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RESUMO

DETERMINAQAO DE Si E Y EM AMOSTRAS AGRONOMICAS POR
ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA COM PLASMA INDUZIDO POR
MICRO-ONDAS. Diferentes demandas por respostas analiticas sdo requeridas na
pesquisa agropecuaria. Nesse enfoque, essa dissertacao, dividida em dois capitulos,
procura oferecer alternativas analiticas para projetos de melhoramento vegetal e
nutricdo de peixes. No primeiro capitulo foi desenvolvido um procedimento para a
determinacdo de silicio em amostras vegetais, especificamente o sorgo (Sorghum
bicolor), empregado na alimentacdo animal e na producao de bioenergia. A presenca
de altos teores de Si na planta pode provocar danos em caldeiras utilizadas para a
geracao de bioenergia. Como alternativa ao uso do HF, normalmente empregado na
digestdo de amostras para a determinacdo de Si, foi avaliado o emprego do &cido
fluorbdrico (HBF4) bem como seus possiveis produtos de reacdo. Digestdo assistida
por radiacdo micro-ondas foi utilizada para o preparo das amostras e a determinacao
por espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP
OES). Foram estudados diferentes volumes do acido HBF,4 (0,2 mL, 0,5 mL, 1,0 mL e
2,0 mL), indicando o volume de 0,2 mL o mais adequado, com recuperacao de 99%
em amostras previamente analisadas por espectrometria de fluorescéncia por raios-x
(XRF) e limite de deteccéio de 0,03 g kg™*. A digestdo com HBF, indicou que o Si
solubilizado se encontra principalmente como H,SiFs. As condicdes de equilibrio das
reacdes envolvidas indicaram também a formacdo de HF, confirmando a
necessidade de empregar estratégias para se evitar danos aos componentes dos
equipamentos. As fracbes de massa de Si encontradas nas amostras de sorgo
analisadas variaram de 0,67 a 4,57 g kg*. No segundo capitulo é apresentado o
desenvolvimento e validacdo de procedimento de preparo de amostras para a
quantificacdo de Y por MIP OES empregado como marcador na avaliagdo da
digestibiidade em amostras de ingredientes, dietas e fezes de peixes. O
procedimento desenvolvido apresentou adequada linearidade através dos valores de
r e r?, avaliacdo dos residuos e da homocedasticidade. A seletividade foi avaliada no
estudo relacionado aos efeitos de matriz obtendo resultados satifastorios. J& a
precisao, que incluiu repetibilidade e precisédo intermediaria, apresentou cv <5 %. Os
limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram, respectivamente 0,60 mg kg™ e
1,99 mg kg™.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF Si AND Y IN AGRONOMIC SAMPLES BY MICROWAVES
INDUCED PLASMA OPTICAL EMISSION SPECTROMETRY. Different demands for
analytical responses are presented in agricultural research. In this approach, this
dissertation, divided into two chapters, seeks to offer analytical alternatives for plant
breeding and fish nutrition projects. In the first chapter, a procedure was developed to
determine silicon in plant samples, specifically sorghum (Sorghum bicolor), used in
animal feed and bioenergy production. The presence of high levels of Si in the plant can
cause damage to boilers used for the generation of bioenergy. As an alternative to the
use of HF, usually employed in the digestion of samples for the determination of Si, the
use of HBF,4 acid and its possible products of reaction were evaluated. Microwave-
assisted digestion was used for sample preparation and determination by microwave-
induced plasma optical emission spectrometry (MIP OES). Different volumes of HBF,4
acid (0.2 mL, 0.5 mL, 1.0 mL and 2.0 mL) were studied, indicating the most appropriate
0.2 mL volume, with 99% recovery in samples previously analyzed by X-ray
fluorescence spectrometry (XRF), and 0.03 g kg™ limit of detection. The digestion with
HBF, showed that about 70% of Si solubilized was found as fluorosilicic acid. Also, the
equilibrium conditions of the reactions involved indicated the formation of HF, confirming
the need to employ strategies to avoid damage to the components of the equipment.
The mass fractions of Si found in the analyzed sorghum samples ranged from 0.67 to
4.57 g kg™. The second chapter presents the development and validation of a sample
preparation procedure for the quantification of Y by MIP OES. It was used as a marker
to evaluate digestibility in ingredients, diets, and fish faeces. The developed procedure
presented adequate linearity. It was assessed by values of r and r?, evaluated residues,
and homoscedasticity. Selectivity was evaluated in the study related to matrix effects,
obtaining satifastor results. Precision, which included repeatability and intermediate
precision, presented cv < 0.5%. The limits of detection and quantification obtained were

0.60 mg kg™ and 1.99 mg kg™, respectively.
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CAPITULO 1: Estudo e utilizac&do do

método de determinacao de Si em sorgo
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1. INTRODUCAO

Originario da Africa, o sorgo Sorghum bicolor [L.] Moench é o quinto
cereal mais produzido no mundo, sendo agronomicamente classificado em 5 grupos:
granifero, forrageiro, sacarino e o0 sorgo lignocelulésico ou biomassa
(HARIPRASANNA e PATIL, 2015; DOGGET, 1970). Por ser uma cultura resistente a
locais quentes e com déficit hidrico, é cada vez mais cultivado em diversos locais do
Brasil, com 2,55 milhdes de toneladas produzidas em 2010 (INDEX MUNDI, 2021,
STATISTA, 2021). Apesar de o sorgo ser cultivado nos EUA e na Australia para o
consumo humano, no Brasil é utilizado majoritariamente para fins de alimentacao
animal e na producéo de bioenergia (HARIPRASANNA e PATIL, 2015; REZENDE e
RICHARDSON, 2017; ALMEIDA et al., 2019).

Diante dos diversos tipos de sorgo, a sua cultura é estratégica para o
agronegocio. O sorgo granifero, por ser resistente a escassez hidrica, contribui na
producéo de graos do pais. J& o sorgo forrageiro € utilizado para alimentacdo animal,
principalmente em épocas de seca. Tanto 0 sorgo sacarino quanto o lignoceluldsico
aparecem como alternativas de producao de energia renovavel, como o bioetanol e
de biomassa (REZENDE e RICHARDSON, 2017; ALMEIDA et al., 2019; PARRELLA
et al., 2010).

Os estresses bidticos e abidticos sdo os principais fatores de
crescimento e desenvolvimento das plantas. No entanto, plantas expostas
frequentemente a esses estresses podem ter producdo reduzida tanto em relacéo a
sua biomassa quanto dos graos (HUI et al., 2012).

Tido como elemento benéfico e relatado como essencial, o silicio ao ser
acumulado da rizosfera nas plantas pode minimizar efeitos desfavoraveis dos
estresses hibticos e abibticos, através de diversos mecanismos de resisténcia (LI, Z.
et al., 2018; HUI et al., 2012). O Si é depositado nas plantas principalmente na forma
de fitdlito SiO,-nH,O, que age como uma barreira fisica, aumentando a resisténcia
da planta através da reducdo da toxicidade de ions metalicos, regulacdo das
atividades de enzimas antioxidantes e regulacdo e manutengdo do equilibrio hidrico
da planta entre outros (LUYCKX et al., 2017; ETESAMI e JEONG, 2018). Apesar da

essencialidade do Si na nutricdo das plantas, a presenca de altas concentracdes do



elemento nos combustiveis pode provocar danos na camara de combustdo dos
veiculos bem como nas caldeiras de aquecimento para a producdo de energia
através da formacgdo de incrustacbes nas partes metalicas, o que dificulta a
transferéncia de calor e favorece o rompimento dos tubos das caldeiras (ALVAREZ-
FLOREZ e EGUSQUIZA, 2015; TAVARES et al., 2013).

Para a determinacédo de Si em amostras de biomassa existem diversas
alternativas sendo que para o preparo de amostras é utilizado principalmente
digestdo com HF (BLOND et al.,, 2011; NAKADI et al.,, 2018), fusdo (TAFUR-
MARINOS et al., 2016) ou por analise direta de solidos por absorcao eletrotérmica
(BOSCHETTI et al., NAKADI et al., 2018) ou pelo emprego de espectrometria
induzida por laser (SOUZA et al., 2015; YIN et al., 2009).

Em funcdo da necessidade da determinacéo dos teores de Si presente
em amostras de sorgo de biomassa nesta pesquisa foi desenvolvido provedimento
gue visa a substituicdo do HF por acido fluorbérico para o preparo de amostras de

sorgo.



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver procedimento para a digestdo de amostras de sorgo utilizado
como biomassa para geracdo de energia através da adocdo do HBF, para a
quantificacdo de Si por MIP OES.

1.1.2. Objetivos especificos

I Avaliar possiveis produtos de reacdo envolvidos no processo de
digestao utilizando o HBFy;

il. Comparar a digestdo com HBF, e a digestdo em meio basico para a
determinacao de Si;

iii. Definir o protocolo para preparo de amostras de biomassa de sorgo;

V. Determinar Si em amostras de sorgo;
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Sorgo

O sorgo € uma planta originaria da Africa, tendo também a india como
segundo ponto de origem, grandes produtores até os dias atuais, sendo os Estados
Unidos o maior produtor, totalizando 8,91 milh6es de toneladas em 2020 (INDEX
MUNDI, 2021). O sorgo foi cultivado no Brasil a partir do século XX principalmente
nas regides de Goias e Minas Gerais. Esses dois estados, juntamente com a Bahia
sdo atualmente os principais produtores do pais (CONAB, 2018).

Os principais tipos de sorgo cultivados no Brasil sdo: o sorgo granifero,
forrageiro, sacarino e o lignoceluldsico ou biomassa. O sorgo granifero foi cultivado a
partir da década de 70 no Brasil e diferentemente de alguns paises da Africa e da
Asia, os grdos sdo majoritariamente empregados na alimentacdo animal devido a
similaridade do valor nutritivo quando comparado ao do milho. Existem diversos
estudos sobre a sua introducdo em dietas para diversos animais tais como aves
(ARMSTRONG et al., 1973), bovinos (SANTOS, et al.,, 1999; BERNARD e TAO,
2017), suinos (FIALHO et al., 2004; O’QUINN et al., 1997) entre outros, em funcéo
da sua composicdo quimica como o teor de amido e aminoacidos (MCCUISTION et
al., 2019).

J& o sorgo forrageiro é principalmente cultivado em regiées de Minas
Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro por ser bastante versatil devido a possibilidade
de utilizagdo para feno, silagem e pastejo direto. Estudos compararam diferentes
dietas a base de silagem de milho e silagem de sorgo forrageiro, cujo objetivo
principal é avaliar as respostas obtidas pela alimentacdo de vacas leiteiras e em
todos o0s casos, apesar da producao de leite ser menor quando alimentadas pela
silagem de sorgo, as diferencas entre as dietas ndo sao significativas (BERNARD e
TAO, 2017; COLOMBINI, et al.,, 2012; HARPER et al.,, 2017). De acordo com
SAMARAPPULI e BERTI (2018), a silagem de sorgo pode ser utilizada ndo s6 como
uma alternativa de substituicdo ou adicdo as dietas de animais como também para a
producédo de biogas. Principalmente quando comparada ao milho, o rendimento da
biomassa sao similares e o seu cultivo tem menor impacto ambiental.

O sorgo sacarino assim como 0s outros tipos € utilizado como alimento

animal, mas o seu cultivo passou a ter como principal finalidade na producéao de
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bioetanol. Isso se da principalmente pela sua tolerancia a seca, eficiéncia produtiva
em solos de baixa qualidade, podendo ser cultivado em regides semiaridas, bem
como boa eficiéncia energética (NAZLI, 2020; JANKOWSKI et al., 2020; PARRELLA
et al., 2010). Outro estudo avaliou a utilizacdo desse tipo de sorgo juntamente com a
cana-de-acglcar para a producdo de etanol em microdestilaria, resultando em uma
boa alternativa, tanto por poder ser cultivado durante a entressafra da cana-de-
acucar tanto por apresentarem teores alcodlicos semelhantes (TEIXEIRA et al.,
1997).

O sorgo biomassa por sua vez se apresenta como um bom candidato
para o processo de obtencéo de energia por queima direta principalmente devido ao
seu cultivo poder ser feito em regifes de escassez hidrica, custo de producdo mais
baixo e pelo ciclo de producdo ser mais rapido quando comparado com outras
matérias primas (YUE et al., 2017; MAY et al, 2013). Um estudo recente
demonstrou a possibilidade da producédo de bioetanol de segunda geracédo a partir
desse tipo de sorgo devido a seus elevados teores de celulose, hemicelulose e
lignina (ALMEIDA et al., 2019).

2.2. Silicio nas plantas

O silicio € o segundo elemento mais abundante da crosta terrestre,
constituindo cerca de 28,8%. Apesar de ndo ser considerado um elemento essencial,
estudos demonstram sua importancia devido aos efeitos benéficos causados nas
plantas, principalmente em relacdo ao desenvolvimento e estruturagdo das mesmas
(EPSTEIN, 2001; MENEGALE et al., 2015). Entre os principais beneficios do Si nas
plantas destacam-se: aumenta da tolerancia ao estresse hidrico, aumento da
capacidade fotossintética, diminuicdo do acamamento, reducdo da transpiracéo e
aumento da resisténcia ao ataque de pragas e doencas (KORNDORFER et al.,
2004).

