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RESUMO

Existe uma preocupacdo mundial em quantificar metais em crustdceos por conta da grande
importancia ambiental, social e econdmica. Devido a interacdo dos crustaceos com o ambiente,
estes sdo utilizados como bioindicadores, pois s@o bons indicadores de contaminacdo relacionada
com a presenca de metais, visto que sdo sensiveis as mudancas das condi¢cdes ambientais. Os
metais, dependendo da concentracdo nestes organismos podem causar uma série de mudancas
bioquimicas dificultando o desenvolvimento ou até a morte dos animais, outro fator relevante, é
que os crustaceos sao comumente consumidos e movimentam a economia em diversos paises do
mundo e sdo importantes na renda familiar das populagdes ribeirinhas que vivem da pesca. Com
base neste contexto, um procedimento analitico foi desenvolvido para determinar Fe, Cu, Mn e
Zn nos diferentes tecidos do siri (C. danae) por espectrometria de absor¢do atbmica com chama
(FAAS), sendo considerada a diferenca de matriz e a concentracdo dos analitos. O
desenvolvimento deste estudo seguiu a sequéncia analitica, sendo avaliada a amostragem, o pré-
tratamento das amostras, o preparo das amostras com auxilio de ferramentas estatisticas, a
calibracdo instrumental e avalia¢do dos resultados. O procedimento analitico foi desenvolvido em
duas etapas. A primeira etapa foi executada com amostras in natura (intra-animal), processo de
digestdo por via Umida em bloco digestor e determinacdo por F AAS para investigacdo da
concentracdo dos metais nas amostras dos diferentes tecidos, e se a biometria influenciava na
concentracdo dos metais nos tecidos dos animais. A segunda etapa foi executada com amostras
liofilizadas (inter-animais), processo de digestdo por via Umida em micro-ondas e determinagao
por F AAS para investigar a diferenca da concentracdo entre os tecidos e a diferenca de
concentracdo entre os sexos dos animais. A investigacdo da diferenca da matriz no preparo da
amostra nos diferentes tecidos foi executada com o planejamento fatorial de dois niveis no
procedimento de decomposic¢do por micro-ondas. O tratamento da matriz de dados demonstrou
que existia diferenca entre os fatores significativos para os diferentes tecidos, mostrando a
existéncia de diferenca de matriz. Posteriormente, as respostas foram transformadas em
desejabilidade global individualmente para cada tecido, e a partir destas respostas foi otimizada
uma condicédo ideal e Unica para os trés tecidos. As condi¢des otimizadas para a digestdo acida
em micro-ondas foram: temperatura a 160 °C; tempo de 21 minutos; 3mL de HNO3; e 3 mL de
H,O, para, aproximadamente, 0,2000 g de amostra liofilizada. Para a técnica de determinacdo, a
matriz ndo influencia na determinacéo dos analitos nos diferentes tecidos, tendo em vista que nao
existiu diferenca significativa ao nivel de 95% de confianga entre a sensibilidade das seguintes
formas de calibracdo: externa, acidez residual e adicdo de analito nos diferentes tecidos. As
caracteristicas analiticas do método para Cu, Mn, Fe e Zn foram: limites de quantificacdo de
10,5; 1,6; 8,9 e 19,3, em mg kg™, respectivamente. A precisdo estimada com a anélise das
amostras (RSD%, n=7) obteve valores abaixo de 7,3 % em todos os trés tecidos. A validagdo do
procedimento foi feita com 0 CRM do tecido de ostra (NIST 1566b) para Cu, Mn, Fe e Zn e o
teste da incerteza expandida comprovou que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 95%
de confianga entre os valores encontrados e os valores certificados dos analitos quantificados. O
procedimento foi aplicado em amostras do estuario do rio cachoeira, llhéus, Bahia, Brasil, e a
partir da avaliacdo dos resultados, foi constatado que o tecido do hepatopancreas apresentou em
média, maiores concentracdes (mg kg™) de Cu, Mn e Fe nos trés pontos de amostragem, e que a
diferenca de salinidade entre os pontos amostrados ndo influenciou nas concentragdes dos
analitos determinados nos diferentes tecidos.

Palavras chave: preparo de amostra, planejamento fatorial, desejabilidade, metais.



ABSTRACT

There is a global concern to quantify metals in crustaceans because of great importance
environmental, social and economic. Due to the interaction of crustaceans with the environment,
these are used as bioindicators, because they are good indicators of contamination related to the
presence of metals, because they are sensitive changes in environmental conditions. The metals,
depending on the concentration in these organisms can cause a series of biochemical changes
hindering the development or until the death of the animals, another relevant factor is that the
crustaceans are commonly consumed and move the economy in a number of countries in the
world and are important in family income of coastal communities who make a living from
fishing. This is the context in which an analytical procedure was developed to determine Fe, Cu,
Mn and Zn in different tissues of crab (C. danae) by spectrometry flame atomic absorption (F
AAS), being considered the difference in matrix and the concentration of the analytes. The
development of this study followed the analytical sequence, being evaluated sampling, the pre-
treatment of the samples, the sample preparation with the aid of statistical tools, the instrumental
calibration and evaluation of the results. The analytical procedure was developed in two steps.
The first step was performed with samples in natura (intra-animal), digestion process via wet in
block digester and determination by F AAS for investigation of the concentration of metals in the
samples of different tissues, and the biometry influenced the concentration of metals in the tissues
of animals. The second step was performed with samples lyophilized (inter-animal), digestion
process via wet in micro-wave and determination by F AAS to investigate the difference in
concentration between the tissues and the difference in concentration between the gender of the
animals. The research of the difference of the array in the preparation of the sample in different
tissues was performed with the factorial design of two levels in the procedure of decomposition
by micro-waves. The treatment of the data array showed that there was difference between the
significant factors for the different tissues, showing the existence of difference matrix. Later, the
answers were transformed into global desirability individually for each tissue, and from these
responses was optimized an ideal condition and one for the three tissues. The conditions
optimized for the acid digestion in microwave were: temperature 160 °C; time of 21 minutes; 3
mL of HNO3; and 3 mL of H,O, to approximately 0.2000 g of lyophilized sample. For the
technique of determination, the matrix did not influence on the determination of analytes in
different tissues, with a view that there was no significant difference at 95% confidence level
between the sensitivity of the following forms of calibration: external, residual acidity and
addition of analyte in different tissues. The analytical characteristics of the method for Cu, Mn,
Fe and Zn were: limits of quantification of 10.5; 1.6; 8.9 and 19.3, in mg kg™, respectively.

The precision estimated by the analysis of samples (% RSD, n = 7) had values below 7.3% in all
three tissues. The validation of the procedure was done with CRM oyster tissue (NIST 1566b) for
Cu, Mn, Fe and Zn and test the expanded uncertainty proved that there was no significant
difference at 95% confidence between the values found and certified values of analytes
quantified. The procedure was applied to samples of Cachoeira river estuary, llheus, Bahia,
Brazil, and from the evaluation of the results, it was observed that the fabric of hepatopancreas
presented on average, higher concentrations (mg kg™) of Cu, Fe and Mn in three sampling points,
and that the difference in salinity between the sampled points did not affect the concentrations of
the analytes determined in different tissues.

Key words: sample preparation, factorial design, desirability, metals.



1 INTRODUCAO
1.1 CRUSTACEOS E METAIS

Os crustaceos sdo animais invertebrados artropodes, composto por um grupo nUMeroso,
diversificado e sdo na sua maioria organismos marinhos. Este grupo apresenta cerca de 67.000
espécies descritas, sendo que a maioria que se encontra na ordem Decapoda [1], que tem
estimativa de 15.000 espécies [2]. Algumas destas espécies, como lagostas, camardes,
caranguejos e siris sdo conhecidas como frutos do mar e movimentam bilhGes de dolares no
mundo a cada ano na inddstria marinha, superando qualquer outro grupo de invertebrado marinho
[3].

Segundo Melo [4], o litoral brasileiro é composto por mais de 330 espécies de Brachyura
e sdo registradas 21 especies de siris da familia Portunidae. O siri (Callinectes) é altamente
nutritivo e saudavel, devido ao seu teor de aminoacidos essenciais, proteinas, acidos graxos
insaturados e minerais [5, 6, 7,8].

As espécies do género Callinectes sdo animais invertebrados, e se desenvolvem em
habitat estuarinos, no qual se trata de um ambiente de florestas de manguezal, apresentando
condicdes ideais para alimentacédo, protecdo e reproducao de todas as suas espécies [9].

Em virtude da interacdo dos Callinectes e 0 ambiente, estes vém sendo utilizados como
bioindicadores, sendo possivel quantificar a presenca de contaminantes em regides que sofrem
por poluicdo antrépica, bem como obter informacdes a respeito da variagdo temporal e geografica
das concentracBes de metais, ja que, estes ndo possuem caracteristicas migratdrias [10].
Organismos capazes de acumular em seus tecidos altos teores de metais recebem o nome de
biomonitores, e podem, por esta razdo, serem utilizados no monitoramento da bioacumulagéo
destes compostos em um ambiente particular [11]. Muitos organismos aquaticos podem
bioconcentrar metais toxicos; por exemplo, ostras e mexilhGes, que podem conter niveis de
mercurio e caddmio 100 mil vezes maior que os das aguas nas quais vivem [12].

Os metais toxicos encontram-se relacionados como fonte dos impactos ambientais, e estes
sdo absorvidos e acumulados pelos crustdceos nos tecidos e Orgaos, seja durante a sua
alimentacdo e também pela carapaca que € rica em quitosana que pode sorver os ions metalicos
presentes em aguas poluidas. Essas caracteristicas sdo diferentes para os tipos de espécies das

classes de crustaceos, outro fator, € em relacdo a biodisponibilidade em virtude do tipo de sexo, e
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0 tamanho do corpo sdo os principais fatores para variabilidades dos teores de metais [13]. Em
crustaceos, 0os metais em altas concentragdes podem causar uma série de mudangas bioquimicas
como alteracdo do equilibrio osmotico e i6nico, diminuicdo do consumo de oxigénio,

dificultando assim o desenvolvimento ou até mesmo a morte do animal [14, 15].

1.2 PROCEDIMENTO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO ELEMENTAR

Em amostras biologicas a amostragem é de fundamental importancia para uma analise
quimica confiavel. A escolha da estratégia de preparo da amostra mais apropriada depende entre
outras coisas, da natureza da matriz e do método de andlise, que pode ser determinante para a
obtencéo de resultados confidveis e, consequentemente, para o sucesso da andlise [16,17].

A maioria das técnicas empregadas na quantificacdo do teor de metais requer a aspiracédo
da amostra pelo instrumento na forma de uma solucdo liquida. Para atender esta exigéncia,
amostras solidas geralmente sdo submetidas a decomposicgdo total ou parcial a partir do ataque
acido associado a diferentes fontes de energia [18,19].

A determinacdo de metais em alimentos se tornou indispensavel nos laboratérios de
Quimica Analitica. O conhecimento da composicdo quimica dos tecidos dos crustaceos é
fundamental na busca de orientacdo nutricional baseada em principios de seguranca alimentar,
diversificacdo da alimentagédo e desenvolvimento local, impulsionando assim diversas pesquisas
nesta area. Existem diversos trabalhos envolvendo a determinacdo de metais em crustaceos e
geralmente o foco dos trabalhos estdo nos efeitos da sazonalidade [20,21,22], biomonitoramento
[23,24,25], salinidade [26, 27, 28] e fisiologia [29,30,31].

Todavia, é escasso 0 nimero de trabalhos que enfocam na sequéncia analitica, ou seja,
trabalhos que ddo devida importancia na amostragem, no preparo das amostras, na calibracdo
instrumental, mais escasso ainda, quando se trata de utilizacdo de ferramentas quimiométricas no
desenvolvimento de procedimentos analiticos para determinar metais em diferentes tecidos de

crustaceos, ou seja, é infimo o desenvolvimento de procedimentos analiticos nesta matriz.
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1.2.1 Decomposicdo de amostras

O processo de decomposicdo de amostras pode representar a principal e mais complexa
etapa preliminar da andlise, especialmente quando sdo empregadas as técnicas de espectrometria
atbmica para a determinagdo [32]. A maioria das técnicas espectroanaliticas empregadas para
determinacdo elementar utilizam uma solucdo da matriz, na qual o analito esteja numa forma
disponivel para a determinagdo. Assim, em geral, deve-se utilizar procedimentos de preparo de
amostra que sejam eficientes para a total ou parcial destruicdo da matéria organica existente em
grandes propor¢cdes em uma variedade de matrizes [33]. Geralmente, pode-se empregar um
método de decomposicdo, extracdo ou suspensao, sendo a decomposicdo o mais utilizado. Para
que um método de decomposicao seja eficiente, torna-se necessaria a decomposi¢do completa da
matriz. Por isso, cada vez mais cresce o interesse pelo desenvolvimento de métodos de preparo de
amostra que fornecam digeridos apropriados para as mais variadas técnicas analiticas [34,35].

A escolha de método de preparo de amostra mais adequado depende dentre outros fatores
do tipo de matriz, do analito e sua concentracdo, da técnica de determinacdo e da precisdo e
exatidao desejadas [36,37, 38,39].

A decomposicdo por via umida de amostras com grande quantidade de matéria organica
para posterior determinacdo elementar é baseada geralmente no aquecimento de um &cido
adicionado a amostra, podendo ser utilizado apenas um Unico ou uma mistura de &cidos. Dentre
o0s acidos mais utilizados, destacam-se 0 HNO3, HCI, H,SO4, HCIO, e HF, na presenca ou ndo de
H.O, como oxidante auxiliar[36,38,40]. A presenca desses reagentes, combinada com
aquecimento, permite a decomposicdo da matéria organica e inorganica presente nas amostras,
transferindo os analitos de forma mais eficiente para a solu¢do. A decomposic¢do pode ocorrer por
duas vias: seca ou Umida, sendo a primeira também chamada de calcinagdo ou incineragao e a
segunda, comumente chamada de digestao.

A decomposigdo por via seca corresponde a eliminagdo da matriz orgénica mediante
oxidacdo da amostra em um forno mufla a temperatura controlada. As temperaturas tipicas de
incineracdo sdo de 450 a 550°C a pressdo atmosférica, e as cinzas sdo dissolvidas em um &cido
adequado. O grau de perda por volatilizagdo é um fator limitante e depende: (i) da temperatura

aplicada, (ii) a forma em que o analito esta presente na amostra, e (iii) o ambiente quimico na
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fase de incineragdo. Os tempos podem ser bastante longos, podendo levar horas ou até dias,

dependendo da matriz [41].

1.2.2 Decomposic¢do por via umida

Os métodos de decomposicdo de amostra por via umida podem incluir o emprego de um
ou mais tipos de acidos, realizados em recipientes abertos ou em recipientes fechados com alta
pressdo (bombas de decomposi¢cdo), com aquecimento convencional ou por micro-ondas [41]. O
sucesso das analises dependerd, dentre outros fatores, da escolha dos reagentes, suas combinacées
e concentragBes. Os principais reagentes usados para destruicdo da matéria organica sao HNOs,
H,SO,4, HCIO, e Hy0,[42]. O HNOj3 é considerado um dos acidos mais adequados para as
técnicas de espectrometria atbmica e é comumente utilizado em analises de alimentos [43]. As
vantagens sdo o forte poder oxidante e a solubilidade dos nitratos em &gua [16]. O ponto de
ebulicdo de 121 °C corresponde a uma limitacdo da sua eficiéncia e por isso em alguns casos é
usado na presenca de H,SO, (para elevar o ponto de ebulicdo da mistura), HCIO, (depois da
oxidacdo com acido nitrico) ou H,O, (pelas suas propriedades oxidantes)[42]. O H,SO,4 permite a
decomposicdo sob elevadas temperaturas, entretanto, 0 seu uso € indesejavel particularmente em
técnicas onde a introducdo da amostra é por nebulizacdo. Ja o HCIO,, apesar de apresentar
elevada capacidade de oxidacdo, oferece riscos ao operador e 0 seu uso ndo tem sido
recomendado, porque reage de forma violenta com a matéria organica. Porém, o HCIO,4 pode ser
usado numa mistura com o0 HNO3 a fim de se evitar a formacdo de percloratos instaveis que sdo
responsaveis pela explosdo. Misturas de acidos, principalmente com H,0,, sdo muito eficientes
na decomposi¢cdo da matéria organica aumentando o poder oxidante do acido [16]. Apesar do
HCI ser um &cido complexante, também pode ser empregado como auxiliar de decomposi¢do
numa mistura de acidos, poréem seu uso ndo é adequado para algumas técnicas de determinacao,
pois a formagdo de cloretos de analitos volateis podem causar interferéncia espectral e/ou em
fase de vapor[44]. A decomposicdo por via itmida tem sido amplamente utilizada para preparo de
amostras de alimentos e pode ser feita através do fornecimento de energia (térmica, radiacao

ultravioleta, radiacdo micro-ondas, radiacdo infravermelho ou ultrassom) [45,46,47,48]. Os
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procedimentos de decomposicdo por via Umida podem ser realizados em sistemas abertos e/ou

em sistemas fechados [49].

