo empregados acidos oxidantes (HNOsg,
H.SO, e H3PO,) para solubilizacdo das amostras, sendo as propriedades como forca
do &cido, ponto de ebulicdo, poder oxidante, poder complexante, solubilidade dos
sais e seguranca na manipulacdo consideradas durante o preparo da amostra. Em
alguns casos deve-se fazer uso de oxidantes auxiliares como H,O, ou O, para
auxilio na solubilizacdo das amostras. O uso de acidos oxidantes, como HNO; e/ou
H,SO, é importante especialmente para decomposicdo das amostras com alto teor
de carboidratos e/ou de gordura. Além disso, as misturas de acidos HNO3/HCIO,4 ou
HNO3/HCI ou combinacédo de mais de dois acidos sdo geralmente empregadas nos
procedimentos de decomposicao por via umida [32].

Quando a decomposicdo por via umida é realizada por meio do sistema
aberto, o aquecimento ocorre por conduc¢do e a temperatura da decomposicao esta
limitada a temperatura de ebulicio dos agentes oxidantes utilizados. Esse
procedimento possibilita a decomposicdo de elevadas massas de amostra (que
podem ser de 10 g, aproximadamente), uma vez que 0 sistema opera a pressao
atmosférica e ndo ha riscos de explosédo por aumento subito de pressao, além disso,
apresentam a vantagem da possibilidade de adicdo de outros reagentes durante a
etapa de decomposicao [38-39].

Em sistemas abertos alguns cuidados especiais devem ser observados,
principalmente acerca do agente oxidante. Neste contexto, pode-se evidenciar que a
eficiéncia oxidativa do HNO3; é comprometida, uma vez que o azeotropo formado
com a agua (HNOs; 65%) entra em ebulichio a 121°C. Neste caso, o HNOj3

dificilmente podera ser utilizado sem a adicdo de outros reagentes, uma vez que
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mesmo em decomposicdes feitas a 180 °C, a degradacdo da matéria organica néo é
completa. Por outro lado, o HCIO, apresenta um elevado poder de oxidacdo, mas
seu uso oferece risco de explosdo pela formacdo de percloratos instaveis. A
utilizacdo do H,SO, por sua vez, seria a mais recomendada pela elevada
temperatura de ebulicdo de seu aze6tropo com a agua (339 °C, 98%) [39-40].

A decomposicdo por via umida em sistema fechado comumente é realizada
em sistemas de micro-ondas e apresenta vantagens em relacdo aos procedimentos
em sistemas abertos, tais como a presenca de uma atmosfera isolada e
hermeticamente fechada, o que reduz a possibilidade de contaminacdes e a perda
de espécies volateis. O aumento da temperatura interna no frasco reacional causa
uma elevacdo na presséao, resultando no aumento da temperatura de ebulicdo do
reagente utilizado e do potencial de oxidacdo da matéria organica, o que resulta em
uma maior eficiéncia de decomposicao. Porém, a elevagcdo na pressdo em sistemas
fechados aumenta o risco de explosfes, exigindo condi¢cdes apropriadas de trabalho
[41-42]. A soma destes aspectos foi determinante para que o procedimento de
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas fosse considerado o estado da
arte na area de preparo de amostras

Uma das grandes vantagens da utilizagdo da radiagdo micro-ondas para 0s
procedimentos de preparo de amostras € o rapido aguecimento. Esta forma de
aguecimento, denominada aquecimento dielétrico, pode ser explicada como sendo
resultado, principalmente, de dois mecanismos que ocorrem pela interacdo da onda
eletromagnética com a matéria, tais como: (i) rotacao dipolar, que é a orientacédo de
dipolos elétricos do solvente pela onda eletromagnética; e (ii) conducao iénica, que é
a migracdo de ions dissolvidos em direcdo aos polos de carga oposta criada pela
incidéncia da radiacdo. Além disso, a radiacdo micro-ondas apresenta interacao
somente com determinados tipos de materiais, denominados absorventes. Desta
forma, € possivel observar um aquecimento especifico na solucdo que esta sendo
utilizada para o procedimento de decomposi¢cdo da matéria organica, praticamente
sem gradiente de temperatura na fase absorvente [41].

Os procedimentos classicos de preparacdo de amostras por via seca ou via
umida podem apresentar uma série de inconvenientes, como: (i) perda de analitos
por volatilizacdo quando as mesmas séo realizadas em altas temperaturas e em

sistemas abertos; (ii) risco de contaminacgao; (iii) a necessidade de utilizar grandes
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volumes de reagentes e (iv) maior tempo gasto no processo de preparo de amostra,
sendo que esta etapa consome cerca de 60 % do tempo total para a analise [40].

Hoje em dia, a selecdo de um procedimento para preparacdo da amostra
envolve a tarefa de se obter os melhores resultados num menor periodo de tempo
possivel, com o minimo de contaminagdo, usando pequenas quantidades de
reagentes e amostras, e gerando pouca quantidade de residuos, bem como manter
a integridade da amostra e a rastreabilidade dos resultados, tendo qualidade e
confianca nos resultados. Essa escolha envolve ainda outros parametros, tais como
escolha da técnica analitica apropriada, nimero de amostras, precisdo e exatidao
desejada, disponibilidade do equipamento e fator de diluicdo ou sensibilidade
[31,40].

Neste sentido, existe uma constante busca pelo desenvolvimento de novas
metodologias de preparacdo de amostras que atenda aos requisitos supracitados.
Nos itens a seguir sera apresentada uma breve revisdo com os fundamentos,
vantagens e aplicacbes dos procedimentos de preparo de amostras tais como:
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas usando HNOgs diluido, extracdo
com &cidos diluidos assistidos por ultrassom e amostragem de suspensdo usando

acidos diluidos.

1.3 Preparo de amostras assistida por radiagcdo micro-ondas

As micro-ondas sao radiacfes eletromagnéticas que possuem comprimento
de onda entre 1 mm e 1 m e frequéncia que varia de 300 a 300000 Hz. Contudo,
apenas as frequéncias 915, 2450, 5800 e 22125 sdo permitidas pela Comisséo
Federal de Comunicacdes e pelas Leis Internacionais de Radio para uso industrial,
cientifico e doméstico. E uma radia¢&o néo ionizante e, portanto, ndo possui energia
necessaria para quebrar as ligacdes quimicas de moléculas. O emprego da radiacao
micro-ondas em decomposi¢cdo de amostras baseia-se no aquecimento de materiais
através da absorcdo direta dessa energia. Esses materiais aumentam de
temperatura devido, principalmente, a interacdo entre a onda eletromagnética e os
ions dissolvidos, que sofrem migracéo idnica, e 0 solvente presente, o qual sofre

rotacao de dipolos [43-45]
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A migracdo ibnica resume-se ao movimento eletroforético dos ions em
solugdo. O campo elétrico oscilante produzido pelas micro-ondas promove o
deslocamento dos ions dissolvidos em direcdo aos polos com cargas opostas. Esse
deslocamento produz um fluxo de corrente cujo movimento sofre resisténcia devido
as outras espécies que estao no fluxo oposto. A resisténcia ao deslocamento produz
calor devido a perda de energia, elevando a temperatura da solugéo [43-45].

O fendmeno da rotacdo de dipolos consiste no alinhamento das moléculas
contidas na amostra que possuem momento dipolar induzido ou permanente com o
campo eletromagnético. Como as ondas eletromagnéticas geram campos elétricos
positivos e negativos alternados, isso causa desordem e agitacdo das moléculas
dipolares. Dessa maneira, a energia absorvida para o realinhamento das moléculas
é transformada em calor [43-45].

Dependendo do tipo de material irradiado, a radiagdo micro-ondas pode: ser
refletida, ou seja, o material ndo interage com a onda eletromagnética; (i) atravessar
o material sem causar nenhum efeito no mesmo (esse tipo de material é
considerado transparente as micro-ondas); (i) ou ser total ou parcialmente
absorvida. Dos trés tipos de interacdo citados, a absor¢cdo da radiacdo € o efeito
explorado nas decomposi¢cdes assistidas por radiacdo micro-ondas. Quando a
energia € absorvida, transforma-se em energia térmica e a temperatura do meio
reacional se eleva [43-45].

Nos sistemas de forno de micro-ondas as amostras sao digeridas em frascos
reacionais que sao confeccionados a partir de materiais que apresentam elevada
resisténcia quimica, mecéanica e térmica que possibilitam o seu uso em ambientes
expostos a elevadas temperaturas e altas pressdes. A possibilidade de trabalhar
com o emprego de elevadas temperaturas e elevadas pressfes resultou em
condicbes operacionais que possibilitaram a elevacdo do ponto de ebulicdo dos
reagentes utilizados para decomposi¢do da matéria organica [41, 46-47].

Umas das possibilidades apresentadas pelo uso do forno de micro-ondas na
decomposicdo de amostras é a reducdo do uso de &cidos concentrados, que na
maioria das vezes pode representar riscos durante a etapa de manipulacéo e, além
disso, normalmente requer uma etapa adicional de diluicdo dos digeridos finais antes
da determinacao, resultando na geracao de grandes volumes de residuo acido como

efluente [48]. Com o avanco das técnicas espectrométricas que apresentam baixa
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tolerdncia a introducdo de solugbes com elevadas concentragBes acidas, novas
alternativas tém sido apresentadas a fim de minimizar os danos causados aos
equipamentos [49].

Nessa perspectiva 0 emprego dos acidos diluidos nos procedimentos de
decomposicdo de amostras apresentam diversas vantagens, entre elas: (i) reducéo
no volume do &cido; (ii) minimizacdo de residuos gerados; (iii) reducdo de custos €;
(iv) digeridos com acidez residual menor, mais apropriado para a analise
espectrométrica, fatores que vao de encontro aos principios da quimica verde [49-
51]. Estudos recentes tem destacado a eficiéncia dos procedimentos de
decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas usando &cidos diluidos, sendo
gue o acido mais comumente utilizado é o HNO3 [52].

A seguir, serdo apresentados alguns fatores baseados nas reacbes de
regeneracao do HNOg3 diluido que potencializam os procedimentos de decomposi¢cao
assistida por radiagcdo micro-ondas para decomposicao da matéria organica. Essa
melhora se da por dois fatores que estdo relacionados ao emprego de solucbes
diluidas de HNOg3, sem que este impliqgue em uma diminuicdo da eficiéncia de
decomposicao. Um destes fatores € dependente do gradiente de temperatura dentro
do frasco reacional durante a etapa inicial de aquecimento dielétrico, devido a néo
absorcdo de radiacdo micro-ondas pela fase gasosa. Além disso, a utilizacdo de
solucBes diluidas de HNO3; € dependente da presenca de oxigénio na atmosfera
interna do frasco de reacao, contribuindo para o processo de oxidacdo da matéria
organica. Como resultado da combinacdo de ambos os aspectos, os produtos de
reacdo podem ser oxidados na atmosfera superior do frasco reacional e,
posteriormente, reabsorvidos na fase liquida [41,45].

Considerando estes fatores, percebe-se que a presenca do gradiente de
temperatura causa um aumento de pressdo menos pronunciado durante a etapa
inicial de decomposicédo. A presenca de O, contribui para a oxidagdo dos produtos
de decomposicdo da matéria organica que serdo reabsorvidas pela fase liquida [45].
A soma destes dois fatores implica em um ciclo reacional que resulta na

regeneracao do HNO3, como pode ser observado nas seguintes reacoes:

(CH2)n + 2HNOg3(aq) — CO»(g) + 2NO(g) + 2H,0(l) Equacéo 1
2NO(g) + O2(g) — 2NO3(g) Equacéo 2
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2NO,(g) + H.O(l) — HNOs(aq) + HNO2(aq) Equacé&o 3
2HNO,(aq) — H2O(l) + NO2(g) + NO(9) Equacéo 4

A ocorréncia das reacOes descritas nas Equacbes 1 a 4 resulta na
regeneracao do HNOg, iniciando um ciclo reacional que permanece efetivo enquanto
duas condi¢cdes forem simultaneamente obedecidas: [53] (i) a existéncia de material
organico da amostra que esta sendo decomposta, resultando na geracao de gas NO
conforme a Equacédo 1; e, (ii) presenca de oxigénio na fase gasosa do frasco
reacional para aumentar a formagdo de NO,, conforme a Equacdo 2.
Consequentemente, o NO; é regenerado, sendo reabsorvido na solu¢do. Entdo, uma
reacdo de desproporcionamento ocorre com a formacdo de NO3z; e NO;,
representado pela Equacédo 3. A molécula de HNO, ira se decompor em NO; e NO,
que seguirdo a sequéncia reacional descrita na Equacdo 2 (em fase gasosa),
enquanto a molécula de HNOj reiniciara o ciclo de oxidagdo da matéria organica,

conforme descrito na Equacéo 1.

1.3.1 Aplicacdo do procedimento de decomposicdo assistida por radiacdo micro-

ondas usando HNO3 diluido

Como ja relatado anteriormente a busca por novos procedimentos que sejam
rapidos, de facil execu¢do e que demandem menores quantidades de reagentes,
tem sido um dos grandes propulsores da pesquisa na area de Quimica Analitica nos
altimos anos. Dentro deste contexto, a popularizacdo do uso da radiacdo micro-
ondas, para fins de pré-tratamento de amostras usando HNO; diluido, pode ser
tomado como o exemplo mais marcante deste fendmeno, com um ndamero
expressivo de trabalhos sendo publicados. A seguir, serdo descritos com detalhes as
mais relevantes contribuicbes na area de preparacdo de amostra usando HNOj3
diluido associado ao uso da radiacdo micro-ondas.

Araujo et al., [54] propuseram um estudo sobre o emprego do HNOg diluido na
decomposicdo de amostras de citrus, folhas de manga e forrageiras para
determinacdo de metais por ICP OES. Para o estudo de avaliagdo da eficiéncia de
decomposicdo, solucdes com concentracdes de (14,0; 7,0; 5,0; 3,0 e 2,0 mol L) de
HNO3; foram avaliadas. A eficiéncia de decomposicédo foi avaliada através do teor de
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carbono residual (RCC). Os melhores valores de RCC foram encontrados quando o
HNO3 a 14,0 mol L™ foi utilizado. No entanto, a diferenca para os valores de RCC foi
considerada pouco representativa em relacdo as decomposicées com solucdes de
acido com a concentracao variando de 7,0 a 2,0 mol L™* de HNOs, que apresentaram
valores de RCC de 10,3 a 11,3%, respectivamente. A eficiéncia de decomposicao
também foi avaliada através da acidez residual apresentada pelos digeridos finais
guando o procedimento de decomposicao foi feito com diferentes concentracdes de
HNO3;. Quanto mais concentrada a solucdo utilizada, maior a acidez residual. A
exatiddo do procedimento foi avaliada através da anélise dos CRMs de folha de
espinafre (NIST 1570 A) e de farelo de milho (NIST 8433).

Castro et al., [55] avaliaram dois procedimentos de preparo de amostras de
café em p6 empregando HNO3 diluido. Essa avaliacdo foi realizada por meio da
comparacao de dois procedimentos de decomposicédo: um baseado no aquecimento
com radiagdo micro-ondas e outro no aguecimento convencional (condutivo). Para
ambos os procedimentos solucdes de HNO3; em diferentes concentracdes foram
avaliadas (1,0; 1,7; 3,5; 7,0; 10,5 e 14,0 mol L™). Os resultados mostraram que nao
houve diferenca significativa para ambos os procedimentos quando solucdes de até
3,5 mol L' de HNO; foram empregadas para decomposicdo e a eficiéncia de
decomposicdo foi superior a 97,7% para todas as condi¢cdes avaliadas. A acidez
residual apresentou valores entre 0,31 e 4,66% (consumo de HNO3 de 63,6 a 66,7%,
respectivamente) para o procedimento feito com aguecimento micro-ondas e 0,16 e
1,58% (consumo de HNO3; de 88,8 a 91,2%) para o procedimento feito com
aguecimento convencional.