O silicio é absorvido do solo onde se encontra principalmente na forma
de &cido monosilicico, cuja disponibilidade esta relacionada ao pH do solo
(MENEGALE et al., 2015; CAMPOS e MAIA, 2019). Ao ser absorvido pelas raizes o
silicio é transportado e acumulado nas epidermes das folhas na forma de fit6lito ou
silica amorfa (SiO,.nH,0) agindo entdo como uma barreira fisica, aumentando a
resisténcia da planta contra os estresses abidticos e bidticos (LUZ et al., 2015;
NETO et al., 2019; LUYCKX et al., 2017).



Um estudo realizado por RESENDE et al. (2009) teve por objetivo
avaliar o efeito do silicio em duas linhagens distintas de sorgo com a doenca
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum sublineolu. Foi possivel notar que as
plantas que tiveram maior fornecimento de Si resistiam mais a doenga. HURTADO et
al. (2019) avaliaram os efeitos da presenca de Si em sorgo e girassol submetidos a
estresse salino medindo a absorcdo de macronutrientes e micronutrientes, Os
autores observaram que o Si permitiu uma menor absorcao de ions sédio aliviando,
portanto, o estresse salino e melhorando a eficiéncia nutricional, o que favorece o
aumento da matéria seca produzida.

Considerando o emprego do sorgo como matéria prima para a
producdo de combustivel, a presenca de altos teores de Si pode acarretar danos na
camara de combustdo dos veiculos bem como nas caldeiras de aquecimento. O Si
pode combinar com outros elementos, formando espécies que sédo praticamente
insollveis em agua e com a maioria dos acidos, favorecendo a producdo de
incrustagdes reduzindo a troca de calor do equipamento com o meio, podendo gerar
também no entupimento e corrosdo dos componentes metalicos (ALVAREZ-
FLOREZ e EGUSQUIZA, 2015; TAVARES et al., 2013). A Agéncia Nacional de
Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis estabelece como 80 mg kg™ a

concentragdo maxima de Si + Al em biodiesel (BRASIL, 2010).

2.3. Procedimento de preparo de amostras

2.3.1. Digestao assistida por radiacdo micro-ondas

A digestao se refere a um processo mais complexo quando comparado
ao processo de dissolucdo e se baseia na remo¢do da matéria organica e na
solubilizacdo dos analitos através da aplicacdo de altas temperaturas e/ou maior
pressédo. A amostra é oxidada atraves do emprego de acidos inorganicos e com alto
poder oxidante, gerando espécies sollveis em agua (SKOOG et al., 2006; KRUG e
ROCHA, 2019).

Pelo fato da radiacdo micro-ondas ser transferida de forma direta e ter
uma distribuicio homogénea para as moléculas da solugédo contida nos frascos que
sdo mantidos em um sistema de alta pressdo e temperatura, a digestado assistida por
radiacdo micro-ondas é muito utilizada para o preparo de amostras (SKOOG et al.,

2006; FLORES, 2014). Isso implica em um processo de digestdo mais rapido



guando comparado a métodos que se baseiam no aquecimento por conducéo, tais
como chama e bloco digestor (KRUG e ROCHA, 2019). A digestdo assistida por
radiagdo micro-ondas pode ser realizada em frasco aberto ou fechado, sendo o
frasco fechado utilizado principalmente para amostras que apresentam maior
guantidade de compostos organicos e quando se pretende determinar analitos
volateis (KRUG e ROCHA, 2019; MILLOUR et al., 2011).

Métodos baseados na digestao assistida por radiacdo micro-ondas em
sistema fechado séo amplamente relatados na literatura, sendo que alguns trabalhos

estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Levantamento bibliografico de publicacdes recentes que utilizam a digestédo assistida por radiacdo micro-ondas

em sistema fechado no desenvolvimento de métodos de preparo para determinacdo de elementos inorganicos.

Analitos Amostra Preparo de Tecnlc_:a d? Ano Referéncia
amostra determinacao
1 mL de HNOs (9,0 mol L)
K, Ca, Mg, S, P, Cu, Sementes,de 3 mL de H,0, (30% m v?) ICP OES 2019 SANTOS, H. et al.,
Fe, Mn e Zn guarana 2019
6 mL de H,O ultrapura
Al, Ca, Cr, Cu, Fe, K, 5 mL de HNOj3 (1,0 mol L™
Mn, Mo e Ni Arroz 2.5 mL de H,05 (30% m v) ICP OES 2020 SILVA, et al., 2020
. Mistura:
Ba, o G n, o N Biodiesel 7 mol L' de HNO; SFICP-MS 2017 BARELA, etal., 2017
r 20 2 mL de H,0, (30% m v'1)
Sangue, urina, 2 mL de HNO3 (14 mol L'l) i GRASSIN-DELYLE, et
38 elementos tecido e cabelo 200 pL de H,0, (30% m v™) ICP-MS 2019 al., 2019
. . 3 mL de HNO3 (14 mol L™
NieV Oleo cru 4 mL de H,0; (30% m vY) ICP OES 2017  ANJOS, et al., 2017
0 '1
As,Cd, Cr, Pb, Se, Ve Produtosdocacau 3 mL de HNO; (60% v V™) ICP-MS 2018 LO DICO, et al., 2018
Sb e chocolate 5 mL de H,O ultrapura
. 0 -1
Hg Oleo de dmega 3 5 mL de HNO; (65% v v™) ICP OES 2018 SHABESTAR]I, et al.,

2 mL de H,0, (30% m v'1)

2018
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Tabela 1. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam a digestéo assistida por radiacdo micro-ondas em

sistema fechado no desenvolvimento de métodos de preparo para determinacdo de elementos inorganicos (continuacao).

Analitos

Amostra

Preparo de
amostra

Técnica de
determinacao

Ano

Referéncia

Zn, Al, As, Cd, Pb,
Sn, Cre Hg

Papel de filtro de
microfibra de vidro e
filtro de ar

4 mL de HNO3 (14 mol L™)
2 mL de H,0, (30% m v'1)

ICP-MS

2017

AHMED, et al., 2017

Al, As, Ca, Cd, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Mo,
Se e Zn

Arroz

7 mL de HNOj3 (4,5 mol L™)
1 mL de H,0, (30% m v?)

ICP OES e
ICP-MS

2017

TARANTINO, et al.,
2017

Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Mo, Na, P e Zn

Linhaca e gergelim

2 mL de HNO3 (14 mol L™)
1 mL de H,0, (30% m v')

ICP OES

2018

SOUZA et al., 2018

Ca, Co, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, P,
SreZn

Racao de porco

4 mL de HNO3 (7 mol L™)
1,5 mL de H,0, (30% m v

ICP OES e
ICP-MS

2019

SAVIO, et al., 2019

Zn, P, Cd, Pb, Fe,
Mn, Mg, Cu, Ca, Al,
Na e K

Farinha de trigo, pao
integral, dieta total e
leite em po
desnatado

10 mL da mistura:
2% (v v'') de HCIO,
4% (m V-l) de H,O»

ICP OES

2019

MULLAPUDI, et al.,
2019
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2.3.2. Digestao de matrizes com alto teor de silicio

2.3.2.1. Digestédo acida

A digestao completa de amostras de plantas para a determinacao de Si
€ um processo complexo devido a presenca de SiO,.nH,O e é realizada
principalmente com o emprego de &cidos, mas também pode ser feita por outros
métodos como fusdo alcalina e &cido diluido com adicdo de solucdo alcalina
(BARROS et al.,, 2016). Considerando o emprego de &cidos para a digestédo
completa, o acido fluoridrico € o mais empregado e recomendado pelo US EPA
(1996), porém o seu uso pode acarretar problemas aos operadores, por ser um
acido complexante bastante perigoso em contato com a pele ou se inalado, podendo
provocar queimadura severa a pele e dano aos olhos (KRUG e ROCHA, 2019). Além
disso, o acido restante contido na solucdo digerida pode atacar e danificar os
componentes de quartzo ou vidro presentes nos equipamentos empregados para as
determinacdes, bem como gerar contaminacdo do branco analitico. A formacéo de
fluoretos insolUveis como CaF,, MgF, e AlF3; também é observada. Como alternativa
para superar esses problemas € adicionado acido bodrico para complexar com o
excesso de HF e evitar a liberag&o do flaor.

O acido tetrafluorborico foi investigado por alguns pesquisadores em
relacdo ao seu desempenho na digestdo de materiais silicatados. KRACHLER et al.
(2002) compararam dois métodos de digestdo de amostras de turfa e matrizes de
planta utilizando autoclaves e digestdo assistida por radiagdo micro-ondas para a
determinacdo de terras raras. Os autores observaram que os resultados obtidos
utilizando HNOj3; juntamente com o HBF,4 foram préximos quando comparados com o
método utilizando HNO3z; e HF. O HBF, se mostrou como uma alternativa para a
digestdo de matrizes com alto teor de silicio devido a reducédo significativa da
formacao de fluoretos insoltveis como também em razdo do menor volume de acido,
diminuindo problemas relacionados ao excesso de acidez durante a determinacgéo.

SUCHAROVA e SUCHARA (2006) avaliaram trés métodos distintos de
digestdo sendo o procedimento A: HNO3 + H,0O,, procedimento B: HNO3z + H,O, +
HF +H3BO3 e por fim o procedimento C: HNO3; + H,O, + HBF,4 para a determinacéo
da recuperagdo de 36 elementos em amostras de materiais de referéncia de

vegetais utilizando espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
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(ICP-MS) como técnica de determinacdo. O procedimento C demonstrou ser tédo
eficiente quanto o procedimento B, o que pode ser observado pelas recuperacoes e
resultados com valores estatisticamente semelhantes. Além disso, o procedimento C
apresentou o menor tempo de digestédo e uso de volume de HBF, inferior ao HF.

2.3.2.2. Fusao alcalina e digestdao em meio basico

A fusdo € uma reacdo heterogénea executada em altas temperaturas
entre um fundente e o material da amostra. Como resultado desse procedimento, um
mineral original ou fases refratarias sdo convertidas em formas solidas diferentes
gue sao facilmente dissolvidas em &cidos, bases ou até mesmo em agua (KRUG e
ROCHA, 2019). HOGENDORP et al. (2010) propuseram a fusdo alcalina para a
guantificacdo de Si em amostras de tecido vegetal de plantas e obtiveram resultados
satisfatorios. MENEGUIN et al. (2019) empregaram a fusdo alcalina para
solubilizacdo do silicio presente em amostras de cinzas de bagacos de cana-de-
acuUcar para a sintetizacdo de um material ecolégico.

Considerando a fuséo alcalina como método de preparo de amostras
para a determinacédo de Si, os principais problemas relacionados a sua utilizacao séo
a contaminacdo da solucdo da amostra em funcao do elevado conteudo de sélidos
dissolvidos (prejudicial para determinacdes via técnicas de plasma) e as
interferéncias espectrais causados pelo fundente, prejudicial para determinacfes por
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).
Como alternativa, YU et al. (2003) utilizaram a digestdo com acido nitrico com
aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas seguido pela adicdo de HF, para
avaliar a digestdo completa para a solubilizacdo de Si presente em filtros, sendo
analisada a silica livre cristalizada. Os resultados demostraram recuperacoes
comparaveis a fusao alcalina.

BARROS et al. (2016) trouxeram uma nova abordagem para a digestéo
de amostras de plantas para a determinagdo de Si. A digestéo é realizada em duas
etapas, sendo a primeira constituida por digestdo acida utilizando HNO3 diluido e
H,O, com aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas e a segunda etapa
digestdo basica utilizando NaOH (1,5 mol L), também assistida por radiacdo micro-
ondas. Silicio, Al, B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, S e Zn foram determinados em
amostras de materiais vegetais e a veracidade do método avaliada com o emprego

de materiais de referéncia certificado indicou recuperacdes na faixa de 90,2 a 115%.
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2.3.3. Métodos de determinacéo de silicio

Entre os principais itens a serem observados quando da escolha de um
método de andlise devem ser destacados a demanda e treinamento da méo de
obra, a disponibilidade de equipamentos, a confiabilidade dos métodos (preciséo e
veracidade), o tempo empregado nas determinacfes e o custo total da analise
(KORNDORFER et al., 2004).

Baseado na fusdo alcalina da silica (FREITAS, 1973), o método
gravimétrico de determinacao do Si € considerado como padrdo, porém apresenta-
se pouco pratico no dia a dia dos laboratoérios, por demandar muita mao de obra.

Técnica até recentemente bastante utilizada, a espectrofotometria
apresenta como vantagens ser rapido e preciso, além de baixo custo e possibilitar
determinacGes de diferentes teores de silicio (KORNDORFER et al., 2004). A
determinacao colorimétrica envolve a rea¢ao do &cido silicico com o acido molibdico
[H4(SiM012040)], resultando na formacdo do complexo acido silico-molibdico, de
coloracédo amarela (FREITAS, 1973).

Com a evolucao e o surgimento de novos instrumentos analiticos bem
como o desenvolvimento de ferramentas analiticas, a analise direta de solidos vem
sendo cada vez mais utilizada para a determinacao de diversos elementos (KRUG e
ROCHA, 2019). Essa modalidade apresenta algumas vantagens quando comparada
aos métodos que necessitam de decomposicdo por via Umida, tais como: preparo de
amostras de forma simples e rapida, menor risco de contaminacao devido ao menor
uso de reagentes, menor risco de perda por volatiizacdo e menor geracdo de
residuos, entre outros (KRUG e ROCHA, 2019; PENG et al., 2016; LI, Y. et al.,
2018).

A espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por laser
(LIBS) é um exemplo de técnica de analise direta e se baseia na emissao de
radiacéo a partir de pulsos de alta energia, devido a uma fonte de laser, aplicado
diretamente na amostra. Desta forma um trabalho feito por SOUZA et al. (2013) teve
por objetivo desenvolver um método que utiliza a LIBS como o método de analise
direta para a determinacdo de Si em amostras vegetais. Para o preparo de amostra
foram feitas pastilhas a partir de amostras de folhas de cana-de-agucar moidas por
moinho criogénico. Ao serem analisadas por LIBS os resultados foram comparados

com os obtidos por ICP OES, cujas amostras foram digeridas pelo método de
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digestdo proposto por BARROS et al. (2016) e ndo foram observadas diferencas
significativas entre os resultados obtidos.

TRIPATHI et al. (2016) avaliaram a presenca de Si e Pb em mudas de
trigo em relacdo a absor¢cdo de Pb e estresse oxidativo, entre outros. Foi feita a
andlise de Si e Pb in vivo, para avaliar a sua distribuicdo ao longo da planta,
utilizando o LIBS focando na superficie da raiz e no caule. Com isso foi possivel
notar menores teores de Pb em mudas cultivadas com Pb e Si, bem como a
suplementacdo com o Si inibiu a absorcao de Pb pelas mudas

A espectroscopia de fluorescéncia de raios-X (XRF) é outro método de
analise direta que se fundamenta da medi¢édo da intensidade da emisséo de raios-X
caracteristicos dos elementos quimicos presentes na amostra quando devidamente
excitada por uma fonte (FILHO, 1999). YOUNG et al. (2016) avaliaram a viabilidade
do uso do fluorescéncia de raios-X portatil (hXRF), miniaturizacdo do XRF para
avaliar a composicdo de amostras geologicas. Apesar da técnica ndo ser capaz de
detectar elementos como Mg e Na, consegue detectar de forma confiavel elementos
como Si, Ca, Tie K.

ENT et al. (2020) avaliaram a distribuicdo e o efeito do Si em relacéo
ao Mn em amostras de plantas. A analise foi realizada com o emprego da técnica de
micro espectroscopia de fluorescéncia de raios X (UXRF) e foi possivel concluir que
o Si reduz a toxicidade do Mn através da sua interacdo com a parede celular.

2.3.4. Técnicas de plasma

O ICP OES utiliza atomizador desenvolvido por Reed (REED, 1961;
REED, 1962) na década de 60 e empregada pela primeira vez por GREENFIELD et
al. (1964). No entanto, este tipo de atomizador sO se tornou disponivel
comercialmente na década de 70 e apresenta diversas vantagens quando
comparada a técnicas de chama, tais como alta temperatura e consequentemente
possibilidade de atomizar e excitar a maioria dos elementos, limite de detec¢cdo com
magnitude superior, ser um meio inerte e apresentar menores interferéncias
guimicas e espectrais, entre outros (SKOOG et al., 2006; TYLER e YVON, 2003).

Um trabalho feito por HAUPTKORN et al. (2001) utilizou para o preparo
de amostra digestdo alcalina ndo oxidativa, com uma solucdo de hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH) para a determinacdo de Si presente em amostras de

figado de porco por ICP OES. As melhores condi¢cdes do preparo de amostras foram
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otimizadas e para avaliar a veracidade do método os resultados obtidos por ICP
OES foram comparados com os resultados obtidos por espectrometro de
fluorescéncia de raios-X por dispersdo em comprimento de onda (WDXRF), obtendo
resultados muito préximos. Sendo assim esse método se apresentou adequado para
a determinacdo de Si em materiais bioldgicos. No entanto para outros materiais se
faz necessaria a avaliagdo das melhores condi¢cdes para a decomposicao.

A determinacdo de Si também é feita por espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado ICP-MS como abordado no trabalho realizado
por AURELI et al. (2020) que determinaram Si e SiO, em amostras bioldgicas para
estudo toxicocinético de um nanomaterial utilizado como aditivo alimentar. Para a
andlise do teor de Si foi utilizado DRC-ICP-MS, ICP-MS com cela dindmica de
reacdo. A estratégia se baseia na adicdo gases que reagem com os interferentes
poliatbmicos, tornando-as espécies nao interferentes (BATISTA, 2009). Os
resultados demonstraram que o figado e o baco sdo os tecidos mais propicios a
ocorrer deposicao de Si devido aos seus altos teores presentes, com concentragoes
variando de 0,3 a 424 ug g™

Levando em consideracdo a quantificacdo de Si em amostras
complexas AMAIS et al. (2014) descreveram um procedimento para a determinacéo
de P, S e Si em amostras de biodiesel, diesel e 6leo lubrificante. Neste trabalho a
determinacdo foi realizada por espectrometro de massa com plasma acoplado
indutivamente com arranjo tandem (ICP-MS/MS), que se baseia na presenca de um
analisador quadrupolo adicional localizado posteriormente a célula de reacdo e
colisdo. Tal arranjo € utilizado para reduzir os sinais de fundo bem como melhorar a
precisdo (O'CONNOR e EVANS, 2007). Para a analise quantitativa de Si foram
monitoradas as espécies #Si**0* e #Si*®0* obtidas através da adicdo de O, na
célula de reacdo obtendo recuperagbes entre 82,6% a 107% quando comparado
com os valores certificados do material de referéncia certificado de oOleo lubrificante
(SRM 1848).

2.3.5. Espectrometria de emissao 6ptica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES)

Desde a década de 50 que plasmas induzidos por micro-ondas sao
utilizados como uma fonte de atomizacdo e excitacdo. No entanto, os sistemas

propostos inicialmente apresentavam baixa sensibilidade e dificuldades de utilizagc&o
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de amostras liquidas, devido a baixa poténcia aplicada (200 - 300 W) e plasma em
formato ndo toroidal. Outros projetos instrumentais minimizaram alguns desses
efeitos, porém problemas como baixa temperatura do plasma e pequena interacdo
entre o plasma e as amostras liquidas resultavam em elevados efeitos de matriz.
Diversos projetos foram propostos, porém o modelo comercial que se apresentou
mais adequado foi lancado em 2012 pela Agilent Technologies (4100 MP-AES),
baseada na cavidade ressonante de Hammer, utilizando um magnetron como fonte
de excitagdo que funciona com o gas N, (HAMMER, 2008, JANKOWSKI e RESZKE,
2011; WILLIAMS et al., 2019). Esta montagem proporcionou algumas vantagens,
como tamanho menor, simplicidade e reducéo de custos.

O plasma é sustentado por N, que pode ser facilmente separado do ar
atmosférico através de um equipamento que faz a separacdo do N, das demais
espécies presentes no ar, fornecido por um compressor de ar (GONCALVES et al.,
2016a). Na Figura 1 é possivel observar os componentes principais do MIP OES.
Inicialmente tem-se o sistema de introducdo de amostra que se baseia (a) bomba
peristéltica (b) nebulizador e (c) caAmara de nebulizag&o ciclénica. Com isso tem-se a
tocha de quartzo (d) conectada a parte da insercdo do N, o guia de ondas que cria
campos eletromagnéticos para a formacdo de um plasma robusto e a radiacéo
emitida pela amostra. Tendo em vista que a tocha é posicionada de forma vertical e
a visdo é axial, a radiagdo € direcionada através de um arranjo de espelhos para um
monocromador sequencial Czerny-Turner (e) além de uma rede de difracdo com a
faixa de comprimento de onda de 178 a 780 nm que separa oS comprimentos de
onda de interesse que sao detectados por um (f) detector de dispositivo de carga
acoplada (CCD) (GONCALVES et al., 2016).
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Figura 1. Principais componentes presentes no MIP OES
Fonte: Adaptado da Agilent Technologies (2015)

O MIP OES possui algumas vantagens como baixo custo operacional,
determinacdo multielementar, facil operacdo, nado utiliza gases inflaméaveis e o
plasma de N, com temperatura aproximada de 5000 K sendo maior do que a
temperatura do oxido nitroso utilizado no FAAS. Entretanto a temperatura do plasma
de N, € menor do que a temperatura de um plasma de argdnio usado no ICP OES, o
qgue contribui no desequilibrio no plasma devido aos produtos de provaveis reacdes
e recombinagcbes que podem ocorrer nesse ambiente. Além disso, amostras
organicas favorecem a deposicao de carbono na tocha bem como no sistema 6ptico.
Alguns trabalhos (AMAIS et al., 2013; DONATI et al., 2013) relatam o emprego de
acessorio chamado modulo de gas de controle externo (EGCM) que promove a
introducéo de ar no plasma e reduz o sinal de fundo, estabilizando o plasma quando
se tem a introducdo de amostras organicas.

Na Tabela 2 é apresentado um resumo de artigos publicados que
empregam determinacdes por MIP OES.
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Tabela 2. Levantamento bibliografico de trabalhos recentes que utilizam MIP OES para determinacédo de elementos

inorganicos.
Analitos Amostra Preparo de Ano Referéncia
amostra
Al, Ba, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Sr, Zn, Ca, Mg, Cerveja Diluicdo em HNO3 (1,0 mol L) 2019 PIRES et al., 2019
Na e K
Dedo frio com sistema de refluxo
Al, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Lodo de tratamento de semifechado
Mg, Mn, Ni, V e Zn agua potavel 5 mL de HNO3 2020 KLEEMANN et al., 2020
1 mL de H,SOq4
Dissolvido em uma mistura
Ca, Cu, :}"g g']”’ Fe, P, P40 3 mL de HNO; (65% v v') 2016 OZBEK e AKMAN, 2016
1 mL de H,0, (35% m v?)
Protétipo de aquecimento por
Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, radiacdo infravermelho
Mn. P, Pb e Zn Solos 2 mL de HNOs (14 mol L) 2020 JOFRE et al., 2020
2 mL de H,0, (30% m v?)
Micro-ondas .
. A 1 mL de HNO3 (14 mol L™)
Cu, K, Mg, Mn, P e Zn Sopas instantaneas 1 mL de H,0, (30% m v'1) 2020 CARVALHO et al., 2020
6 mL de H,O ultrapura
Micro-ondas
As, Ba, Cd, Cre Pb Fertilizantes 6 mL de HNO3 (7 mol L™Y) 2018 MACHADO et al., 2018

2 mL de H,0, (30% m v?)
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Tabela 2. Levantamento bibliografico de trabalhos recentes que utilizam MIP OES para determinacdo de elementos

inorganicos (continuacao).

Analitos Amostra Preparo de Ano Referéncia
amostra
Al, B, Ca, Cu, Co, Cr, a1
Fe, K, Mn, Mo, Mg, Na, Arroz 4 mL de HNOs (14 mol L) 2019 OZBEK et al., 2019
. Placa de aquecimento
Ni e Zn
Mn Vinho Diluicdo em HNO3 (5% v v'') 2019 JUNG et al., 2019
. Café, cha verde, bebida
Al, Co, Cr, Cu, Mn, Nie energeética, cerveja, Diluicdo em HNO3 (1% v v') 2016 GONGALVES etal,,
Zn : 2016b
whiskey e cachaga
Ca, K, Mg, e Na Biodiesel Diluicdo em 5 mL de 1-propanol 2016 LOWERY et al., 2016
Xarope para tosse
Al, Cr, C,\c"i’f;hFe’ Mn, infantil, colirio e Diluic&o em HNOs (1% v v'Y) 2017 ALTHOFF et al., 2017
antisséptico bucal
col _
| fetlizantes minerdis Micro-ondas
As, Bi, Ge, Sb e Sn ’ 6 mL de HNO3 (7 mol L™) 2017 MACHADO et al., 2017

figado bovino e
amostras de forrageiras

2 mL de H,0, (30% m v'')
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Materiais e métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacgao

Para ao preparo de amostras foi utilizado um sistema de digestédo
assistido por radiacdo micro-ondas em frasco fechado (Multiwave Go Plus, Anton
Paar, Graz, Austria) contendo rotor de 12 posicdes. Para a digestio de duas etapas
foi utilizado outro sistema de digestao assistido por radiacdo micro-ondas em frasco
fechado (Ethos 1, Milestone, Sorisole,BG, Italia) equipado com tubos de
perfluoroalcoxi alcano (PFA) e equipado com sensores de pressao e temperatura.

Para a determinagdo de flor foi utilizada Cromatografia ibnica com
deteccdo condutimétrica (Compact IC Flex, Methrom, Suica). As condi¢cdes

operacionais foram descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢cdes operacionais aplicados no ED-XRF e HED-XRF.

Parametro Instrumental ED-XRF MED-XRF
Linha Si (keV) Ka=1,74 Ka=1,74
Spot size 500 50
Corrente do tubo (uUA) 56 100
Voltagem do tubo (kV) 40 50
Detector Si(Li) semicondutor Si(Li) semicondutor
Raio-X Rh Rh
1,00 - 40

Regido de aquisicéo (keV)

Para as determinacdes foi utilizado um MIP OES (4200 MP AES,
Agilent Technologies, Melbourne, Australia) equipado com um gerador de nitrogénio
(Agilent Technologies, modelo 410) e uma bomba peristaltica de cinco canais. Os
comprimentos de onda selecionados e as condi¢cbes operacionais podem ser vistos

na Tabela 4.
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Tabela 4. Condi¢cdes operacionais para a determinacéo de Si por MIP OES.