1.2.3 Decomposicao por via umida em sistemas abertos

Quando a decomposi¢do por via Umida é realizada por meio do sistema aberto, o
aquecimento ocorre por conducdo e a temperatura da decomposicdo esta limitada a temperatura
de ebulicdo dos agentes oxidantes utilizados. Os métodos de decomposicdo por via Umida em
sistemas abertos possuem a vantagem de permitir a utilizacdo de quantidades de amostra
relativamente elevadas (acima de 3g, aproximadamente), uma vez que o sistema opera a pressao
atmosférica e ndo ha riscos de explosdo por aumento subito de pressdo. Além disso, apresentam a
vantagem da possibilidade de adicdo de mais reagente, ou até de outros reagentes durante a etapa
de decomposicdo [50,51]. Por outro lado, como a temperatura atingida em sistemas abertos é
menor quando comparada com sistemas fechados, este fato requer o uso de misturas de acidos
para melhorar a eficiéncia de decomposi¢do de matrizes com alto teor de matéria organica. Neste
contexto, pode-se citar a eficiéncia da decomposicdo de matrizes com a combinacdo HNO3/
H.SO, comumente utilizada para aumentar o ponto de ebulicdo da solucdo, pois a eficiéncia
oxidativa do HNO3; sem auxilio de combina¢cBes com outros oxidante no sistema aberto é
comprometida, ja que, o azeotropo formado com a dgua (HNO3 65%) entra em ebuli¢do a 121°C,
enguanto que o azeétropo do H,SO4 com agua entra em ebulicdo a 339 °C (H,SO,4 98%) [52].

A digestdo por aquecimento condutivo em bloco digestor ou chapa de aquecimento séo
formas mais classicas de preparacdo da amostra. Cabe salientar que, problemas relacionados com
contaminagdo e perdas de analitos volateis, grandes volumes de reagentes e elevado tempo de
decomposi¢do da amostra s&0 comuns em sistemas abertos, caracterizando as principais
desvantagens deste método de preparo de amostra [53], 0 que vem impulsionando a busca por

outras formas para o preparo de amostras.
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1.2.4 Decomposic¢ao por via umida em sistemas fechados

Os sistemas fechados de decomposigdo de amostra tém sido relatados na literatura para a
decomposicédo de amostras com elevado teor de matéria organica e sdo realizadas em sistemas de
alta pressao empregando, geralmente, equipamentos que utilizam energia micro-ondas [54].

A tecnologia micro-ondas avangou até ao ponto de revolucionar a preparacdo
da amostra quimica. Desde a primeira aplicacdo de um forno de micro-ondas para
preparacdo de amostras em 1975 [40], foram muitos os métodos de decomposicdo assistidas
por micro-ondas a serem desenvolvidos [55]. Na digestdo assistida por micro-ondas, a
amostra é tratada com 4&cidos por um curto periodo de tempo, a uma temperatura
elevada [56,57].

Este método apresenta diversas vantagens a outros métodos de decomposicdo de
amostras, (i) como menor probabilidade de contaminacdo (uma vez que o0 sistema esta
completamente selado), (ii) reduzida perda de solucdo &cida por volatilizacdo, assim como de
espécies metalicas volateis e (iii) a vantagem de obter menores valores para os brancos devido a
menor quantidade de reagentes. Outras vantagens deste método de decomposi¢cdo menos citadas
sdo, a menor contaminacdo por cations metélicos adsorvidos a superficie das paredes do
recipiente de digestdo, dado que os materiais de construcdo desses recipientes apresentam uma
capacidade de adsorcdo metélica muito mais baixa do que o vidro que séo resistentes ao ataque
de &cidos, capazes de suportar altas temperaturas e pressoes [49, 57] e 0 aumento da temperatura
interna dos frascos que causa uma elevacdo na pressdo que resulta no aumento da temperatura de
ebulicdo do reagente utilizado e do potencial de oxidacdo na matéria organica, tornando assim a
decomposi¢do muito mais eficiente e rapida [49].

A soma destes aspectos foi determinante para que o método de decomposicao assistida
por radiacdo micro-ondas tenha tido um crescimento exponencial na area de preparo de amostras,
e este terd 0 maior enfoque, ja que, foi 0 método de decomposicéo utilizado no procedimento
proposto. A eficiéncia da digestdo assistida por radiacdo micro-ondas vem sendo comprovada por
varios autores e com diferentes matrizes, como em amostras ambientais [58,59,60], biologicas
[61,62,63,64,65] e vegetais [66,67].

Uma das grandes vantagens da utilizacdo da radiagdo micro-ondas para os procedimentos

de preparo de amostras é o rapido aquecimento. A forma de aquecimento, denominada
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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)
rotacdo dipolar, que é a orientagdo de dipolos elétricos do solvente pela onda eletromagnética; e
(if) conducdo ibnica, que é a migracao de ions dissolvidos em direcdo aos polos de carga oposta
criada pela incidéncia da radiacdo. Além disso, a radiacdo micro-ondas apresenta interacdo
somente com determinados tipos de materiais, denominados absorventes. Desta forma, é possivel
observar um aquecimento especifico na solucdo que estd sendo utilizada para o procedimento de
decomposicdo da matéria organica, praticamente sem gradiente de temperatura na fase
absorvente [16,68].

A decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas é uma alternativa por apresentar
sensores capazes de medir a temperatura e a pressdo do sistema amostra-acido durante o periodo
de digestdo, sendo possivel determinar a temperatura no meio reacional in situ ou externamente.
Além disso, materiais de alta resisténcia mecanica, como PTFE (politetrafluoretileno), PFA
(perfluoralcoxi), TMF (PTFE quimicamente modificado) e quartzo (silica fundida), permitem
efetuar a decomposicdo em recipientes fechados em pressdes elevadas [36]. O uso da energia
micro-ondas para 0 preparo de amostra acelera a etapa de tratamento da amostra, contribuindo
para a frequéncia analitica e possibilitando o desenvolvimento de procedimentos com resultados
mais precisos e exatos que 0s convencionais.

A energia procedente da radiagdo micro-ondas pode ser controlada automaticamente com
grande eficiéncia a partir de softwares instalados nos equipamentos de micro-ondas, contribuindo
para uma melhor reprodutibilidade da decomposicéo.

Apesar de todas as vantagens listadas, também existem desvantagens neste método como
a utilizacdo de massas de amostras normalmente de até 500 mg, por conta do processo ocorrer
num recipiente totalmente selado, no qual podem se formar altas pressdes resultante do
aquecimento e da liberacdo de gases devido a decomposi¢do das amostras em processo de

decomposicgéo, sendo necessario atrasar a abertura dos recipientes até o arrefecimento.
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1.3 ANALISE MULTIVARIADA

1.3.1 Planejamento de experimentos

A quimiometria é ciéncia que aplica tratamentos estatisticos e matematicos aos dados
obtidos através de experimentos, na busca da resolugdo de problemas quimicos para o
desenvolvimento e otimizacdo de procedimentos analiticos [69,70].

O conhecimento quimiométrico aliado a ferramentas estatisticas tém dado excelentes
contribuicdes em varias areas das ciéncias exatas que buscam otimizar fatores que influenciam no
processo estudado, a exemplo, da Quimica Analitica, que tem ampla utilizagdo no
desenvolvimento de procedimentos, na busca da reducdo no nimero de experimentos, no
consumo de reagentes e tempo, que basicamente é o objetivo geral do planejamento de
experimentos.

Na otimizacdo de um procedimento analitico € necessario ajustar os fatores que
influenciam na resposta, a fim de estabelecer as melhores condicbes para a andlise ou
decomposicdo da amostra, como aplicado neste trabalho. Os fatores envolvidos no processo
podem ser otimizados de forma univariada e multivariada.

Na forma univariada cada fator é otimizado por vez e ndo sdo consideradas as interacoes
entre eles, sendo que, esse tipo de otimizacdo ndo permite a interpretacdo e avaliacdo das
interacdes entre os fatores, além de demandar mais tempo, reagentes e desenvolver otimizac6es
ineficientes quando os efeitos de interacdes sdo significativos [71,72,73].

Na otimizacdo multivariada as respostas de interesse sdo as varidveis dependentes e as
independentes que sdo os fatores. A resposta é o valor medido dos resultados experimentais e 0s
fatores sdo as variaveis a serem estudadas que podem ou ndo influenciar no sistema em
estudo[72]. A aplicacdo de planejamento multivariado na otimizacao de procedimentos analiticos
tem como objetivo principal estabelecer as melhores das variaveis que afetam na resposta
analitica. Esse método que otimiza simultaneamente todas as variaveis, possibilita o
estabelecimento de modelos matematicos que permitem a avaliacdo do efeito e da significancia
dos fatores, assim como das interagdes entre eles, resultando na diminuigdo do ndmero de

experimentos e de tempo.
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Para essas metas serem conquistadas € necessario definir os fatores que influenciam no
sistema estudado, sendo o planejamento fatorial o mais indicado quando se deseja estudar os
efeitos de dois ou mais fatores e todas as combinagcfes possiveis dos niveis de cada fator
investigado [74,75]. A triagem é fundamental para a sele¢do dos fatores significativos, para que,
com isso ndo haja perda de tempo otimizando um fator que ndo influenciara significativamente
na resposta analitica.

O primeiro passo da otimizagdo multivariada é avaliar os fatores selecionados para o
estudo utilizando planejamento fatorial completo ou fracionario, a fim de obter o efeito e a
significancia destes fatores no procedimento analitico [76]. Os valores possiveis que o fator pode
assumir sdo chamados de niveis do fator, que normalmente sdo as varidveis independentes
(fatores) quantitativas, como temperatura, concentracdo, tempo as quais normalmente sao
codificados como os sinais (-) e (+), em atribuicdo aos niveis inferiores e superiores dentro de um
dominio experimental [75,77].

Esta codificacdo é relevante para o esboco da matriz experimental do planejamento, e com
0 auxilio de ferramentas e/ou softwares estatisticos podem ser calculadas a influéncia das
variaveis e das suas interacfes no sistema dos niveis. Para variaveis qualitativas, como tipos ou
misturas de acidos e catalisadores, ndo existem niveis superiores ou inferiores, a classificacao
destas variaveis fica a critério do analista [75,78].

O ponto central no experimento, que geralmente é codificado como (0) é o valor médio
dos niveis de todas as varidveis de cada experimento. Este tem a funcdo de avaliar a significancia
dos efeitos ou coeficientes, tanto para a selecdo das variaveis significativas quanto para
metodologias de superficie de resposta. Além destas vantagens, com o ponto central é possivel
verificar se os modelos matematicos possuem falta de ajuste [78].

A partir da obtencédo dos resultados experimentais, a avaliagdo da significancia dos efeitos
principais e secundarios (interacdes entre os fatores), € feita a partir da interpretacdo de graficos
de Pareto que utiliza de analise de variancia (ANOVA). A avalia¢do utilizando a ANOVA faz
uso de valor de p (probabilidade estatistica), para estimar a significancia dos efeitos principais e
das interacOes. Para valores de p menores que 0,05 (p<0,05) o efeito é estatisticamente
significativo, sendo que 0,05 é o nivel de significancia mais utilizado e corresponde a uma
decisdo tomada a um nivel de confianca de 95% [72,73,76]. Apos a determinacdo dos fatores que

influenciam significativamente o sistema em estudo, as melhores condi¢fes sdo determinadas
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utilizando metodologia de superficies de respostas, tais como Box-Behken, Doehlert e Composto
Central e/ou a funcdo desejabilidade [76,79,80].

A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma técnica de otimizacdo baseada em
planejamentos fatoriais que tem duas etapas distintas (modelagem e deslocamento) que devem
ser repetidas tantas vezes forem necessarias, com o objetivo de atingir uma regido 6tima (maximo
ou minimo) da superficie estudada [74]. A aplicacdo da RSM ¢é restrita a realizacdo dos
experimentos fatoriais, cujos resultados sdo ajustados a modelos matematicos. A modelagem
normalmente é feita ajustando os modelos, como o linear e o quadratico. As superficies
representam uma boa maneira de ilustrar graficamente a relacdo entre os fatores experimentais e
as respostas, oferecendo valiosas informacGes sobre o comportamento dos fatores que
influenciam o sistema em estudo delimitado no dominio experimental [74].

Geralmente, a avaliacdo € feita pela observacdo de cada resposta obtida. Porém, quando
os melhores valores de cada resposta se localizam em regifes diferentes, se torna mais dificil
encontrar as condi¢fes que satisfagam simultaneamente todas elas. Nestes casos pode ser feito
uso de ferramentas estatisticas que descrevem simultaneamente os dados, como a funcdo de
desejabilidade.

A funcéo de desejabilidade € uma técnica de otimizacdo multivariada que usa uma funcéo
multi-resposta com base no conceito de desejabilidade e usando transformacdes do tipo
exponencial que exigem a definicdo de um valor minimo e um valor maximo aceitaveis para cada
resposta e certos parametros especificos para que estas transformacdes expressem a avaliagdo da
desejabilidade, a qual foi utilizadanesta dissertacdo [80,81]. Este processo envolve a
normalizacdo das respostas de cada metal numa escala adimensional que varia de zero a um,
denominada desejabilidade individual (di), que independente das diferentes respostas, que podem
ser por sensibilidades, concentracOes e percentual de recuperacdes dos analitos estudados.

A desejabilidade individual (di) é feita para cada metal separadamente pela subtragdo do
menor valor aceitdvel dividido pela subtracdo do maior valor pelo menor valor aceitavel.
Posteriormente, para se obter uma resposta global (DG) especifica para aquele experimento,
multiplica-se as desejabilidade individuais e aplica-se a raiz do numero de desejabilidade
individuais. Dessa forma, a otimizacdo simultdnea das multiplas respostas ndo sofre influéncia
devido & presenca dos analitos em diferentes concentraces e das diferentes magnitudes dos

sinais de absorcdo ou emissdo, caracteristica inerente de cada espécie metélica. As vantagens

24



dessa otimizacdo simultanea estd na facilidade de encontrar uma condicdo em comum para 0S
fatores em estudo.

Apos a otimizacdo dos fatores, faz-se necessaria a avaliagdo dos dados que geralmente séo
extensos e nem sempre € eficiente uma avaliagdo por tabela. Para esta agcdo existem diversos
métodos, mas geralmente o método mais é utilizado ¢é a analise exploratoria dos dados, como a

analise de componentes principais(PCA) e a analise de grupamentos hierarquicos(HCA).

1.3.2 Analise exploratoria

A andlise de componentes principais (PCA) é um método exploratério que auxilia na
elaboracdo de hipéteses gerais a partir dos dados coletados, contrastando com estudos
direcionados nos quais hipGteses prévias sdo testadas. E também capaz de separar a informag&o
importante da redundante e aleatéria. A PCA é um método de analise multivariada utilizado para
projetar dados adimensionais, normalmente em duas ou trés componentes. 1sso € feito através do
auto-escalamento dos dados, onde centram-se os dados na média e divide-se cada um pelo
desvio-padrédo, de forma que todas as amostras passam a ter 0 mesmo peso. Este método de pré-
processamento € aplicado ao longo das colunas da matriz (variaveis) e € indicado pelo fato de se
terem resultados com ordens de grandezas muito diferentes. Em uma andlise de componentes
principais, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de gréaficos de pesos
e escores, cujos eixos sdo componentes principais (CPs) nos quais os dados séo projetados. Os
escores fornecem a composigcdo das CPs em relacdo as amostras, enquanto os pesos fornecem
essa mesma composicdo em relacdo as varidveis. Como as CPs sdo ortogonais, € possivel
examinar as relacdes entre amostras e variaveis através dos graficos de pesos e escores. O estudo
conjunto de pesos e escores ainda permite estimar a influéncia de cada varidvel em cada amostra
[82,83,84].