Gonzales et al., [56] desenvolveram um procedimento de decomposicao
assistida por radiacdo micro-ondas para o preparo de amostras de grdo de soja,
visceras, figado e sangue bovino. Diferentes concentracbes de HNO3; (2,0; 7,0 e
14,0 mol L) foram avaliadas. A eficiéncia de decomposicéo foi avaliada por meio do
RCC, e os autores observaram que a utilizacdo de solucdes de HNO3 a 2,0 mol L™
ndo foram eficientes para a decomposicao de viscera bovina (RCC=90%). Residuos
sélidos e coloracdo amarelada foram observados nos digeridos finais. Resultados
semelhantes foram observados para as amostras de graos de soja, porém menos
pronunciados do que para a amostra de viscera bovina. No entanto, a decomposi¢ao

de figado e sangue bovino mostrou-se eficiente, mesmo com soluc¢des diluidas
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(HNO3 2,0 mol L™, RCC < 22 e 10%, respectivamente) e os valores de RCC foram
relativamente inferiores aos observados quando solucdo de HNO3 (14,0 mol L™) foi
utilizada (RCC=23% e 15%, respectivamente). Esta diminui¢cdo nos valores do RCC
foi explicada pelo fato de as solu¢fes diluidas apresentarem temperaturas maiores
(180 a 200 °C para solucdo de HNO3 2,0 mol L™) durante a etapa de decomposicéo,
do que as temperaturas obtidas com a utilizacdo de solugbes mais concentradas
(160 a 170 °C para solucdo de HNO3 14,0 mol L™). Ao final do trabalho, os autores
observaram que a utilizacdo de solucdes acidas diluidas pode ser considerada uma
alternativa viavel para a decomposicdo de amostras, resultando na reducdo da
quantidade dos reagentes utilizados e na menor geracéo de residuos.

Eca et al., [57] avaliaram um procedimento de decomposicdo assistida por
radiacdo micro-ondas usando acido diluido para determinacdo de elementos-traco
(As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni e Sh) em amostras de poliquetas (Chaetopterus
variopedatus) por ICP OES e ICP-MS. Diferentes concentracdes de HNO3 diluido
foram avaliadas nos seguintes niveis: (14,1; 12,1; 10,1; 8,1; 6,1 e 4,1 mol L™). A
eficiéncia de decomposicao foi avaliada através do RCC e da acidez residual. Os
valores de RCC variaram de (4,0 a 14,9 %) e acidez residual de (1,3 a 3,9 mol L™). A
solucdo de HNO; a 8,1 mol L™ foi a que apresentou os menores valores de RCC e
acidez residual. Ap6s a otimizacdo das melhores condigbes o procedimento foi
aplicado em amostras de poliquetas coletados na Baia de Todos os Santos, Bahia,
Brasil. A exatiddo do procedimento foi avaliada através da analise do CRM de tecido
de ostra, e a uma avaliacdo estatistica aplicando o teste-t ndo apresentou diferenca
significativa entre o0s valores certificados e os valores encontrados pelo
procedimento proposto.

Em trabalho desenvolvido por Mesko et al., [58] desenvolveram um
procedimento de decomposicéo assistida por radiagdo micro-ondas combinado com
radiacdo ultravioleta para o preparo de amostras de algas para determinacao de As,
Cd e Pb por ICP-MS. Para o emprego de radiacdo ultravioleta, uma lampada
emissora foi introduzida no frasco reacional e essa abordagem aumentou a
eficiéncia da decomposicdo permitindo menor consumo de acidos. O HNOj; foi
utilizado como agente oxidante e sua concentracao foi avaliada em diferentes niveis
(0,5 a 7,0 mol L™). A eficiéncia da decomposicéo foi avaliada através do RCC e

através da acidez residual. As condi¢cbes estabelecidas para o procedimento
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proposto foram: massa da amostra de 700 mg e solucdo de HNO3; a 2,0 mol L™,
permitindo uma eficiéncia de decomposicdo superior a 77% (considerando-se o
RCC) e acidez residual de 0,19 mol L™. A exatiddo do procedimento foi avaliada pela
analise de dois CRMs de plantas aquéticas (BCR 060 e 670 BCR). O procedimento
de decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas combinado com radiacéo
ultravioleta mostrou-se uma alternativa viavel em substituicdo aos procedimentos
classicos, uma vez que se utilizam solu¢cdes de acidos diluidos minimizando a
geracao de residuos e melhorando os limites de deteccéao.

Outros trabalhos utilizando o HNO; diluido na decomposicdo de amostras
assistida por radiacado micro-ondas podem ser observados na Tabela 3.
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Tabela 3. Aplicacdo da decomposicao assistida por radia¢cdo micro-ondas usando HNOg diluido.

Concentracédo do

Amostra Analito Técnica
HNOs;(molL") % RCC  Ref.
Células cancerigenas Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, e Zn ICP OES 30 e [59]
Material téxtil Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, Ni, P, Zn, Cae Pb ICP OES 70 - [60]
Figado bovino Ca, Cu, Fe, Mg e Zn ICP OES 2,0 15 [61]
Botanica Al, Ca, K, Fe, Mg e Na ICP OES 3,0 5 [62]
Leite em pé Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Pb e Zn ICP OES e ICP-MS 20 e [63]
Orgéanicas Al, Cu, Fe, Mn, Mo, Rb, Se, Sr, e Zn ICP OES e ICP-MS 35 0 e [64]
Racéo Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Ba, Fe, K, Mg, Mn, P, S, Sre Zn ICP OES 20 - [65]
- Ca, Co, Cr, Cu, K, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Se, Zn, Al,
Feijao ICP OES 4,0 5 [66]
As, Ba, Pbe Sr
Al, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, Se, Sn, Sr, V

Tomate ICP OES e ICP-MS
e Zn 7,0 0,8 [67]
Biolégicas Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na e Zn ICP OES 2,0 9,3 [68]
Leite em po e figado bovino Cu, Fe, K, Mg, Mo, Na, Zn, Cd, Co e Pb ICP OES e ICP-MS 2,0 7,0 [69]

Cosmeéticos Pb, Cd, Co, Cr, Cu e Ni ICP OES e GF AAS
20 e [70]
Mel Se, Mg, Ca, Al, P, Mn, Fe, Cu, Zn, Ba, e Pb ICP-MS 2,0 4 [71]
Algas marinhas As, Cd e Pb ICP-MS 2,0 3 [72]

_ Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Se, V, Zn, As, Ba, Cd, Pb e

Produtos da soja ICP OES e ICP-MS

Sr 2,1 10 [73]
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1.4 Preparo de amostra usando extracdo assistida por ultrassom

As ondas ultrassénicas sdo ondas mecéanicas com frequéncias maiores que
as audiveis para o ser humano, ou seja, acima de 16 KHz. As ondas ultrassénicas
se propagam através da matéria, com uma velocidade que pode variar desde
centenas de metros por segundo no ar, até milhares de metros por segundo em
sélidos. Na agua e em soluc¢des aquosas diluidas, sua velocidade € da ordem de
1500 m/s. As ondas ultrassonicas foram assim denominadas por analogia a radiacao
ultravioleta j& que também ndo produzem sensacédo fisica perceptivel aos seres
humanos [74].

A descoberta do ultrassom ocorreu em 1880, por Pierre e Jacques Curie,
guando estudavam o efeito piezoelétrico, que consiste na variacdo das dimensdes
fisicas de certos cristais e ceramicas quando s&o submetidos a campos elétricos. E
conhecido que certos materiais, ao receberem uma tenséo alternada em suas faces
opostas, produzem expansdes e contracdes alternadas, na frequéncia imposta.
Caso a frequéncia de compressao e expansao da superficie do cristal seja maior
que 20 Hz, ha producdo de som. Por sua vez, cristais desta mesma classe, quando
submetidos a compressao, produzem uma diferenca de potencial entre as faces
perpendiculares. Este €, inclusive, um dos principios empregados para a construgao
de balancas de alta sensibilidade. Sdo exemplos destes materiais, cristais de
quartzo e ceramicas como titanato de bario e zirconato de chumbo [74].

Para o tratamento de amostras, a faixa de frequéncia das ondas ultrassonicas
esta entre 20 kHz e 100 kHz. Esta regido, denominada de faixa de baixa frequéncia
e alta poténcia proporciona a formacao de pequenas bolhas de cavitacdo quando a
onda atravessa um meio liquido. As bolhas de cavitacdo se desenvolvem durante as
fases de compressao e rarefagcdo da onda ultrassoénica. Durante a fase de rarefagéo
uma fracdo dos gases presentes no liquido é absorvida pela bolha de cavitacéo e,
nos ciclos consecutivos de compressao e rarefacdo, a bolha tem seu diametro
modificado até atingir um diametro critico, acima do qual ocorre sua imploséo. Este
tamanho critico € determinado pela frequéncia do ultrassom (e.g = 170um a 20 kHz)
[36, 74-75].

Quando liquidos sdo submetidos as ondas ultrassOnicas, estas produzem

intensas e sucessivas ondas de compressdo e rarefacdo no meio, no qual, a
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depender da viscosidade, pode ocorrer o surgimento de cavidades de dimensdes
microscoépicas durante uma fase de rarefacdo. A ocorréncia de gases e vapores no
meio irradiado faz com que moléculas dos gases e vapores migrem para o interior
das cavidades. Nos sucessivos ciclos de compressao e rarefacdo as dimensdes da
cavidade vdo aumentando, até que seja atingido um didmetro critico, quando esta
finalmente sofre colapso [36, 74-76].

Estas ondas mecanicas criam uma unica vibragcado que causa uma variacao na
pressdo do liquido. O estudo de ultrassom pode ser dividido em duas principais
areas: alta poténcia e baixa poténcia. As ondas ultrassbnicas de alta poténcia
(menores que 1 W.cm™ a milhares de W.cm®) causam mudanca fisica e quimica
permanentemente, porque produzem cavitacdo e micro fluxos nos liquidos,
aguecimento e ruptura nos solidos e instabilidade na superficie da interface de
sistemas liquido — liquido e liquido gas. Sao caracterizadas pelas altas frequéncias,
deslocamento pequeno, velocidade moderada e alta aceleracdo e propagacdo em
um liquido [74-77].

Nas ondas ultrassénicas de baixa poténcia, com frequéncia maior que 20 kHz
e baixa amplitude de propagacédo, sdo estudados o efeito do meio sobre a onda.
Amplamente utilizado na engenharia e medicina em diagndsticos e nos laboratorios
de quimica e biologia, sdo comumente empregados para a limpeza de materiais,
especialmente vidrarias e vasilhames de amostragem, além de serem aplicados no
preparo de amostras ou para rompimento de paredes celulares. Para esses fins,
normalmente sdo empregados banhos de ultrassom, que podem ser caracterizados
como vasos metalicos, no fundo dos quais sao acoplados transdutores piezelétricos
(normalmente ceramicas) que oscilam em determinada frequéncia [74-77].

A insercdo dos ultrassons na lista de fatores que aumentam a reatividade é
devido as evidéncias acumuladas sobre os efeitos provocados por estas sondas em
sistemas quimicos. A principal causa desses efeitos é a cavitacdo que pode ser
considerada como o ciclo de formacdo, crescimento e colapso de bolhas
micrométricas durante a sonicagdo. O crescimento das bolhas e o colapso séo
dependentes do meio. Com os colapsos das bolhas de cavitagéo ocorre a liberagéao
de grande quantidade de energia para o meio, proporcionando na microrregido onde
ocorreu colapso, um aumento da temperatura da ordem de alguns milhares de graus

centigrados e da presséo para centenas de atmosferas (Figura 1). As diferencas nas

35



condicbes de radiacdo tais como frequéncia, solventes, pressao de vapor do
sistema, intensidade e pressao hidrostatica, sdo parametros que afetam os
diferentes estagios da cavitacdo acustica. A medida que aumenta a frequéncia
diminui a cavitacdo. A explicacdo se deve a diminuicdo do ciclo de compressao e de
rarefacéo, dificultando o crescimento da bolha. Um aumento na intensidade da onda
produz um aumento nos efeitos sonoquimicos. Para solventes com alta presséao de
vapor a cavitacdo diminui. Solventes de grande volatilidade apresentam uma grande
guantidade de vapor no interior da bolha durante o periodo de expanséo,
ocasionando um amortecimento por ocasido do colapso da bolha e diminui a
intensidade das ondas de choque [74-77].

Outro fator que pode influenciar na cavitacdo € a temperatura. O aumento da
temperatura do meio provoca um aumento da cavitacdo, porém esse aumento passa
por um maximo e comeca a decrescer devido ao aumento do numero de nucleos de
cavitacdo. Entretanto, com o aumento continuo da temperatura a tensédo superficial
diminui, resultando em um aumento na presséo de vapor no interior das cavidades e
amortecimento da onda de choque e a cavidade implode [74-77].

Segundo Korn et al., [78] as moléculas de um liquido sdo mantidas juntas por
forca de interagbes intermoleculares, que acabam por determinar a tensdo
superficial do liquido. Para formar uma cavidade é preciso gerar, durante o ciclo de
expansdo das ondas sonora, uma grande pressdo negativa, capaz de superar a
tensdo superficial do liquido. A magnitude da pressao negativa necessaria depende
do tipo e da pureza do liquido, explicacdo mais comumente usada esta baseada na
existéncia de particulas invisiveis ou bolhas de gas, que enfraquecem as forgas
intermoleculares, possibilitando a criacdo da bolha. Em certos casos, as ondas
ultrassoénicas sustentardo uma bolha, que simplesmente oscilard em tamanho. Em
outros casos, o tamanho meédio da bolha crescera. O crescimento da cavidade
depende da intensidade das ondas ultrassonicas.
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Figura 1. Efeito da cavitacdo acustica sobre o colapso das bolhas [79].

Uma das mais relevantes contribuicdes da energia ultrassonica no preparo de
amostras esta relacionada aos procedimentos de extracdo. Os procedimentos de
preparo de amostras que visam a disponibilizagdo do analito de interesse por meio
de reagentes diluidos sem a completa destruicdo da matriz sdo chamados de
extracdo ou lixiviagdo. Estes procedimentos permitem a quantificacdo dos analitos
em diversas matrizes, sendo que as mesmas estao diretamente relacionadas com o
tipo de extrator [32].

A extragdo de um analito € afetada pela sua interacdo com a matriz da
amostra e sua recuperacdo ocorrera em funcdo de diversos fatores tais como a
composicdo da amostra estudada, o solvente escolhido e sua concentragdo, o
tempo de extracdo, a temperatura, dentre outros. E possivel, em alguns casos, a
recuperagdo quantitativa de determinados elementos por meio de procedimentos de
extracdo, desde que estes estejam fracamente ligados a matriz [32].

A extracdo com acidos diluidos € um procedimento simples, rapido, seguro e
de baixo custo, capaz de promover a dissolugcdo quantitativa dos elementos de
interesse, e que, dependendo da matriz, possibilita recuperagbes que podem ser
maiores do que quando se usam acidos concentrados. Os procedimentos de
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extracao, quando comparados aos procedimentos de decomposi¢do por via Umida e
via seca, além de estarem menos sujeitos a problemas com brancos analiticos,
apresentam menores perdas de volateis e menores riscos de manuseio, minimizam
fatores de diluicdo, reduzem custos devido aos baixos volumes de reagentes e

minimizam o tempo de preparo.

1.4.1 Aplicagdes do procedimento de extragdo assistida por ultrassom usando
acidos diluidos

O uso dos acidos diluidos em procedimentos de extracdo assistida por
ultrassom tem sido reportado na literatura e, a seguir, sera apresentada uma breve
revisdo com o0s mais relevantes trabalhos que utilizaram esse procedimento no
preparo de amostras para a determinacédo de metais.

Nascentes et al., [80] propuseram um procedimento de extracdo para Ca, Mg,
Mn e Zn em amostras vegetais (folhas de alface e couve) usando extracdo assistida
por ultrassom para posterior determinacdo por FAAS. Os autores otimizaram o
procedimento estudando as seguintes variaveis: concentracdo de HNO; (0 - 14,0
mol L™), tempo de sonicacdo (0 - 30 min) e tamanho das particulas (150 - 63 um).
Nesse trabalho as melhores condicées de extracdo foram obtidas com 0,14 mol L™
de HNO3, 10 min de sonicac¢do e tamanho da particula de 75 ym. Os percentuais de
recuperacdo foram obtidos comparando os valores encontrados no procedimento
proposto com os valores encontrados através do procedimento de decomposicao
total em forno micro-ondas com cavidade, alcancando recuperacdes em torno de 96
a 102%. A exatiddo do procedimento foi avaliada mediante anélise do CRM de folha
de maca (NIST 1515) e folha de espinafre (NIST 1570a) e uma avaliacdo estatistica
mostrou nao haver diferenca significativa entre os valores encontrados e o0s
certificados.