% Para a andlise da digestdo alcalina com solucdo de NaOH

Parametro Instrumental Condicéo operacional
Frequéncia do Micro-onda (MHz) 2450
Poténcia aplicada ao plasma (kW) 1,0

Fluxo do gas de nebulizacdo (L min™) 0,45
Posicdo de observacao do plasma 10
Tempo de estabilizacdo (s) 15
Nebulizador One Neb (series 2)

Camara de spray ciclénico de vidro
single-pass e tocha easy-fit (1,8 mm
id)?
Sistema de introdug&o de amostra Céamara de spray cicldnico single-
pass (PTFE) e tocha easy-fit com
injetor de ceramica (1,8 mm id)®

250.690

Comprimento de onda (nm) 251.611

® Para a anélise da digest&o do acido HBF,

3.2. Reagentes e solugdes

Todas as solucdes foram preparadas utilizando dgua deionizada, cuja
resistividade € maior que 18,2 MQ cm, a partir do sistema de purificacdo de agua

Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). Todo material utilizado foi previamente lavado
e desmineralizado em banho de acido nitrico 10% (v v_l) por 24 h, com posterior

lavagem com agua deionizada e desmineralizada e secagem em capela de fluxo
laminar.

Para a determinacao de fldor pela cromatografia iénica foi utilizada uma
coluna empacotada com alcool poliviniico com grupos de amoénio quaternario
(Metrosep A Supp 7-250/4,0). Ja a fase movel era composta por carbonato de sodio
a 1 mmol L™ e bicarbonato de sédio a 3,6 mmol L™. O fluxo do eluente foi definido
para 0,8 mL min™? a coluna foi mantida em um forno a 30 °C e o supressor foi
regenerado com o uso de H,SO, a 50 mmol L™.

Para a digestdo das amostras foi empregado HBF, (48% m v, Sigma-
Aldrich, Suica) e H,O, (30% v v, Sigma-Aldrich, Suica). Para a determinagéo do
acido fluorsilicico foi utilizado etanol (Alphatec, Sado José dos Pinhais, Brasil) e
cloreto de potassio (99% de pureza, Sigma-Aldrich, Suica). A fase mével usada na
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cromatografia iénica foi preparada diluindo carbonato de sédio (64 mmol L™) e
bicarbonato de sédio (20 mmol L™) em agua. As solucdes padréo de silicio foram
preparadas por diluicdo de solucdo estoque de 1000 mg L™ (Fluka, Buchs St. Gallen,
Suica) e para as solucdes padréo de fluor foi utilizado uma solugcéo estoque de 10

mg L (Sigma-Aldrich, Suica).
3.3. Amostras

As amostras de sorgo biomassa analisadas nesse trabalho foram
obtidas de experimentos conduzidos pelo programa de melhoramento de sorgo da
Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, Minas Gerais, Brasil) no ano agricola
2015/2016. As amostras se baseiam em seis genotipos experimentais, um hibrido de
sorgo biomassa comercial, uma linhagem de sorgo sacarino como bagaco e dois
hibridos de sorgo sacarino comercial.

A veracidade para a determinacdo de Si foi obtida a partir de andlises
em amostras de folhas de cana-de-agucar previamente analisadas por HED-XRF e
ICP OES (SANTOS et al., 2020).

3.4. Preparo das amostras

As amostras de sorgo foram coletadas a partir de seus colmos de
forma manual e trituradas em um picador. Posteriormente o material foi seco em
estufa de circulacao de ar a 65°C até peso constante, depois foram moidas em um
moinho de facas do tipo Willey na granulometria de 1mm. As amostras de folhas de
cana-de-acUcar utilizadas para a avaliacgdo da veracidade do método foram

preparadas da mesma forma.
3.4.1. Procedimento de digestdo com HBF,

Inicialmente foi feita a otimizacdo do volume mais adequado do acido
para a digestdo das amostras. Foram realizados quatro experimentos variando os
volumes de HBF, adicionado no processo de digestdo das amostras de folhas de

cana-de-acucar, cujo teor de Si havia sido previamente determinado por HED-XRF
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As amostras foram digeridas em triplicata, por radiagcdo micro-ondas
com sistema fechado. Foi feita a otimizacdo do volume de HBF,, sendo avaliados os
volumes 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 mL HBF4 (48% m v). Na otimizagéo foram utilizados 0,1
g de amostra, com a adicéo de 3 mL de HNO3 (14 mol L), 2 mL de H,0, (30% v v')
e 0,2-2,0 mL de HBF,4. O programa de aquecimento empregou rampa inicial de 15
min até 180 °C, 25 min de patamar a 180 °C e 10 min de resfriamento. Apos o
resfriamento, os digeridos foram transferidos para tubos de polipropileno e

avolumados para 50,0 mL com agua deionizada.

3.4.2. Procedimento de digestéo acida e alcalina

As amostras de folhas de cana de acucar foram digeridos em triplicata,
em forno assistido por radiacdo micro-ondas com sistema fechado com o emprego
de digestdo alcalina (BARROS et al.,, 2016). A digestdo é feita em duas etapas.
Inicialmente foram utilizados 0,1 g de amostra com a adicdo de 5 mL de HNO3; (14
mol L) e 5 mL de H,0, (30% v v'). Apés a digestdo, os frascos foram resfriados e
foi adicionado uma aliquota de 5 mL de NaOH (1,5 mol L™) aos frascos, seguindo
entdo para uma etapa adicional de aquecimento. Na primeira etapa o programa de
aguecimento foi executado em seis etapas: (1) 5 min para atingir 120 °C; (2) 5 min a
120 °C; (3) 5 min para atingir 160 °C; (4) 5 min a 160 °C; (5) 3 min para atingir 230
°C; e (6) 5 min a 230 °C. Na segunda etapa a digestéo foi realizada com uma rampa
de 15 min a 200 °C, patamar de 20 min a 200 °C e 10 min de resfriamento.
Finalizada a digestdo 750 pL de HNO; (14 mol L™) foram adicionados as solucdes
digeridas e o volume final ajustado para 50,0 mL com agua deionizada.

3.4.3. Procedimento de avaliagao dos produtos de reagéo

Em relacdo aos produtos de reacdo que ocorrem durante a digestéo,
oxido de silicio é convertido a acido fluorsilicico (H,SiFg). Para a quantificacdo deste
composto por cromatografia iénica foi utilizada reagdo de precipitacdo com cloreto
de potassio em meio de etanol precipitando na forma K,SiFs (ACKER e HENRGE,
2007). Inicialmente, 40 mL de etanol foi empregado para dissolver aproximadamente
410 mg of KCI. A seguir foram adicionados 2,5 mL de solucéo digerida e 2,5 mL de
agua deionizada. A mistura foi resfriada e mantida a 4 — 8 °C por 2 h. Em seguida,
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esse precipitado foi filtrado, lavado e solubilizado com agua. Para que a solucdo
atingisse o pH 9 foi adicionado NaOH para promover a reagdo do anion SiFZ~. As
reacdes envolvidas nesse processo estdo descritas nas Equacbes 1 e 2 e os ions

fluoreto em solucéo foram quantificados por cromatografia ibnica .

2KCl 5 + H3SiFg(aq) © K3SiFg(s) + 2 HCl (aq) Eq.(1)
K;SiFg) + 4 OH™ < SiOH, + 2 K*+6F~ Eq.(2)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliac&o do volume de acido e preciséo

Na Tabela 4 sdo apresentadas as recuperacfes obtidas para a
otimizac&o do volume ideal de acido fluorbérico empregado na digestdo de amostra
de cana-de-acUcar. Recuperagfes variando de 98% a 101% em relacdo aos
resultados obtidos previamente por HED-XRF (SANTOS et al., 2020). A partir desses
resultados estabeleceu-se volume de 0,2 mL de HBF, para realizar as digestdes das

amostras de sorgo.

Tabela 5. Diferentes volumes de HBF4 na determinacdo de Si por MIP OES
(média £ desvio padrdo, n =3) em amostra de folhas de cana-de-agucar e
recuperacdes obtidas a partir da fragdo de massa de Si determinada por
HED-XRF.

Volume de acido HBF,

(L) Si (g kg™) Recuperacao (%)*
0,2 9,28 £0,13 99

0,5 9,31+0,21 99

1,0 9,50+ 0,16 101

2,0 9,37 £0,10 98

2 Calculado a partir do valor obtido por pED-XRF 9,4 g kg™ Si (SANTOS et al.,
2020).

4.2. Digestao acida com HBF,

A partir do que ja foi descrito na literatura (RIETIG e ACKER, 2017;
HALL et al., 2019; KATAGIRI et al.,, 2010) tém-se H;BO;, BF(OH)3, BF,(0OH)3,
BF;0H™, H,F,, HF;, HF, F~ como as principais espécies de boro e de flaor
esperadas nas reacdes de dissociacdo do acido HBF,4. As principais reacfes sao

apresentadas nas Equacdes 3 a 10.
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BF; (aq) + 3 H,0(l) & H3B0s(aq) + 4F~(aq) + 3H*(aq) Eq. (3)

BF(OH)3 (aq) © H3B03(aq) + F~(aq) Eq. (4)
BF,(0H)3 (aq) + H,0(1) & H3B0s(aq) + 2F (aq) + H"(aq) Eq. (5)
BF;0H™ (aq) + H,0(l) & H3B0s(aq) + 3F(aq) + 2H*(aq) Eq. (6)
2HF(aq) © HyF,(aq) Eq. (7)
HF; (aq) < HF(aq) + F~(aq) Eq. (8)
HF(aq) © H*(aq) + F~ (aq) Eq. (9)
Si0,.nH,0 + 6 HF < H,SiF; + (2+n)H,0 Eq. (10)

Considerando esses provaveis produtos de reacdo, a utlizacdo do
acido tetrafluorbérico implica na preocupacédo da possivel formacéo de HF, devido a
periculosidade do acido, além dos problemas relacionados ao ataque aos
componentes de vidro ou quartzo nos equipamentos durante as determinacoes.
Quando HF é empregado geralmente é adicionado acido bérico para reagir com 0s
fluoretos livres e converté-lo em HBF3;OH (SUCHAROVA e SUCHARA, 2006). Neste
contexto, as reacfes de equilibrio envolvendo espécies contendo boro indicam a
formacao do acido bérico (HsBO3). De acordo com KATAGIRI et al. (2010), em pH <
2 a formacdo dessa espécie € favorecida, sendo que a concentracdo de flaor
também interfere nessa formacdo. Para a determinacdo do flior nas solucbes
digeridas foi empregada a cromatografia ibnica.

Para estimar a fracdo molar do &cido bdrico na solucdo digerida a
Equacao 11 foi utilizada a partir da faixa de concentracéo de fldor obtida (0,1 a 0,2
mol L™). A concentracdo de H* foi estimada a partir do volume de HNO3 usado no
preparo da amostra. A distribuicdo de H3BO3 na solugdo digerida € apresentada na
Figura 2, construida a partir da fragdo molar bem como da faixa de concentracdo de

flior e da concentragéo de H".

_ [H3BO;]
(XH3BO3 Bl [B]total
1
= — — — — Eq.(11)
[F~] [F~]2[H*] [F~]3[H*]? [F~]*[H*]3
1+ (kBF(OH)3‘> + (kBF(OH)Z_) + ( KBF, (oH)- ) + ( Kgr,- )

30



25 | [H]=1,4 mol L™

2,0 A

L
e o = ¥
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Frac&o molar (10%)

0,0 - ® ® % @ e e e o o @ 6o o o = ® & = = = o

01 0,2 0,3 0,4 0,5

Concentracio total de fluoreto livre (mol L™

Figura 2. Estimativa da fracdo molar de H;BO3 nas solu¢des digeridas
Fonte: (SANTOS et al., 2020)

A partir da Eq. 8 o teor de fluoreto livre esta relacionado a formacéo de
HF. Com isso na Figura 2 é possivel notar que quando a fracdo molar do H3BO3 é
muito baixa (c.a. de 10%°), a concentracdo total de fluoreto livre aumenta,
consequentemente tem se a possibilidade da presenca de HF nas solugdes.
Portanto, € necessario adotar estratégias para evitar danos aos componentes do
instrumento bem como para controlar a contaminacédo do branco. Essas estratégias
podem ser a adicdo de acido borico, o fator de diluicdo maior e/ou o uso de um
sistema de introducdo da amostra fabricado com componentes inertes, como de
materiais poliméricos, os quais foram utilizados neste trabalho, com nebulizador,
camara de nebulizacdo construida em material polimérico e tocha com sistema
interno de inje¢do de amostra construida em ceramica.