A anélise hierarquica de agrupamentos (HCA) € um processo hierarquico no qual, em que
cada passo a matriz de dados é diminuida em uma dimensé&o, pela reunido de pares semelhantes,
até a reunido de todos os pontos em um Unico grupo. O objetivo da HCA é exibir os dados em um
espaco bidimensional de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padrfes naturais. A

distancia entre os pontos (amostras ou variaveis) reflete a similaridade de suas propriedades,
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portanto quanto mais proximos estiverem os pontos no espago amostral, mais similares eles séo.
Os resultados sdo apresentados na forma de dendogramas, 0s quais agrupam amostras ou
variaveis em funcdo da similaridade. A distancia euclidiana e a técnica de conexao baseada na
distancia do vizinho mais proximo sdo as metodologias mais utilizadas para o calculo da
similaridade[82,83,84].

A partir do levantamento das varias estratégias de preparacdo de amostras e ferramentas
gumiométricas que auxliam no desenvolvimento de um procedimento analitico, é fundamental
que seja seguida a sequéncia analitica, ou seja, deve ser estudada a amostragem para que ela seja
representativa, dar um pré-tratamento adequado a amostra, como acondicionamento, secagem,
homogeneizacdo de acordo as suas caracteristicas e preparar a amostra com o critério de
relacionar os analitos de interesse e a matriz, otimizar os fatores que influenciam
significativamente as respostas analitica, bem como dar o devido processamento e avaliacdo dos
dados obtidos.

Com isso, torna-se incessante a busca por desenvolvimento de procedimentos analiticos
com metodologias de preparacdo de amostra que apresentem simplicidade, rapidez, utilizem
pequenos volumes de reagentes, aliado a uma boa frequéncia analitica que proporcionarem

resultados precisos e exatos.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Desenvolver um procedimento analitico para determinar metais nos diferentes tecidos da

espécie de siri (C. danae) do estuario do rio Cachoeira da cidade de Ilhéus, sul da Bahia.

2.2 ESPECIFICOS

» Desenvolver um procedimento analitico utilizando ferramentas quimiométricas para
determinacdo de metais nas garras, patas de locomocdo e nos hepatopancreas dos animais
empregando a técnica da espectrometria de absorcdo atbmica com chama;

» Aplicar o procedimento desenvolvido na anélise de amostras coletadas no estuario do rio
cachoeira;

» Empregar ferramentas quimiométricas para avaliacdo dos resultados;

» Inferir possiveis observacGes das concentracdes de metais nos diferentes tecidos dos

animais de acordo com a morfologia e fisiologia do animal.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E MATERIAIS

» Peroxido de Hidrogénio 30 % v/v (Merck, Alemanha)

> Acido Nitrico 65% v/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);

» Solucdes multielementares foram preparadas a partir de solugdes estoque com
concentrac&o de 1000 mg L™ (Quimis) de cada um dos elementos Cu, Mn, Fe e Zn;

> Baldes volumétricos de 10,0; 25,0 e 100,0 mL (Vidrolab);

3.2 PREPARO DAS SOLUCOES

Todas as solucBes foram preparadas com reagentes de grau analitico utilizando-se agua
ultrapura, resistividade 18 MQ cm™. As solugBes multielementares utilizadas para a curva
analitica de calibracdo, foram preparadas a partir de solugdes multielementares (Quimis) de 1000
mg L. Todos os materiais utilizados foram previamente lavados e descontaminados em banho

de HNO3 10% v/v por um periodo minimo de 24 horas.

3.3 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

» Um espectrometro de absorcdo atdmica com chama modelo SpectrA A 220FS equipado
com o software "Fast sequential" (FS F AAS) com corretor de deutério (VARIAN, Mulgrave,
Victoria, Australia);

» Balanca analitica (GEHAKA);

» Tubos de polipropileno;

> Micropipetas Brand modelo Transferpette® com capacidade para 10 ~100 uL,100 — 1000
pL e 1000 - 10000 puL;
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» Tubos digestores de vidro;

» Bloco digestor 40 tubos FL25/40 (SOLAB)

» Um forno micro-ondas com cavidade Modelo MDS 40 (MASTER SINEO);

» Estufa de secagem com circulacdo de ar (Odontobrés, Brasil) foi utilizada para retirada da
umidade das amostras de tecidos dos siris;

» Liofilizador L101 LIOTOP;

» Moinho de facas (Wiley ACB LABOR);

» Moinho de bolas (FL SHIMIDT model 8000).

3.4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.4.1 Estudo da fisiologia dos animais

As atividades foram iniciadas com a pesquisa sobre a fisiologia dos siris (C. danae) para
que fossem escolhidos os tecidos moles a serem estudados. Com base nos estudos foram
definidos os tecidos das patas de locomocéo, garras e hepatopancreas, bem como a maneira mais
eficiente de extrai-los da carapacga dos animais.

De acordo com a literatura, a biometria foi realizada com auxilio de um paquimetro digital
e a diferenciacdo de sexo de acordo a morfologia dos animais, apresentadas na Figura 1. A
identificacdo do sexo foi feita utilizando uma chave de identificacdo que mostra a forma do
exoesqueleto que se diferencia entre macho e fémea. A principal caracteristica que diferencia o
C. danae a outras espécies é que as garras sdo brancas com marcas azuis e a parte superior é
vermelha. [4, 85].
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GARRAS
(PUAN)

PATAS DE
LOCOMOCAO
(PERNAS)

HEPATOPANCREAS

Figura 1. Diferenca entre o exoesqueleto da fémea (A), exoesqueleto do macho e partes do corpo
(B), localizacéo do hepatopancreas dentro do exoesqueleto do animal (C).

3.4.2 Area de estudo e amostragem

3.4.2.1 Amostragem

Para a captura dos siris (C. danae) em ambiente estuarino (in situ) foi utilizada siripoia,
que € uma armadilha com aro e rede. Um barco foi utilizado para o deslocamento na verificacdo
da area para ser feita a amostragem. Foi constatado que em areas de maior profundidade a captura
dos siris era dificultada pelo deslocamento da maré, que também dificultava a armadilha chegar
ao fundo. A armadilha foi lancada em 7 pontos do estuario do rio cachoeira, e sé ocorreu capturas
dos animais em um ponto localizado nas coordenadas (-14.810121, -39.026675) 5 metros distante

da margem. A Figura 2 apresenta a area que foi feita a amostragem.
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Figura 2. Localizacdo do espaco amostral.

Os 15 animais capturados foram acondicionados em caixa de isopor com gelo para serem

transportados até o laboratdrio de preparo de amostras da Universidade Estadual de Santa Cruz
[86].

3.4.2.2 Amostragem no laboratério

Os animais capturados foram identificados com etiquetas que continham informag6es do
sexo e biometria, em seguida foram acondicionados em sacos plasticos e armazenados dentro de
um frezzer para o posterior tratamento.

Ap0s o descongelamento das amostras os tecidos foram separados do exoesqueleto com o
auxilio do pistilo e espatula de acrilico. Nas garras e nas patas de locomocéo, o exoesqueleto era
guebrado com o pistilo, e retirado o tecido com o auxilio de uma espéatula de acrilico. Para a

retirada do hepatopancreas, abriu-se a parte ventral da carapaca e retirou-se com o auxilio de uma
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espatula de acrilico. Os tecidos removidos foram separados e armazenados em placas de petri,

envoltas com plastico filme e novamente armazenados no freezer para posterior utilizagao.

3.4.3 Procedimento analitico de preparo da amostra in-natura

3.4.3.1 Digestdo acida em bloco digestor

Para converter as amostras em uma forma possivel de ser analisada por F AAS, se faz
necessario uma etapa de decomposicdo total a fim de converté-las a uma solucédo liquida. Para
isso um procedimento de digestdo acida em bloco digestor foi aplicado.

Foram estudados individualmente 10 animais, pois s6 desta forma poderia ser avaliada se
a biometria tinha influéncia na concentracdo dos analitos nos diferentes tecidos. Para isso foi
fixado um tamanho maior que 80,0mm, para este estudo, pois animais jovens e menores tem
maior atividade metabolica que os animais adultos e devido a este processo ingerem uma
quantidade maior de alimentos, e consequentemente maior dispersdo com relacdo as espécies
quimicas em interesse [87,88].

Para a decomposicdo, foram medidads aproximadamente 0,2000g de cada tecido em tubos
digestores e adicionado 2 mL de HNO3; 65% dentro de cada tubo e esses foram submetidos a
aquecimento eletrotérmico no bloco digestor, com temperatura inicial de 100°C durante 0s
primeiros 50 minutos. Apés esse processo, 2 mL de H,O, 30% foi adicionado em cada tubo
digestor e a temperatura foi elevada para 110° C por mais 50 minutos, em seguida foi
interrompido o aquecimento. Ap0s atingir temperatura ambiente, os digeridos foram transferidos
para bal6es volumétricos de 10 mL e avolumados com agua ultrapura. Todas as amostras foram

preparadas em triplicata, bem como o branco analitico.

3.4.4 Estudo preliminar de concentragdes determinaveis no FS FAAS

Um estudo semi-quantitativo foi realizado para avaliar quais elementos poderiam ser

determinados nas condicGes de preparo da matriz pela técnica de FAAS considerando a relagédo
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massa-volume Zn, Cd, Pb, Mn, Fe, Cu, Mg, Ca. A partir da analise semi-quantitativa foi possivel

a determinacdo dos elementos Cu, Mn, Fe e Zn nos diferentes tecidos dos siris (C. danae).

Os elementos foram determinados no FAAS com as condigOes operacionais apresentadas

na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros operacionais do FAAS.

Parametros Cu Mn Fe Zn
Comprimento de onda (hm) 324,8 279,5 243,3 2139
Corrente da lampada (mA) 10,0

Altura do queimador (mm) 13,5

Abertura da fenda 0,5

Vazio de acetileno (L min™) 2,0

Vazéo de ar (L min™) 13,5

Taxa de Aspiracdo (mL min™) 6,0

Tempo de leitura (5) 4,0

3.4.5 Procedimento da amostra liofilizada

3.4.5.1 Liofilizacdo de amostras

Com a dificuldade da pesagem das amostras bem como a rapida putrefacdo dos tecidos,
foi feito o processo de liofilizacdo objetivando melhorar a homogeneizacdo das amostras e
remocao de dgua, com o objetivo de investigar se a umidade influenciou na concentracdo de cada
tecido. A liofilizagdo dos tecidos de 36 animais separando-os entre machos(29) e fémeas(7) foi
executada transferindo-os para placas de petri e em seguida os tecidos foram banhados por
nitrogénio liquido por 10 segundos. As placas de petri foram colocadas no liofilizador [89].

No processo da liofilizacdo do tecido hepatopancreas foi necessario ser feita mais uma
etapa no pre-tratamento, pois este se apresentou umido nédo sendo possivel realizar sua moagem.
Com isso, este tecido foi submetido a secagem em estufa com circulacdo de ar numa temperatura
de 65°C por 24 horas. Ap0s esse processo o tecido tornou-se apresentar umido e novamente foi
submetido numa temperatura de 65 °C por 24 horas finalmente se apresentando seco.

Posteriormente, as amostras foram trituradas em moinho de facas para reducdo do tamanho das
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particulas. Em seguida, foram acondicionadas em frascos de polipropileno previamente

descontaminados e armazenadas em dessecador.
3.4.5.2 Digestéo das amostras em forno micro-ondas

As massas de aproximadamente 0,2000 g de cada tecido liofilizado foram medidas
diretamente em tubos de digestdo. O procedimento foi realizado em triplicata, foram adicionados
3mL de HNOg3, 65% (m/m) e 3mL de H,O,, 30 % (v/v). Posteriormente, as amostras foram
submetidas ao processo de digestdo acida em forno micro-ondas com cavidade, empregando-se o
programa de aquecimento com rampa de aquecimento de 15 minutos até a temperatura de 160 °C
e o tempo de decomposicdo de 15 minutos, apresentados na Tabela 2. O digerido foi diluido até
um volume final de 15 mL. Todas as amostras foram preparadas em triplicata, bem como o

branco analitico.

Tabela 2. Programa de aquecimento do forno micro-ondas.

Etapas Temperatura (°C)  Tempo(minutos) Poténcia(watts)
1 (aquecimento) 160 15 500
2 (decomposicao) 160 15 500

3.4.6 Otimizacdo de digestao acida em micro-ondas

O planejamento 2* foi feito individualmente para cada tecido estudado e a funco
desejabilidade foi utilizada para otimizar uma condi¢do para digerir os trés tecidos. A otimizacao
da digestdo em micro-ondas foi feita a partir de um planejamento fatorial completo no qual foram
estudados os fatores: tempo de digestdo que foi pré-estabelecido 15 a 21 minutos, temperatura de
120 a 160°C, volume de HNOj3 (65%) de 1 a 3 mL e volume de H,0, 30% de 1 a 3 mL. O ponto

central e o branco analitico foram preparados em triplicata.
3.4.7 Determinacéo acidez dos digeridos

A acidez residual dos digeridos foi determinada por titulagdo utilizando solucdo de
hidréxido de soédio (NaOH) 0,1000 mol L™ padronizado.

34



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AMOSTRAS IN NATURA

O processo de decomposigdo das amostras em bloco digestor com as amostras in natura
teve finalidade de investigar se havia diferenca das concentracdes dos elementos quantificados
entre os diferentes tecidos, ja que, € reportado na literatura que existe diferenca entre a
composicdo centesimal nos diferentes tecidos das espécies do género Callinectes, porém nada
relacionado com esta regido em estudo [90, 91].

Outra investigacdo a partir das amostras in natura foi avaliar se a biometria influencia na
concentracdo dos analitos. A Tabela 3 apresenta valores de concentracdes dos trés tecidos
estudados separados entre machos e fémeas. As amostras dos diferentes tecidos do animal s&o
identificadas pelas seguintes rotulagens: por exemplo, em 11M915G, os dois primeiros nimeros
indicam a amostra (animal), a letra M indica o0 sexo masculino e F para o feminino, os trés
nameros sdo a biometria do animal, 91,5 mm, multiplica-se esse nimero por 1/10, e por ultimo, a
letra significa a parte do tecido, utilizado G para garras, P para patas de locomogédo e H para
hepatopancreas.
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Tabela 3. Concentracdes em mg kg™ de Cu, Mn, Fe e Zn das amostras dos diferentes tecidos in

natura.
Concentracdes em mg kg™

Amostra Garras Patas de locomocao Hepatopancreas

Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn
11M915G 11,28 3,96 555 44,85 1898 17,41 4,87 51,47 10551 99,08 14,47 54,09
11M915G 8,40 3,99 0,80 50,60 19,73 12,93 3,74 49,24 10,66 99,18 16,22 49,12
12F935G 5,36 6,92 1,19 5043 11,27 12,89 136 6884 6,87 8152 1573 74,65
12F935G 6,67 4,64 0,76 50,76 13,27 22,28 145 6896 7,31 6557 1254 66,54
13M1149G 6,92 1,61 0,73 37,05 12,15 9,00 2,32 46,19 10,08 3506 581 2503
13M1149G 956 2,98 1,14 4566 1560 10,88 500 48,77 6,46 36,06 212 20,08
14M1022G 7,00 3,74 1,16 42,70 1153 11,84 2,94 5589 10,88 71,05 19,05 38,78
14M1022G 10,65 4,69 3,38 42,24 1234 7,87 243 48,16 910 5220 14,26 29,51
15M840G 12,81 3,79 2,01 41,24 12,64 11,07 4,07 46,42 11,41 118,62 60,91 41,39
15M840G 9,98 7,16 3,57 4556 14,54 13,02 6,18 46,78 12,16 67,96 56,07 39,04
1M1135G 10,64 5,40 1,12 53,30 17,31 10,43 4,57 6323 1569 63,89 943 37,55
1M1135G 10,77 5,91 1,00 48,64 46,99 11,32 525 990 17,89 64,06 1255 40,02
3F856G 993 5,88 1,11 5192 16,21 1551 2,21 67,46 4,12 3504 1590 114,71
3F856G 11,19 5,05 2,02 49,95 16,26 18,28 4,84 68,41 4,84 37,10 15,95 109,89
4M1092G 6,42 2,06 0,69 34,16 14,75 10,12 1,46 49,11 9,77 2848 511 37,64
4M1092G 6,32 2,30 0,95 3464 11,82 10,88 1,70 49,85 9,09 2465 4,21 38,35
8F956G 6,81 560 096 33,00 8,18 1228 2,70 38,77 856 4440 5,28 29,90
8F956G 6,92 3,49 1,19 3235 8,36 1577 2,89 38,23 854 42,79 510 30,73
oOM952G 558 2,65 0,73 38,08 845 1143 182 4540 845 5856 5,18 30,49
OM952G 535 1,67 043 34,74 11,25 1323 149 47,70 848 6284 544 30,59

Para avaliagdo dos dados de forma multivariada foram utilizadas a PCA e a HCA, sendo

aplicadas a matriz de dados. O programa utilizado foi o STATISTICA 6, e 0 auto-escalamento foi

0 pré-processamento escolhido, a matriz de dados de correlacdo, utilizado na PCA, devido a

diferenca nas ordens de grandezas dos fatores estudados. A matriz de dados gerada foi de 60x4

onde 60 representa os escores (numero de amostras) e 0 4 representa 0s pesos (numero de

fatores).