Um procedimento de extracdo assistida por ultrassom usando mistura de
acidos diluidos foi desenvolvido por Manutsewee et al., [81] a fim de avaliar o teor de
Cd, Cu e Zn em amostras de peixe e mexilhdo. Os elementos Cd e Cu foram
determinados por espectrometria de absorcdo atbmica com atomizacéo

eletrotérmica (ET AAS) e 0 Zn por FAAS. Os parametros quimicos e instrumentais
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foram estudados utilizando metodologia univariada. A mistura &cida foi composta
pela mistura de HNO3 (4,0 mol L™) HCI (4,0 mol L") e H,0, (0,5 mol L™ numa
proporcao de 1:1:1 e com um volume final de 6,0 mL. Uma massa de 500 mg da
amostra foi estabelecida e o tempo de sonicacdo utilizado foi de 30 min. Os
percentuais de recuperagéo foram obtidos comparando os valores encontrados no
procedimento proposto com os valores encontrados através do procedimento de
decomposicédo total em forno micro-ondas com cavidade, alcancando recuperacdes
em torno de 95 a 105% para todos os elementos. A precisdo expressa como RSD
foram todas abaixo de 15%. Os limites de deteccdo foram de 0,41; 2,56 e 0,01 ug L”
! para 0 Cd, Cu e Zn respectivamente. A exatiddo do procedimento foi avaliada
mediante a analise do CRM de musculo de peixe (DORM-2) e avaliacdo estatistica
aplicando o teste-t ndo apresentou diferenca significativa a um nivel de 95% de
confianga, entre os valores encontrados e os certificados.

No trabalho desenvolvido por Santos et al., [82] utilizaram métodos de
otimizacao multivariada no desenvolvimento de um procedimento de extracdo multi-
elementar assistida por ultrassom para o preparo de amostras de feijdo e
determinacdo dos analitos por ICP OES. Para este procedimento, as amostras de
feijjdo em p6 foram tratadas com uma mistura de acidos e submetidas a energia
ultrassonica para extracdo dos elementos (Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Sr e Zn). Um
planejamento de mistura simplex centroid foi usado para otimizar as proporcdes da
mistura, acida composta por (HNO3;, CH3COOH e HCI) e, apés a otimizacdo da
mistura foi aplicado um planejamento Box-Behnken para otimizar as variaveis do
processo (tamanhos de particulas, concentracao final da solucao extratora e tempo
de sonicacdo). O procedimento proposto apresenta limites de quantificacdo (ug g™):
Ba (0,90); Ca (5.2); Cu (4.0); K (0,90); Mg (1,4); Mn (0,22); Sr (0,25) e Zn (4,0).
Mediante a falta de CRM de feijao, a exatiddo do procedimento foi avaliada pelo
procedimento de decomposicdo total assistida por radiagdo micro-ondas com
cavidade e a avaliacdo estatistica usando o teste-t pareado ndo mostrou diferenca
significativa a um nivel de 99% entre o procedimento proposto e o procedimento de
referéncia. O procedimento proposto foi aplicado para a determinacdo da
composicdo elementar de amostras de feijao coletadas na cidade de Jequié, Bahia,

Brasil.
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Um procedimento proposto por Neves et al.,, [83] foi desenvolvido para
determinacdo de Ca, Mg, Mn e Zn em amostras de racdo de peixe, e posterior
determinacdo por FAAS. Uma solucdo de HCI a 0,10 mol L™ foi utilizada como fase
extratora, as demais condi¢cOes estabelecidas para o procedimento foram: massa da
amostras de 200 mg, granulometria inferior a 60 pm, e tempo de sonicagéo de trés
ciclos de 10 s e poténcia do ultrassom de 120 W. O procedimento foi aplicado em
estudos sobre a digestibilidade destes nutrientes em amostras de racéo para peixes
utilizados na dieta de Tilapia do Nilo. A exatiddo do procedimento foi avaliada pelo
procedimento de decomposicdo total assistida por radiacdo micro-ondas e a
avaliagdo estatistica usando o teste-t pareado ndo mostrou diferenca significativa a
um nivel de 99% entre o procedimento proposto e o procedimento de referéncia.

Barros et al.,, [84] utillizaram métodos de otimizacdo multivariada no
desenvolvimento de um procedimento de extracdo assistida por ultrassom usando
mistura de &cidos diluidos. A proporcdo dos componentes extratores (HNOgs, HCl e
CH3COOH) foram otimizadas utilizando um planejamento de mistura simplex
centroid, e as propor¢cdes recomendadas para cada componente foram
respectivamente 20%, 37% e 43%, para um volume final de 50,0 mL. As variaveis
(massa da amostra, tempo de sonicagao e concentracao final da solucéo extratora)
foram otimizadas utilizando planejamento Doehler. As condi¢cdes 6timas encontradas
para cada variavel foram respectivamente: 0,24 g, 18 min e 3,6 mol L*. O
desenvolvimento do procedimento permitiu a determinacdo de Cu, Mn, Ni e Zn e
determinacdo por FAAS em amostras de racdo de frango coletadas na cidade de
Jequié, Bahia, Brasil. A exatiddo do procedimento foi avaliada pelo método de
decomposicdo total assistida por radiagdo micro-ondas e a avaliacado estatistica
usando o teste-t pareado ndo mostrou diferenca significativa entre o procedimento
proposto e o procedimento de referéncia.

Santos et al., [85] utilizaram planejamento fatorial e planejamento Doehler na
otimizacdo de um procedimento de extracdo multi-elementar assistida por ultrassom
usando acidos diluidos na determinacdo de micronutrientes em amostras de leite de
coco por ICP OES. As condi¢des otimizadas das variaveis experimentais foram: 1,0
g da amostra, 10 min tempo de sonicacéo, 20,0 mL de HNO3 (1,0 mol L) e 5 min de
tempo de centrifugacdo a 2000 rpm. O percentual de extracdo foi calculado

utilizando a concentracédo dos elementos obtidos por um procedimento de digestéo
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total em forno micro-ondas com cavidade como referéncia. A exatiddao do
procedimento foi avaliada mediante andlise de CRM de leite em p6 (NIST 1549) e a
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t ndo apresentou diferenca significativa a um
nivel de 95% de confianca, entre os valores encontrados e os certificados.

Métodos de otimizacdo multivariada usando planejamento fatorial e
planejamento Box-Behnken foi aplicado por Trindade et al., [86] na otimizagdo de um
procedimento de extracdo com acidos diluidos assistida por ultrassom, no preparo
de amostras de Oleo vegetais para determinacdo de Cu, Fe, Mn e Zn por
Espectrometria de absorcao atbmica com chama de fonte continua e alta resolucéo
(HR-CS AAS). As varidveis concentragcdo do HCI, amplitude, ciclo e tempo de
sonicacdo foram estudados. Os valores selecionados foram 0,5 mol L™* de HCI
amplitude de sonicacdo de 66%, ciclo de sonicacédo de 74 % e tempo de sonicacao
de 79 s. O procedimento proposto apresentou limites de quantificacdo (ug g™): 0,14;
0,20; 0,21 e 0,04 para Cu, Fe, Ni e Zn respectivamente. O procedimento proposto foi
aplicado na determinacéo de Cu, Fe, Ni e Zn em amostras de 6leo de soja, canola e
girassol.

Outros trabalhos usando extracdo assistida por ultrassom com acidos diluidos
podem ser observados na Tabela 4.
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Tabela 4. Aplicacdo do procedimento de extracdo assistida por ultrassom com acidos diluidos.

_ o Tempo de Tipo e concentracdo do acido
Amostra Analito Técnica _ _ Ref.
sonicacgao (min)
Citrus Ca, K e Mg FAAS 15 HNO; a 0,014 mol L™ [87]
Vegetais CdePb GF AAS 10 HNO; a 2,8 mol L™ [88]
Peixe e marisco As, Se, Ve Ni ET AAS 3 HNO; a 3,0 % v/v [89]
Al, As, Ba, Be, Cd, Co, Cr, Cu,
Cabelo ICP-MS 2 [90]
Mn, Pb, Tl, U,V e Zn HNO; a 3,0 % v/v
Mariscos Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr, e Zn ICP OES 15 HNO4/HCI/CH;COOH a 1,0 mol L™ [91]
Vegetais Cu, Mn e Se GF AAS 10 HCl a 0,10 mol L [92]
Tecido de mexilhdo CdeCu ICP-MS 3 HNO;z;a 0,10 mol L™ [93]
Racao Na e K FAAS 15 HCl a 0,10 mol L [94]
_ As, Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb, Sn,V e
Sedimento ICP-MS 15 1 . [99]
Zn HF aa 3,5mol L"e HNOs; a 3,5 mol L
Tabaco Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb ICP-MS 30 HNO; a 2,8 mol L™ [96]
i Ba, Ca, Cd,Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni,
Folha de cha ICP OES 20 N [97]
P, Pb, Sr, Zn HNO; a 1,0 mol L
Chocolate Ca, Na, K, P, Mg, Cu, Mn e Zn ICP-MS 6 HNOz a 1,4 mol L™ [98]
- CV AAS e
Fertilizantes Hg 6 N [99]
MIP OES* HCla 1,0 mol L

*MIP OES = Espectrometro de emissao ¢ptica com plasma induzido por micro-ondas.
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1.5 Preparo de amostras usando amostragem de suspenséo

A amostragem de suspensao vem sendo aplicada em uma variedade de
matrizes e, diferentes técnicas analiticas de deteccdo tém sido empregadas para a
quantificacdo de metais [100]. O procedimento de amostragem de suspensao foi
originalmente empregado por Brady et al., [101] na determinagdo de Zn e Pb em
folhas e sedimentos marinhos por ET AAS, simplificando extremamente o
procedimento de preparacdo da amostra e evitando algumas desvantagens dos
procedimentos classicos.

A amostragem de suspensdo possui Varios atrativos diante de procedimentos
classicos de preparacdo de amostras sélidas, apresentando as seguintes vantagens:
(i) simplificacdo da etapa de pré-tratamento da amostra, diminuindo o tempo de
analise e o trabalho operacional; (i) minimizacdo do risco de contaminacdo da
amostra; (iii) eliminacdo ou reducdo de perdas de analitos por volatilizacdo; (iv)
minimizacdo do custo de analise;(v) reducdo do consumo de reagentes perigosos e
corrosivos; (vi) pode ser aplicada para a analise de amostras organicas e
inorganicas; (vii) pode ser aplicada na determinacdo de elementos volateis seguida
da técnica de geracao de hidretos; (viii) uso de padrdes aquosos para a calibracéo e
(iX) possibilidade de sua mecanizagdo ou automagdo com o intuito de facilitar a
introducdo da amostra, bem como a adicdo de reagentes e/ou modificadores
guimicos por meio da utilizacdo de sistemas em fluxo. Todavia, apresenta algumas
desvantagens, como problemas relacionados a homogeneidade da suspenséao
preparada e, consequentemente, a sua manutencdo no momento da deteccao, além
do tamanho da particula, sendo este ultimo o fator mais critico relacionado ao
preparo das suspensdes, 0 que pode comprometer a exatiddo do procedimento
analitico [102-104].

Diante das vantagens apresentadas, um conjunto de fatores quimicos e
fisicos devem ser avaliados na escolha desse procedimento: (i) tamanho da
particula; (i) o meio liquido utilizado para o preparo da suspenséo; (iii) concentracéo
da suspensao (razéo entre a massa da amostra e o volume da suspenséo); (iv)
particdo do analito; (v) homogeneizacdo da suspensao e (vi) agentes estabilizantes
[105].
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151 Principais fatores no preparo das suspensdes

1.5.1.1 Tamanho da particula

Em amostragem de suspenséo, o tamanho da particula, além de influenciar
na estabilidade e homogeneidade da suspenséo, influencia, também, na eficiéncia
de transporte da amostra e, na atomizagédo do analito. Em vista disso, esse fator tem
um efeito mais acentuado em técnicas, que usam sistemas de nebulizacdo para
introducé@o da amostra onde ha risco de entupimento e blogueio a exemplo da FAAS,
ICP OES e ICP-MS. Esse fator ja ndo € tdo critico quando suspensdes sao
analisadas empregando ET AAS devido a forma de introducdo da amostra. O
tamanho da particula mais adequado a ser usado depende de algumas variaveis
que devem ser consideradas, tais como: (i) sistema de homogeneizacédo; (ii)
natureza da amostra; (iii) homogeneidade da amostra (com relacdo ao analito); (iv)
densidade da amostra; (v) tempo de preparacdo da suspensdo e (vi) técnica
analitica empregada [100, 103-104].

Particulas com grandes diametros afetam a repetibilidade, a perda da
homogeneidade e estabilidade da suspenséo, sendo necessaria entdo a moagem da
amostra, que pode ser realizada através de almofariz de porcelana, moinho de bolas
e moagem criogénica. No entanto, juntamente com essas etapas estao inseridas
algumas desvantagens, tais como: (i) risco de contaminacéo, (i) aumento do tempo
de analise e (iii) problemas de eletricidade estatica quando particulas muito

pequenas, obtidas por moagem, séo pesadas [100,103].

1.5.1.2 Meio liquido/diluente

O diluente consiste em um componente crucial no preparo de suspensoes,
pois, além de atuar como meio para isto, pode atuar como extrator do analito,
melhorando, assim, a precisdo e a exatiddao, uma vez que ha transferéncia dos
analitos para a fase liquida [106]. A selec&o do diluente é feita com base na natureza
da matriz e no analito de interesse. Diferentes tipos de diluentes tém sido reportados

para a preparacdo das suspensdes, sendo o HNOj; diluido o mais utilizado para
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diversas matrizes, tanto organicas como inorganicas. Outras substancias &cidas
também podem ser utilizadas isoladas ou combinadas com o0 HNO3[107]. Também o
uso de H,O é reportado na literatura como diluente, com bons resultados [108-109].
Solucbes alcalinas ndo sdo usualmente utilizadas como diluentes, mas alguns
trabalhos tém reportado o uso de hidroxidos de alquil aménio como solubilizadores

de matrizes bioldgicas [110].

1.5.1.3 Concentracao da suspensao

Um importante fator no procedimento de amostragem de suspensdo é a
relagdo/raz@o entre a massa solida e o volume do diluente utilizado. A escolha da
massa da amostra e do volume do diluente deve ser feita de acordo com a
homogeneidade e com o teor do analito na amostra. Para amostras contendo baixas
concentracdes de elementos, suspensdes mais concentradas devem ser preparadas
com o intuito de se obter pardmetros analiticos mais adequados, como menores
limites de deteccdo e quantificacdo, contanto que o aumento das particulas em
suspensdo nao afete a eficiéncia do transporte e ndo produza efeitos de matriz
[100,103].

Ja para amostras homogéneas e com altas concentracdes do analito é
adequado o0 uso de uma razdo menor entre a massa da amostra e volume do
diluente para obtencdo de parametros analiticos mais adequados, tais como
precisdo e exatiddo. Por outro lado deve-se considerar uma série de problemas que
se pode advir do uso de suspensdes mais concentradas, tais como, maior risco de
efeito de matriz, comprometimento da eficiéncia de transporte e dificuldades de
manutencdo da estabilidade de suspensBes para amostras de alta densidade
[100,103].

1.5.1.4 Particdo do analito

Representa a porcentagem de analito extraido para a fase liquida da
suspensao, cuja eficiéncia influencia a precisdo e a exatiddo do procedimento. A

porcentagem de extracdo para um dado analito depende de um conjunto de
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parametros, como: (i) caracteristica da matriz; (ii) forca da ligacéo entre elemento e
matriz; (iii) natureza do analito; (iv) tamanho da particula; (v) tipo e concentracdo do
diluente; (vi) eficiéncia de homogeneizacéao e (vii) tempo de exposicao do diluente a
homogeneizacdo. Além desses conjuntos de parametros que influenciam no
processo de amostragem de suspensdo, a particdo do analito € um fator de
fundamental importdncia na avaliacdo dos métodos de calibragcdo quando se

trabalha com a espectrometria atdmica [100,103,105].