Levando em consideracao as reag¢des que ocorrem durante o processo
de digestao, o diéxido de silicio (SiO;) é convertido em &cido fluorossilicico (H2SiFe),
como pode ser observado na Eq. 10. Para quantificar esse composto na solucéo
digerida é utilizada uma reacgéo de precipitacdo formando a espécie K,SiFg como

descrita pelas Egs. 1 e 2. Ao ser adicionado NaOH no meio para que a solucéo
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atingisse pH 9 séo produzidos anions de flior como descrito na Eq. 2, sendo esta a
solucdo quantificada por cromatografia ibnica (ACKER e HENRGE, 2007). Os
resultados indicaram que aproximadamente 70% do Si inicial foram encontrados na
forma H,SiFs. De acordo com estudos relatados na literatura (MIZUHATA et al.,
2009) a estabilidade termodindmica maxima dos anions SiF{~ sdo alcancados na

faixa de pH de 2,6 a 2,7, portanto o Si pode estar presente em outras formas.
4.3. Digestao acida seguida da digestédo alcalina

Conforme descrito anteriormente na literatura a digestdo acida seguida
da digestéo alcalina se tornou uma alternativa adequada para a digestdo de matrizes
com alto teor de silicio (NOBREGA et al., 2006; BARROS et al., 2016). No entanto,
utilizar esse procedimento pode acarretar problemas quando a técnica de deteccao &
o MIP OES. Isso ocorre em fungcédo da temperatura do plasma ser menor (5000 K)
guando comparado com o do ICP OES (7000 K). Tendo em vista que a introducéo
de uma alta concentracdo de Na (aproximadamente 3% m v''), elemento facilmente
ionizavel, resulta em efeito de matriz e em mudancas das propriedades
fundamentais do plasma como temperatura e densidade do numero de elétrons.

Alguns estudos avaliaram a introducdo de gases no plasma para
melhorar a precisdo em relacdo a analise de amostras complexas, podendo se
tornar alternativa para evitar esses efeitos deletérios (AMAIS et al., 2013).

Assim, a injecdo de ar no plasma de nitrogénio foi aplicada, através de
um médulo de controle de gas externo (EGCM), sendo o ar operado em um fluxo de
1 L min™. De acordo com ARAI et al. (2013) quando o oxigénio é adicionado a um
plasma de nitrogénio, radicais de oxigénio sdo formados devido a multiplas colisbes
entre as espécies de nitrogénio como N, e Nj e com isso é alcancada uma
atmosfera altamente oxidante no plasma. Além disso, essas reagfes contribuem
para a reducdo da densidade de elétrons e o equilibrio anteriormente afetado pela

presenca de uma matriz complexa é reestabelecida.
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4.4. Limites de deteccao

O valor de LOD foi calculado a partir da concentragcdo equivalente ao
sinal de fundo (BEC), calculado a partir da Equacéo 12, que pode ser definido como
sendo a concentracdo do analito com intensidade equivalente a intensidade do sinal
de fundo. E recomendado utilizar esse parametro principalmente para matrizes
complexas e para espectrometros de emissao 6ptica devido ao fato de possibilitar a
visualizacdo de qualquer mudanca no espectro de fundo devido a alteragbes nas
condicBes operacionais do instrumento em comparacdo ao LOD calculado da
maneira convencional (OLIVEIRA, 2009; PEREIRA, 2010; PERKINELMER, 2017).
Com isso foi obtido LOD de 0,03 g Kg™* e LOQ de 0,09 g kg™.

Int.
BEC = branco .CONC.pagrio Eq.(12)

Int-padréo - Int-branco

Onde Int.pranco = Intensidade do branco analitico
Int.padrzo = INtensidade do padréo

Conc.padrao = Concentrac¢édo do padréo

No que diz respeito a andlise direta de sdlidos, os valores de LOD
encontrados para Si durante a analise de amostras de plantas por XRF e por LIBS
foram de 0,14 g kg™ e 0,16 g kg™, respectivamente, conforme relatado anteriormente
(REIDINGER et al., 2012; SOUZA et al., 2013). Desta maneira 0 método analitico
desenvolvido, usando HBF,4 no preparo de amostras para a determinacdo de Si em
amostras de plantas por MIP OES demonstrou ser adequado, pois melhora a
sensibilidade quando comparada a analise direta e a digestéao alcalina.

4.5. Andlise das amostras
O procedimento proposto e a digestao alcalina foram aplicados em oito
amostras de folhas de cana-de-acucar e colmos de sorgo. Os resultados sao

apresentados na Tabela 5. Os resultados apresentaram-se estatisticamente

semelhantes a nivel de 95% a partir do emprego de teste t pareado.
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Tabela 6. Fracdo de massa de Si (mg kg™) em amostras de folhas de cana-

de-acucar e colmos de sorgo determinados por MIP OES (média £ desvio

padréo, n= 3).
Amostras Digestdo acida HBF4 Digestéo alcalina*
Folhas de cana-de-acucar 8,7+0,5 8,3+0,8
Folhas de cana-de-agucar 6,104 6,6 £0,8
Folhas de cana-de-agucar 6,6 £0,2 6,8+1,3
Colmo de sorgo 42 +0,1 4,7 +0,7
Colmo de sorgo 3,0+0,1 3,3+x0,1
Colmo de sorgo 48+0,2 4,6 +0,1
Colmo de sorgo 3,2+0,1 3,7+0,1
Colmo de sorgo 3,3+0,1 3,2+0,2

*BARROS et al., 2016.

O procedimento proposto utilizando acido fluorborico foi aplicada a
amostras de sorgo provenientes de Programa de melhoramento de sorgo.
Inicialmente para a avaliacdo da veracidade do método foi determinado o teor de Si
em trés amostras distintas de folhas de cana-de-acucar previamente analisadas por
XRF e ICP OES (Tabelas 6 e 7). As recuperacdes calculadas a partir da comparacéo
dos resultados do XRF e ICP OES com o MIP OES variaram de 86% a 103% e 88%
a 111%, respectivamente. De acordo com INMETRO (2016) o critério de aceitagédo

para a recuperacao é de 80% - 120%, portanto o0 método apresenta-se adequado.
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Tabela 7. Avaliacdo da veracidade do método em amostras de folhas de
cana-de-acucar determinados por MIP OES (média = desvio padrédo, n= 3) e

recuperacdes obtidas a partir do teor de Si determinadas por ICP OES.

' Valor obtido
Valor obtido por Recuperacéo
Amostras L por MIP OES
ICP OES (g kg™) 1 (%)
(9 kg™)
Folhas de cana-de-
] 6,3+0,04 57+0,4 90
acucar
Folhas de cana-de-
] 9,6 £0,02 8,2+0,2 86
acucar
Folhas de cana-de-
6,8 £ 0,02 6,9+0,1 103

acucar

Tabela 8. Avaliacdo da veracidade do método em amostras de folhas de
cana-de-acucar determinados por MIP OES (média = desvio padrdo, n= 3) e

recuperacdes obtidas a partir do teor de Si determinadas por XRF.

_ Valor obtido .
Valor obtido por Recuperacéo
Amostras 1 por MIP OES
XRF (g kg™) 1 (%)
(9 kg™)
Folhas de cana-de-
] 6,0 £ 0,02 57+04 95
acucar
Folhas de cana-de-
] 9,4+0,18 8,2+0,2 88
acucar
Folhas de cana-de-
6,3 +£0,02 6,9+0,1 111

acucar

Os resultados obtidos para amostras de sorgo estdo na Tabela 8 cuja
equacdo da reta € y = 2833,9x - 46,558 apresentando um coeficiente de
determinacéo (R?) de 0,9999.
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Tabela 9. Fracdo de massa de Si em amostras de colmos de sorgo

determinados por MIP OES (média £ desvio padréo, n =3).

Amostras Valor determinado (g kg™)
Colmo de sorgo 0,67 £ 0,04
Colmo de sorgo 4,03+0,12
Colmo de sorgo 290x0,11
Colmo de sorgo 4,57 +0,20
Colmo de sorgo 2,41 +0,16
Colmo de sorgo 3,07 £ 0,23
Colmo de sorgo 3,44+ 0,10
Colmo de sorgo 3,25+0,10
Colmo de sorgo 4,38 + 0,17
Colmo de sorgo 3,89+0,19

Colmo de sorgo 3,59+0,15




Conclusdes Parciais
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

O procedimento de preparo de amostras utilizando o HBF,; para a
determinacao de Si em amostras de plantas em MIP OES se mostrou adequado. Os
resultados descritos em relacdo a digestdo por HBF; em comparacdo com a
digestéo alcalina apresentaram alta correlacao.

De acordo com as reacdes envolvidas no processo de digestao
utilizando HBF,4, a maior parte do Si solubilizado se encontra na forma de H,SiFs. No
entanto, outras espécies coexistiram na solucdo em menor quantidade. Além disso,
considerando as condicbes de equilibrio é formado HF no processo. Para evitar
danos nos componentes de borossilicato e quartzo presentes no sistema de
introducdo da amostra é recomendada a adicdo de H3BOg, alto fator de diluicdo e
emprego de um sistema de introducdo de amostra composto por componentes
inertes, ou seja, 0s mesmos cuidados tomados quando do uso de HF permanecem
inalterados, apesar da menor periculosidade em funcdo dos menores volumes de

acido empregados.
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CAPITULO 2: validacéo e determinac&o

de Y em amostras de racao e fezes de peixe

Tambaqui (Colossoma macropomum)
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Introducao
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1. INTRODUCAO

Os primeiros relatos de estudos voltados a aquicultura foram datados de
meados da década de 50, mas s6 houve um maior desenvolvimento a partir de 1980,
guando foram obtidos ganhos significativos tanto da produtividade quanto de
gualidade, com custos menores. O Brasil possui a maior reserva de agua doce do
mundo, o que proporciona um grande potencial da producdo aquicola (ANDRADE et
al., 2019; STICKNEY, 2001; SIDONIO et al., 2010; SIQUEIRA, 2018). Com o0 aumento
da oferta e da demanda de pescado no Brasil, devido a expansdo da aquicultura o
Tambaqui (Colossoma Macropomum) se tornou uma das espécies mais importantes da
piscicultura nacional, atingindo sua maior produgdo em 2014 com 139.632 toneladas
(SIDRA, 2021; RODRIGUES, 2014). Trata-se de espécie originaria do Brasil, tipico da
regido Norte. Sua producdo é majoritariamente nas regides Norte, Nordeste e Centro
Oeste, bem como em outros paises tais como Colémbia, Peru e Bolivia (RODRIGUES,
2014; WOYNAROVICH e ANROQY, 2019).

A nutricdo através de uma alimentacdo balanceada é o principal fator
para 0 aumento da producdo e o cultivo intensivo de peixes. Atrelado a isso a
alimentacdo representa cerca de 70% de todos os custos (WOYNAROVICH e
ANROOY, 2019; SILVA et al, 2003). A alimentacdo balanceada interfere
diretamente no crescimento e desenvolvimento dos peixes, bem como proporciona
uma maior tolerancia a doencas e o aumento do desempenho reprodutivo. Desta
forma se faz necessario avaliar a eficiéncia da nutricdo, a partir da digestibilidade de
proteinas, lipidios, componentes energéticos e aminoacidos, 0s quais s&o
normalmente estimados pelo coeficiente aparente. Os estudos de digestibilidade
normalmente séo realizados a partir da incorporagdo de um marcador inerte as
dietas, sendo que até recentemente este marcador era o 6xido de cromo (Cr,03)
(NETO et al., 2003). Entretanto devido a problemas ambientais novas alternativas
foram requeridas e avaliadas, sendo o o6xido de itrio (Y.O3) uma boa opcao
principalmente por poder ser incorporado em baixas concentracées (DAVIES e
GOUVEIA, 2006).

Considerando o que foi exposto, a quantificacdo dos teores das
espécies inorganicas se faz necessaria. Para determinacfes utilizando técnicas
espectroscopicas especificamente o MIP OES as amostras necessitam estar na
forma liquida. Portanto, neste Capitulo o emprego de acido diluido para a digestao
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da dieta e fezes de peixes e determinacao por MIP OES, incluindo outros nutrientes
foi priorizado, sendo desenvolvido e validado procedimento para o preparo de
amostras de racoes e fezes de peixe Tambaqui para a determinacao de Y usado em
marcador dietético.

42



1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar um procedimento de preparo de amostras de racéo e
fezes de peixe para a quantificacdo de Y em MIP OES e gerar informacbes
relacionadas a constituintes inorganicos nas fezes e nas diferentes dietas

submetidas aos peixes Tambaqui visando avaliar a digestibilidade das mesmas.

1.1.2. Objetivos especificos

I. Desenvolver e validar procedimento para o preparo e determinacéo de Y
em amostras de racéo e fezes de peixe por MIP OES;

il. Determinar os teores de Y em amostras de dietas e fezes de peixes;

lii.  Determinar constituintes inorganicos (Ca, Mg, P, K, Fe, Mn, Zn e Cu)
presentes nas fezes e dietas;

iv. Contribuir para a minimizacdo do uso de reagentes, empregando 0s
principios da Quimica Verde;

V. Realizar analises de macro e micronutrientes nas amostras de ragcédo e

fezes de peixe.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Peixe Tambaqui no Brasil

O tambaqui (Colossoma Macropomum) pertence a classe
Actinopterygii, ordem Characiformes e familia Characidae e por ser onivoro se
alimenta desde frutos e sementes até algas e moluscos, dos quais depende da
disponibilidade dos mesmos nos rios (CARVALHO, 2007; RODRIGUES, 2014). Tem
por habitat natural as bacias do rio Amazonas e rio Orinoco, sendo encontrado em
regides do Brasil, Venezuela, Colombia, Peru e Bolivia (RODRIGUES, 2014;
WOYNAROVICH e ANROOY, 2019). Em meados da década de 70 houve o
crescimento dos centros urbanos na regido da Amazodnia, o que levou o Tambaqui
se tornar uma espécie popular para o consumo, substituindo outras espécies de
peixes tal como o Pirarucu (Arapaima Gigas) (SIDONIO et al., 2010).