Na Tabela 4, sdo apresentadas a porcentagem e o acimulo de cada componente principal.
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Tabela 4. Relacéo entre as componentes principais e a porcentagem de acimulo da variancia dos
dados.

Componente Principal % Total Acumulo das CPs(%)

1 43,57 43,57
2 29,94 73,51
3 19,91 93,42
4 6,58 100,00

Na Tabela 5, sdo apresentados os valores dos pesos de cada fator em relagcdo as duas

primeiras componentes principais.

Tabela 5. Pesos dos fatores em relacéo as duas primeiras CPs.

Fatores CP1 CP2
Cu -0,06 -0,78
Mn 093 -0,10
Fe 0,92 -0,09
Zn 0,17 0,75

A componente principal (CP1) explicou 43,57% da variabilidade dos dados e a
componente principal 2 (CP2) explicou 29,94% totalizando 73,5 % da variancia total dos dados.
Por isso, as duas componentes principais foram escolhidas. A Figura 3 apresenta o grafico de

[PESOS € escores.
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Figura 3. Gréfico de pesos e escores para amostras dos tecidos in natura

A partir dos gréaficos pode-se observar que a CP1 estd diretamente relacionada a
concentracdo de Fe e Mn para explicacdo da varianciae o Cu e 0 Zn estdo proximos a origem da
CP1. Na CP2 o Cu apresenta peso negativo e 0 Zn apresenta peso positivo. O Fe e Mn se
localizam préximos & origem se comparados a CP2.

Com relacdo ao grafico de escores, hd uma formacdo de grupos, pois as amostras das
patas de locomocdo(P) e das garras(G) tém tendéncia de apresentar escores negativos, e as
amostras dos hepatopancreas(H) tém tendéncia de apresentar escores positivos, se observado na
CP1.

Convergindo as informacgdes da CP1 e CP2 dos graficos de escores e pesos, observa-se
tendéncia das amostras de hepatopancreas apresentarem o0s maiores teores de Fe e Mn, e 0
posicionamento de Cu e Zn na CP1 constata uma minima variacdo destes nos diferentes tecidos.
Outra observacéo, é a tendéncia de separacdo em relacdo ao tecido do hepatopéancreas na CP2,
pois no geral, as amostras das fémeas tém escores positivos e maior concentragdo de Zn e as
amostras dos machos tém escores negativos e maior concentracdo de Mn. Os tecidos das patas de
locomocdo (P) e das garras(G) se agrupam quando observados em relagéo a CP1, indicando que

séo similares com relagéo aos analitos quantificados.
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A HCA complementa a andlise de componentes principais. Para a HCA foi utilizada
método de Ward com distancia Euclidiana, também com os dados auto-escalados. A partir e do
dendograma (Figura 4) gerado foram evidenciados dois grandes grupos diferentes entre as

amostras.
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Figura 4. Dendograma da HCA pelo método de Ward para amostras in natura.

Na distancia de 200 as amostras formam dois grupos, um grupo formado pelo tecido
hepatopancreas e 0 outro grupo formado com dois subgrupos dos tecidos das patas de locomocéao
e das garras que s6 convergem numa distancia de 800, ou seja, mostrando que a dissimilaridade
entre os dois grupos é de quatro vezes. A distancia entre as amostras reflete a similaridade de
suas propriedades, portanto quanto mais proximos estiverem as amostras no espago amostral,
mais similares eles s&o, o que explica a aglomeracdo entre as amostras das patas de locomocéo e
das garras e a separacao das amostras do hepatopancreas.

A analise multivariada de dados, PCA e HCA, evidenciaram que a variabilidade entre os
diferentes tecidos dos siris (patas de locomocao, garras e hepatopancreas) deve-se a diferenca de
concentracdo dos elementos Mn e Fe os quais foram mais elevadas nos hepatopancreas dos
animais destacando a dissimilaridade com os outros tecidos e que independe do sexo e da

biometria.
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4.2 AMOSTRAS LIOFILIZADAS

O processo de liofilizar as amostras foi realizado com o objetivo de verficar se a diferenca
da concentracdo dos analitos determinados era ocasionado pela umidade. O processo de
decomposicéo das amostras liofilizadas em micro-ondas teve finalidade de investigar se havia
diferenga das concentragGes dos elementos quantificados entre os diferentes tecidos estudados e
entre 0s sexos, ja que, os resultados obtidos anteriormente, foram para amostras in natura e a
avaliacdo feita individualmente para cada animal. Apds a determinacdo das concentraces dos
analitos Cu, Mn, Fe e Zn, foram gerados graficos de PCA e HCA para melhor visualizacdo dos
dados e em seguida as concentracdes foram comparadas utilizando ANOVA fator Unico para
investigar se existe diferenca significativa entre os tecidos (inter-tecidos) os separando entre

macho e fémea.

4.2.1 Avaliacao das concentracdes utilizando PCA e HCA

Para avaliacdo multivariada dos dados foram plotados graficos de PCA. A Tabela 6

apresenta valores de concentracfes dos trés tecidos estudados separados entre machos e fémeas.

40



Tabela 6. Concentracdes em mg kg™ de Cu, Mn, Fe e Zn para amostras dos diferentes tecidos

liofilizados.
Concentragfes em mg kg'l
Amostras Cu Mn Fe Zn
HM1 77,46 25,85 1757,74 1330,61
HM2 67,38 22,40 1453,67 1106,06
HM3 72,27 24,11 1602,38 1216,19
HF1 90,67 10,79 2076,33 1477,24
HF2 95,45 12,97 2250,75 1493,42
HF3 100,46 10,39 1567,56 1469,95
GM1 40,40 0,39 782,73 1430,57
GM2 40,44 0,43 756,62 1386,67
GM3 44,93 0,38 767,89 1403,52
GF1 40,63 0,66 347,58 1390,27
GF2 40,07 0,43 324,74 1369,45
GF3 40,99 0,59 327,31 1437,73
PM1 60,38 0,31 454,82 1265,28
PM2 59,00 0,29 420,46 1314,28
PM3 58,97 0,25 541,81 1307,61
PF1 53,23 0,86 818,30 1403,61
PF2 46,52 0,59 646,58 1289,36
PF3 51,34 0,92 786,17 1386,88

HM corresponde a hepatopancreas macho, HF corresponde a hepatopancreas fémea, PM corresponde a patas de
locomogdo de macho, PF corresponde a patas de locomo¢do fémea, GM corresponde a garras de macho e GF
corresponde a garras de fémea.

O programa utilizado foi 0 STATISTICA 6 e o0 auto-escalamento foi o pré-processamento

escolhido, a matriz de dados de correlacdo, utilizado na PCA, devido a diferenca nas ordens de

grandezas dos fatores estudados. A matriz de dados gerada foi de 18x4 onde 18 representa 0s

escores (numero de amostras) e 0 4 representa 0s pesos (numero de fatores). Na Tabela 7, sdo

apresentados a porcentagem e o acimulo de cada componente principal.

Tabela 7. Relagdo entre as componentes principais e a porcentagem de acumulo da

variancia dos dados.

Componente Principal

Total(%) Acumulo das CPs(%)

1

2
3
4

63,54
29,74
5,15
1,56

63,54
93,28
98,43
100,00
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Na Tabela 8, sdo apresentados os valores dos pesos de cada fator em relagéo as duas

primeiras componentes principais.

Tabela 8. Pesos dos fatores em relagdo as duas primeiras CPs.

Fatores CP1 CP2
Cu -0,91 -0,23
Mn -0,89 0,37
Fe -0,96 -0,18
Zn 0,06 -0,99

A componente principal (CP1) explicou 63,54% da variabilidade dos dados e a
componente principal 2 (CP2) explicou 29,74% totalizando 93,28% da variancia total dos dados,

de acordo Figura 5.

i
HMz2 '
n o !
- M
a HM 3
= v
-
= PMEp
r HM 1 b
5 : eike
o Fe ______"--""________""L____EFFE_ *:'EE__- J
o T ! 5 1 GF2
[ Cu : o a
F3 1
. nrp  HPHE i
a o |
i
i
Zn
3 o
CP1: 63,54% CP1:63 54%

Figura 5. Gréfico de pesos e escores das amostras liofilizadas

A partir dos graficos de pesos e escores pode-se observar que CP1 estd diretamente
relacionada a concentracdo de Fe , Cu e Mn que se apresentam com peso negativo. O Zn, apesar

de estar proximo a origem quando relacionado a CP1, tem um peso elevado na CP2. O Mn se
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apresenta com peso positivo se for relacionado a CP2, ja o Cu e o Fe estdo proximos a origem
quando observados na CP2.

Com relacdo ao grafico de escores, hd uma formacao de dois grupos, pois 0s escores PM,
PF, GM e GF tém valores positivo e os escores HM e HF tém valores negativo se comparados a
CP1. Existe uma separacdo em relacdo aos escores do hepatopancreas na CP2, pois as fémeas
(HF1, HF2, HF3) tém escores negativos e a tendéncia de ter maior concentracdo de Zn, e 0s
machos (HM1, HM2, HM3) tém escores positivos e a tendéncia de ter maior concentracdo de
Mn. As amostras das patas de locomoc¢do (PF PM) e das garras(GF, GM) tém tendéncia de se
agruparem tanto se observados em relacdo a CP1 e a CP2, indicando grande similaridade com
relacdo aos analitos quantificados.

A HCA complementa as informagdes contidas na PCA. Para a HCA foi utilizada método
de Ward com distancia Euclidiana, também com os dados auto-escalados. A partir do

dendograma (Figura 6) gerado, foi evidenciado dois grandes grupos diferentes entre as amostras.
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Figura 6. Dendograma da HCA pelo método de Ward de amostras liofilizadas.

Na distancia de 1500 aproximadamente, as amostras formam dois grupos, um grupo
formado pelo tecido hepatopancreas e o outro grupo formado com dois subgrupos dos tecidos das

patas de locomocao e das garras que s6 convergem numa distancia de 7200 aproximadamente, ou
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seja, mostrando que a dissimilaridade entre os dois grupos é de aproximadamente 4,8 vezes, 0
que explica a aglomeracdo entre as amostras das patas de locomocao e das garras, e a separacao
das amostras do hepatopancreas. A HCA confirmaram que a variabilidade entre os diferentes
tecidos dos siris (patas de locomocdo, garras e hepatopancreas), deve-se a diferenca de
concentracdo dos elementos Fe, Cu e Mn os quais foram mais elevadas nos hepatopéancreas dos
animais confirmando dissimilaridade com os outros tecidos.

A PCA e HCA mesmo sendo aplicado a matrizes diferentes (in natura e liofilizada) e
processos de decomposicdo diferentes (bloco digestor e micro-ondas com cavidade) foram
eficientes na analise dos dados, confirmando a formacdo de dois grupos diferentes, pois os
gréaficos gerados foram similares. A agua (umidade) nos tecidos ndo exerce influéncia na
separacdo desses grupos, mas exerce diferenca na concentracdo, pois os tecidos liofilizados

apresentaram concentragdo muito maior comparado aos tecidos in natura.

4.2.2 Avaliacéo das concentracdes inter-tecidos utilizando ANOVA nos siris macho

Devido ao pré-processamento dos dados na analise multivariada com PCA e a HCA em
que os dados originais passaram a ser adimensionais, foi utilizada a ANOVA para investigar as
concentragcfes de Cu, Mn, Fe e Zn nos diferentes tecidos dos siris machos que sdo apresentadas

na Tabela 9.
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Tabela 9. Concentragdes Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg™ determinados nas amostras liofilizadas dos diferentes tecidos dos siris

macho(n=3).

Cu Mn Fe Zn
Amostra HM GM PM HM GM PM HM GM PM HM GM PM
1 72,27 40,39 60,38 |24,10 0,38 0,31 1602,38 782,74 454,82 |1216,19  1430,57 1265,28
2 77,46 40,43 59,00 |2585 043 0,29 1757,74 756,63 420,46 |1330,60 1386,67 1314,28
3 67,38 44,92 5897 |2240 0,38 0,25 1453,67 767,89 541,81 |1106,06 140352 1307,61
Média 72,37 4191 5945 |2412 040 0,28 1604,60 769,09 472,37 |1217,62 1406,92  1295,72
Desv. Pad 5,04 2,60 0,81 1,73 0,03 0,03 152,05 13,10 62,55 112,28 22,15 26,58
RSD% 6,96 6,21 1,36 7,15 7,28 11,09 |9/48 1,70 13,24 9,22 1,57 2,05
IC 12,52 6,47 2,00 4,29 0,07 0,08 377,74 32,54 155,39 | 278,94 55,02 66,02

Desv. Pad = desvio padrdo; RSD% = desvio padrdo relativo; IC = intervalo de confianca; HM corresponde ao tecido do hepatopancreas dos siris machos, GM
corresponde a tecidos das garras dos siris machos e PM corresponde a tecidos das patas de locomog¢&o dos siris machos.
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A Tabela ANOVA (Tabela 10) apresenta para comparagdes das concentraces de Cu com
0 objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre as

concentracdes dos tecidos de machos.

Tabela 10. ANOVA fator tinico comparando as concentracdes em mg kg™ de Cu.

Cu
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
HM 3 217,11 72,37 25,38
GM 3 125,75 41,92 6,78
PM 3 178,35 59,45 0,65
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1401,77 2,00 700,88 64,09 8,9x10° 5,14
Dentro dos grupos 65,62 6,00 10,94

Total 1467,38 8,00

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca entre as concentracBes determinadas de Cu nos tecidos de siris macho, pois 0 Feajculado
teve valor 64,09 sendo maior que 0 Fgritico que tem valor 5,14 sendo confirmado pelo p-valor com
valor de 8,9 x10°. A Tabela ANOVA (Tabela 11) apresenta para comparacdes das concentracdes
de Mn com o objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianga

entre as concentracfes dos tecidos de machos.

Tabela 11. ANOVA fator Gnico comparando as concentracdes em mg kg™ de Mn.

Mn
Grupo Contagem  Soma Média Variancia
HM 3 72,36 24,12 2,98
GM 3 1,19 0,39 0,00
PM 3 0,85 0,28 0,00
Fonte da variacao SQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1131,08 2,00 565,54 569,64 1,4x107 5,14
Dentro dos grupos 5,96 6,00 0,99
Total 1137,03 8,0000

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca entre as concentracGes de Mn determinadas nos tecidos de siris macho, pois 0 Fcaiculado
teve valor 569, 64 sendo maior que 0 Fgitico que tem valor 5,14 sendo confirmado pelo p-valor

com valor de 1,4x107.

46



A Tabela ANOVA (Tabela 12) apresenta para comparagdes das concentra¢oes de Fe com
0 objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre as

concentracdes dos tecidos de machos.

Tabela 12. ANOVA fator tinico comparando as concentracdes em mg kg™ de Fe.