1.5.1.5 Homogeneizacao da suspensao

Sistemas de agitacdo s&o comumente empregados no preparo das
suspensdes, visando uma distribuicdo homogénea das particulas no meio liquido
para garantir a representatividade da amostra, visto que afetam diretamente a
precisdo e exatiddo do procedimento, devido o fato do analito estar distribuido
principalmente em particulas de alta densidade as quais sofrem répida
sedimentacao, portanto, os sistemas de homogeneizacdo sdo responsaveis diretos
por evitar a rapida sedimentacdo do material particulado. Os sistemas de agitacéo
mais comumente utilizados no preparo das suspensdes sdo: a agitacdo manual, a
agitacdo magnética, misturador por efeito vortex, agitacdo baseada em
borbulhamento de gas e agitacdo ultrassbnica [100,103-104]. Outros sistemas de
homogeneizagdo podem ser utilizados, no entanto, sdo vistoS como meios

alternativos, e ndo se situam como sistemas efetivos.

1.5.1.6 Agentes estabilizantes

O uso de agentes estabilizantes é outra maneira de se obter a
homogeneidade da suspensdo. Atuam de acordo com as caracteristicas fisico-
guimicas das amostras sélidas e influenciam a precisdo das medidas uma vez que
evitam a rapida sedimentacdo das particulas e a formacdo de aglomerados,
dificultando a movimentacdo das particulas no meio, aumentando a viscosidade do

meio [100,103,105]. Para suspensdes de materiais de alta densidade, o uso de

46



agentes estabilizantes torna-se primordial. Os compostos ou mistura de compostos
mais reportados na literatura como agentes estabilizantes s&o viscalex, glicerol,
surfactantes ndo iénico como triton X-100, etanol, isopropanol, glicerol-metanol e
glicerol-agua, sendo que a capacidade de estabilizacdo destes agentes depende da
caracteristica da amostra, do tamanho das particulas e da concentracdo do agente
estabilizante [111-112]. A quantidade do agente estabilizante a ser utilizado deve ser
determinada de forma criteriosa, visto que o seu uso de forma inadequada aumenta
a possibilidade de contaminacdo da amostra, de interferéncias quimicas e de

problemas na pipetagem que podem comprometer a precisao [100,103-104].

1.5.2 Método de calibracdo

Em amostragem de suspensdo, a avaliacdo do método de calibracdo é de
grande importancia para a validacdo do procedimento analitico, visto que o
comportamento do analito na amostra e no padrdao aquoso pode ser diferente
indicando efeito da matriz. Desta forma, o método de calibracao utilizando padrdes
aguosos ndo pode ser diretamente utilizado para suspensdes sem avaliacdes
prévias [100].

Alguns métodos de calibracdo tém sido empregados para a determinacao da
concentracdo do analito em amostragem de suspensao. Dentre elas se destacam: a
calibracdo usando padrdes aquosos, o método de adicdo de analito e o método de
calibracdo usando CRM ou matriz sintética [100,105].

O método de calibragdo externa utilizando padrbes aquosos para a
qguantificacdo do analito, quando se trabalha com amostragem de suspenséo, sO
pode ser aplicado quando néo ha diferenca significativa entre a inclinacédo da curva
de calibracdo usando padrdes aquosos e a inclinacdo da curva obtida com adi¢cédo de
analito. A simplicidade, o baixo custo e o menor tempo de andalise sdo caracteristicas
inerentes a este método de calibracdo, uma vez que uma Unica curva analitica pode
ser utilizada na andlise de diversas amostras de uma mesma matriz [100].

Quando diferencas significativas sdo encontradas entre as inclinacdes da
curva de calibracdo externa e da curva de adicdo de analito ha um pronunciado

efeito da matriz que ndo permite o uso de padrées aquosos na calibragdo. Nestes
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casos, o mais adequado a se fazer € usar o método de adicdo de analito desde que,
o efeito da matriz seja semelhante para um determinado niumero de amostras. Desta
forma, uma inclinacdo média é estimada a partir das inclinacdes de curvas obtidas
utilizando amostras da mesma matriz. Caso os efeitos da matriz sejam diferentes
entre as amostras de uma mesma matriz, o uso de uma inclinacdo média ndo pode
ser aplicado, logo o método de adicdo de analito deve ser aplicado para todas as

amostras individuais da matriz, o que o torna um método laborioso [100].

1.5.3 Aplicacdo da amostragem de suspensao usando acidos diluidos no preparo

de amostras

Muitos s&o os trabalhos encontrados na literatura que descrevem o
desenvolvimento de procedimentos baseados na aplicacdo da amostragem de
suspensao como etapa de preparo de amostra para a determinacdo de metais em
uma variedade de amostras. A seguir, sera apresentada uma revisao bibliografica de
trabalhos publicados usando a amostragem de suspensdo no preparo de amostras
para determinacédo de metais.

Um procedimento baseado na amostragem de suspensado foi desenvolvido
por Silva et al., [113] para determinacdo de Mn e Zn em amostras de chocolate em
p6é e deteccdo por FAAS. As variaveis empregadas no procedimento foram
otimizadas por metodologia univariada. Apds otimizacdo, 0s parametros
experimentais estabelecidos foram: massa da amostra de 150 mg, concentracdo do
HCI de 2,0 mol L™ e volume final da suspenséo de 15,0 mL. A curva analitica usando
padrées aquosos foi estabelecida para a calibracdo do procedimento. A exatiddo do
procedimento foi confirmada por analise dos CRMs de farinha de arroz (NIST SRM
1568a) e farinha de arroz (NIES CRM 10-b). A comparacao estatistica usando test-t
foi utilizada, ndo mostrando diferenca significativa entre os valores obtidos para o
procedimento proposto e os valores certificados. O procedimento proposto foi

aplicado para a determinacdo de Mn e Zn em seis amostras de chocolate em pé

-1
cujas concentragdes encontradas variaram de 42,8 a 52,7 e 88,6 a 102,4 ug g ,

respectivamente.
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Araujo et al., [114] desenvolveram um procedimento para a determinacdo de
Mn em amostras de farinha de trigo por amostragem de suspensao e determinagao
por FAAS. Um total de sete amostras de farinha de milho foi coletado na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil. As suspensfes foram preparadas usando uma massa de
500 mg de amostra e uma solucdo de HNO3 a 2,0 mol L™ como meio diluente para
um volume de 50,0 mL. A homogeneizacdo das suspensdes foi realizada por
agitacdo em banho ultrassénico durante o tempo de 15 min. A curva analitica
usando padrdes aquosos foi estabelecida para a calibragcdo do procedimento, com
limites de deteccdo de 0,13 pg g*, e RSD de 3,5%. A exatiddo do procedimento foi
avaliada por meio do CRM de farinha de milho (NIST 1567a) e também foi avaliada
apos procedimento de decomposicao total e determinacéo por FAAS. A comparacéao
estatistica pelo teste-t ndo exibiu diferenca significativa entre esses resultados.

Silva et al., [115] desenvolveram um procedimento de amostragem de
suspensao para determinacdo de Cu, Fe e Mn em amostras de mariscos (ostras,
lambretas e mexilhdes) coletados em Ubatuba e na Baia de Todos os Santos, Bahia,
Brasil. A deteccdo dos analitos foi realizada por FAAS. As condicbes experimentais
foram otimizadas utilizando metodologia univariada e as suspensdes foram
preparadas usando uma massa de 80 mg da amostra previamente passadas em
moinho criogénico e uma solugdo composta pela mistura de HNO3:HCI (1:1) a 1,0
mol L* como meio diluente para um volume de 10,0 mL. A homogeneizacdo das
suspensdes foi realizada por agitacdo em banho ultrassénico durante o tempo de 30
min. A curva analitica usando padrbes aquosos foi estabelecida para a calibracédo do
procedimento. A exatiddo do procedimento foi avaliada através da analise do CRM
de Oyster tissue (NIST 1566b). A comparacao estatistica usando test-t foi utilizada,
ndo apresentando diferenca significativa entre o0s valores obtidos para o
procedimento proposto e os valores certificados.

A amostragem de suspensao foi utilizada por Cernohorsky et al., [116] para a
determinacao de Na, K, Ca, Mg, S, P, Fe, Mn, Cu e Zn em amostras de farinha de
trigo e alimentos pré-forno a base de farinha por ICP OES. As suspensfes foram
preparadas com 0,1% m/v de farinha em 0,1% m/v de Triton X-100 e 6% (v/v) de
HNO3;. Banho ultrassonico foi usado para o tratamento das suspensfes por um
tempo de 15 min. O método de calibracdo usando padrées aquosos foi adotado para

a quantificagdo dos elementos. A exatiddo foi confirmada pela andlise dos CRMs de
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farinha de trigo (GBW 08503) e de arroz (NIST 1568a). O procedimento proposto foi
aplicado para analise de duas amostras de farinha de trigo e quatro amostras de
misturas pré-forno a base de farinha. Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada
guando os resultados foram comparados com aqueles obtidos apds digestédo total
por micro-ondas das amostras analisadas.

Um procedimento baseado na amostragem de suspensao foi desenvolvido
por Chen e Jiang [117] para a determinacdo de As, Cd e Hg por ICP-MS usando
geracdo quimica de vapor (VG) por injecdo em fluxo como sistema de introducédo de
amostra. Uma suspensédo contendo 6% (m/v) de farinha, 0,7% (m/v) de tiouréia, 0,4
ug mL™* de Co (Il) e 2,5% (v/v) de HCI foi injetada no sistema VG-ICP-MS para a
determinacao de As, Cd e Hg sem dissolucdo ou mineralizacdo. Método de adicéo
padrdo e diluicdo isotopica foram usados para a quantificacdo dos analitos. O
procedimento apresentou limites de deteccéo de 0,10; 0,16 e 0,07 ng g™ para As, Cd
e Hg. A exatidao foi avaliada pela andlise de dois CRMs de farinha de trigo (NIST
SRM 1567a) farinha de arroz (NIST SRM 1568a). Os resultados da analise dos
materiais de referéncia concordaram com os valores certificados a um nivel de 95%
de confianca.

Branddo et al., [118] propuseram um procedimento de amostragem de
suspensao para determinacdo de Zn em amostras de iogurte coletada na cidade de
Salvador, Bahia, Brasil. A determinacdo do Zn foi realizada por HR-CS FAAS. As
suspensdes foram preparadas em um meio de HCI 2,0 mol L™ . Uma massa de 1,0 g
foi estabelecida e as suspensdes foram submetidas a um tempo de 20 min de
sonicacdo. O método de calibracdo usando padrdes aquosos foi adotado para a
guantificacdo dos elementos. Nestas condi¢cdes, os limites de deteccdo e
quantificacdo obtidos foram de 0,10 e 0,32 pg g*, respectivamente. A preciséo
expressa como RSD foi de 0,82 e 2,08% para amostras contendo concentragdes de
Zn de 4,85 e 2,49 ug g*, respectivamente. A exatiddo do procedimento foi
confirmada pela analise do CRM de leite em pdé desnatado (NIST SRM 1549). O
procedimento proposto foi aplicado para determinacdo de Zn em sete amostras de
iogurte. O teor de Zn variou de 2,19 a 4,85 ug g™*.

Silva et al.,, [119] desenvolveram um procedimento bem sensivel para
determinacdo de Hg em amostras de arroz usando amostragem de suspenséo e

determinacao por CV AAS. As condi¢des experimentais para geragao CV AAS foram
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otimizadas utilizando planejamento fatorial completo de dois niveis e planejamento
Box-Behnken, considerando os fatores: concentragdo de HCI, concentracdo de
tetrahidroborato de sédio e volume de tetrahidroborato de soédio, os quais
apresentaram condicdes 6timas equivalentes a 1,5 mol L™, 1% (m/v) e 4,0 mL,
respectivamente. Para a determinacdo de Hg em arroz, as suspensdes foram
preparadas por meio da sonicacdo da amostra pré-cozida em agua, e utilizando HCI
6,0 mol L™ e tiouréia. Para a quantificacdo, alcool isoamilico foi adicionado no
sentido de evitar a formacéo de espuma. Nestas condi¢cdes, os limites de deteccéo e
quantificacéo obtidos foram de 0,95 e 3,2 ng g™, respectivamente. A curva analitica
usando padrbes aquosos foi estabelecida para a calibracdo do procedimento A
exatidao foi confirmada mediante andlise do CRM de farinha de arroz (NIST SRM
1568a) e o procedimento proposto foi aplicado na determinacdo de Hg em amostras
de arroz adquiridas em supermercados de Salvador, Bahia, Brasil. Algumas
amostras também foram analisadas ap6s digestdo total em forno micro-ondas e a
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t pareado ndo apresentou nenhuma diferenca
significativa entre os dois procedimentos.

Um procedimento de amostragem de suspensao para determinacéo total de
As por espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracgéo de hidretos (HG AFS)
em amostra de arroz (branco, parbolizado e integral) foi proposto por Santos et al.,
[120]. As suspensdes foram preparadas usando uma massa de 200 mg da amostra
e HNO3 a 2,0 mol L™ e submetidas a banho ultrassdnico por 30 min. Em seguida
uma aliquota de 5,0 mL da suspensé&o foi tomada e 3,0 mL de HCla1,5mol Lt e 1,5
mL de soluc@o de iodeto de potassio a 10% foram adicionados. A curva analitica
usando padrdes aquosos foi estabelecida para a calibracdo do procedimento. A
exatidao foi confirmada por analise do CRM de farinha de arroz (NIES SRM 10b), a
precisdo foi avaliada através do RSD que foi abaixo de 5,9%. O procedimento
apresentou limites de deteccéio e quantificacdo de 1,1 e 3,3 ng g™*, respectivamente.
Este procedimento foi utilizado para determinar o teor de As em 24 amostras de
arroz que foram adquiridas em supermercados da cidade de Salvador, Bahia, Brasil.

Outros trabalhos com amostragem de suspensdo usando acidos diluidos

podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5 Aplicacdo do procedimento de amostragem de suspenséo usando acidos diluidos.

Amostra Analito Técnica Tipo e concentracdo do acido Ref.
Folha de mandioca Mn FAAS HNOs a 2,0 mol L™ [121]
Lamas de depuracéo Cde Fe HR-CS ET AAST HNOszeHFa0,2e0,7 mol L™ [122]
Antidepressivos
Mn GF AAS HNO3; a 1,2 % viv [123]
Sedimentos
CdePb GF AAS HNO; a 0,1 % v/v [124]
Musgo
As, Cd, Cr, Cu, Ni, Pb ET AAS HNO; a 0,2 mol L™ [125]
Cosmeéticos Ge, As, Cd, Sb, Hg e Bi VG-ICP-MS HCla 1,2 % viv [126]
*HR-CS ET AAS - Espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica de fonte continua e alta resolucao.
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CAPITULO 2

PROPOSTA DE TRABALHO

2.1  Justificativa

Os procedimentos de preparo de amostras reportados na literatura que visam
a determinacéo de elementos nutrientes nos produtos da mandioca sao laboriosos e
requerem a utilizacdo de acidos oxidantes concentrados, altas temperaturas e
elevada pressdo. Desse modo, estudos analiticos mais aprofundados devem ser
realizados visando a implementacdo de novos procedimentos, que priorizem
aspectos relacionados a diminuicdo do uso de acidos concentrados, consumo de
reagentes, geracdo de residuos e de custos, além de priorizar a seguranca do
analista. Nesse sentido o uso dos &cidos diluidos no preparo de amostras de
produtos da mandioca apresenta-se como uma alternativa viavel, a fim de contornar
as caracteristicas indesejaveis dos procedimentos classicos.