Por esse motivo essa espécie vem se tornando uma das principais na
piscicultura brasileira principalmente devido & sua alta produtividade e bom
crescimento. No entanto, por ser uma espécie de regides quentes, a temperatura
ideal das aguas para a sua producdo esta entre 25° C a 30° C, pois aguas cuja
temperatura chega abaixo de 17° C favorecem sua mortalidade. Por isso, a maioria
da producéo de Tambaqui ocorre nas regides norte e nordeste (FAO, 2020).

Atualmente tem-se um crescimento significativo da producédo aquicola
decorrente da alta demanda por pescado pela populacéo, chegando a um consumo
de 20,5 kg percapita/ano em 2018 (FAO, 2020). De acordo com SIDRA (2021) a
producéo do Tambaqui em 2019 foi de 101.079 toneladas, ficando atras apenas da
producdo de tildpia, sendo considerada uma producdo promissora principalmente
devido a facilidade de adaptacdo de criacdo em cativeiro, desenvolvimento
tecnolégico através de novos estudos e consequentemente favorecendo a
diminuicdo dos custos e reducdo de perdas e desperdicios (COSTA et al., 2020;
FAO, 2020; ANDRADE et al., 2019).

2.2. Avaliacao da digestibilidade dos peixes

Tendo em vista que a piscicultura € um setor importante para a
economia brasileira, avaliar e aumentar a producdo sdo os principais pontos de

interesse. A alimentacdo é um dos fatores mais importantes em relagéo a producao,
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pois proporciona o desenvolvimento, crescimento, maior tolerancia as doencas e
aumento do desempenho reprodutivo (SALMAN et al., 2010). Tendo isso em vista se
faz necessério avaliar a qualidade do alimento, sendo que avaliagdo do coeficiente
de digestibilidade € uma das técnicas empregadas (CHOUBERT et al., 1979; FILHO,
2005; SALMAN et al., 2010).

A digestibilidade do alimento pode ser entendida como a capacidade do
animal de aproveitar os seus nutrientes sendo, portanto, uma caracteristica do
alimento. Porém esta pode variar de acordo com o alimento e também pelo animal
(VAN SOEST et al., 1991; CHOUBERT et al., 1979; SILVA e ANDERSON, 1998).
Uma das técnicas de medida € a digestibilidade aparente, visto que ndo considera
as perdas enddgenas do proprio animal e pode ser medida de duas formas: direta e
indireta (SALMAN et al., 2010; LOVELL, 1998).

A forma direta se baseia no alojamento dos animais em gaiolas
metabdlicas em que todo o alimento digerido e fezes excretadas sdo controlados. No
entanto esse método apresenta algumas desvantagens como ser oneroso, afetar no
comportamento dos animais consequentemente na redugcéo do consumo do alimento
e incompleta recuperacéo das fezes (BERCHIELLI et al., 2000; LE DU e PENNING,
1982). Além disso, se tratando da avaliacdo da digestibilidade de peixes, utilizar
esse método é inviavel, devido a impossibilidade do controle total, pois 0 mesmo
vive no meio aquatico. Desta forma o método indireto € normalmente empregado.
Este se baseia no uso de marcadores, 0s quais podem ser, referentes aqueles que
ocorrem naturalmente no alimento e externos, que sdo adicionados aos alimentos
(NRC, 1993; SALMAN et al., 2010).

2.2.1 Indicadores internos e externos

O indicador utilizado no método indireto se fundamenta na medida que
o alimento transita pelo trato gastrintestinal do animal. O indicador tem a sua
concentragcdo aumentada de forma progressiva, indicando a remocdo de
constituintes dos alimentos que sao digeridos e absorvidos. Portanto a
digestibilidade aparente pode ser calculada a partir das concentracdes do indicador
no alimento e nas fezes visto que o aumento da concentracdo € proporcional a
digestibilidade (ASTIGARRA, 1997; MORAES, 2007). O método indireto apresenta
algumas vantagens como ser simples, ser bastante conveniente e adaptavel para
diversos animais (SALMAN et al., 2010; OETTING, 2002).
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Exemplos de marcadores internos amplamente utilizados séo a lignina,
silica, fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente acido (FDA) os quais
estdo presentes principalmente em dietas proporcionadas a ruminantes (VAN
SOEST et al., 2020; SERRAPICA et al., 2019; EL OTMANI, et al., 2019; GOKTEPE
e SELCUK, 2017), equinos (MOSS, 2012; ARAUJO et al., 2018; GHAJAR et al.,
2020) e ovinos (BARBOSA, 2012; FILHO et al., 2017; PEPETA, 2019). De acordo
com o trabalho realizado por JUNIOR VIDAL et al. (2004) o uso de indicadores
internos e externos para avaliar dietas com farelo de fuba de milho e farelo de soja
para peixes da espécie Tambaqui indicou baixas recuperacbes para o uso de
indicador interno, no caso a fibra bruta, quando comparadas aos resultados obtidos
pelo indicador externo. Isso se deve a possivel degradacdo microbiana da fibra bruta
no intestino grosso para peixes que possuem um tubo digestivo longo como o
tambaqui e tilapia (LANNA et al., 2004). Desta forma para avaliar a digestibilidade
aparente de dietas propostas para alevinos em sua maioria é utilizado indicador
externo.

Os indicadores externos sao substancias que podem ser adicionadas a
dieta ou podem ser ministradas por via oral aos animais. Além disso, os marcadores
externos necessitam atender a certos parametros como: ser inerte, ser indigestivel e
inabsorvivel, atoxico, ndo influenciar ou ser influenciado por secrec¢des intestinais
(SALMAN et al., 2010). O 6xido crébmico é o marcador mais amplamente utilizado em
ensaios de digestibilidade, no entanto alguns estudos discutem o seu uso devido ao
fato de ndo ser totalmente recuperado nas fezes, poder afetar o metabolismo dos
animais bem como ser ambientalmente téxico (LIED et al., 1982). Desta forma novos
indicadores vem sendo estudados e aplicados como 6xido de itérbio (NUR et al.,
2018; WADE et al., 2018), 6xido de lantanio (HILLESTAD et al., 1999), dioxido de
titanio (PERES et al., 2019; FAVERO et al., 2014) e o6xido de itrio (WADE et al.,
2018; MAAS et al., 2018).

Em relacdo aos peixes, trabalhos recentes demonstram que em sua
maioria o0 6xido de itrio € o marcador externo mais utilizado como alternativa para o
oxido crémico. Isso se deve por algumas vantagens quando comparado ao uso do
oxido crébmico tais como menor concentracdo a ser adicionado, ndo afetar o
metabolismo dos peixes e apresentar resultados de digestibilidade equivalentes
entre eles (DAVIES e GOUVEIA, 2006; AUSTRENG et al., 2000). Um estudo
desenvolvido por LEE et al. (2020) avaliou a suplementacdo de protease em

diferentes dietas proporcionadas a trutas arco-iris utilizando 0,1% de 6xido de itrio
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como marcador inerte. Com isso o estudo demonstrou que a suplementagao
melhora de forma variavel entre os ingredientes, mas a digestibilidade aparente para
o farelo de soja teve uma melhora significativa tanto em relagdo a matéria seca
guanto para todos os amino4cidos estudados.

O trabalho feito por JACOBSEN et al. (2018) avaliou diferentes formas
de adicdo de um complexo enziméatico contendo fitase, protease, xilanase e celulase,
juntamente com farelo de soja utilizando o 6xido de itrio como marcador e foi
possivel notar que a adicdo do complexo antes da extrusdo do alimento apresenta
um efeito benéfico em relacdo a qualidade da alimentacdo como melhorar a
digestibilidade do Fe e possibilitar uma maior energia para o Salmdo do Atlantico.
Outro estudo feito por AAS et al. (2020) avaliou dois alimentos com propriedades
fisicas diferentes fornecidos a peixes Salmao do Atlantico, cujo objetivo era avaliar a
taxa de passagem no sistema gastrointestinal e a digestibilidade aparente para
lipidios, matéria seca, nitrogénio, energia, fosforo e zinco utilizando trés indicadores
dos quais séo os oOxidos de itrio, itérbio e lantanio em diferentes avaliagbes. Com
isso foi possivel concluir que apesar de nao haver diferenca no consumo da racao,
houve uma diferenca significativa nas taxas de passagem na amostragem realizadas
entre 8 e 16 horas ap0s a alimentacdo, mas para amostragens de 24, 32, 40 e 48
horas ndo houve diferencas. Além disso, foi possivel notar que os trés marcadores

apresentaram resultados similares entre si.

2.3. Funcao e determinacao dos nutrientes inorganicos

Muitos aspectos sobre a presenca e o requisito de alguns compostos
inorganicos em peixes ainda nédo foram descritos, no entanto a ingestdo e
assimilacdo deles sdo obrigatorias para o desempenho do animal (MORAES e
ALMEIDA, 2020). Os nutrientes inorganicos sao classificados como macroelementos
do qual é requerido uma concentracdo maior pelo organismo e 0s microelementos
que é requerido em menor teor (TURKMEN et al., 2009). O excesso ou a falta destes
afetam o desempenho do organismo do animal, dentre estes serdo discutidas as
fungcbes metabdlicas de alguns macronutrientes como o Ca, P, Mg, K e Fe e
micronutrientes como o Mn, Zn e Cu.
O Ca pode ser absorvido tanto pelo meio aquatico quanto pelo
intestino através da presenca da vitamina D3 fornecida pela dieta. Com isso a

funcdo metabdlica principal do célcio € o desenvolvimento e crescimento das
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estruturas esqueléticas, coagulacdo do sangue, regulacdo das secre¢des hormonais
e contracdo muscular (MORAES e ALMEIDA, 2020). O excesso de calcio de acordo
com WILSON e GROSELL (2003) é precipitado na forma de CaCOj3; e excretado a
fim de proteger os rins, porém a excregdo excessiva pode formar célculos renais. A
falta de célcio pode causar anorexia, reduz o crescimento e reduz a eficiéncia
alimentar.

O P favorece principalmente na formacéo dos 0ssos, esta presente
na molécula ATP e auxilia nos fluidos tampdes do organismo. Desta forma a sua
falta implica em distirbios do metabolismo como deformidade esquelética,
desmineralizacdo Ossea além de reduzir o crescimento e a eficiéncia alimentar
(ROCHA, 2016; SUGIURA et al., 2004). De acordo com QUINTERO-PINTO et al.
(2011) Ca e P sao considerados juntos e a sua relagdo no organismo € de suma
importancia, pois sdo 0s maiores constituintes dos 0ssos, além de participarem de
diferentes processos fisioldgicos dos peixes. Desta forma existe uma preocupacao
sobre o teor de Ca/P disponiveis na alimentacdo dos peixes, como descrito no
trabalho realizado por MIRANDA et al. (2000) que avaliaram a relagédo de Ca/P em
racoes fornecidas a Tilapias do Nilo. Os autores concluiram que a suplementacéo de
Ca e P na racdo favorece de forma significativa o desempenho do organismo
animal, bem como tem papel importante na manutencdo da homeostase 6ssea, ou
seja, da remodelacéo 6ssea dos peixes.

J4 o K desempenha a manutencdo celular, geracdo de impulsos
nervosos além do balanco iénico dos fluidos do organismo (SANTOS, 2007; LIANG
et al., 2012). Ja a falta do mesmo acarreta anorexia, reduz o crescimento além de
causar aumento da mortalidade (LIANG et al., 2012; TACON, 1992). De acordo com
ZHU et al. (2006) em agua doce o K estd em menor concentracdo, desta forma o
objetivo deste trabalho era avaliar a suplementacdo de K em trés diferentes
concentracOes e a adicdo de sais de potassio em um mar artificial com salinidade
em 30%. O resultado demonstrou que a adicdo de potassio nas aguas € suficiente
para suprir as necessidades de K do organismo e, portanto a suplementacdo é de
pouca necessidade.

O ferro por sua vez tem papel fundamental no transporte de
oxigénio, respiracdo celular e oxidacdo de lipidios (SANTOS, 2007; FENG et al.,
2019). De modo geral a falta de Fe implica na redugdo do crescimento, reduz a
eficiéncia alimentar além de proporcionar anorexia, convulsdes e morte (FENG et al.,

2019). O magnésio por sua vez desempenha um papel importante também na
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formacéo dos ossos, metabolismo celular e no sistema enziméatico (BIJVELDS et al.,
1998; SANTOS, 2007). A sua falta contribui na reducdo do conteudo ésseo e
consequentemente crescimento além de promover anorexia, convulsdes e catarata
(TACON, 1992).

Manganés esta envolvido em varios processos bioguimicos como ser
um constituinte da arginase do qual é uma importante enzima para o processo de
desintoxicacdo (LORENTZEN et al., 1996). J& a falta dele implica no crescimento
reduzido, reducdo do apetite, malformacdo da nadadeira e mortalidade
(LORENTZEN et al., 1996; TACON, 1992). Ja o0 Zn esta presente na insulina além
de estimular a formacdo 6ssea e mineralizacdo (NGUYEN et al., 2008; TACON,
1992). De acordo com SATOH et al. (1983) a deficiéncia de Zn reduz o crescimento,
reduz o apetite, reduz a cicatrizacdo de feridas e alta mortalidade. No entanto o Zn
bem como o Cu séo avaliados tanto nas dietas quanto nos tecidos dos peixes por
poder se tornar téxico em altas concentracdes. Segundo ZAFARZADEH et al. (2017)
ao avaliar concentracdes de Zn, Cu, Pb e Cd em tecidos de peixes carpa-comum
observaram altas concentragdes principalmente para o Zn, Cu e Pb. Entretanto o Cu
tem a principal funcdo metabdlica no sistema enzimatico e a sua deficiéncia reduz o
crescimento e pode proporcionar catarata (SANTOS, 2007; TACON, 1992).