Fe
Grupo Contagem  Soma Média Variancia
HM 3 4813,77 1604,59 23118,69
GM 3 2307,25 769,08 171,52
PM 3 1417,10 472,37 3912,47
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 2068064,47 2,00 1034032,23 114,04 1,7x10° 5,14
Dentro dos grupos  54405,35 6,00 9067,56

Total 2122469,82 8,00

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca entre as concentracdes de Fe determinadas nos tecidos de siris macho, pois 0 Feaiculado
teve valor 114,04 sendo maior que 0 Frtico que tem valor 5,14 sendo confirmado pelo p-valor
com valor de 1,7x107.

A Tabela ANOVA (Tabela 13) apresenta para comparagfes das concentragdes de Zn com
0 objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre as

concentragdes dos tecidos de machos.

Tabela 13. ANOVA fator Ginico comparando as concentragdes em mg kg™ de Zn.

Zn
Grupo Contagem Soma Media Variancia
HM 3 3652,86 1217,62 12606,63
GM 3 4220,76 1406,92 490,46
PM 3 3887,176  1295,72 706,26
Fonte da variacgéo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 54299,41 2,00 27149,70 5,90 0,04 5,14
Dentro dos grupos  27606,69 6,00 4601,11

Total 81906,10 8,00

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca entre as concentragdes de Zn determinadas nos tecidos de siris macho, pois 0 Fcaiculado
teve valor 5,90 sendo maior que 0 Feitico que tem valor 5,14sendo confirmado pelo p-valor com
valor de 0,04.
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Numa breve avaliacdo, pOde-se observar que existe diferenga significativa entre as
concentracdes de todos os analitos nos trés tecidos comparados que foram estudados separados
entre siris macho ao nivel de 95% de confianga, pois 0 Fcaculado Predominou perante 0 Feriico € qUE
os valores de p foram menores que 0,05. Em seguida foi feito 0 mesmo estudo comparando as

concentragdes dos siris fémeas.

4.2.3 Avaliacdo das concentragdes inter-tecidos utilizando ANOVA nos siris fémea
Foram investigadas as concentracGes em triplicata de Cu, Mn, Fe e Zn determinadas nos

tecidos hepatopancreas, garra e patas de locomocéo que foram separados entre os tecidos dos siris

fémea, que sdo apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14. Concentracdes de Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg™ determinados nas amostras liofilzada dos diferentes tecidos dos siris

fémea (n=3)

Cu Mn Fe Zn
Amostra HF GF PF HF GF PF HF GF PF HF GF PF
1 90,67 40,63 53,23 | 10,79 0,20 0,86 2076,33 347,58 818,30 | 1477,24 1390,27 1403,61
2 95,44 40,07 46,52 | 12,97 0,26 0,59 2250,75 324,74 646,58 | 1493,42 1369,45 1289,36
3 100,45 40,99 51,34 |10,39 0,13 0,92 1567,56 327,31 786,17 |1469,95 1437,73  1386,88
Média 95,52 40,56 50,36 | 11,39 0,20 0,79 1964,88 333,21 750,35 |1480,20 1399,15 1359,95
Desv. Pad 4,89 0,46 3,46 1,39 0,07 0,18 354,97 12,51 91,29 12,01 35,00 61,70
RSD% 5,12 1,14 6,87 12,19 33,08 22,07 | 18,07 3,75 12,17 0,81 2,50 4,54
IC 12,16 1,15 8,60 3,45 0,16 0,44 881,87 31,08 226,81 | 29,84 86,94 153,29

Desv. Pad = desvio padrdo; RSD% = desvio padrdo relativo; IC = intervalo de confianca; HF corresponde a hepatopancreas de siris fémea, GF corresponde garra
de siris fémea e PF corresponde a patas de locomocéo de siris fémea.
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A Tabela ANOVA (Tabela 15) apresenta para comparagdes das concentragdes de Cu
com o objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre

as concentracdes dos tecidos de fémeas.

Tabela 15. ANOVA fator tinico comparando as concentracdes em mg kg™ de Cu.

Cu
Grupo Contagem Soma Meédia  Variancia
HF 3 286,68 95,52 23,95
GF 3 121,70 40,57 0,22
PF 3 151,09 50,36 11,98
Fonte da variacdo  SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 5163,02 2,00 2581,51 214,26 2,6x10° 514
Dentro dos grupos 72,29 6,00 12,05

Total 5235,31 8,00

A partir da Tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95%
de confianca entre as concentracfes determinadas de Cu nos tecidos de siris fémea, pois o
Fealculado t€Ve valor 214,26 sendo maior que 0 Fritico que tem valor 5,14, confirmado pelo p-
valor com valor de 2,6x10°. A Tabela ANOVA (Tabela 16) apresenta para comparages das
concentra¢fes de Mn com o objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de

95% de confianca entre as concentracdes dos tecidos de fémeas.

Tabela 16. ANOVA fator tnico comparando as concentracdes em mg kg™ de Mn.

Mn
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
HF 3 34,16 11,39 1,93
GF 3 0,58 0,19 0,00
PF 3 2,38 0,79 0,03
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  Fcritico
Entre grupos 237,86 2,00 118,93 181,89 43x10° 5,14
Dentro dos grupos 3,92 6,00 0,65

Total 241,78 8,00

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95%
de confianca entre as concentragdes de Mn determinadas nos tecidos de siris fémea, pois 0
Fealculado teve valor 18, 89 sendo maior que 0 Fiiico que tem valor 5,14 sendo confirmado pelo
p-valor com valor de 4,3x10°. A Tabela ANOVA (Tabela 17) apresenta para comparacoes
das concentracdes de Fe com o objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de
95% de confianga entre as concentragdes dos tecidos de fémeas.
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Tabela 17. ANOVA fator (nico comparando as concentracdes em mg kg™ de Fe.

Fe
Grupo Contagem Soma Meédia Variancia
HF 3 5894,64 1964,88 126003,80
GF 3 999,63 333,21 156,52
PF 3 2251,05 750,35 8334,73
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 4311438,96 2,00 2155719,48 48,08 0,0002 5,14
Dentro dos grupos  268990,10 6,00 44831,68

Total 4580429,06 8,00

A partir da tabela pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de 95%
de confianga entre as concentracdes de Fe determinadas nos tecidos de siris fémea, pois o
Fealculado t€Ve valor 48,08 sendo maior que 0 Fitico que tem valor 5,14 sendo confirmado pelo
p-valor com valor de 0,0002.

A Tabela ANOVA (Tabela 18) apresenta para comparacGes das concentragcdes de Zn
com o objetivo de investigar se ha diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre

as concentracgdes dos tecidos de fémeas.

Tabela 18. ANOVA fator tinico comparando as concentragdes em mg kg™ de Zn.

Zn
Grupo Contagem Soma Média Variancia
HF 3 4440,61 1480,20 144,32
GF 3 4197,45 1399,15 1224,69
PF 3 4079,85 1359,95  3807,36
Fonte da variacdo SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 22567,35 2,00 11283,67 6,54 0,03 5,14
Dentro dos grupos ~ 10352,73 6,00 1725,45

Total 32920,08 8,00

A partir da Tabela 18 pode-se observar que existe diferenca significativa ao nivel de
95% de confianca entre as concentracdes de Zn determinadas nos tecidos de siris fémea, pois
0 Feaiculado teve valor 6,5395 sendo maior que 0 Feitico que tem valor 5,1433, confirmado pelo
p-valor igual a 0,0311. Nesta avaliacdo foi observado que existe diferencga significativa entre
as concentracOes de todos os analitos nos trés tecidos de siris fémea estudados ao nivel de
95% de confianga, pois 0 Fearculado Predominou perante 0 Feriico € que 0s Valores de p foram
menores que 0,05. A ANOVA confirmou que tanto para concentragdes em tecidos de siris
macho, quanto para concentracdes em tecidos de siris fémea, existe diferenca significativa ao

nivel de 95% de confianca dos analitos determinados.
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4.3 OTIMIZACAO DA DIGESTAO ACIDA EM MICRO-ONDAS

O planejamento fatorial completo de dois niveis aplicado para o procedimento de
preparo de amostra nos diferentes tecidos possuiu o objetivo de desenvolver um procedimento
unico de digestdo Umida via micro-ondas nas amostras liofilizadas dos tecidos estudados
(garras, patas de locomocéo e hepatopancreas) e identificar diferenciacdo na matriz pelos pos-
tratamentos dos resultados. Os fatores experimentais para esses estudos foram: temperatura,
tempo, volume de HNO3 e volume de H,O, tendo como resposta a desejabilidade global de
cada experimento. A partir do programa STATISTICA 6 a matriz de dados obtida foi a
mesma para todos os tecidos com o planejamentos 2* possuindo o mesmo dominio
experimental, sendo apenas alterada as variaveis dependentes, respostas, que sdo apresentadas
nas tabelas 21, 22 e 23. Neste planejamento serdo apresentados os resultados usando a
desejabilidade global (DG), que € uma técnica de otimizacdo simultanea que consiste em
encontrar os valores dos fatores que otimizem mais de uma respostas, ou no minimo as
mantenha em faixas desejaveis, utilizando métodos de programacdo nao-linear. Inicialmente,
essa funcdo converte cada resposta yi em uma funcdo individual de desejabilidade(di) que
varia de 0 < di <1. Se a resposta for o valor mais desejavel, di =1, caso contrario, di=0 e a
resposta estar fora da regido aceitavel [79, 80]. Assim, as varidveis independentes sdo
escolhidas de modo a maximizar a DG, que normalmente é dada pela média geométrica das m

desejabilidades individuais, como apresentado na Equacéo 1:

D =g/d,d,..d,, Equagéio 1

Ondemé o numero de varidveis de resposta. Por exemplo: se o valor alvoTé

um maximo, havera:

Oify<lL
d= i—:isifLSySt Equacéo 2

lify>T

Onde L é o valor minimo aceitavel para a resposta, e s é 0 peso (quando igual a 1 = funcéo de
preferéncia linear). Neste trabalho, L s&o valores de concentragdes mais baixos encontrados
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de um conjunto de experimentos para cada analito e T sdo os valores de maior concentracdo
[81].

A Tabela 19 apresenta a matriz de dados com valores de concentracdo em mg kg™ e a
DG para cada experimento determinados a partir do dominio experimental aplicado no

planejamento fatorial para o tecido da garra.

Tabela 19. Matriz experimental com concentracdes em mg kg™ de Cu, Mn, Fe, Zn e a DG
para cada experimento dos tecidos das garras.

Concentracdes em mg kg™

Exp Temp Tempo HNO; H)O, Cu Mn Fe Zn DG
C) (min) (mb) (mL)
1 120 15 1 1 57,1 1,0 95,0 395,6 0,50
2 160 15 1 1 34,0 0,7 122,3 424,8 0,47
3 120 21 1 1 60,6 1,1 54,3 370,8 0,48
4 160 21 1 1 61,2 1,5 101,6 367,6 0,58
5 120 15 3 1 52,7 0,7 100,4 405,1 0,43
6 160 15 3 1 52,8 1,4 106,6 4122 0,56
7 120 21 3 1 54,6 1,4 116,0 379,5 0,58
8 160 21 3 1 56,1 0,3 102,9 354,8 0,38
9 120 15 1 3 56,9 0,8 103,7 412,9 0,48
10 160 15 1 3 57,4 2,2 103,2 402,6 0,67
11 120 21 1 3 53,6 0,8 103,8 399,0 0,46
12 160 21 1 3 52,7 1,1 140,1 380,9 0,57
13 120 15 3 3 58,1 1,2 99,9 386,6 0,54
14 160 15 3 3 67,5 3,7 96,8 376,8 0,78
15 120 21 3 3 54,3 0,8 122,4 226,3 0,45
16 160 21 3 3 51,3 1,7 129,8 387,8 0,63
17 140 18 2 2 59,5 2,2 1225 380,2 0,72
18 140 18 2 2 62,8 2,6 102,7 377,8 0,71
19 140 18 2 2 53,2 1,2 125,0 398,6 0,57

Exp = Experimento; Temp = Temperatura.

A Tabela 20 apresenta a matriz de dados com valores em mg kg™ e a DG para cada
experimento determinados a partir do dominio experimental aplicado no planejamento fatorial

para os tecidos do hepatopancreas.
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Tabela 20. Matriz experimental com concentracdes em mg kg™ de Cu, Mn, Fe, Zn e a DG
para cada experimento dos tecidos dos hepatopancreas.

Concentragbes em mg kg'1

Exp Temp Tempo HNO; H,0; Cu Mn Fe Zn DG
(°C) (min) (mL) (mL)
1 120 15 1 1 133,1 418 309,0 153,0 0,63
2 160 15 1 1 93,6 28,3 665,0 247,3 0,52
3 120 21 1 1 57,0 26,4 745,9 255,4 0,52
4 160 21 1 1 1005 29,5 9477 307,0 0,73
5 120 15 3 1 116,0 36,9 537,1 240,8 0,58
6 160 15 3 1 1039 30,7 676,7 2348 0,56
7 120 21 3 1 99,9 21,7 773,5 269,4 0,60
8 160 21 3 1 101,1 30,7 962,9 303,0 0,74
9 120 15 1 3 1114 30,1 609,7 249,3 0,57
10 160 15 1 3 1148 36,3 697,5 259,4 0,69
11 120 21 1 3 1148 37,5 846,1 2689 0,78
12 160 21 1 3 102,2 30,1 9477 299,0 0,73
13 120 15 3 3 1022 32,0 665,0 2699 0,61
14 160 15 3 3 1120 36,9 7714 297,5 0,78
15 120 21 3 3 1005 29,5 927,7 300,5 0,71
16 160 21 3 3 101,1 28,3 995,4 303,5 0,72
17 140 18 2 2 98,2 26,4 992,6 2945 0,67
18 140 18 2 2 98,8 16,0 1000,9 296,5 0,66
19 140 18 2 2 97,6 26,4 987,8 298,0 0,67

A Tabela 21 apresenta a matriz de dados com valores em mg kg™ e a DG para cada

experimento determinados a partir do dominio experimental aplicado no planejamento fatorial

para os tecidos das patas de locomocéo.
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Tabela 21. Matriz experimental com concentracdes em mg kg™ de Cu, Mn, Fe, Zn e a DG
para cada experimento para tecidos das patas de locomocao.

Concentragfes em mg kg'1

Exp Temp Tempo HNO; H,0, Cu Mn Fe Zn DG
(°C)  (mim) (mL) (mL)
1 120 15 1 1 77,3 15,9 92,7 432,0 0,45
2 160 15 1 1 75,1 14,9 960,0 364,9 0,75
3 120 21 1 1 78,2 12,9 985,5 237,0 0,69
4 160 21 1 1 68,6 13,4 1108,9 363,0 0,69
5 120 15 3 1 79,0 15,9 27,0 452,0 0,37
6 160 15 3 1 72,9 14,9 967,8 367,8 0,74
7 120 21 3 1 76,4 13,4 1026,6 361,1 0,73
8 160 21 3 1 71,6 13,4 1142,3 376,4 0,73
9 120 15 1 3 79,9 14,9 103,4 406,3 0,45
10 160 15 1 3 74,7 14,4 996,2 357,3 0,72
11 120 21 1 3 76,0 13,9 1061,9 365,9 0,75
12 160 21 1 3 72,5 13,4 1185,4 379,7 0,75
13 120 15 3 3 78,6 15,4 102,5 396,8 0,44
14 160 15 3 3 70,8 13,9 1000,2 365,4 0,70
15 120 21 3 3 77,3 14,4 11119 377,3 0,79
16 160 21 3 3 74,2 13,4 1216,7 385,9 0,77
17 140 18 2 2 68,1 13,4 1324,0 383,0 0,74
18 140 18 2 2 78,6 8,0 1228,5 363,0 0,71
19 140 18 2 2 77,3 12,4 1211,8 358,8 0,71

Todos os valores de concentragdes (mg kg™) foram obtidos para os tecidos das patas
de locomocdo, hepatopancreas e garras, obtidos pela digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas e 0 mesmo dominio experimental do planejamento 2* foi aplicado para os trés tecidos.
A avaliacdo dos resultados foi feita tendo como resposta analitica a desejabilidade global
(DG).