Apesar da importancia econdmica e alimenticia dos produtos da mandioca,
ainda sdo escassas, na literatura, informacdes relacionadas ao seu contetudo de
elementos nutrientes. Considerando o exposto, entendemos a necessidade de
conhecer a concentracdo de nutrientes em amostras de produtos da mandioca
produzidos na regido Sul da Bahia, a fim de apresentar a comunidade informacfes

nutricionais.
2.2  Objetivo geral
Desenvolver estratégias analiticas para o preparo de amostras de produtos e

coprodutos da mandioca usando acidos diluidos, visando determinacdo de

elementos nutrientes por espectrometria atbmica.
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2.3

Objetivos especificos

Desenvolver um procedimento de preparo de amostras de casca de mandioca
baseado na extracdo com acidos diluidos visando determinacéo de elementos
nutrientes por FAAS;

Desenvolver um procedimento analitico baseado na amostragem de
suspensdo para o preparo de amostras de goma de mandioca visando
determinacao de elementos nutrientes por FAAS;

Otimizar as variaveis envolvidas nos procedimentos analiticos propostos
utilizando metodologias univariada e multivariada;

Utilizar ferramentas quimiométricas para avaliacdo dos teores de metais e nao
metais em amostras de farinha de mandioca produzidas e comercializadas no
Sul do Estado da Babhia;

Dissertacao do mestrado;

Publicacdo de artigo cientifico em periddico de qualidade reconhecida pela
CAPES.

Instrumentacdo e acessorios

Os experimentos foram realizados utilizando o auxilio dos equipamentos

relacionados a segquir:

» Espectrébmetro de absorcdo atdmica com chama (FAAS) SpectrAA 240 FS

Varian (Mulgrave, Victéria, Australia), tendo a lampada de deutério para
correcdo de sinal de fundo e lampadas de catodo oco como fontes de
radiacdo. Os elementos foram determinados de acordo com as condicdes
operacionais recomendadas pelo fabricante, sendo: Corrente da lampada em
10 mA; altura do queimador em 13,5 mm; vaz&o de acetileno em 1,5 L min™;
vazdo de ar em 13,5 L min'; taxa de aspiracdo em 6,0 mL min™; e
comprimentos de onda em 424,7 nm (Ca), 285,2 nm (Mg), 324,8 nm (Cu),
279,5 nm (Mn), 243,3 nm (Fe) e 213,9 nm (Zn), operando no modo

multielementar sequencial.
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2.4

Estufa de secagem com circulagdo de ar (Odontobras, Brasil) foi utilizada
para retirada da umidade das amostras de casca de mandioca.

Moinho de facas tipo (Wiley ACB LABOR) foi utilizado para triturar as
amostras de casca de mandioca e moinho de bolas (FL SHIMIDT model
8000) foi utilizado para reduzir o tamanho das particulas.

Balanca analitica (GEHAKA) foi utilizada para estabelecer a massa da
amostra.

Banho ultrassénico Unique, Modelo USC -1800 (Cortland, Nova York, EUA)
foi utilizado para auxiliar no procedimento de extracdo com acidos diluidos e
para o preparo das suspensodes. Os tubos e os balbes foram colocados no
banho na regido de maior intensidade de cavitacdo, previamente mapeados
de acordo recomendacfes da literatura [127,128].

Microscépio eletronico de varredura (MEV) Shimadzu (Kioto, Jap&do) — Modelo
Supercan SS-550 foi utilizado para realizar as medidas dos diametros das
particulas.

Forno micro-ondas doméstico (Philco) foi utilizado para auxiliar no
procedimento de extragcdo com &cidos diluidos.

Centrifuga Eppendorf modelo 5804 (Alemanha) equipada com 16 tubos de 50
mL foi utilizada para auxiliar no procedimento de extracdo e para centrifugar
as suspensoes.

Forno micro-ondas com cavidade Modelo MDS 40 (Master Sineo), equipado

com 40 tubos, foi utilizado na digestéo total das amostras.

Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados no procedimento experimental foram: peroxido de

hidrogénio (H.0), 30 % (v/v) (Merck, Alemanha), acido nitrico concentrado (HNO3),
65% (m/v) (Merck, Alemanha), acido acético concentrado (CH3COOH) (Merck,

Alemanha), acido cloridrico concentrado (HCI) 37% (m/v) (Merck, Alemanha), agua

ultra-pura, com resistividade especifica de 18,2 MQ cm™, obtida de um sistema de

purificacdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). As solugcdes para a calibracéao
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convencional usando padrbes aquosos foram preparadas a partir de solucdes
estoque com concentracdo de 1000 mg L™*(Quimis) de Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn.
Todos os materiais utilizados na coleta, armazenamento e preparo das
amostras foram previamente lavados com detergente e descontaminados com HNO;
(10% v/v) por um periodo minimo de 12 horas. Antes do uso, a vidraria foi

enxaguada com agua deionizada e seca em um ambiente livre de poeira.

2.5 Residuos gerados

Todas as solugdes aquosas contendo metais que deixaram de ser usadas
durante o desenvolvimento do trabalho foram acondicionadas em um recipiente

plastico para posterior tratamento devido.
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CAPITULO 3

PROCEDIMENTO DE PREPARO DE AMOSTRAS DE CASCA DE MANDIOCA
USANDO EXTRACAO COM ACIDOS DILUIDOS PARA A DETERMINACAO DE
ELEMENTOS NUTRIENTES POR FAAS

3.1 Amostragem e tratamento preliminar das amostras

Um total de nove amostras foram adquiridas e analisadas. Desse total, seis
amostras foram coletadas diretamente em propriedades rurais que fazem uso da
casca da mandioca na dieta de gado de leite. Cada amostra foi coletada em
propriedades rurais localizadas em diferentes cidades da regido Sul da Bahia, sendo
elas: Teixeira de Freitas, Alcobaca, Itamaraju, Eunapolis, Mucuri e Nova Vicosa.

As amostras foram submetidas a um processo de pré-tratamento sendo
efetuada a lavagem com agua corrente e agua deionizada, secagem em estufa com
circulacdo de ar a uma temperatura de 60 °C durante 24 horas para retirada da
umidade. Posteriormente as amostras foram trituradas em moinho de facas e
submetidas a moinho de bolas para reducédo do tamanho das particulas e peneirado
em malhas de nylon com poros de 300 um. Em seguida, foram acondicionadas em
frascos de polietiieno previamente descontaminados e armazenadas em
dessecador.

Foram fornecidas pelo Laboratério de Reaproveitamento de Residuos
Agroindustriais da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campus de
Itapetinga, amostras na forma in natura e, bioprocessadas com fungos filamentosos
Aspergillus niger e o Aspergillus oryzae, obtidos de acordo com a metodologia
descrita por Cruz et al.,[129].

Como nao se encontram disponiveis no mercado CRM para a matriz
estudada, foi utilizado o CRM de folha de macga NIST-1515 (Apple leaves) para
avaliar a exatidédo do procedimento.

3.2 Preparo das amostras

3.2.1 Procedimento de extracéo
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Uma massa de 200 mg da amostra foi pesada diretamente em tubos de
centrifuga. Posteriormente, adicionou-se 10,0 mL da mistura extratora composta de
6,2 mL de HNOg3, 2,1 mL de HCl e 1,7 mL de CH3COOH a uma concentracao final de
2,5 mol LY. A mistura foi submetida a banho ultrassénico por 30 min, em
temperatura ambiente e, em seguida submetida a um tempo de radiacdo micro-
ondas doméstico por 6 s. Por fim, foi centrifugada por 5 min a uma rotagdo de 2000

rpm e o sobrenadante foi separado e analisado por FAAS.

3.2.2 Decomposigéo das amostras em forno micro-ondas

O procedimento de decomposicéo total das amostra foi realizado utilizando
uma massa de 200 mg da amostra e empregando uma mistura de 3,0 mL de HNO3
65% (m/v) e 2,0 mL de H,O, 30 % (v/v). O forno micro-ondas foi utilizado de acordo
com o programa de aquecimento recomendado pelo fabricante, como descrito a
seguir: etapa 1: tempo de 8 min, poténcia de 500 watts e temperatura de 120 °C;
etapa 2: tempo de 26 min, poténcia de 750 watts e temperatura de 180 °C. O
digerido foi diluido com agua ultrapura até um volume final de 25,0 mL. Este
procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra que foi analisada.

3.3 Estratégias de otimiza¢éo do procedimento

O procedimento proposto foi otimizado utilizando metodologias univariada e
multivariada. Na metodologia univariada as varidveis experimentais e 0s seus

respectivos niveis estudados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Variaveis e niveis estudados no planejamento univariado.

Variaveis Niveis estudados

Tipo de extrator HNO3, HCl e CH3;COOH
Concentracéo do extrator, (mol L™) 0;0,5;1,0;1,5;20e 25
Tempo de sonicacéo, (min) 0; 10; 20; 30 e 40
Tempo de micro-ondas, (S) 0;2;4e6

Tempo de centrifugacao, (min) 0;5;10e 15
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Com objetivo de melhorar o desempenho do procedimento, aplicou-se
também um planejamento de misturas com restricGes minimas na otimizacdo dos
volumes das solu¢gées HNOj3, HCI e CH3COOH. Estabeleceu-se a restricdo minima
de 5,0 mL para o HNOg3, 1,0 mL para HCI, e 1,0 mL para CH3COOH. A Figura 2
mostra a regido experimental delimitada pelos niveis estabelecidos para cada
variavel. O software Statistica 8.0 foi utilizado para o tratamento dos dados

experimentais.

CH5COOH
0,00 , 1,00

1,00 . . . 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
HNO, HCI

Figura 2. Regido experimental do planejamento de misturas com restricbes minimas

para cada componente.

3.4 Resultados e discussao

3.4.1 Otimizacgé&o do tipo e concentracao do extrator

Solugdes individuais de HNO3;, HCI e CH3COOH nas concentracdes de 0,5;
1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 mol L™ foram estudadas como meio extrator. Este estudo foi
realizado fixando uma massa de 200 mg, tempo de sonicacdo de 20 min, tempo de
radiacdo micro-ondas de 2 s e tempo de centrifugacdo de 10 min. Foi observado que

com o aumento da concentracdo, todos os extratores mostraram-se significativos,
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sendo que o HNO3, na concentracdo de 2,5 mol L™ mostrou efeito mais pronunciado
sobre a resposta analitica (absorvancia). Dessa forma o HNO3; a 2,5 mol L™ foi

utilizado nas etapas posteriores.
3.4.2 Otimizagéo do tempo de sonicagéo

O estudo da influéncia do tempo de sonicagéo foi realizado considerando o
dominio experimental de 0 a 40 min, com intervalos de 10 min observando-se o sinal
analitico (absorvancia). Este estudo foi realizado fixando uma massa de 200 mg,
solucdo de HNO3 a 2,5 mol L™, tempo de radiacdo micro-ondas de 2 s e tempo de
centrifugacdo de 10 min. Um aumento significativo do sinal analitico foi obtido apés
10 min de sonicacdo sendo que o maximo de resposta se deu aos 30 min. Dessa
forma, 30 min de sonicacéo foi utilizado nas etapas posteriores.

Quando um tempo superior a 30 min foi estudado, observou-se uma
diminuicdo no sinal analitico (Figura 3) para os elementos investigados exceto o Cu.
Essa diminuicdo do sinal analitico pode ocorrer porque espécies diferentes podem
ser formadas quando submetidas a um periodo mais longo de sonicacéo
provocando a recombinacéo de diferentes estruturas, formando novas espécies que
ndo contribuam efetivamente para o aumento do sinal analitico. Além disso, ainda
pode ocorrer a formacdo de espécies que atuem como agentes quelantes e, desta
forma, reduzam os ions presentes na fase liquida [130].

Resultados semelhantes foram encontrados por Nascentes et al., [80] quando
diferentes amostras vegetais em meio de HNO3 a 0,14 mol L™ foram expostas a um
tempo superior de 20 min de sonicac¢ao, foi observado que os elementos Ca, Fe, Zn
e Mn sofreram diminuicdo no percentual de extracdo. No trabalho de Saleh et al.,
[94] também foi observado comportamento semelhante para o Na e K quando
amostras de racdo animal em meio de HCl a 0,1 mol L™ foram expostas a um tempo
superior a 10 min de sonicacéo. Li et al., [131] realizaram uma extracao assistida por
ultrassom para determinacdo de Mn em amostras de escorias, e observou que apos

30 min de sonicacdo também ocorreu diminuigdo do percentual de extracao.
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Figura 3. Influéncia do tempo de sonicacéo sobre o sinal analitico.

3.4.3 Otimizagéo do tempo de radiagcdo micro-ondas

Também foi estudado a influéncia do uso do micro-ondas doméstico no
aumento da resposta analitica (absorvancia). Este estudo foi realizado fixando uma
massa de 200 mg, solucdo de HNOs a 2,5 mol L™ e tempo de centrifugacéo de 10
min. As amostras foram submetidas a radiacdo micro-ondas numa faixa de 0 a 6 s,
com intervalos de 2 s. O maximo de resposta para todos os elementos foi obtido
num tempo de 6 s (Figura 4), o que € esperado porque com 0 aumento de tempo de
radiacdo ocorre um aumento gradual da temperatura e presséo no frasco reacional,
0 que em muitos casos, potencializa a extragéo do analito.

Além disso, o0 uso do acido diluido também contribui de forma expressiva para
a extracdo do analito, e isso se deve a capacidade dielétrica da agua, que absorve
expressivamente a radiagdo micro-ondas e a transforma em calor [32]. Tempos

maiores de exposicdo da amostra a radiagdo micro-ondas nédo foram estudados
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devido ao impedimento do frasco reacional utilizado, que quando exposto a tempos

maiores de 8 s de radiagcdo acabavam sofrendo explosao.
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Figura 4. Influéncia do tempo de radiagdo micro-ondas sobre o sinal analitico.

3.4.4 Otimizacg&o do tempo de centrifugagao

O efeito do tempo de centrifugacédo no procedimento de extracao foi estudado
considerando o dominio experimental de 0 a 15 min, com intervalos de 5 min. Este
estudo foi realizado fixando uma massa de aproximadamente 200 mg, solucao de
HNO3 a 2,5 mol L™, tempo de radiacéo micro-ondas de 6 s. Quando um tempo de 5
min foi investigado, observou-se que o0 maximo de resposta foi obtido,

permanecendo praticamente constante até o tempo estabelecido de 15 min.

3.4.5 Planejamento de mistura com restricbes minimas

ApOs a otimizag&do univariada das variaveis experimentais ndo foi possivel
confirmar a exatiddo (através do CRM de folha de mac¢d) do procedimento usando

as condicdes estabelecidas para cada variavel. Durante os estudos preliminares do
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tipo de solucdo extratora notou-se que todas elas foram significativas na extracéo,
sendo que umas mais e outras menos.

Levando em consideracdo essas observacoes e, também, alguns trabalhos
na literatura que utilizaram misturas de solucdes acidas diluidas em procedimentos
de extracdo [82,84], optamos em realizar um planejamento de misturas a fim de
investigar a influéncia da interacdo dos &cidos na resposta analitica, uma vez que no
estudo univariado isso ndo € possivel. Dessa forma, utilizamos todas as condi¢cdes
otimizadas no estudo anterior modificando apenas o tipo de solucao extratora.

Com base nos estudos preliminares realizados durante a otimizacdo da
solucdo extratora, optamos pelo planejamento de misturas com restricdes minimas
gue permite restringir os componentes com valores minimos. A restricAo minima
imposta para cada componente da mistura foi estabelecida de acordo com as
respostas obtidas durante o estudo univariado. No planejamento de misturas, o
passo crucial para o sucesso do procedimento € a otimizacdo das proporcdes
adequadas das solucdes extratoras.

Neste planejamento serdo apresentados o0s resultados usando a
desejabilidade global (DG), que € um método de otimizac&o simultdnea que consiste
em encontrar os valores dos fatores que otimizem mais de uma respostas, ou no
minimo as mantenham em faixas desejaveis, utilizando métodos de programacéao
nao-linear. Inicialmente, essa funcdo converte cada resposta y; em uma funcao
individual de desejabilidade d; que varia de 0 < d; <1. Se a resposta for o valor mais
desejavel, d; =1, caso contrario, di=0 e a resposta esta fora da regido aceitavel [132-
133]. Assim, as variaveis independentes sao escolhidas de modo a maximizar a DG,
que normalmente é dada pela média geométrica das m desejabilidades individuais,
como apresentado na Equacéo 5:

DG =y/d,d,...d Equacdo. 5

m

A matriz experimental utilizada e, os valores de recuperacdo para 0s
elementos estudados, s&do apresentados na Tabela 7. Todos os valores de
recuperacoes e DG foram obtidos em triplicata para cada ensaio, a fim de estimar o
erro experimental. Os valores de recuperagao foram calculados a partir dos valores
de referéncia obtidos pela decomposicéo total assistida por radiagdo micro-ondas.
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Tabela 7. Matriz do planejamento de misturas (% de recuperacdo dos elementos),
para otimizagdo dos volumes das solugfes acidas.