2.4. Procedimento de preparo de amostras

2.4.1. Emprego de &cido diluido

Durante o século XIX foram desenvolvidos diversos métodos de
decomposicdo de amostras solidas a partir de agentes oxidantes e normalmente
eram utilizadas grandes quantidades de reagentes. No entanto, recentemente 0s
métodos de decomposicdo estdo gradualmente sendo modificados e uma das
tendéncias mais significantes é a busca e utilizacdo de procedimentos
ambientalmente amigaveis (MESKO et al., 2011; BARBOSA et al, 2015). A
possibilidade destas mudancas esta diretamente atrelada aos avancgos tecnologicos
da instrumentacdo utilizada para decomposicéo, pois permite alcancar elevadas
temperaturas e pressao de forma segura (KRUG e ROCHA, 2019).

Por diversas vezes tem-se a necessidade de se utilizar &cidos
concentrados, porém a sua utilizacdo implica em um maior consumo de reagentes e

grandes volumes de residuos &cidos. Como alternativa tem-se a utilizacdo de HNO3
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diluido que vem sendo bastante utilizado. Apesar do menor poder oxidante, possui
boa eficiéncia de decomposicao (ARAUJO et al., 2002; KUBRAKOVA et al., 1999).

A eficiéncia da decomposi¢cdo com a utilizacdo de solucdes diluidas de
HNO; pode ser explicada pela sua regeneracéo devido a combinacao das espécies
de oxido de nitrogénio com o oxigénio presentes no interior do frasco de reacéo
(KRUG e ROCHA, 2019). Desta forma a presenca de O, na atmosfera interna do
frasco é imprescindivel para que ocorra a regeneracdo do 4cido, e a partir disso
pode ser utilizado H,O, como reagente auxiliar no qual atua como fonte de oxigénio
além de melhorar a eficiéncia de decomposicdo, pois 0 mesmo atua como um
oxidante da matéria organica (KRUG e ROCHA, 2019).

O trabalho feito por BlZZl e colaboradores (2012) teve por objetivo
investigar a possibilidade da adigcdo de O, e H,O, como reagentes auxiliares de
decomposicdo utilizando HNOj3 diluido para decomposicdo de amostras biolégicas
por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas. Os resultados demonstraram que
tanto a adicdo de O, quanto a adicdo de H,O, possibilitaram a mesma eficiéncia
guando comparado com a decomposi¢do usando &cido concentrado. Além disso, o
emprego do aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas exerce um efeito
cinético sobre a regeneracéo do acido dentro do frasco.

Na Tabela 9 estdo resumidos alguns trabalhos que empregam a
digestédo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema fechado e &cido diluido no
desenvolvimento de métodos para a determinacdo de elementos inorganicos em

diferentes amostras.
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Tabela 10. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam acido diluido no preparo de amostras com digestao

assistida por radiagcdo micro-ondas em sistema fechado para determinac&o de elementos inorganicos.

Analitos Amostra Preparo de Tecnlga d? Ano Referéncia
amostra determlna(;ao
Estudo das concentracfes
As, Cd e Pb Ervamate  6mLde HNOs (2, 4e 7molLY)  ICP-MS 2018 PARD';“O'*lg etal.,
Al, Ca, Cr, Cu, Fe, 5 mL de HNO3 (1,0 mol L™)
K. Mn, Mo e Ni Arroz 2.5 mL de H,0, (30% m v'l) ICP OES 2020 SILVA, et al., 2020
Mistura:
Bﬁ; %rt’) CS“; ':"/l gﬂno’ Biodiesel 7 mol L™ de HNO; SF-ICP-MS 2017 BARELA, et al., 2017
b 2 mL de H,0, (30% m v'1)
As, Cd, Cr, Cu, Pb, Se,dlmentos de 10 mL de HNO3 (5 mol L'l) ICP OES 2019 MOKOENA et al.,
Fe e Zn agua doce 2019
Eé Blf' ﬁg I\(i?] ,\CA‘(’) Arfo 7 mL de HNO; (4,5 mol L) ICP OES e 2016 TARANTINO et al.,
i) ) ) i) ) 0 '1 -
Na. Pb. Sr e Zn 1 mL de H,0, (30% m v™?) ICP-MS 2016
Ca, Mg, Na, K, Cu, L?gglﬁgrsngrgg: 1 mL de HNO; (65% v v CP OES 018 BAKIRCIOGLU et al.,
Fe, Mn, Zn,AleBa P do Loite 1 mL de H,0, (30% m v’ 2018
Farinha de trigo
Zn, P, Cd, Pb, Fe . ’ 4
T A A pao integral, 5 mL de HNO3 (65% v v™) MULLAPUDI et al.,
Mn, M%I’aceukca’ Al, dieta total e leite 2 mL de H,0, (30% m v?) ICP OES 2019 2019
em po
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Tabela 10. Levantamento bibliografico dos trabalhos que utilizam acido diluido no preparo de amostras com digestao

assistida por radiagcdo micro-ondas em sistema fechado para determinagcéo de elementos inorganicos (continuacao).

Analitos Amostra Preparo de Tecnlc_:a d? Ano Referéncia
amostra determinacao
Zn, Al, As, Cd, Pb, Cacauem po e 3 mL de HNOj3 (65% v v'1) i
Sn, Cre Hg chocolate 5 mL de H,0, (30% m v?) ICP-MS 2018 LODICO etal., 2018
Mel, farinha de
Al, As, Ca, Cd, Cu, . :
Fe, K, Mg, Mn, Mo, 1190, demilho, de g\ 40 116, (500% m v ICP OES e 2017 MULLER et al., 2017
mandioca e de ICP-MS
SeeZn
batata
As, Ba, Cd, Co, Cu -1
P T T . 6 mL de HNO3 (7 mol L™) KILIC e SOYLAK,
Cr, Ni, szn Se,Ve Chas de ervas 2 mL de H,05 (30% m v?) ICP-MS 2019 2019
B, Ba, Ca, Cd, Cu, ICP OES e
Fe, K, Mg, Mn, Mo, Leite em pé 8 mL de H,0, (30% m v'1) 2016 MULLER et al., 2016
ICP-MS
Na,Pb, Sr e Mn
1 mL de HNO3 (9 mol L™
K, Cgé Mn%hse’ o Cu, Guarana 3 mL de H,0, (30% m vY) ICP OES 2019 SANTOS et al., 2019

6 mL de H,O
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2.5. Validacéo

A validacdo é um processo que tem por objetivo confirmar que o
método é adequado e abrangente para o uso pretendido (INMETRO, 2016).
Segundo a norma ABNT NBR ISO:IEC 17025 a validacdo é definida como “a
confirmacéo por exame e fornecimento de evidéncia objetiva de que 0s requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sao atendidos”. Desta forma séo
avaliados alguns parametros de desempenho dos quais sédo a seletividade, limites
de deteccdo e de quantificacdo, precisdo, veracidade, linearidade e faixa de

trabalho.

2.5.1. Seletividade

O analito de interesse ndo esta completamente isolado da matriz da
amostra e existem outros elementos que podem agir como interferentes na medida
do sinal analitico. Desta forma, a seletividade pode ser entendida como sendo a
capacidade do método de medir o analito ou analitos mesmo na presenca de
possiveis interferentes presentes na matriz (INMETRO, 2016; MAPA, 2011).

Para avaliar a seletividade em uma andlise quantitativa existem
algumas estratégias que podem ser adotadas. Uma forma de avaliar esse parametro
de desempenho é através do estudo de efeito de matriz, o qual se baseia no preparo
de duas curvas analiticas em que uma deve ser preparada com a presenca da
matriz e adicdo do analito e outra curva sem a presenca da matriz com adicdo do
analito. A partir da medicdo deve-se comparar de forma estatistica os resultados
obtidos com os testes t e F (Snedecor) (INMETRO, 2016).

2.5.2. Linearidade e Faixa de trabalho

A linearidade de acordo com EMEA (1995) é a habilidade do método
analitico dentro de uma faixa em obter resultados dos quais sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra.

A faixa de trabalho de um método por sua vez é o intervalo entre a
menor concentracdo a maior concentracdo obtida do analito na amostra do qual foi

demonstrado adequadas linearidade, veracidade e precisdo (INMETRO, 2016). Ja a

54



faixa linear de trabalho € a faixa de concentracdo do analito € proporcional a

resposta do equipamento. Além disso, a sensibilidade do método é representada

pela inclinagdo da curva e demonstra o grau de variagdo na intensidade através da

variagao das concentracdes analisadas.

A curva de calibracdo analitica normalmente pode ser obtida pelo

método dos minimos quadrados (MMQ), no

entanto

isso depende da

homocedasticidade do qual pode se entendido como a variancia constante dos erros

experimentais. Com isso a curva pode ser descrita conforme a equacéao 13.

3 abaixo:

y=ax+b Eq.(13)

Onde: y é o sinal do instrumento
a é o coeficiente linear

X é a concentracdo dos padrdes utilizados

b € o coeficiente angular da reta

Tais parametros relacionados a linearidade podem ser vistos na Figura

Sensibilidade
(analitica)

10 . < Faixa de trabalho
o 8 - Faixa linear de
E v trabalho
£
E 6
=]
g ) LD LQ
5 4
=)
g 3 v v
P e e-=-

- 1 1 T

Concentracdo dos padrdes usados para calibragio

Figura 3. Representacdo de uma curva analitica tipica e seus componentes

Fonte: (INMETRO, 2016)
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2.5.3. Limites de deteccao e quantificacéo

O limite de deteccdo (LOD) de um procedimento analitico de acordo
com (EMEA, 1995) é a menor quantidade de analito na amostra que pode ser
detectada, mas nao necessariamente quantificada. Desta forma o limite de
guantificacdo (LOQ) pode ser definido como a menor concentragdo quantificada com
precisdo e veracidade adequadas. O LOD e LOQ podem ser calculados de
diferentes formas e uma dessas e normalmente utilizada € o método simples que

estdo descritos nas equacdes 14 e 15:

LOD =3,3s/b Eq.(14)
LOQ = 10s/b Eq.(15)

Onde: s é o desvio padrao da resposta do branco

b € o coeficiente angular da reta

2.5.4. Veracidade

A veracidade pode ser entendida como sendo um parametro que
demonstra um grau de concordancia entre um valor medido, ou seja, o resultado
experimental e o valor tido como referencia da medida (INMETRO, 2016; MAPA,
2011). Tendo isso em vista a veracidade ndo é uma grandeza mensuravel, entdo
normalmente é estudado através de calculos de recuperacdo (INMETRO, 2016).
Para avaliar esse parametro é possivel utilizar alguns processos dos quais sao: uso
de materiais de referencia certificados (MRC), comparacdo dos resultados
interlaboratoriais, realizacdo de ensaios de recuperacdo entre outros. A escolha do
processo a ser utilizado esta diretamente relacionado a disponibilidade e adequacao
do mesmo com o método.

A recuperacdo analitica pode ser obtida pela equacdo 16. Os critérios
de aceitacdo para a recuperacdo estdo relacionados a faixa de concentracdo do

analito ou analitos presentes na amostra (MAPA, 2011).

(L -G
Cs

Recuperagio (%) = ( ) x100 Eq.(16)
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Onde: C;: concentracdo do analito na amostra fortificada.
C,: concentracéo do analito na amostra nao fortificada.

Cs: concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada
2.5.5. Preciséo

A precisdo bem como a veraciade ndo é um parametro mensurado e se
fundamenta de quéo proximos os resultados obtidos pelas medidas repetidas se
encontram. Normalmente séo utilizadas trés maneiras de avaliar a precisao,
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Além disso estas séo
expressas através do desvio padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV),
para quantificar e avaliar a precisao, e pode ser obtido pela equagéo 17.

s
DPR =CV = ? x 100 Eq.(17)

Onde: s é o desvio padrdao das medidas

X é a média das medidas realizadas

A repetibilidade se baseia na medicdo em um conjunto de condicdes
dos quais sdo o mesmo procedimento de medicdo, mesmo analista e mesmos
equipamentos s6 que em curto periodo de tempo (INMETRO, 2016). E
recomendado analisar um conjunto de amostras com no minimo trés niveis (baixa,
meédia e alta) de concentragdo com no minimo seis réplicas em cada nivel, isso é
devido a dificuldade de se estimar um desvio padrdo confiavel obtendo poucas
repeticdes (MAPA, 2011). Os critérios de aceitacdo para a repetibilidade e precisao
intermediéaria estéo atrelados a concentracao do analito ou analitos.

A precisdo intermediaria por sua vez assim como na repetibilidade
avalia as medi¢cdes em um conjunto de condigbes, porém outros parametros sao
avaliados como dias diferentes de analise, analistas diferentes ou equipamentos
diferentes. De modo geral a precisao intermediaria e repetibilidade expressam a
variacdo do método no mesmo laboratério ja a reprodutibilidade avalia a variacao

dos resultados de modo interlaboratorial. Neste caso em laboratorios distintos o
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meétodo € aplicado e os resultados sdo comparados também em termos do DPR
(EMEA, 1995).
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Materiais e métodos
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Instrumentacgéao

Para o preparo de amostras foi utilizado um sistema de digestéo
assistido por radiacdo micro-ondas em frasco fechado (Multiwave Go Plus, Anton
Paar, Graz, Austria) contendo rotor de 12 posicdes.