4.3.1 Significancia dos efeitos dos fatores

A investigacdo da significancia dos fatores estudados bem como suas interagdes ao
nivel de 95% de confianga foi realizada a partir do gréfico de Pareto. A magnitude dos efeitos
é representada por colunas, e a linha vertical indica a significancia estatistica para p = 0,05, ou

seja, os fatores com valores que ultrapassam a linha vertical séo estatisticamente significativos
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ao nivel de confianca de 95% [92]. As Figuras 7, 8 e 9 apresentam os gréficos de Pareto dos

tecidos da garra, patas de locomocao e hepatopancreas.

Figura 7. Gréafico de Pareto do planejamento do tecido da garra com relacdo a DG.

O gréfico de Pareto obtido para o tecido das garras mostra que ndo ha efeito
significativo ao nivel de 95% de confianca de nenhum fator e nem das interagdes entre eles,
ou seja, os fatores estudados neste dominio experimental ndo influenciam na resposta analitica

obtida em func¢éo da DG.

Figura 8. Grafico de Pareto do planejamento do tecido das patas de locomog¢do com relagéo a DG.
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De acordo com o gréfico de Pareto obtido para as patas de locomocao, o fator mais
significativo, ou seja, aquele que mais influencia na resposta analitica obtida em funcédo de
DG é o tempo de digestdo. Este fator apresenta um efeito positivo (16,273) no processo, outro
fator significativo é a temperatura que também apresenta efeito positivo (14,955), ou seja, na
medida em que o tempo de digestdo e a temperatura aumentam a resposta analitica obtida em
termos de DG também aumenta dentro do dominio experimental. Porém, existe outro fator
significativo, que a interacdo entre estes fatores, a qual apresenta efeito negativo (-15,304),
gue ha um efeito de sinergismo entre os fatores tempo e temperatura, ou seja, de interacao.

Os efeitos da influéncia do tempo e da temperatura na resposta analitica podem ser
explicados. O aumento da temperatura aumenta ndo sé a frequéncia das colisdes entre as
moléculas reagentes, como também a energia com que as moléculas se colidem. Desse modo,
como resultado da teoria das colisGes, aumenta a probabilidade de as moléculas reagirem,
aumentando a velocidade da decomposicao da matriz.

Consequentemente, quanto maior o tempo e maior o nimero de colisBes resultara na

decomposi¢do da matriz pelos &cidos oxidantes presentes na solugdo com maior facilidade.

|4:H2-32? /////////%3132211
ma— 202090902 =i
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(3)HIO3 1 51451

9417384

Figura 9. Gréfico de Pareto do planejamento dos tecidos do hepatopancreas com relacdo a DG.

A Figura 9, mostra que ha efeito significativo ao nivel de 95% de confianca de todos

os fatores estudados. De acordo com o grafico de Pareto obtido para o hepatopéncreas, o fator
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mais significativo, ou seja, aquele que mais influencia na resposta analitica obtida em funcéo
de DG € o volume de H,0,. Todos os fatores apresentam efeito positivo: volume de H,0,
(51,322), tempo de digestdo (42,581), temperatura (33,677), volume de HNO; (10,515), ou
seja, quanto mais positivo estes fatores, maior serd a resposta analitica obtida em termos da
DG dentro do dominio experimental. Contudo, as interaces entre tempo e a temperatura,
temperatura e o volume de HNO3 e do tempo e volume de HNO; sdo significativos, isso é
explicado porque ocorre um efeito de sinergismo entre os fatores

Os efeitos dos fatores, temperatura e tempo foram explicados anteriormente e 0s
efeitos do volume de H,0, e volume de HNO3; podem ser explicados. O HNO3; tem uma
capacidade de oxidacdo melhorada com o aumento da temperatura e pressdo durante a

digestdo. A equacdo 3 mostra a reacdo do HNO3 com a matriz:

(CH2)x + HNOg3 + calor — CO»(g) + 2NO(g) + H,0 Equacéo 3

O efeito da oxidacdo do HNOj fica ainda mais pronunciado com a combinagdo com
H.0,. A proporcdo comumente utilizada € a proporc¢do 3:1. A proporcdo 3 mL de HNO3z com
3mL de H,0,, ou seja, a propor¢do 1:1 acaba adquirindo caracteristica de acido diluido a
solugédo que decompde a amostra, fazendo com que haja regeneracdo do HNOs. Isso pdde ser
comprovado apés ser encontrada a concentracdo da solucdo por titulagdo com NaOH (0,1M )
padronizado, com concentracdo de 7,35 M a partir da combina¢do de 3 mL de HNO3; com 3
mL de H,0..

Alguns fatores baseados nas reacdes de regeneracdo do HNO; diluido que
potencializam os procedimentos de decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas para
decomposicdo da matéria organica. Um destes fatores é dependente do gradiente de
temperatura dentro do frasco reacional durante a etapa inicial de aquecimento dielétrico,
devido a ndo absorcao de radiagcdo micro-ondas pela fase gasosa. Além disso, a utilizacdo de
solugdes diluidas de HNOg3 é dependente da presenca de oxigénio na atmosfera interna do
frasco de reagdo, contribuindo para o processo de oxidacdo da matéria organica. Como
resultado da combinagdo de ambos os aspectos, os produtos de reacdo podem ser oxidados na
atmosfera superior do frasco reacional e, posteriormente, reabsorvido na fase liquida [93,94].

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 oxidacdo dos produtos de decomposic¢do da matéria organica

que serdo reabsorvidas pela fase liquida [94]. A soma destes dois fatores implica em um ciclo
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reacional que resulta na regeneracdo do HNOs3;, como pode ser observado nas seguintes
reacoes:

(CH2)n + 2HNO3(ag) — COgyg) + 2NO(g) + 2H,0¢) Equacéo 4
2NO(g) + Ozg) — 2NOy() Equacéo 5
2NOy) + H20() — HNO3pq) + HNO2 ) Equacéo 6
2HNOzaq) — H2Oq) + NOyg) + NO(g) Equacéo 7

A ocorréncia das reagdes descritas nas Equacbes 4 a 7 resulta na regeneragéo do
HNOs, iniciando um ciclo reacional que permanece efetivo enquanto duas condi¢des forem
simultaneamente obedecidas: [68,95] (i) a existéncia de material organico da amostra que esta
sendo decomposta, resultando na geracdo de gas NO conforme a Equacéo 4; (ii) presenca de
oxigénio na fase gasosa do frasco reacional para aumentar a formagéo de NO;, conforme a
Equacéo 4. Consequentemente, o NO, é regenerado, sendo reabsorvido na solucdo. Entéo,
uma reacdo de desproporcionamento ocorre com a formacdo de NO3 e NO,’, representado
pela Equacdo 6. A molécula de HNO,; ird se decompor em NO, e NO, que seguirdo a
sequéncia reacional descrita na Equacdo 5 (em fase gasosa), enquanto a molécula de HNO3

reiniciara o ciclo de oxidacdo da matéria organica, conforme descrito na Equacéo 4.

4.3.2 Avaliacdo das superficies de resposta

As superficies de respostas consistem de um conjunto de técnicas matematicas e
estatisticas que sdo baseados no ajuste dos modelos empiricos para os dados experimentais
obtidos em relacdo ao desenho experimental. Para este, fun¢des polinomiais quadrados ou
linear sdo empregadas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, para explorar
(modelagem e deslocamento) condi¢Oes experimentais até sua otimizacao [81]. As figuras 10,
11 e 12 apresentam as superficies de resposta correspondentes aos tecidos das garras,
hepatopéncreas e das patas de locomoc¢do que foram geradas de acordo aos maiores efeitos

dos fatores.
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Figura 10. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) de garra (temperatura x tempo
x DG).

De acordo com a superficie de respostas e o gréafico de contorno, é possivel concluir
que maiores respostas analiticas em fungdo da DG poderiam ser obtidas com a diminui¢do do
tempo de digestdo, ja que, nenhum fator mostrou-se significativo ao nivel de 95% de

confianca de acordo com o gréafico de Pareto (Figura 10) gerado para a garra.
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Figura 11. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) de hepatopancreas (tempo x
H202 X DG)
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De acordo com a superficie de respostas e o grafico de contorno (Figura 11) do
hepatopancreas, é possivel concluir que a maior resposta analitica em funcdo da DG é obtida

quando se utiliza maior volume de H,O, e maior tempo de digestao.

DG patas de locomogdo DG patas de locomogdo

Tempoinin)

>08
«08
<07
<06

aCRN

14
b) 1S 120 125 130 1% 140 145 150 155 160 165
Temperastun

<04

Figura 12. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) de patas de locomocdo (tempo
x temperatura x DG).

De acordo com a superficie de respostas e o grafico de contorno (Figura 12) das patas
de locomocdo, € possivel concluir que quando se utiliza maior tempo de digestdo e maior

temperatura a aumenta da resposta analitica em funcdo da DG.

4.3.3 Aplicacao da funcéo desejabilidade

A funcdo desejabilidade foi aplicada a fim de obter os valores otimizados para cada
fator e tem vantagens como a eficiéncia, economia e objetividade na otimizagdo de maultiplos
procedimentos de resposta. Apesar das 0bvias vantagens desta metodologia na otimizacao dos
procedimentos analiticos, ndo foi encontrada nenhuma aplicacdo na literatura com a
finalidade do desenvolvimento de um procedimento analitico a partir desta matriz [80,81]. A
Figura 13, apresenta o grafico de perfis para valores previstos e desejabilidade para as
condi¢des otimizadas de cada tecido, transformadas em uma Unica condicdo para 0s trés

tecidos.
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PERFIS PARA VALORES PREVISTOS E DESEJABILIDADE

Temperatura Tempo(min) HNO3 H202 Desirability
1.2000

77102 cunt ]
iy H H

.10000
.90000

1 .78995

.58176

.37358

‘1 .78995
.71602
a

.58176

.37358

.20000
1.0000

T T T LI T T L T - 1.78995

72403 \HHHHH\\\\\\HHHHHHHHHTHTH T O T O T T T T

.58176

.37358

.20000

.87099

Desirability

120. 160. 15 21. 1. 3. 1 3.

Figura 13. Grafico de perfis de valores previstos e desejabilidade para condi¢fes otimizadas
entre os trés tecidos estudados.

A partir da desejabilidade aplicada para a DG de cada tecido pdde-se obter uma
condicdo Unica para os trés tecidos: temperatura a 160 °C; tempo aproximado de 16 minutos;
3 mL de HNOs e 3 mL de H,0,.

Contudo, levando em conta o grafico de Pareto obtido para o tecido da garra, que
explicitou que ndo ha efeito significativo ao nivel de 95% de confianga de nenhum fator e
nem das interacdes entre eles, ou seja, os fatores estudados neste dominio experimental néo
influenciam na resposta analitica obtida em funcdo da DG. Por esse fato, uma nova
desejabilidade foi feita apenas com os resultados em funcdo da DG para os tecidos de patas de
locomocdo e hepatopancreas, os quais apresentaram fatores significativos, bem como as
interacdes entre esses fatores de acordo aos seus respectivos graficos de Pareto. A Figura 14
apresenta o grafico da fungédo desejabilidade obtido para os tecidos de patas de locomocéo e
hepatopancreas.

62

DG HEPATO DG GARRAS

DG PATAS



PERFIS PARA VALORES PREVISTOS E DESEJABILIDADE
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Figura 14. Gréfico de perfis de valores previstos e desejabilidade para aplicacdo da digestdo

por micro-ondas.

A partir da desejabilidade aplicada para a DG de cada tecido, p6de-se obter uma

condicdo ideal e Unica para os trés tecidos. As condicdes utilizadas para a digestdo acida em

micro-ondas serdo todas com o limite superior, temperatura a 160 °C; tempo de 21 minutos; 3

mL de HNO3; e 3 mL de H,0,, obtidas atraves do planejamento fatorial e da fungéo

desejabilidade.

Outro fator determinante para a obtencdo dessa condicdo Unica para a decomposicéo

dos diferentes tecidos dos siris (C. danae) é a porcentagem de carbono nele contido. Quanto

maior a porcentagem de carbono em uma matriz, mais dificil sua decomposi¢do. Como foram

estudados diferentes tecidos, estes tém porcentagem diferente de carbono, e isto, foi relatado a

alguns anos por varios pesquisadores[96, 97, 98] diferengas nas concentracdes de umidade,

acidos graxos, cinzas, proteinas e varios compostos volateis em carnes de diferentes partes do

corpo de siris do género Callinectes. Pesquisas recentes também comprovam a diferenca da
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composicgdo entre os diferentes tecidos e de minerais de siris [30, 90, 91,99], porém nenhuma

destas pesquisas utilizaram planejamento experimental.

4.4 VALIDANCAO DOS PARAMETROS ANALITICOS DA TECNICA DE
DETERMINACAO

4.4.1 Efeito de matriz

O efeito de matriz € um tipo de interferéncia ndo espectral que pode ocorrer em
analises [100], de tal modo que pode interferir na etapa de determinacdo, visto que influencia
na sensibilidade e na intensidade da emissdo das linhas atdbmicas e idnicas. Este tipo de
interferéncia resulta em substancias organicas ndo decompostas [101]. As interferéncias de
matriz sdo provocadas por todos os constituintes da amostra, exceto as espécies quimicas de
interesse, e podem ocasionar 0 aparecimento de depressdes ou sobrecargas nos valores na
concentracdo do analito. As interferéncias fisicas perturbam as fases de introducdo da
amostra, producdo e transporte do aerossol, tamanho da gota, de dessolvatagdo e de
volatilizagdo, afetando a eficiéncia da nebulizagdo. Estes fatores alteram de forma
significativa as intensidades. Este tipo de interferéncia provém das caracteristicas fisico-
quimicas da matriz da solucdo das amostras como viscosidade, da tensdo superficial e da
tensdo de vapor das amostras e da presenca de compostos organicos nas mesmas, 0S quais
estdo diretamente relacionados com o pH residual dos digeridos. Estes fatores podem alterar a
temperatura de queima no atomizador e dessa forma afetar indiretamente a eficiéncia de
atomizacdo, resultando em diferencas consideraveis nos padrGes das curvas de calibracao
[44,102].

A partir da titulagdo, os pHs residuais dos digeridos foram determinados. O
procedimento foi feito em triplicata e os valores de pH determinados nas amostras séo

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Valores de pH determinados nas amostras digeridas.

HM HF PM PF GM GF

0,097 0,062 0,062 0,079 0,097 0,079
0,097 0,097 0,079 0,115 0,079 0,097
0,115 0,097 0,062 0,115 0,097 0,079

HM corresponde a hepatopancreas macho, HF corresponde a hepatopancreas fémea, PM corresponde a patas de
locomogdo macho, PF corresponde a patas de locomocdo fémea, GM corresponde a garra de macho e GF
corresponde a garra de fémea.
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A partir da determinacdo da acidez (pH) das amostras digeridas em forno micro-ondas,
foi aplicado o teste da ANOVA para avaliar se havia diferenca significativa ao nivel de 95%

de confianca, apresentada na Tabela 23.

Tabela 23. ANOVA aplicado aos pHs dos tecidos estudados separados entre fémea e macho.

Grupo Contagem Soma Media Variancia

HM 3 0,3088 0,1029 0,0001

HF 3 0,2558 0,0853  0,0004

PM 3 0,2030 0,0677  0,0001

PF 3 0,3090 0,1030 0,0004

GM 3 0,2728 0,0909 0,0001

GF 3 0,2549 0,0850 0,0001

Fonte da variacdo  SQ Gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,0026 5 0,0005 2,52 0,09 3,11
Dentro dos grupos 0,0025 12 0,0002

Total 0,0052 17

Uma avaliagdo geral entre os valores de pH determinadas nas amostras digeridas dos
tecidos hepatopancreas, garras e das patas de locomocdo entre machos e fémeas é que eles
ndo se diferem significativamente ao nivel de 95% de confianca, pois 0 Fcaiculado teve valor
2,52 sendo menor que 0 Feritico que teve valor 3,11, sendo confirmado pelo p-valor com valor
de 0,09 maior que 0,05. Portanto, para avaliacdo da melhor forma de calibracdo da técnica de
determinacéo, o pH residual da curva de calibracdo foi aproximadamente a média dos valores
dos pHs residuais encontrados nas diferentes solu¢des residuais com valor de pH igual a 0,9.