Experimento Variaveis (mL) % recuperacao DG

HNO; HCI CH3COOH Ca Mg Cu Fe Mn Zn

1 50 1,0 4,0 59 82 50 48 72 56 0,544
2 80 1,0 1,0 64 8 84 61 79 52 0,650
3 50 4,0 1,0 69 87 82 75 90 70 0,750
4 50 25 2,5 89 91 83 89 98 88 0,879
5 65 1,0 2,5 93 92 84 85 98 90 0,889
6 6,5 2,5 1,0 98 96 94 89 95 95 0,937
7 6,0 20 2,0 101 99 102 101 98 97 1,000

DG - desejabilidade global

3.4.6 Validagdo do modelo estatistico e experimental

Para a obtencéo de resultados confidveis é necessario avaliar a qualidade do
modelo matematico, isto €, se ele se mostra capaz de descrever satisfatoriamente o
comportamento dos valores experimentais. A qualidade de um modelo matematico
pode ser testada por meio da analise de variancia (ANOVA).

Os modelos matematicos, linear e quadratico foram avaliados a fim de obter a
melhor descricdo dos dados experimentais. Para avaliar a qualidade do modelo,
deve-se verificar o valor F da falta de ajuste. Se 0 modelo matematico € bem
ajustado aos dados experimentais, a média quadratica da falta de ajuste (MQfaj)
deve refletir apenas os erros aleatorios inerentes ao sistema. Além disso, a média
quadratica do erro puro (MQep) também deve ser uma boa estimativa desses erros e
presume-se que estes dois valores ndo séo estatisticamente diferentes. Se a razao
entre a MQfaj/MQep for inferior ao valor de Fiapelado, 0 @juste do modelo é considerado
satisfatorio [134-135].

De acordo a ANOVA, apresentado na Tabela 8, observamos que a falta de
ajuste para o modelo linear é significativa, pois o valor da razdo da MQfaj/MQep €
(459,15) superior ao valor de Fipelado (3,11) para 4 e 14 graus de liberdade

respectivamente. Ja para o modelo quadratico, a falta de ajuste ndo é significativa,
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pois o valor da razdo da MQrj/MQep € (1,49) inferior ao valor de Fiapelado (4,60) para 1
e 14 graus de liberdade, respectivamente. Assim, o modelo quadratico estd bem
ajustado aos dados obtidos, apresentando menores residuos e, tendo, portanto uma

boa capacidade de previsao.

Tabela 8. ANOVA usando a DG para os modelos linear e quadratico, com um nivel

de confianca de 95 %.

Modelo Linear

Fonte de Variacéo SS Df MS Fcalculado Fiabelado
Modelo 0,0584 2 0,0292 1,34 3,55
Erro total 0,3909 18 0,0217

Falta de ajuste 0,3880 4 0,0980 459,15 3,11
Erro puro 0,0029 14 0,0002

Total 0,4494 20 0,0224

Modelo Quadratico

Fonte de Variacéo SS Df MS Fcalculado Fiabelado
Modelo 0,4461 5 0,0892 408,98 2,96
Erro total 0,0032 15 0,0002

Falta de ajuste 0,0003 1 0,0003 1,49 4,60
Erro puro 0,0029 14 0,0002

Total 0,4494 20 0,0224

SS - Soma quadratica; df - grau de Liberdade; MS - media quadratica.

A qualidade do modelo matematico obtido na descricio do campo
experimental estudado também foi realizada pela anélise do grafico das respostas
experimentais em funcdo dos valores preditos, apresentado na Figura 5. E possivel
observar a boa concordancia entre os valores experimentais e os valores preditos
pelo modelo, confirmando mais uma vez que o modelo quadratico esta bem ajustado
aos dados experimentais obtidos no planejamento. Essa observagéo confirma o bom

ajuste do modelo que foi constatado na Tabela 8.
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y =0,9893x + 0,0099
R*=0,9893

Resposta prevista (DG)

0,4 05 06 0,7 0,8 0.9 1,0
Resposta experimental (DG)

Figura 5. Resposta experimental em funcéo da resposta prevista usando a DG para
0 modelo proposto.

Outro pardmetro a ser observado é o comportamento dos residuos, ou seja, a
diferenca entre as respostas experimentais e as previstas. Tao importante quanto
avaliar a falta de ajuste é examinar cuidadosamente os residuos deixado pelo
modelo. Num modelo bem ajustado, esses residuos devem dar a impressédo de
terem sido produzidos por uma distribuicdo aleatoria, ou melhor, ndo devem
apresentar nenhum indicio de normalidade. Se um modelo deixar residuos muito
grandes ou tendenciosos ele é inadequado para fazer inferéncias precisas sobre o
comportamento destes dados no campo experimental em questéo [134-136].

A Figura 6 apresenta o grafico das respostas previstas em funcdo dos
residuos e, pode-se observar que existe uma tendéncia para a distribuicdo normal,
em que os valores dos residuos se distribuem aleatoriamente, e ndo ha nada que
indigue que sua variancia ndo € constante. Além disso, existem 11 e 10 residuos

positivos e negativos, respectivamente, e a magnitude é inferior a 0,03 DG.
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Respostas previstas (DG)

Figura 6. Resposta prevista em funcdo do residuo usando a DG para o modelo

proposto.

3.4.7 Avaliacdo das condi¢cdes experimentais no planejamento de misturas apés a

validacdo do modelo estatistico e experimental

Com o modelo proposto podemos entdo, investigar quais fatores (variaveis)
influenciam no planejamento de misturas. Logo, € possivel analisar tais respostas no
grafico de Pareto (Figura 7) calculado em funcdo da DG. No qual, a magnitude dos
efeitos € representada pelas colunas, enquanto que, a linha transversal as colunas
representa a magnitude dos efeitos com significado estatistico para p=0,05, ou seja,

os fatores que sado estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confianca.

. =

((((((

cccccccccc

2416435

23,68373

p=,05
Figura 7. Grafico de pareto para o planejamento de mistura usando o modelo

proposto.



O gréfico de pareto sugere que todas as variaveis estudadas assim como as
interacdes entre as variaveis foram significativas (efeito positivo) dentro do dominio
experimental estudado. Sendo que, a variavel, com efeito, mais pronunciado foi o
HNO3; 0 que estad de acordo a inspecao visual da superficie de resposta e com o
grafico de contorno apresentados na Figura 8. Através da inspecdo visual da

superficie de resposta e do gréfico de contorno é possivel observar que ha uma
regido Otima para cada extrator na mistura.

CH3COOH

5,0,4,0

[eqoy opepeRase

HNO; HCl

Figura 8. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b), para o planejamento
de mistura usando a DG para o modelo proposto.

O modelo matematico que relaciona os fatores envolvidos na otimizacdo do
volume de cada extrator na mistura acida, usando a DG, esta representado abaixo
pela equacdo 6, no qual os termos significativos estdo destacados em vermelho e
corroboram com as informacdes contidas no gréfico de pareto.

Equacéao. 6
DG = 0,715 Viynos + 0,620 Ve + 0,519V cHzcoon + 0,924VinozVie +
0,943Vuno3VeHacoon + 1,092 Ve Venscoon

Para obter os valores otimizados para cada extrator na mistura foi aplicado a
funcéo desejabilidade. De acordo os perfis de DG (tltima linha de graficos da Figura
9), verificamos os valores recomendados para cada extrator. As coordenadas dos

pontos sdo 0s volumes otimizados dos componentes que geram resposta mais
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elevada para o sistema estudado. Assim, os valores 6timos estabelecidos para cada
componente foram aproximadamente: 6,2 mL de HNO3, 2,1mL de HCl e 1,7mL de

CH3;COOH.
HNO3 HCI CH;COOH Desirability
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Figura 9. Perfis para valores preditos e desejabilidade individual e global na

otimizacao das propor¢cdes de cada componente na mistura.

Apbs a otimizacdo dos componentes da solucdo extratora, o procedimento foi
aplicado novamente mantendo-se as condicbes otimizadas na abordagem
univariada (concentracdo do extrator, tempo de sonicacéo, tempo de radiacdo micro-
ondas e tempo de centrifugacdo). Dessa vez foi possivel confirmar a exatiddo do
procedimento com um nivel de confianca de 95%, mostrando que a mistura de
acidos juntamente com as demais varidveis potencializou o percentual de extragédo
do procedimento proposto. Dessa forma, podemos confirmar que em alguns casos
quando se utiliza mistura de solugcbes acidas em procedimentos de extracdo, é
verificado que normalmente ha um ganho no percentual de extracao.

Em trabalho realizado por Santos et al., [82] um procedimento de extragao
assistida por ultrassom foi aplicado em amostras de feijdo, e foi observado que
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quando uma mistura &cida composta por HNO3, HCl e CH;COOH a 0,5 mol L™ foi
utilizada, melhores percentuais de extracdo foram obtidos. Barros et al., [84]
propuseram um procedimento de extracdo assistida por ultrassom em amostras de
racdo de frango usando mistura de acidos diluidos, e observou-se que a solucao
extratora composta por HNO3, HCl e CH3COOH a 3,6 mol L™ também melhorou o
rendimento de extragdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Santos et
al., [91] quando uma mistura de acidos composta por HNO3, HClI e CH3;COOH a 1,0
mol L? foi aplicada na extracdo de metais assistida por ultrassom em amostras de

mariscos.

3.5 Validacédo do procedimento

3.5.1 Avaliacéo do efeito da matriz e método de calibracéo

O teste de efeito da matriz pode ser realizado aplicando a método de adicéo
de analito, também chamada de adi¢do padrao, para uma solucgéo teste derivada do
material tipico investigado ou da propria amostra [137]. A avaliacdo € feita por meio
da comparacdo dos coeficientes angulares das curvas analiticas externas e dos
coeficientes das curvas de adicao de analito, empregando testes estatisticos [138].

Para avaliar o efeito de matriz e escolher o método de calibracdo para o
procedimento, foram preparadas curvas de calibracdo externa com diluicdo dos
padrées metalicos no meio extrator obtido durante a etapa de otimizacdo. Também
foram preparadas curvas de calibracdo com adicdo de analito em uma amostra de
casca de mandioca, com diluicdo dos padr6es metalicos antes da extracao.

As equacles das curvas analiticas sdo apresentadas na Tabela 9. Uma
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t foi realizada para comparar as inclinacées
obtidas com as curvas analiticas externas e as curvas que usam a adi¢cao de analito
e, os dois valores ndo apresentaram nenhuma diferenca significativa, a um nivel de
95% de confianca. Demonstrando, assim, que a matriz nao interfere
significativamente na determinagao dos elementos e a calibracdo pode ser realizada
por um ou outro metodo de calibracéo. Para simplificacdo do procedimento proposto,
é recomendada a determinacgéo dos elementos utilizando a calibracdo externa [100].
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Tabela 9. Curvas analiticas obtidas com diferentes métodos de calibracao.

Analito Método de Equacéo R?
calibracéo
Ca Externa y = (0,0167% 0,0025%) Cca + (0,0031%0,0011%) 0,9997

Adicdo de analito vy = (0,0178 + 0,0029) Cca+ (0,0322 +0,0009) 0,9999

Mg Externa y = (0,0392 + 0,0089)Cyy + (0,0187+ 0,0041) 0,9999
Adicgo de analito y = (0,0398 + 0,0076)Cyy + (0,0265+ 0,0048)  0,9991

Cu Externa y = (0,1168 + 0,0152)Ccy + (0,0003 + 0,0012) 0,9987
Adicdo de analito y = (0,1176 + 0,0137)Ccy + (0,0084 + 0,0019) 00,9999

Mn Externa y = (0,1961 + 0,0179)Cwn + (0,0009 % 0,0017) 0,9999
Adicdo de analito y = (0,1972 + 0,0165)Cyn + (0,0116 + 0,0015) 0,9999

Fe Externa y = (0,0880 + 0,0112) Cre + (0,0026 + 0,0005) 0,9996
Adicdo de analito y = (0,0884 + 0,0102) Cre + (0,0216 + 0,0007) 0,9998

Zn Externa y = (0,2262 £ 0,0201)Cz, + (0,01070,0052)  0,9998
Adicdo de analito y = (0,2258 + 0,0214)Cz, + (0,0315£0,0059)  0,9997

3.5.2 Limite de deteccéo e quantificacao

O limite de detecgéo (LOD) pode ser definido como a menor massa de analito
que pode ser detectada, com determinada certeza estatistica. De acordo com as
recomendacdes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) [137] o
LOD é determinado pela razdo entre o desvio padrdo do sinal analitico do branco
(obtido por no minimo 10 medidas) multiplicado por um fator de trés e dividido pela

inclinacdo da curva analitica, como apresentado na equacéo 7.
O ~
LD:3><E Equacao. 7

O limite de quantificagdo (LOQ) pode ser definido como a menor
concentracédo de analito que pode ser determinada quantitativamente, com certeza
estatistica. De acordo com as recomendacbes da IUPAC [137] o LOQ é
matematicamente expresso pela razdo entre o desvio padrdo do sinal analitico do

branco pela inclinacdo da curva analitica (obtido por no minimo 10 medidas)
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multiplicado por um fator de dez, dividido pela inclinagdo da curva analitica, como

expresso na equagao 8.
O ~
LQ:10><B Equacao. 8

Os LOD e LOQ obtidos para o procedimento proposto séo apresentados na
Tabela 10.
Tabela 10. LOD e LOQ para o procedimento proposto.

Elemento LOD (mg kg™) LOQ (mg kg™)
Ca 10,4 34,7
Mg 3,7 12,3
Cu 0,5 1,7
Mn 0,4 1,3
Fe 1,6 5,3
Zn 1,7 5,6

3.5.3 Precisao

A precisdo mede o grau de incerteza de um procedimento analitico, originada
da dispersdo das respostas instrumentais e da execucdo dos procedimentos. A
precisdo € um termo geral para avaliar a proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma amostra. Os trés modos
de expressa-la sdo por meio da repetitividade (precisdo intra-corrida), precisédo
intermediaria (precisdo inter-corridas) e da reprodutibilidade (precisdo inter-
laboratorial) [137]. A precisdo € expressa, matematicamente, em termos de desvio
padrao relativo (ou coeficiente de variacdo), o qual é calculado pela razdo entre o
desvio padrédo de varias medidas em uma determinada concentracdo (Sc) e a média
das medidas dessa concentracdo (Xc), resultado expresso geralmente em

percentagem, e pode ser calculado seguindo a equacéo 8.

RSD% = (%}100 Equacéo. 9
c
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A precisao neste trabalho foi expressa como RSD (%) para sete extracdes
distintas de uma mesma amostra. Os valores de RSD (%) foram sempre inferiores a

5,4 % e sdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. RSD (%) para o procedimento proposto.

Elementos RSD (%)
Ca 2,9
Mg 3,4
Cu 5,4
Fe 3,2
Mn 3.8
Zn 1,9

3.5.4 Exatidao

A exatiddo de um procedimento analitico pode ser confirmada pela
proximidade dos resultados individuais encontrados em um determinado método, em
relacdo a um valor de referéncia, ou a um valor aceito como o mais provavel. A
checagem da exatiddo pode ser feita utilizando-se, preferencialmente, os seguintes
procedimentos: avaliacdo de CRM, aplicacdo de procedimento com reconhecida
exatiddo, aplicacdo de um método independente e medida do analito por método de
adicao e recuperacao [137].

Neste trabalho a exatiddo do procedimento foi avaliada por meio do CRM de
folha de macd NIST 1515. Os resultados obtidos considerando o uso do
procedimento proposto sdo apresentados na Tabela 12. Uma comparacao
estatistica usando o teste-t mostrou que ndo ha diferenca significativa entre o valor
obtido pelo uso do procedimento proposto e o valor certificado a um nivel de 95% de

confiancga.
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Tabela 12. Concentragdes encontradas no CRM de folha de maga NIST 1515 pelo
procedimento proposto (média + desvio padréo; n=3).