A partir da constatagdo que ndo havia diferenca significativa ao nivel de 95% de
confianca entre a acidez residual dos digeridos dos diferentes tecidos, pode ser feita a
investigacdo dos coeficientes angulares (sensibilidades) das curvas analiticas a partir de
diferentes técnicas de calibracdo instrumental. Para avaliar se ha efeito de matriz deve-se
observar a razdo entre os coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas no meio da
matriz € no meio acido [103]. O teste de efeito da matriz pode ser realizado aplicando a
técnica de adigdo de analito, também chamada de adicdo padrdo, para uma solucéo teste
derivada do material tipico investigado [103].

No método das adi¢cBes de padrdo, uma quantidade conhecida da solucdo padréo
contendo o analito é adicionada a uma porcdo da amostra. As respostas antes e depois da
adicédo sdo medidas e posteriormente usadas para obter a concentragdo do analito. A avaliagédo
é feita por meio da comparacdo dos coeficientes angulares das curvas analiticas externas e dos

coeficientes das curvas de adicéo de analito (Tabela 24) empregando testes estatisticos [104].
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Tabela 24. Curvas analiticas obtidas a partir das diferentes matrizes com diferentes técnicas

de calibragéo.

Analito  Técnica de calibragéo Equacao R’
Cu

Aquoso Externa y = (0,1020+0,0018)C¢, + (0,0028+ 0,0037) 0,9998
Acido pH residual y =(0,1007+0,0014)C¢, + (0,0037% 0,0028) 0,9999
Hepato Adicéo de analito y =(0,1002+0,0015)C¢, + (0,0647% 0,0032) 0,9998
Garras Adicéo de analito y =(0,1026+0,0024)Cc, + (0,0223+0,0050) 0,9996
Patas Adicao de analito y = (0,1000+£0,0015)C¢, + (0,0303+0,0030) 0,9998
Mn

Aquoso Externa y =(0,1517+0,0035)Cmn + (0,0026+0,0041) 0,9996
Acido pH residual y = (0,1528+0,0034)Cwmp, + (0,0020+0,0039) 0,9996
Hepato Adicéo de analito y = (0,1526+0,0029)Cmn + (0,0343+0,0034) 0,9997
Garras Adicéo de analito y =(0,1516+0,0026)Cmn + (0,0033+0,0030) 0,9998
Patas Adicéo de analito y =(0,1536+0,0032)Cpmpn + (0,0028+0,0037) 0,9997
Fe

Aquoso Externa y = (0,0513+0,0007)Cr + (0,0095+0,0015) 0,9999
Acido pH residual y = (0,0507+ 0,0017)Cr + (0,0055+0,0035) 0,9992
Hepato Adicéo de analito y =(0,0517+0,0019)Cpe + (0,0139£0,0039) 0,9990
Garras Adicéo de analito y = (0,0515+0,0019)Cg. + (0,0089+0,0039) 0,9990
Patas Adicao de analito y = (0,0513+0,0013)Cr. + (0,0062+0,0026) 0,9995
Zn

Aquoso Externa y = (0,2126+0,0056)C, + (0,0042+0,0034) 0,9995
Acido pH residual y = (0,2086+0,0056)Cz, + (0,0076+0,0035) 0,9994
Hepato Adicéo de analito y = (0,2124+ 0,0074)Cz, + (0,0370+0,0046) 0,9991
Garras Adicéo de analito y =(0,2041+ 0,0067)Cz, + (0,0383+£0,0041) 0,9992
Patas Adicéo de analito y = (0,2044+ 0,0055)Cz, + (0,0401+0,0034) 0,9994

A avaliacdo estatistica aplicando teste-F para comparacdo de desvios padrdo [69] e o

teste-t foram aplicados para comparar os valores dos coeficientes angulares obtidos com as
curvas analiticas externas, curvas analiticas no pH residual e as curvas analiticas com adi¢do
de analito. Considerando os valores obtidos, pode-se concluir que ndo houve diferenga
significativa ao nivel de 95% de confianca entre os coeficientes angulares das curvas

analiticas nos meios estudados, sendo possivel concluir que nao existe efeito de matriz para as
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amostras dos tecidos de siris (C. danae). Demonstrando assim, que a matriz ndo interfere na
determinacdo dos elementos e a calibragdo pode ser realizada por uma ou outra técnica de
calibracdo. Para uma simplicidade no procedimento proposto, serd utilizada a calibracédo

externa para a determinacdo dos analitos.

4.4.2 Linearidade e faixa dindmica linear

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em uma amostra [105]. Para avaliar a linearidade,
utiliza-se o coeficiente de correlacdo (R) e o coeficiente de determinacdo (R?). Segundo a
ANVISA (2003), a analise da linearidade deve ser feita a partir de determinagdo de, no
minimo, 5 concentracfes distintas, e o critério minimo aceitavel ser 0,99 para R e 0,98 para
R?[106].

Muitas vezes a faixa dindmica linear de um método analitico refere-se a faixa de
concentracdo que pode ser determinada com uma curva de calibracdo linear. O limite inferior
da faixa dindmica é geralmente considerado como o limite de deteccdo. O limite superior da
faixa é normalmente tomado como a concentracdo na qual o sinal analitico ou a inclinagdo da
curva de calibracdo desvia-se por uma quantidade especifica da relacdo linear [102]. Em
geral, um desvio de 5% da linearidade é considerado como o limite superior. Os desvios da
linearidade sdo comuns em concentracfes elevadas por causa da resposta ndo ideal de
detectores ou devido a efeitos quimicos. Algumas técnicas analiticas, como a absorcao
espectrofotométrica sdo lineares apenas em uma a duas ordens de grandeza. A Figura 15

mostra um exemplo de curva de calibra¢do com a sua faixa dinamica linear.

«—— Faixa dinamica linear

Resposta

|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
I
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
T
LD Concentragio

Figura 15. Curva de calibracdo da resposta, R, versus a concentracdo, c. A inclinacéo da curva
de calibragdo é chamada sensibilidade da calibragdo, m. O limite de detecgdo, LD, representa
a menor concentracdo que pode ser medida em um nivel de confianca determinado.
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Uma curva de calibracdo linear é preferida devido a sua simplicidade matematica e
porque torna mais facil a deteccdo de uma resposta andmala. Com uma curva de calibracédo
linear, podem ser empregados um nimero menor de padrdes e um procedimento de regressdo
linear. Uma faixa dindmica linear ampla é desejavel porque uma ampla faixa de concentragdo
pode ser determinada sem a necessidade de diluigédo [102].

A faixa dinamica linear ou faixa de aplicacao corresponde a faixa de concentragdo que
pode ser determinada com uma curva de calibracdo linear, sendo composta em seu limite
inferior, geralmente, pelo limite de quantificacdo, e em seu limite superior pela concentracéo
na qual o sinal analitico desviada linearidade [105].

Neste trabalho a faixa dinamica linear de 0 - 4 mg L™ para Cue Fe; 0 - 2,1 mg L™
para 0 Mn e de 0-0,9 mg L™ para o Zn. Porém, devido a grande concentragdo nas amostras 0s
digeridos de todos os tecidos tiveram um fator de diluicdo de 50 vezes para que 0 Zn tivesse

dentro da faixa dindmica linear.

4.4.3 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo sdo fatores criticos na selecdo de um método
para analise de elementos traco. O limite de deteccdo (LD) representa a menor concentracdo
do analito que pode ser detectada por um determinado método analitico, mas néo
necessariamente quantificada, ou seja, € a menor concentracdo que proporciona um sinal no
instrumento significativamente diferente do sinal de um branco [107]. E determinado pela
razdo entre o desvio padrdo do sinal analitico do branco (obtido por no minimo 10 medidas)
multiplicado por um fator de trés, dividido pela inclina¢do da curva analitica [102,103].

LD =3 Sy /b

Onde, Spr é 0 desvio padréo da leitura de brancos e b é o coeficiente angular da curva analitica
de calibracéo.

O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentracdo do analito que pode
ser medida, com uma determinada certeza estatistica. Para calculo do limite de quantificacdo
também sdo levados em consideracio parametros da curva analitica e medidas do branco. E

determinado pela razdo entre o desvio padrdo do sinal analitico do branco (obtido por no
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minimo 10 medidas) multiplicado por um fator de dez, dividido pela inclinagdo da curva
analitica [102,103].

LQ =10 Sy /b

Os LD e LQ obtidos para o procedimento proposto séo apresentados na Tabela 25.

Tabela 25. LD e LQ de Cu, Mn, Fe e Zn para o procedimento proposto.

Elementos LD (mg kg™) LQ (mg kg™

Cu 3,2 10,5

Mn 0,5 1,6

Fe 2,7 8,9

Zn 5,8 19,3
4.4.4 Preciséo

A precisdo mede o grau de incerteza de um procedimento analitico, originada da
dispersdo das respostas instrumentais e da execucdo dos procedimentos. A precisdo é um
termo geral para avaliar a proximidades dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem mdaltipla de uma amostra. Os trés modos de expressa-la sdo por meio da
repetitividade (precisdo intra-corrida), precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas) e da
reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial) [102,103]. A precisdo de um método analitico
usualmente é expressa como o desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (RSD%), ou ainda
pelo coeficiente de variagdo (CV) de uma série de medidas. O RSD (%) pode ser calculado
conforme a equacdo 7, em que, o € 0 desvio padrdo e CMD ¢é a concentracdo média

determinada para uma série de medidas analiticas.

(e
RSD% = oD X100

A precisdo neste trabalho foi expressa como RSD (%) para sete medidas consecutivas.
Os valores de RSD (%) foram sempre inferiores a 7,29 % em todos os tecidos, e sdo
apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26. RSD (%) para o procedimento proposto.

Elementos RSD(%)Garras RSD(%) patas RSD(%) Hepatopancreas
Cu 3,4 2,5 2,9
Mn 7,3 4,1 1,6
Fe 2,2 5,0 2,1
Zn 3,7 3,8 4,7

4.4.5 Acuréacia

A acuracia do método é definida como a concordancia entre o resultado de um ensaio

e o valor verdadeiro, ou seja, representa o grau de concordancia entre os resultados obtidos

pelo método proposto e um valor de referéncia aceito como verdadeiro. Os processos

normalmente usados para avaliar a exatiddo de um método sdo, entre outros: uso de materiais

de referéncia, comparacdes de concentracfes entre técnicas analiticas, realizacdo de ensaios

de recuperacdo e comparacao de métodos. A utilizacdo de materiais de referéncia e a

comparacdo de métodos sdo processos bastante utilizados para avaliar a exatiddo de um

método [102,103]. Para este trabalho, foi utilizado o material de referéncia do tecido de ostra

(NIST 1566b) para comparar concentracfes de Cu, Mn, Fe e Zn, apresentadas na Tabela 27.

Tabela 27. Comparagdo do valor obtido atraves de procedimento proposto com o valor
certificado para 0 CRM de tecido de ostra NIST 1566b (média + IC, n=3).

Analito Concentracéo em mg kg™ Teste CRM Valor teste-t
Certificada Procedimento (Incerteza expandida)
Cu 716+16 71,3+2,3 0,3<2,89 0,55
Mn 185+0,2 18,3+0,9 0,2<1,13 0,87
Fe 205,8 + 6,8 202,5+25 1,4<5,19 2,42
Zn 1424 + 46 1415 + 36 9,0<51,04 1,07
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A partir da comparacdo da concentracdo certificada e a concentragdo encontrada a
partir méetodo proposto foi feito o teste da incerteza expandida [108]. A incerteza expandida
da um intervalo dentro do qual se cré encontrar-se o valor do mensurando, com um maior
grau de confianca. U é obtido pela multiplicacdo da incerteza padrdo combinada, uc(y), por
um fator de expansao k. A escolha do fator k é baseada no grau de confian¢a desejado. Para
um grau de confianga de aproximadamente 95%, k é 2. Também foi feito o teste-t pareado,
comprovando que ndo ha diferenca significativa a um nivel de 95% de confianga entre o valor
obtido pelo uso do procedimento desenvolvido e o valor certificado, pois tipelago € 4,30 € 0S

valores de tcaiculado fOram inferiores para todos os analitos.

4.5 APLICACAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

O procedimento desenvolvido foi aplicado na determinagdo de Cu, Mn, Fe e Zn em
amostras de tecidos liofilizados de siris (C. danae) capturados ao longo do estuario do rio
cachoeira, em Ilhéus, Bahia, no periodo de 30 de maio a 04 de junho/2015.

A Figura 16 apresenta a area que foi feita a amostragem e as coordenadas da
localizacdo a partir do GPS (Global Positioning System). O ponto 1, situado préximo a
Maramata ( -14.811308, -39.028705) foram capturados 12 animais com biometria de 7,8 —
11,0 cm. No ponto 2, situado no Pontal (-14.807113, -39.036143) foram capturados 25
animais com biometria de 8,1 — 13,1 cm. No ponto 3, situado préximo a Sapetinga
(-14.807010, -39.041157) foram capturados 10 animais com biometria de 7,6 — 10,8 cm.

71



Figura 16. Localizacdo do espaco amostral e pontos de amostragem.

Os resultados foram obtidos a partir da liofilizacdo e homogeneizagdo dos diferentes
tecidos de todos os animais de cada ponto de amostragem e retirado dessa homogeneizagéo

um total de 7 replicatas para a analise, de acordo Tabela 28.

Tabela 28. Esquema da amostragem e do pré-tratamento das amostras.

Ponto Local de NuUmero de Pré-tratamento NUmero de
amostragem amostras(siris) dos tecidos replicatas

Garras P. locomocéo Hepatopancreas

1 Maramata 12 Liofilizagao/ 7 7 7
homogeneizacéo

2 Pontal 25 Liofilizacao/ 7 7 7
homogeneizagéo

3 Sapetinga 10 Liofilizacao/ 7 7 7
homogeneizagédo

Os resultados serdo apresentados nas Tabelas 29, 30 e 31.
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Tabela 29. Concentracdes de Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg'* encontradas em amostras das garras nos trés pontos de amostragem.

PONTO 1 PONTO 2 PONTO 3
Concentracfes em mg kg'1

Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn

47,75 2,49 18,13 939,84 56,72 4,53 10,66 956,22 38,97 2,04 14,01 912,58

50,92 2,71 16,15 924,55 57,52 4,58 10,08 962,78 38,89 1,97 14,44 902,86

50,48 2,41 16,74 925,52 58,74 4,44 10,66 974,95 37,28 2,04 13,78 895,57
Garra 49,40 2,21 17,86 946,40 59,32 4,10 10,80 979,00 36,62 2,02 12,88 923,25
(n=7) 48,40 2,59 16,15 941,35 54,52 4,03 11,88 992,96 37,47 1,95 12,89 916,85

50,62 2,10 16,18 949,29 55,12 4,12 10,43 994,89 36,98 2,05 14,28 940,01

50,54 2,54 16,17 953,61 54,99 4,49 10,00 956,63 41,60 2,22 13,92 933,16
Média 49,73 2,44 16,77 940,08 56,70 4,33 10,65 973,92 38,26 2,04 13,74 917,75
Desvpad 1,24 0,21 0,87 11,27 1,91 0,24 0,62 16,15 1,73 0,09 0,63 15,83
RSD% 2,50 8,81 5,18 1,20 3,37 5,44 5,85 1,66 4,53 4,23 4,57 1,73
IC 0,89 0,15 0,62 8,06 1,37 0,17 0,45 11,55 1,24 0,06 0,45 11,33
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Tabela 30. Concentracdes de Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg™ encontradas em amostras das patas de locomog&o nos trés pontos de amostragem.

PONTO 1 PONTO 2 PONTO 3
Concentracdes em mg kg™
Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn
61,19 3,27 56,29 830,24 69,75 547 30,89 853,32 4229 510 7466 851,83
61,77 3,17 54,12 830,08 69,68 537 31,03 863,02 42,36 475 7495 854,73
61,23 345 52,23 806,86 69,72 529 30,65 865,19 4287 499 7151 856,82
Patas de locomocé&o 60,72 3,65 52,23 837,72 69,63 496 29,74 865,24 43,39 499 72,38 884,59
(n=7) 66,29 3,65 51,93 840,56 69,70 542 2991 868,07 4354 475 70,78 889,31
6500 3,26 52,35 840,54 69,07 500 2948 865,25 42,01 513 72,81 849,27
6493 389 50,89 839,11 69,72 490 29,28 859,42 4541 542 7324 849,03
Média 63,02 348 5286 832,16 69,61 520 30,14 862,79 43,12 502 72,90 862,23
Desvpad 2,30 0,26 1,79 12,03 0,24 0,24 0,71 4,95 1,16 0,23 1,53 17,17
RSD% 3,64 753 3,38 1,45 0,35 459 234 0,57 2,69 468 2,10 1,99
IC 1,64 019 128 8,60 0,17 0,17 0,50 3,54 0,83 0,17 110 12,28
Tabela 31. Concentracdes de Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg™ encontradas em amostras dos hepatopancreas nos trés pontos de amostragem.
PONTO 1 PONTO 2 PONTO 3
Concentracdes em mg kg™
Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn Cu Mn Fe Zn
157,27 13,93 116,57 750,22 23424 11,02 9494 653,07 8844 1647 12757 554,37
163,20 12,18 12434 77455 234,10 10,89 93,82 656,81 89,10 16,23 126,12 559,36
164,56 11,93 12256 770,60 238,57 10,98 9436 66449 9296 16,37 129,17 565,64
Hepatopancreas 165,37 12,60 132,15 776,67 23485 1060 91,79 649,33 91,23 1549 12423 550,64
(n=7) 162,72 11,62 12953 777,96 232,40 1155 90,75 657,99 90,50 1544 12437 550,16
163,31 12,24 12458 776,26 239,47 10,78 9345 65558 96,10 16,77 120,11 554,57
153,25 12,49 124,43 774,96 246,79 10,55 89,41 651,66 84,54 14,71 118,67 531,34
Média 161,38 12,43 12488 771,60 23720 1091 92,64 65556 90,41 1593 12432 552,30
Desvpad 4,43 0,74 4,99 9,71 4,93 0,34 2,04 4,96 3,64 0,73 3,81 10,68
RSD% 2,75 5,97 4,00 1,26 2,08 3,07 2,20 0,76 4,03 4,58 3,06 1,93
IC 3,17 0,53 3,57 6,95 3,53 0,24 1,46 3,55 2,61 0,52 2,72 7,64
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Para avaliacdo multivariada dos dados foram plotados gréaficos de PCA. O programa

utilizado foi o STATISTICA 6 e 0 auto-escalamento foi o pré-processamento escolhido para a

matriz de dados de correlacdo devido a diferenca nas ordens de grandezas dos fatores

estudados. A matriz de dados gerada foi de 63x4, onde 63 representa os escores (nimero de

amostras) e 0 4 representa os pesos (nimero de fatores). Na Tabela 32, sdo apresentados a

porcentagem e o0 acumulo de cada componente principal.

Tabela 32. Relacdo entre as componentes principais e a porcentagem de acimulo da

variancia dos dados.

Componente Principal % Total Acumulo das CPs(%b)
1 81,80 81,80
2 12,20 94,00
3 3,62 97,62
4 2,38 100,00

Na Tabela 33, sdo apresentados os valores dos pesos de cada fator em relacdo as duas

primeiras componentes principais.

Tabela 33. Pesos dos fatores em relagdo as duas primeiras CPs.

Fatores CP1 CP2
Cu -0,78 0,63
Mn -0,95 -0,18
Fe -0,94 -0,22
Zn 0,94 0,12

A componente principal (CP1) explicou 81,80% da variabilidade dos dados e a

componente principal 2 (CP2) explicou 12,20% totalizando 94,00 % da variancia total dos

dados, de acordo Figura 17.
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Figura 17. Grafico de pesos e escores de todos os tecidos e pontos de amostragem.

As rotulagens dos pontos e dos tecidos seguem a ordem, como no exemplo, HP2-7. H
é o tecido hepatopancreas; P2 é o ponto de amostragem 2, e o0 7 € 0 numero da replicata. A
partir dos graficos de pesos e escores pode-se observar que a CP1 estd diretamente
relacionada a concentracdo de Fe , Cu e Mn que se apresentam com peso negativo. O Zn se
apresenta com peso positivo e contribui para a separacdo dos grupos e pontos de amostragem
estudados, pois se for relacionados a CP2, tem valor muito préximo a origem.

Com relagdo ao gréafico de escores, ha uma formacdo de dois grupos, pois 0s escores
das patas de locomocdo de das garras tém valores positivo e a tendéncia de ter maior
concentracdo de Zn,e os escores dos hepatopancreas tém valores negativo e a tendéncia de ter
maior concentracdo de Mn, Fe e Cu se comparados a CP1. Nao existe distincdo clara de
separacao entre os tecidos e os pontos de amostragem se comparados a CP2. Os tecidos das
patas de locomogdo e das garras tém tendéncia de se agruparem tanto se observados em
relacdo a CP1 e a CP2, indicando grande similaridade com relacdo aos analitos quantificados.

A HCA complementa as informagOes contidas na PCA. Para a HCA foi utilizada
método de Ward com distancia Euclidiana, também com os dados auto-escalados. A partir do
dendograma (Figura 18) gerado, foram evidenciados dois grandes grupos diferentes entre as

amostras.
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Figura 18. Dendograma da HCA pelo método de Ward para todos os tecidos e pontos de
amostragem.

A partir da observacdo da HCA pode-se inferir que existe uma tendéncia na formacao
de dois grandes grupos, pois na distancia de 1300 aproximadamente, as amostras formam dois
grupos, um grupo formado pelo tecido hepatopancreas e o outro grupo formado com dois
subgrupos dos tecidos das patas de locomocao e das garras que sé convergem numa distancia
de 5600 aproximadamente (cerca de 4,2 vezes maior), ou seja, mostrando a grande
dissimilaridade entre os dois grupos. A distancia entre as amostras reflete a similaridade de
suas propriedades, portanto quanto mais proximos estiverem as amostras no espago amostral,
mais similares eles sdo, o que explica a aglomeracdo entre as amostras das patas de
locomoc&o e das garras e a separagdo das amostras do hepatopancreas.

Independente do ponto de amostragem a avaliacdo multivariada com a PCA e HCA
confirmou a variabilidade entre os diferentes tecidos dos siris (patas de locomocdo, garra e
hepatopéncreas), deve-se a diferenca de concentracdo dos elementos Fe, Cu e Mn os quais
foram mais elevadas nos hepatopéancreas dos animais confirmando dissimilaridade com os

outros tecidos.
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A partir dos resultados apresentados, para os diferentes pontos de amostragem e de
diferentes tecidos de siris (C. danae), pode-se verificar que as concentracfes de alguns
elementos variam de acordo com a localizacdo. Das amostras analisadas, observou-se que, a
do ponto 1, foi a que apresentou menor concentracdo de Mn nos tecidos da garra e das pernas,
comparado aos outros pontos. As amostras do ponto 2, apresentaram maior concentragdo de
Cu em todos os trés tecidos, comparando aos outros tecidos. As amostras do ponto 3,
apresentaram menores concentracbes de Cu em todos os tecidos, comparando aos outros
pontos. O ponto 3, também teve menores concentracdes de Zn nos tecidos das garras e dos
hepatopéancreas, e maiores concentracbes de Fe nos tecidos de perna e hepatopancreas,
quando comparado aos outros pontos.  As concentracbes de Zn ndo variaram
significativamente nos tecidos de perna e garra, nos trés pontos de amostragem. O
hepatopancreas apresentou em média, maiores concentracées de Cu, Mn e Fe nos trés pontos
de amostragem, o que esta de acordo com a literatura, pois esse tecido tem um maior tempo
de exposicdo, sendo responsavel pela acumulacdo de diversas substancias toxicas organicas e
inorganicas [109], e constitui o principal 6rgao de absorcdo, estocagem e secrecdo de metais,
estando envolvido diretamente com 0s processos de desintoxica¢do nesses organismos [110].

A Tabela 34 apresenta um quadro comparativo das concentragcdes obtidas neste estudo
com as concentracdes de metais de outros trabalhos em espécies do género Callinectes em
tecido do hepatopancreas e de tecido muscular, o qual se refere a homogeneizacdo dos tecidos

das garras e das patas de locomocéo.
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Tabela 34. Comparativo da média das concentracdes de Cu, Mn, Fe e Zn em mg kg™ para
diferentes espécies do género Callinectes, em estudos atuais.

Espécie  Local de amostragem Tecido Cu Mn Fe Zn Referéncia
Garras (p.s) 491 28 1272 937,1 Este estudo
Garras (p.u)* 100 06 25 191,2

C. Estuario do rio P. locomocao (p.s) 586 4,6 50,1 843,7

danae Cachoeira, Bahia, Brasil P.locomocdo (p.u)* 12,0 09 10,2 172,2
Hepatopéancreas (p.s) 162,0 13,1 110,8 643,6
Hepatopancreas(p.u)* 33,1 2,7 22,6 131,3

C. skenderun Bay, Northern Musculo(p.u) 7,0 48 144 9,1 Turkman et.

sapidus  East Mediterranean, Turkey al, 2006

C. Lagoa de Iquipari, RJ, Brasil ~ Musculo(p.u) 142 - 73,5 115,2 Andrade et.

ornatos al, 2011

C. Mediterranean Lagoons Musculo(p.u) 8,0 1,8 29,6 17,3  Mutlu et. al,

sapidus 2012

C. Santos Estuarine System, Garras(p.u) - e 8,9 34,7  Bordon et.

danae Sao Paulo State, Brazil al, 2012
Hepatopancreas(p.u)  -----  ----- 21,9 74,7

C. Santos Estuarine System, Musculo(p.u) 106 24 116 25,7 Bordon et.

danae Sao Paulo State, Brazil al, 2012

C. Ilha Grande Bay, Musculo(p.u) 51,1 - - 127,3 Lavradas et.

sapidus  RJ, Brazil al. 2014
Hepatopancreas(p.u) 88,3  ----- - 132,9

C. Koycegiz Lake estuary, Musculo(p.u) 182 6,0 96 44,0  Genget. al,

sapidus  South-West, Turkey 2015
Hepatopancreas(p.u) 50,2 6,8 33 55,2

----- FAO/WHO(2000) Pescado(p.u) 30 50 [111]

----- EPA(1996) Pescado(p.u) 1-20 - - 10-30 [112]

————— BRASIL(2003) Pescado(p.u) 30 50 [113]

p.u = peso Umido; p.s = peso seco; *concentragdes calculadas para peso Umido de acordo a
metodologia de Virga et. al[24] para 0 género desta espécie de siri (Callinectes).
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Em trabalho realizado por Turkman et. al.[114], no skenderun Bay, Northern East
Mediterranean, Turkey que também foram determinadas as concentraces de Cu, Mn, Fe e Zn
nos musculos de C. sapidus, a concentracdo de Fe foi superior a do Zn, assim como no
trabalho de Mutlu et. al. [99], no Mediterranean Lagoons. Essas observacdes divergem do
presente estudo o qual constatou que a concentracdo de Zn é maior que a todos 0s outros
analitos e em todos os diferentes tecidos determinados, o que estd de acordo com diversos
autores. Bordon et. al. [115] obteve concentracGes maiores de Zn do que concentracfes de Fe
em musculo de C. danae e em outro estudo [116] também obteve concentracdes maiores de
Zn comparado ao Fe, determinando metais em tecidos dos musculos e dos hepatopancreas.
Outros estudos também apresentam semelhanca a este, como o de Andrade et. al. [117], que
determinou Cu, Fe e Zn em C. ornatus na Lagoa de Iquipari, RJ, Brasil, sendo o valor do Zn
superior as concentracdes dos outros analitos determinados. Estudos recentes também
apresentam uniformidade ao presente estudo. Lavradas et. al [30] determinou Cu e Zn em
tecidos dos musculos e dos hepatopancreas de C. sapidus na Ilha Grande Bay, Rio de
Janeiro, Brasil, constatando maior concentracdo de Zn quando comparado aos outros analitos,
assim como o estudo de Geng et. al. [118] que determinou Cu, Mn, Fe e Zn em musculo e
hepatopancreas de C. sapidus no estuario de Koycegiz Lake, South-West,Turkey. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [119] estabelece o consumo recomendando para
uma pessoa adulta acima de 70 kg de 0,9; 2,3; 14 e 7 mg/dia de Cu, Mn, Fe e Zn,
respectivamente. A Tabela 35 apresenta os valores de contribuicdo de cada tecido para cada

analito estudado atribuindo o consumo de 100g de siri (C. danae).

Tabela 35. Concentracdo média (mg/100g) encontrada em siris do estuario rio Cachoeira,
atribuindo o consumo do peso umido e contribuigdo diaria(C.D.)

Tecido Cu C.D. Mn C.D. Fe C.D. Zn C.D.
(mg/100) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%)
Garra 1,0 111 0,06 2,6 0,25 2,0 19,1 273

P. locomocao 1,2 133 0,09 3,9 1,02 7,3 17,2 246
Hepatopancreas 3,3 367 0,27 11,7 2,26 16,1 13,1 188

De acordo ao IDR, o consumo dos musculos (garras e patas de locomog&o) de siris (C.
danae) tem contribuicdo diaria insuficiente de Mn e Fe, assim como pouca contribuicdo com
0 consumo de hepatopancreas. Ja para Cu e Zn, o consumo de qualquer tecido do siri tem
grande contribuicdo, ultrapassando o 100% recomendado pela ANVISA, sendo este um

excelente alimento para pessoas que tém deficiéncia destes minerais.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho a quimiometria e o conhecimento de ferramentas estatisticas foi de
fundamental importancia para o planejamento dos experimentos, realizacdes de testes e
avaliacdo dos resultados, de forma que ndo séo encontradas na literatura para investigacao
destas matrizes.

Os estudos envolvendo a analise exploratéria dos dados (PCA e HCA) foram
importantes para avaliarem a diferenca de concentragdo nas amostras dos diferentes tecidos, a
influéncia da biometria e para comprovar que a umidade ndo influenciou na separagdo dos
grupos formados para amostras de tecidos in natura decompostas por digestdo com bloco
digestor e amostras de tecidos liofilizados decompostas por forno micro-ondas dentro do
dominio experimental estudado.

A utilizacdo da ANOVA foi eficiente para avaliacdo da diferenca de concentracdes,
entre os tecidos, entre 0s sexos e entre 0os pHs residuais. Quando aplicada foi constatada que
existia diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca entre as concentracdes dos
diferentes tecidos e entre os sexos dos animais, ndo havendo diferenca de concentracdo entre
os pHs dos digeridos dos diferentes tecidos, tendo como pH residual final média de 0,9.

A otimizagdo multivariada utilizando o planejamento fatorial completo e a fungéo
desejabilidade, possibilitaram obter uma condicdo Unica (instrumental e quimica) que
possibilitasse a decomposi¢do simultdnea dos trés tecidos em micro-ondas, devido as
diferentes composicOes destas matrizes.

O efeito de matriz foi avaliado tanto na matriz com o teste do pH residual quanto no
instrumento comparando as sensibilidades das curvas de calibracdo aquosa, acida e com
adicdo de padrdo (nas amostras) aplicando testes estatisticos, os quais ndo apresentaram
diferencga significativa ao nivel de 95% de confianga, demonstrando assim que o tipo de
calibracdo ndo interfere na determinacgéo dos analitos.

O tecido do hepatopancreas apresentou concentracbes bem superiores as
concentragOes das garras e das patas de locomocgéo, porém as concentragdes se encontravam
dentro da faixa dindmica linear. Para a determinac¢do do Zn em todos os tecidos, as solucGes
digeridas precisam ser diluidas.

O procedimento apresentou baixos limites de deteccdo e quantificacdo, boa preciséo
expressa com RSD (%) com valores abaixo de 7,30 % e acuracia evidenciada pela analise do
tecido de ostra (CRM NIST 1566b) e avaliada com aplicagdo do teste da incerteza expandida
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e o teste-t, ndo apresentando diferenca significativa a um nivel de 95% de confianga entre as
concentragoes.

A principal vantagem deste procedimento analitico, é que os estudos e testes
realizados neles propicia um procedimento Unico para decompor trés tecidos (garras, patas de
locomocdo e hepatopancreas) de siris (C. danae), acarretando esta caracteristica a
simplicidade, menor tempo para anélise, utilizar menores volumes de reagentes, e que
proporciona resultados precisos e exatos.

Estes resultados confirmam a grande viabilidade de aplicacdo deste procedimento para
a determinacgdo de metais em siris capturados ao longo do estuério do rio Cachoeira, que pode
abranger outros estudos em outras areas da ciéncia e contribuir com seu uso no

biomonitoramento e composi¢do mineral.
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