Elemento Concentracéo (mg kg ™)
Valor certificado Valor encontrado*
Ca 15260 + 150 15263 + 229
Mg 2710+ 80 2718 + 68
Cu 5,64 +£0,24 5,66 + 0,26
Fe 83,0+5,0 84,020
Mn 54,0+ 3,0 53,0+1,7
Zn 12,5+0,3 12,1+0,2
*N=3

A exatiddo também foi avaliada mediante o emprego de metodologia
estabelecida usando decomposicao total assistida por radiacdo micro-ondas e o
procedimento proposto, os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 13. A
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t pareado mostrou que os dois procedimentos
nao apresentam valores significativamente diferentes a um nivel de 95 % de

confianga.

Tabela 13. Concentracbes em uma amostra real determinada pelo procedimento
proposto e pela decomposicdo total assistida por radiacdo micro-ondas (média +

desvio padréo; n=3).

Elemento Concentracéo (mg kg™h)*
Procedimento proposto Decomposicdo em MW**
Ca 1805 + 38 1823 + 29
Mg 633 + 19 635 + 15
Cu 10,4+£0,5 10,8+0,4
Fe 245+0,6 23,7+0,5
Mn 8,85+ 0,27 9,05+ 0,23
Zn 49,3+0,5 48,3+ 0,5
*N=3

** Forno micro-ondas com cavidade.
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3.6 Aplicacdo do procedimento proposto

O procedimento desenvolvido foi aplicado na determinacdo de Ca, Mg, Cu,
Fe, Mn e Zn em amostras de casca de mandioca in natura e bioprocessadas
utilizadas como complemento na alimentacdo de vacas de leite. Os resultados
obtidos séo apresentados na Tabela 14. Com base nos resultados apresentados,
para as diferentes amostras de casca de mandioca pdOde-se verificar que as
concentracbes de alguns elementos variam de acordo com a localidade. Das
amostras analisadas, observou-se que, a de Eunapolis foi a que apresentou maior
concentracdo de Mg, Fe, Zn e Mn. A amostra de Itamaraju apresentou maior
concentragdo de Ca, mas nao diferenciando muito das demais, exceto das amostras
de Itapetinga na forma in natura e bioprocessada que apresentou valores inferiores
Por outro lado as amostras de

guando comparada as demais. Itapetinga

apresentaram concentrac6es de Cu bem mais elevadas em relacdo as outras.
Tabela 14. Concentracbes encontradas em amostras reais utilizando o

procedimento proposto (média + desvio padrdo; n=3).

Amostra Concentragao (mg kg'l)

Ca

Mg

Cu

Fe

Mn

n

o N o o0 A WN P

9

2066 + 45
2538 + 38
1979 + 41
1907 + 34
2512 + 39
2507 + 42
1801 + 40
1805 + 38
1772 + 35

819+ 15
928 + 23
730 £ 19
687 + 17
910 + 26
965 + 25
929 + 23
633 +14
639 + 11

7,07 +£0,31
6,17+ 0,19
5,90 + 0,26
6,24 + 0,28
7,91+0,24
9,36 + 0,25
11,2+0,45
10,4 £ 0,52
10,5+ 0,38

120+ 3
69,7 +1,7
36,8+0,9
354+x1,.1
55,314

139+ 3
24,7 0,7
24,0+0,6
23,7+0,7

13,2+ 0,38
8,28 £0,16
5,10+ 0,10
6,94 + 0,25

18,5+ 0,5
36,8+1,2
149+0,3

8,77 0,28
7,78 +0,16

52,9+0,7
47,1 +0,5
46,8 £ 0,6
52,4+0,9
776+1,1
128 £+ 2
49,6 + 0,7
49,1 + 0,6
48,4 +0,4

1 — Teixeira de Freitas; 2 — Alcobaca; 3 — Nova Vigosa; 4 — Mucuri; 5 — Itamaraju; 6 — Eunapolis; 7 — Itapetinga; 8 -
Itapetinga bioprocessada com Aspergillus Niger; 9 — Itapetinga bioprocessada com Aspergillus Arizal.

As amostras de casca de mandioca apresentaram concentracdes
semelhantes para o Fe, Cu, Mn e Zn e maiores concentracfes de Ca e Mg quando
comparados a outras fontes de alimento alternativo mais comumente utilizados na
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alimentacao de vacas em lactagdo, como: casca de arroz e sorgo [139] e, bagaco de
cana [140]. Cabe ressaltar a importancia de se oferecer a animais em lactacao
alimentos ricos em Ca e Mg uma vez que o leite produzido por eles possui
guantidades consideraveis desses elementos [141].

Em trabalho realizado por Burns et al., [142], no qual foram analisadas as
concentragcfes de Fe e Zn nas folhas e raizes da mandioca que também podem ser
utilizadas na alimentacéo animal, foram encontrados resultados inferiores nas raizes
guando comparados com os valores da casca encontrados nesse trabalho, ja nas
folnas maiores, concentracbes desses elementos foram encontrados. Ceni et al.,
[143] avaliaram a concentracdo de Ca, Mg, Fe, Zn, Cu e Mn nas raizes de cinco
cultivares de mandioca e, apenas o0 Fe apresentou uma maior concentracdo em

relacdo a casca da mandioca.

3.7 Conclusoes

Neste trabalho foi proposto um procedimento de extracdo de elementos
nutrientes com &cidos diluidos, assistida por ultrassom e micro-ondas, para a
determinacdo de elementos nutrientes em amostras de casca de mandioca
utilizadas como complemento em alimentacdo animal. A otimizacdo multivariada
usando o planejamento de misturas com restricbes minimas e a metodologia
univariada possibilitou encontrar as melhores condicGes para a extracdo dos
elementos.

O procedimento proposto apresentou uma boa exatiddo evidenciada pela
analise do CRM NIST 1515 e pela decomposicao total em forno micro-ondas, e a
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t ndo apresentou diferenca significativa a um
nivel de 95% de confianca. Precisdo expressa como RSD (%) sempre inferior a 10
%. Somado a isso, foram alcancados baixos LOD e LOQ. Além disso, o efeito da
matriz n&o interfere significativamente na determinagcdo dos elementos e a
calibracdo pode ser realizada de forma convencional ou com adicdo de analito.
Estes resultados indicam a viabilidade de aplicacdo deste procedimento na
determinacao de Ca, Mg, Cu, Fe, Zn e Mn, em amostras de casca de mandioca.
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O procedimento mostrou-se simples rapido, eficiente, de baixo custo, além de
ser menos agressivo ao analista, aos equipamentos e ao meio ambiente quando
comparado com os procedimentos convencionais. Os resultados obtidos no presente
trabalho possui carater relevante, pois, contribui para informacéo de pesquisadores
da area de nutricdo animal, bem como para os grandes e pequenos produtores, visto
gue sdo escassas as informacgdes sobre a concentragdo de elementos nutrientes na

casca de mandioca.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM DE SUSPENSAO
PARA DETERMINACAO DE ELEMENTOS NUTRIENTES EM GOMA DE
MANDIOCA POR FAAS

4.1 Amostragem

Um plano amostral baseado na coleta de oito amostras de goma de mandioca
foi realizada diretamente em pontos de producdo do produto nas cidades de
Eunapolis, Teixeira de Freitas, Itabela, Mucuri, Nova Vicosa, Itamaraju, Medeiros
Neto e Guaratinga, localizadas na regido Sul da Bahia, Brasil. As amostras foram
colocadas em recipientes descontaminados e transportadas para o laboratério, onde

foram armazenadas em dessecador.

4.2 Determinacdo do diametro das particulas nas amostras de goma de

mandioca por MEV

As medidas em MEV sao realizadas em amostras tipicamente metélicas ou
metalizadas. Para isso, uma fina camada da amostra foi disposta sobre uma fita de
carbono aderida a superficie de um suporte para colocar a amostra antes da
varredura no MEV, denominado de “stub”. Depois, foi feita a metalizagao, aplicando
uma pelicula fina de ouro sobre sua superficie do stub contendo a amostra. O
material foi mantido em dessecador, e posteriormente foi efetuada uma varredura
em MEV. Para a determinacdo dos diametros das particulas todas as amostras

foram analisadas, antes do preparo da suspensao.
4.3 Preparo das amostras
4.3.1 Preparo das suspensoes
Uma massa de 200 mg da amostra foi pesada diretamente em balédo
volumétrico de 25,0 mL e aferido com uma mistura de HNO3:HCI (1:1) a uma

concentracdo final de 1,7 mol L™. As suspensées foram entdo homogeneizadas por
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26 min em banho ultrassonico e a solugao foi aspirada diretamente pelo sistema de
nebulizacdo do FAAS para a determinagéo do Fe e Mg.

4.3.2 Decomposicéo total em forno de micro-ondas

O procedimento de decomposicéo foi realizado utilizando uma massa de 200
mg da amostra e empregando uma mistura de 3,0 mL de HNO3; 65% (m/v) e 2,0 mL
de H,0, 30 % (v/v). O forno de micro-ondas foi utilizado de acordo com o programa
de aquecimento recomendado pelo fabricante, como descrito a seguir: etapa 1:
tempo de 8 min, poténcia de 500 watts e temperatura de 120 °C; etapa 2: tempo de
26 min, poténcia de 750 watts e temperatura de 180 °C. O digerido final foi diluido
com &gua ultrapura até o volume de 25,0 mL. Este procedimento foi realizado em

triplicata para cada amostra que foi analisada.

4.4  Otimizacao do procedimento

As variaveis que influenciam o preparo das suspensdes foram otimizadas
utilizando metodologia univariada para a massa da amostra, num intervalo de 100 a
600 mg e metodologia multivariada, usando o planejamento Box-Behnken, para
otimizar as seguintes variaveis: tipo de extrator, concentracdo final da solucéo
extratora e tempo de sonicacdo. Neste caso, todas as variaveis foram estudadas em
trés niveis e sdo apresentadas na Tabela 15, e como resposta do planejamento foi
usada a percentagem de recuperacdo, comparado aos valores obtidos na

decomposicéo total.

Tabela 15. Variaveis e niveis estudados no planejamento Box-Behnken.

Variaveis Niveis

Minimo (-1) Ponto central(0) Maximo (+1)

Tipo de extrator (TE) HNO3 HNO3:HCI HCI
Concentragao da solugéo

extratora (CE), mol L™ 0.5 1.5 2,5
Tempo de sonicacédo (TS), min 10 20 30
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45 Resultados e discussao

4.5.1 Determinacdo do didmetro das particulas por MEV

As micrografias obtidas no MEV mostraram que as particulas apresentam
dimensbes heterogéneas, como observado na Figura (10a). Todas as particulas
possuem formato esférico e didametro que varia entre 1,3 e 17 ym, de acordo com a
Figura (10b). Esses resultados estdo de acordo com relatos encontrados na
literatura, na qual a recomendacéao geral é que se deve trabalhar com amostras cujo

diametro das particulas sejam menores que 50 ym [144].

Figura 10. Micrografias de uma amostra de goma de mandioca: (a) visao geral das

particulas e dos aglomerados; (b) dimenséo e formato das particulas.

Recomenda-se ainda, que particulas com didmetros entre 10 e 20 um sejam
utilizadas, pois, melhoram a precisdo dos resultados além de incrementarem a
extracdo do analito durante o preparo das suspensdes em meio acido [145-146]. E
importante observar que as particulas possuem uma tendéncia a formar
aglomerados justificando a necessidade de, serem submetidas ao processo de
sonicacdo antes da introducao no sistema de nebulizacdo do FAAS.

Além do fator diametro da particula, a sua forma geomeétrica também pode
influenciar no transporte até o sistema de nebulizagcdo. Assim, espera-se que as

suspensdes preparadas com amostras cujas particulas sdo mais uniformes
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apresentem menos resisténcia no transporte e, consequentemente, menor
predisposicdo a entupimento do sistema de nebulizagdo. Devido ao tamanho
reduzido das particulas, ndo houve, portanto, necessidade de operacdes de
moagem ou peneiramento adicionais antes do preparo da suspensao, para posterior

introduc&o no sistema de nebulizagéo do equipamento.
4.5.2 Otimizacao do procedimento
4.5.2.1 Estudo da massa da amostra

A otimizacdo da quantidade de amostra para o preparo da suspensédo foi
realizada utilizando-se 25,0 mL de HNO; a 2,5 mol L™ e um tempo de sonicacéo de
20 min. O dominio experimental da quantidade de massa foi definido a partir de
estudos prévios, envolvendo problemas relativos ao entupimento do sistema de
nebulizacdo da amostra e quantidade de massa necessaria para garantir uma faixa
adequada de deteccao dos analitos.

Mesmo no limite maximo do dominio experimental de 600 mg, nao foi notado
nenhum problema de entupimento do sistema de introducdo da amostra no FAAS.
Contudo, visando garantir a massa necessaria para obtencao de sinais analiticos em
uma faixa suficiente para a sua quantificacdo e introdugcdo da menor quantidade
possivel de sélidos em suspenséo, foi escolhida a massa de 200 mg. Na Figura 11 é
apresentada a variacdo da intensidade do sinal analitico em funcédo da variacdo de
massa no intervalo entre 100 e 600 mg de amostra. Os valores da intensidade foram

normalizados em funcéo da massa utilizada.
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Figura 11. Influéncia da quantidade de massa no sinal analitico para o Fe e Mg.

4.5.2.2 Estudo do tipo de extrator, concentracdo do extrator e tempo de sonicagao

usando planejamento Box-Behnken.

Um planejamento Box-Behnken foi usado para otimizagdo de trés variaveis
experimentais (TE, CE e TS), cuja matriz € estabelecida com 15 experimentos. A
matriz experimental utilizada e os valores de recuperacdo para os elementos
estudados sdo apresentados na Tabela 16. O método de otimizacdo simultanea

usando a DG, foi utilizada no tratamento dos dados. A triplicata no ponto central foi
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utilizada, a fim de estimar o erro experimental. Os Valores de recuperagao foram
calculados a partir dos valores de referéncia obtidos pelo procedimento de

decomposicéo total em forno micro-ondas.

Tabela 16. Matriz do planejamento Box-Behnken para otimizacdo das variaveis
envolvidas no procedimento de amostragem de suspensao e as respostas obtidas.

Experimento Variaveis % recuperacao DG
TE CE TS Fe Mg
1 HNO; (-1) 0,5(-1) 20(0) 51 81 0,651
2 HCI (1) 0,5(-1) 20(0) 45 85 0,629
3 HNO; (-1) 25(1) 20(0) 58 85 0,712
4 HCI(1) 25(1) 20(0) 60 86 0,728
5 HNO; (-1) 1,5(0) 10(-1) 63 84 0,739
6 HCI (1) 1,5(0) 10(-1) 68 88 0,785
7 HNO; (-1) 1,5(0) 30 (1) 72 90 0,815
8 HCI (1) 1,5(0) 30(1) 73 89 0,736
9 HNOsHCI(0) 0,5(-1) 10 (-1) 61 86 0,816
10 HNOsHCI(0) 2,5(1) 10 (-1) 76 97 0,829
11 HNOzHCI(0) 05(-1) 30(1) 80 90 0,862
12 HNOsHCI(0) 1,5(1) 30 (0) 83 96 0,907
13 (PC) HNO3:HCI (0) 1,5(0) 20(0) 97 99 0,999
14 (PC) HNO3:HCI (0) 1,5(0) 20(0) 93 99 0,972
15 (PC) HNOsHCI(0) 1,5(0) 20 (0) 98 98 0,996

TE - tipo de extrator; CE - concentragdo do extrator; TS - tempo de sonicagéo; DG - desejabilidade global; PC —
ponto central.

4.5.2.3 Validacdo do modelo estatistico e experimental

Para a obtencéo de resultados confiaveis é necessario avaliar a qualidade do
modelo matematico, isto &, se ele se mostra capaz de descrever satisfatoriamente o
comportamento dos valores experimentais. A avaliacdo do modelo matematico

ajustado aos dados experimentais foi realizada por meio do teste da falta de ajuste
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usando o valor de F e p. O valor calculado para MQs,/MQegp € igual (2,41) que € um
valor menor que 0 Fiapelado (19,16) € 0 valor de p >0,05 evidenciando que o modelo
quadratico descreve satisfatoriamente os dados experimentais obtidos, como pode

ser observado na Tabela 17.

Tabela 17. ANOVA usando a DG para o modelo quadratico, com um nivel de

confianca de 95 %.

Modelo quadratico

Fonte de variacao SS Df MS Fealculado p-valor
1) TE L+Q 0,115624 2 0,057812 258,06 0,00386
(2) CE L+Q 0,075677 2 0,037838 168,90 0,00588
(3 TS L+Q 0,014085 2 0,007043 31,43 0,03082
1*2 0,000352 1 0,000352 1,57 0,33650
1*3 0,000495 1 0,000495 2,20 0,27563
2*3 0,000581 1 0,000581 2,59 0,24849
Falta de ajuste 0,001625 3 0,000542 2,41 0,30672
Erro puro 0,000448 2 0,000224

Total SS 0,194588 14

L - linear; Q - quadratico; TE - tipo de extrator; CE - concentragdo do extrator; TS - tempo de sonicacéo;SS -
Soma quadrética; Df - grau de Liberdade; MS - media quadratica.

A qualidade do modelo matematico obtido na descricdo do campo
experimental estudado também foi realizada pela analise do gréfico das respostas
experimentais em funcdo dos valores preditos, apresentado na (Figura 12). E
possivel observar a boa concordancia entre os valores experimentais e os valores
preditos pelo modelo, confirmando mais uma vez que o modelo quadratico estd bem
ajustado aos dados experimentais obtidos no planejamento. Essa observacéo

confirma o bom ajuste do modelo que foi constatado na Tabela 18.
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Figura 12. Resposta experimental em fungcdo da resposta prevista usando a DG
para o modelo proposto.

Outro parametro a ser observado é o comportamento dos residuos, ou seja, a
diferenca entre as respostas experimentais e as previstas. A Figura 13 apresenta o
grafico das respostas previstas em funcdo dos residuos e, pode-se observar que
existe uma tendéncia para a distribuicdo normal, em que os valores dos residuos se
distribuem aleatoriamente, e ndo ha nada que indique que sua variancia nao é
constante. Além disso, existem 8 e 7 residuos positivos e negativos,

respectivamente, e a magnitude é inferior a 0,03 DG.
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Figura 13. Resposta prevista em funcdo do residuo usando a DG para o modelo

proposto.
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4.5.2.4 Avaliacdo das condicbes experimentais apds a validacdo do modelo
estatistico e experimental.

ApOs a validacdo do modelo matematico mais adequado, foi possivel
investigar quais fatores (variaveis) influenciavam no procedimento proposto. Através
da inspecéo visual das superficies de resposta e graficos de contorno apresentados
nas Figuras 14, 15 e 16 é possivel verificar que existe uma regido Otima para cada

variavel estudada. Essa regido encontra-se na regido entre 0s eixos onde o
vermelho é mais intenso.

|t

wnp apRpREEREaG

CE (mol L™

A y

o HNO, HNOZ HCI HCl
oF TE (Tipo do extrator)
Figura 14. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b), para tipo de extrator

e concentracdo do extrator usando a DG para o modelo proposto.
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Figura 15. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b), para tipo de extrator
e tempo de sonicagédo usando a DG para o modelo proposto.
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Figura 16. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b), para concentracao

do extrator e tempo de sonicagao usando a DG para o modelo proposto.

24

Também foi gerado um modelo matematico que relaciona os fatores
envolvidos na otimizacéao (TE, CE e TS) com, a DG, que esta representado abaixo

pela equacdo 10, sendo que todos os termos significativos estdo destacados em
vermelho.

Equacéo. 10
DG = 0,7674 + 0,0053 (TE)+ 0,1767 (TE)*+ 0,0371 (CE) + 0,1323 (CE)* + 0,0388

(TS) + 0,0233 (TS)? + 0,0093 (TE)(CE) — 0,0111 (TE)(TS) — 0,0120 (CE)(TS)
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Para obter os valores otimizados para cada variavel foi aplicado a funcéo
desejabilidade. De acordo os perfis de DG (ultima linha de gréficos da Figura 17)
como resposta, verificamos os valores recomendados para cada variavel. As
coordenadas dos pontos sdo as condi¢cbes otimizadas que geram resposta mais
elevada para o sistema estudado. Assim, os valores 6timos estabelecidos, foram:
tipo de extrator HNO3:HCI (1:1), concentracdo da solucdo extratora 1,7 mol L™ e
tempo de sonicacao de 26 min.
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Figura 17. Perfis para valores preditos e desejabilidade individual e global na

otimizacao das variaveis estudadas.

A mistura acida composta de HNO3:HCI (1:1) mostrou-se como a variavel
mais significativa no procedimento de suspenséo, o que ja tinha sido observado na
analise visual da superficie de resposta. Em trabalho anterior Bezerra et al., [107]
relata que quando utiliza mistura de solugbes &cidas em procedimentos de
amostragem de suspensdo, ha um ganho na resposta analitica, potencializando a

extracdo do analito.

88



Para o estudo do tempo de sonicagdo, observa-se que um periodo
relativamente alto foi obtido como condicao favoravel e isso deve estar associado as
caracteristicas das particulas de goma que formam grandes aglomerados,
necessitando, entdo, de um maior tempo de sonicacdo para que ocorra a
desagregacdo das particulas, favorecendo, também, a homogeneidade da

suspensao por um maior periodo de tempo.

4.6 Validacéao do procedimento

4.6.1 Avaliacdo do efeito da matriz e escolha do método de calibragéo

Para avaliar o efeito de matriz e escolher o método de calibracdo para o
procedimento, foram preparadas curvas de calibracdo externa com diluicdo dos
padrées metalicos no meio extrator obtido durante a etapa de otimizacdo. Também
foram preparadas curvas de calibragdo com adicdo de analito em uma amostra de
goma de mandioca, com diluicdo dos padrdes metalicos antes da suspensédo. O
efeito da matriz pode ser avaliado observando-se o0s coeficientes angulares das
curvas analiticas feitas em diferentes meios. As equac¢des das curvas analiticas sao

apresentadas na Tabela 18.

Tabela 18. Curvas analiticas obtidas com diferentes métodos de calibracao.

Analito Método de Equacéo R?
calibracéo
Fe Externa y = (0,1117 % 0,0102%Cre + (0,0017 « 0,0071) _ 0,9997

Adicdo de analito  y = (0,1109 + 0,0098 )Cre + (0,0284 + 0,0086) 0,9999

Mg Externa y = (0,0636 + 0,0045 )Cyq + (0,0020 + 0,0033)  0,9999
Adicdo de analito y = (0,0673 + 0,0052 )Cy, + (0,0546 + 0,0049)  0,9996

Uma avaliacdo estatistica aplicando o teste-t foi realizada para comparar as
inclinagBes obtidas com as curvas analiticas externas e as curvas que usam a
adicdo de analito e, os dois valores ndao apresentaram diferenca significativa, a um
nivel de 95% de confianca, demonstrando, assim, que a matriz nao interfere
significativamente na determinacdo dos elementos e, qualquer um dos métodos de

calibragédo pode ser utilizado na determinagdo dos analitos. Para simplificacdo no
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procedimento proposto, é recomendada a determinagdo dos analitos utilizando a
calibracao externa [100].

4.6.2 Eficiéncia de extracao

O processo de extracao de Fe e Mg durante o procedimento de amostragem
de suspenséo e a quantificacdo do mesmo foi investigado em detalhes. A eficiéncia
de extracdo (Ef) foi calculada como a razdo entre as concentracdes para o Fe e Mg
obtidas para as suspensfes (Cs) e as concentracdes obtidas para o Fe e Mg no
sobrenadante das suspensdes, apos centrifugacdo (Cc), sendo expressa em

porcentagem (Equacao 11).
Ef =(=)x 100 Equago. 11

Para tanto, uma amostra de goma de mandioca em triplicata foi submetida a
procedimento geral proposto. Apds o preparo da suspensao foi tomada uma aliquota
de cada uma das triplicatas e a concentracdo média encontrada foi de 7,85 e 25,5
(mg kg™) para o Fe e Mg, respectivamente. O restante da suspensao foi centrifugada
e entdo foi tomada uma aliqguota do sobrenadante, e a concentracdo média
encontrada foi de 7,61 e 26,2 (mg kg') para o Fe e Mg, respectivamente. A
eficiéncia de extracdo foi de 97% para o Fe e 103% para o Mg evidenciando que
durante o preparo da suspensdo o Fe e Mg presente nas amostras de goma de
mandioca € quantitativamente extraido para a fase liquida da suspensao e que nao
ha necessidade de centrifugacdo das amostras antes da leitura, visto que as
concentracbes sem e com centrifugacdo ndo apresentam valores com diferenca

significativa.

4.6.3 Limite de deteccao e quantificacao

O LOD e LOQ foram calculados de acordo as recomendacdes da IUPAC
[137]. O procedimento proposto permitiu a determinacéo de Fe e Mg com LOD de
1,01 e 3,36 (mg kg™) e LOQ de 2,36 e 7,85 (mg kg™), respectivamente.
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4.6.4 Precisao

A precisdo do procedimento foi expressa em termos de RSD (%),
apresentando valores de 5,8 e 4,1 %, calculado a partir de sete suspensodes distintas
de uma mesma amostra contendo 17,80 e 64,55 (mg kg') de Fe e Mg,

respectivamente.

4.6.5 Exatidao

A exatiddo do procedimento foi avaliada mediante a analise do CRM de
farinha de trigo (NIST 1567a) o qual possui valor certificado de 14,1 + 0,5 (mg kg™) e
40 + 2,0 (mg kg?) para o Fe e Mg, respectivamente. Aplicando o procedimento
proposto foi encontrada uma concentracéo de 13,7 + 0,3 (mg kg™) e 40,8 + 1,5 (mg
kg') para o Fe e Mg, respectivamente. A avaliacdo estatistica aplicando o teste-t
mostrou ndo haver diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca, entre o valor
encontrado no procedimento e o valor certificado.

A exatiddo também foi avaliada mediante o emprego de metodologia
estabelecida usando decomposicdo total assistida por radiacdo micro-ondas e o
procedimento proposto, os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 19. A
avaliacdo estatistica aplicando o teste-t pareado ao nivel de confianca de 95%
mostrou ndo haver diferenca significativa entre os valores obtidos pelo procedimento

de suspensdao e aqueles obtidos apds a decomposicao total em forno micro-ondas.

Tabela 19. Concentragbes em amostras reais determinadas pelo procedimento
proposto e pela decomposi¢cdo total em forno micro-ondas (média + intervalo de

confianca; n=3).

Amostra Fe (mg kg™) Mg (mg kg™)
Procedimento Decomposicao Procedimento Decomposicao
proposto em MW proposto em MW
1 17,8+ 0,6 18,1+0,3 64,5+ 2,2 649+2,1
2 13,9+0,7 13,7+ 0,5 46,9+ 1,8 458+ 1,2
3 20,1+0,3 21,3+0/4 51,3+2,1 51,8+1,5
4 7,85+0,34 7,43 £0,26 25,5+0,9 25,8+1,0
5 8,64 +0,42 9,32 £ 0,37 23,7+0,8 24,2+ 0,5
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4.7 Aplicacdo do procedimento proposto

O procedimento proposto foi aplicado para determinacdo de Fe e Mg em oito
amostras de goma de mandioca adquiridas em diferentes cidades da regidao Sul da
Bahia, Brasil. As amostras analisadas apresentaram concentracdes de Fe e Mg que
variaram entre 7,85 e 17,8 (mg kg’) e 23,7 e 64,5 (mg kg™), respectivamente. Os
resultados para as amostras analisadas estao expressos na Tabela 20.

Tabela 20. Concentracbes nas amostras reais determinadas pelo procedimento

proposto (média + desvio padrdo n=3).

Amostra Concentracéo (mg kg™)
Fe Mg

Eundpolis 17,8+ 0,6 64,5+2,2
Teixeira de Freitas 13,9+0,7 46,9+ 1,8
Itabela 18,1+ 0,3 51,321
Mucuri 7,85+0,35 255+0,9
Nova Vicosa 8,64+0,42 23,7+0,8
Itamaraju 13,6 £0,4 51,2+2,0
Medeiros Neto 11,9+0,2 364+1,1
Guaratinga 18,4+0,9 578+2,1

Na Tabela 21 é apresentado um comparativo entre os resultados obtidos
neste trabalho com os dados da TACO [18]. Nela é possivel observar que ha uma
concordancia entre os resultados de ambos os estudos para o Mg, sendo um
indicativo da coeréncia dos dados apresentados. JA para o Fe os valores
encontrados nesse trabalho sdo muito superiores aos encontrados na TACO.

Também foi realizado um comparativo em relagdo a contribuicdo de Fe e Mg
nas amostras analisadas baseando-se no indice de Ingestdo Didria Recomendada
(IDR), estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [147].
De com IDR o consumo diario de Fe e Mg para criancas de 1-3 anos de idade sao
de (6 e 60 mg/dia), para criancas de 4-6 anos de idade séo de (6 e 73 mg/dia), para
criancas de 7-10 anos de idade s&o de (9 e 100 mg/dia) e para uma pessoa adulta

acima de 70 kg sdo de (14 e 240 mg/dia). Considerando uma porgéo de 100 g de
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cada amostra analisada nesse trabalho o % IDR para cada amostra foi calculado e
0s resultados estdo expressos na Tabela 22.

Tabela 21. Comparacédo das concentracdes de Fe e Mg (expressos em mg/100g)

nas amostras reais e com os valores da TACO.

Amostra Concentragao (mg/100g)
Fe Mg
Eundpolis 1,78 6,45
Teixeira de Freitas 1,39 4,69
Itabela 1,81 513
Mucuri 0,78 2,55
Nova Vicosa 0,86 2,37
Itamaraju 1,36 5,12
Medeiros Neto 1,19 3,64
Guaratinga 1,84 5,78
Média encontrada 1,38 4,47
Valor da TACO 0,10 3,00

Tabela 22. Contribuicdo das amostras de goma com o IDR estabelecido pela

ANVISA para criancas e pessoas adultas.

Amostras Fe % IDR Mg % IDR
3C1-3 Pc4-6 °C7-10 9PA C13 C46 C7-10 PA
Media 23 23 20 10 7 6 4 2

a) Criancas de 1-3 anos; b) crianca de 4-6 anos; ¢) crianca de 7-10 anos; d) pessoa adulta.

4.8 Conclusdes

A aplicacdo da amostragem de suspensdo como procedimento alternativo
para a preparacdo de amostras levou ao desenvolvimento de procedimento analitico

simples, rapido e confiavel para a andlise de goma de mandioca. A utilizacdo do
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planejamento Box-Behnken, mostrou-se eficiente na otimizagdo das variaveis que
influenciam o procedimento de amostragem de suspensao.

A utilizacdo de uma solucdo composta pela mistura acida relativamente
diluida para o preparo das suspensfes tornou o procedimento menos dispendioso,
reduzindo o consumo de reagentes e oferecendo menor risco ao operador. O
emprego de banho ultrassbnico permitiu que o preparo das suspensdes fosse
realizado com a amostra dentro do préprio baldo volumétrico, minimizando riscos de
contaminacdo e perdas de analito.

O procedimento proposto apresentou uma boa exatiddo evidenciada pela
decomposicao total em forno micro-ondas, e a avaliagdo estatistica aplicando o
teste-t pareado ndo apresentou diferenca significativa a um nivel de 95% de
confianca. Precisdo expressa como RSD (%) sempre inferior a 10 %. Somado a isso,
foram alcancados baixos LOD e LOQ, e efeito de matriz ndo significativo
demonstrando, assim, que a mesma néo interfere na determinagéo dos elementos e
a calibracdo pode ser realizada de forma convencional ou com adicdo de analito.
Estes resultados indicam a viabilidade de aplicacdo deste procedimento na

determinacao de Fe e Mg, em amostras de goma de mandioca.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Desenvolver um procedimento de digestdo em bloco usando dedo frio ou
micro-ondas em sistemas fechado com acidos diluidos para o preparo de
amostras de farinha de mandioca e tapioca seguida por determinacdo de
elementos nutrientes por ICP OES ou MIP OES

» Utilizar metodologias de andlise multivariada para avaliar a composi¢cédo
mineral de farinha de mandioca produzidas e comercializadas no Estado da
Bahia.

» Elaboracdo de um boletim informativo sobre o teor de elementos nutrientes
em farinha de mandioca para divulgacdo e melhor esclarecimento das
comunidades que trabalham com este produto bem como a populacdo em

geral.
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