As determinacbes dos macronutrientes (Ca, P, Mg, K e Fe) e
micronutrientes (Cu, Mn e Zn) foram realizadas por espectrémetro de emisséo 6ptica
com plasma induzido por micro-ondas, MIP OES (4200 MP AES, Agilent
Technologies, Melbourne, Australia) equipado com um gerador de nitrogénio N
(Agilent Technologies, modelo 410) e uma bomba peristaltica de cinco canais. Os
comprimentos de onda selecionados e as condi¢cdes operacionais podem ser vistos
na Tabela 10.
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Tabela 11. Condi¢cdes operacionais para a determinacéo de Ca, Mg, K, P, Fe,

Cu, Mn, Zn e Y por MIP OES.

Parametros instrumental

Condicao operacional

Frequéncia micro-ondas (MHz)

2450

Poténcia aplicada ao plasma (kW)

1,0

Fluxo do gas de nebulizacéo (L min™)

0,55 (para Ca, Mg, P, Fe e Zn)
0,75 (para K, Cu, MneY)

Posicéo de observacao do plasma

10 (para Ca, Mg, K, Fe, Mn e Y)
-10 (para P, Cu e Zn)

Tempo de estabilizacao (s) 15
Correcéo de fundo Auto

Tempo de leitura (s) 3

Nebulizador One Neb

Analitos Comprimento de onda (nm)

Ca 396,847

Mg 279,553

K 769,897

P 214,915

Fe 371,993

Cu 327,395

Mn 403,307

Zn 481,053

Y 371,029
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3.2. Reagentes e solugdes padrao

Todas as solugdes foram preparadas utilizando agua deionizada obtida
através do sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA).
Todo o material utilizado foi previamente lavado e desmineralizado em banho de
acido nitrico 10% (v v ) por 24 h, com posterior lavagem com &gua deionizada e
desmineralizada e secagem em capela de fluxo laminar.

Para a digestdo das amostras foi empregado HNO3 (Synth, Diadema,
SP, Brasil) previamente purificado em um sistema de destilacdo abaixo do ponto de
ebulicdo, modelo BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Alemanha) e H,O, 30% (m m™)
(Sigma Aldrich, Darmstadt, Alemanha). As soluc¢des utilizadas para a construcéo das
curvas analiticas de calibracdo foram preparadas a partir da diluicdo de solucdes
padrdo comerciais de 1000 mg L™ de Ca, Mg, K, P, Fe, Cu, Mn, Zn e Y. Para os
processos de validacdo do método foi utilizado o padréo comercial para o Y ao invés
do oxido de itrio, pois de acordo com WEAST (1978) em acido diluido o éxido itrio se
solubiliza, tendo em vista que no preparo de amostra é utilizado &cido nitrico diluido

entdo a forma majoritaria do Y presente na solucéo digerida é dissociada.

3.3. Amostras

As amostras analisadas nesse trabalho fazem parte de um projeto de
pesquisa da Embrapa Pesca e Aquicultura localizado em Palmas, TO voltado a
determinar a digestibilidade aparente de ingredientes e dietas avaliando a sua
correlacdo metabolica para o tambaqui, sob a coordenacdo da pesquisadora Ana
Paula Oeda Rodrigues.

Inicialmente foi preparada uma dieta referéncia contendo proteina bruta
e energia bruta e a partir desta foram feitas dietas experimentais com 69,9% da dieta
referéncia mais 30% do ingrediente teste dos quais sao farelo de soja, concentrado
proteico de soja, gluten de milho 22%, glaten de milho 60%, farinha de residuo de
pescado, farinha de visceras de frango, farinha de penas hidrolisada, farinha de
carne e 0ssos, farinha de sangue, milho, milheto, farelo de arroz integral, sorgo e
farelo de trigo juntamente com 0,1% de éxido de itrio.
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Foram usados cerca de 400 alevinos de tambaqui com peso
aproximado de 50 g dos quais foram distribuidos em 10 tanques cilindricos-conicos
de 200 L em sistema continuo de circulacdo de agua. A alimentacéo foi fornecida
duas vezes ao dia até saciedade aparente, em que os mesmos foram adaptados as
racBes experimentais por 15 dias. Passado esse periodo de adaptacdo as fezes
foram coletadas duas vezes ao dia em tubos plasticos de 50 mL acoplados na parte
inferior dos tanques, em intervalos de tempo de 30 min durante 3 h.

As amostras de fezes foram congeladas a -20 °C e posteriormente
liofilizadas seguido da moagem. J4 as amostras dos ingredientes e dietas foram
secas e moidas em moinho tipo Willey, com peneira de 2 mm.

Materiais de referéncia certificados (CRMs) de folhas de macieira (SRM
1515) e folhas de tomateiro (SRM 1573a) foram utilizados para avaliar a veracidade

do método de preparo para as amostras de racao e fezes de peixe

3.4. Preparo de amostras

3.4.1. Procedimento de digestéo assistida por radiacdo micro-ondas

As amostras de racdo e de fezes de peixe, bem como os materiais de
referéncia certificados foram digeridos em triplicata, em forno assistido por radiacéo
micro-ondas com sistema fechado. Foram utilizados 120 mg de amostra, com a
adicdo de 6,0 mL de HNOza 7,0 mol L™ e 2,0 mL de H,0,30% (m m™). O uso do
acido diluido foi empregado como modificagdo do protocolo originalmente
estabelecido para validacdo de método para digestdo assistida por micro-ondas
(EDGELL, 1989). O seguinte programa de aquecimento foi aplicado: rampa de 10
min a 100 °C, um patamar de 10 min a 100 °C posteriormente uma rampa de 10 min
a 185 °C e patamar de 10 min a 185 °C e 10 min de resfriamento Apos o término das
digestdes, os digeridos foram transferidos para tubos de polipropileno e avolumados

para 30 mL com &gua deionizada.
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Resultados e discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Validacdo do método

4.1.1. Limite de deteccéao e de quantificacao

Todo o processo de validacdo e calculos apresentados seguiram
documento orientador de validacdo do INMETRO (2016). Desta forma para o calculo
de LOD e LOQ através do método simplificado seguem as equacdes 14 e 15
apresentadas no item 2.5.3, levando em consideracdo a resposta de 12 brancos.
Também foi calculado o LOD a partir das equacdes , ou seja levando em
consideracdo o BEC obtendo o valor de 0,57 mg L™ Os resultados estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 12. Limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) para a
determinacédo de Y por MIP OES.

Y

Média (mg L™) 54,42
S(mgL? 18,01
LOD (mg kg™) 0,66
LOQ (mg kg™) 1,99

4.1.2. Linearidade

A linearidade pode ser definida como sendo a capacidade do método
de gerar resultados que sao linearmente proporcionais a concentracdo do analito
(BRITO et al.,, 2003). Com isso, a linearidade pode ser avaliada através do
coeficiente de correlacdo (r) e o coeficiente de determinacdo (r’). Essa avaliagcéo
deve ser feita com no minimo 5 niveis de concentra¢fes distintas, para este trabalho
foram utilizadas 6 niveis de concentragdes.

Na Tabela 12 sdo apresentados os dados para a avaliagcdo da
linearidade do Y, a equacao da reta obtida a partir dos dados além dos coeficientes

de correlacéo (r) e de determinacao (r?).
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Tabela 13. Dados para linearidade do itrio determinado por MIP OES.

itrio
Concentracao )
(mg LY Intensidade (cps)
1,5 34484,45
2,5 57630,94
5 118040,9
10 240569,6
20 456976,6
30 676769,7
Equacéo y = 136042,5x - 5459,82
Coeficiente de Correlacéao (r) 0,9997

Coeficiente de Determinacéao

, 0,9995
(r)

Na Tabela 13 sdo apresentados os testes estatisticos aplicados

demonstrando a homogeneidade da variancia dos residuos. Na Figura 4 é possivel

ver a plotagem dos residuos os quais ndo apresentam tendéncia, nem valores

discrepantes.
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Tabela 14. Testes estatisticos para a Linearidade do itrio.

Avaliacdo da Homocedasticidade (Teste Cochran)

C calculado 0,3575 C tabelado 0,4447 Homocedastico

Teste de Normalidade para Residuos (Teste Shapiro-Wilk)

Os residuos
W calculado 0,955 W tabelado 0,4447 possuem

distribuicdo normal

Distribuicdo normal dos residuos (Teste Anderson-Darling)

Os residuos
p-valor 0,195 Valor de a 0,05 apresentam

distribuicdo normal

Teste de Independéncia para Residuos (Durbin-Watson)

D calculado 2,21 D tabelado 1,11 Independente

Teste ANOVA

Y varia em funcao
F calculado 4,42 F tabelado 2,76 )
de X efetivamente

Grafico de residuos
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Figura 4. Residuos da regresséo linear do Y
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A partir dos resultados obtidos pelos testes estatisticos € possivel
afirmar que para o Teste C de Cochran, que se baseia na verificacdo da
homogeneidade das variancias e uma vez que se tais dados nado forem homogéneos
pode resultar em erros no método (NOGUEIRA e PEREIRA, 2013). Para que seja
homogéneo é necessario C calculado < C tabelado, o que ocorre no presente trabalho
(AOAC, 2002). Para avaliar se os dados seguem uma distribuicdo Normal foram feitos
dois testes sendo o Teste de Shapiro-Wilk em que W calculado > W tabelado
demonstra a distribuicdo normal dos residuos (BARBOSA et al., 2014). Para o teste de
Anderson-Darling é calculado o p-valor e para verificar a normalidade o p-valor deve
ser maior que o valor de alfa devido ao nivel de significancia (BARBOSA et al., 2014).

O teste de Durbin-Watson é utilizado para avaliar a autocorrelacdo dos
residuos nas andlises e quando D calculado > D tabelado os residuos séao
independentes. Por fim para verificar o qudo adequado € o modelo é feito o Teste F a
partir de uma tabela ANOVA e quando F calculado > F tabelado como foi obtido, o
modelo consegue explicar a variacdo dos dados experimentais com o nivel de

significancia de 95%.

4.1.3. Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade foi feita a avaliacdo do efeito de
matriz, visto que essa é uma forma de andlise da seletividade. De acordo com
INMETRO (2016) devem ser avaliadas duas curvas distintas, uma com a presencga
da matriz e outra sem a matriz com no minimo 3 replicatas por nivel. Neste trabalho
foram avaliados 6 réplicas, e a partir do teste F e do teste t € possivel concluir sobre
a influéncia da matriz na determinacdo dos analitos. Os resultados dos testes
estatisticos estao resumidos na Tabela 14.

Tendo em vista que para todos os niveis de concentracdes tanto o

teste F quanto o teste t demonstraram néo haver diferencas significativas, visto que o
valor calculado € menor que o tabelado. Portanto a matriz ndo causa efeito em relacéo

a precisao, bem como n&o causa efeito sobre o resultado na determinagéo do analito.
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Tabela 15. Testes F (Snedecor) e Teste t para avaliar o efeito de matriz.

. Teste F Teste t
Concentracoes
-1
(mg L™) F calculado  F tabelado t calculado t tabelado
1,5 0,66 4,96 1,08 2,57
2,5 4,16 4,96 0,33 2,57
5 4,86 4,96 1,73 2,57
10 0,12 4,96 0,39 2,57
20 2,72 4,96 0,33 2,57
30 0,87 4,96 0,21 2,57

4.1.4. Repetibilidade

Os resultados das 6 réplicas analisadas para cada nivel de
concentracdo bem como os coeficientes de variagcdo (CV) ou desvio padrdo relativo
(DPR) estao descritos na Tabela 15. Devido a faixa de concentracdo estudada (100 mg
kg™?), o CV méaximo aceitavel seria de 7,3% e para os niveis médio e alto o méaximo
aceitavel é de 5,3% (INMETRO, 2016). A partir dos resultados obtidos (1,8-3,3%), €

possivel afirmar que o método apresenta repetibilidade adequada.

Tabela 16. Coeficiente de variacdo para avaliacéo da repetibilidade.

Nivel de

concentrago Concentracéo (mg L™) CV (%)
Baixo 2,45 2,32 2,25 2,33 2,22 2,32 3,34
Médio 5,07 4,99 4,63 4,84 484 4,87 3,11
Alto 9,03 8,87 9,08 9,30 8,96 9,25 1,82
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4.1.5. Precisao Intermediaria

Para a avaliacdo desse parametro utiliza-se os mesmos critérios da
repetibilidade, dos quais os resultados estao apresentados na Tabela 16 composto por
resultados do primeiro dia de analise e de outro dia proximo. Considerando a faixa de
concentracdo estudada (100 mg kg™?), o CV maximo aceitavel é 7,3% e para os niveis
maiores 0 maximo aceitavel é de 5,3% (INMETRO, 2016). Os resultados obtidos (3,9-
4,9%) é possivel afirmar que o estudo de precisdo intermediaria apresentou resultados

adequados.

Tabela 17. Coeficiente de variacdo para avaliagcdo da preciséo intermediaria.

Nivel de _ . L CVv
. Dia Concentragdo (mg L™)
concentracao (%)

1° 2,45 2,32 2,25 2,33 2,22 2,32
Baixo 4,32
2° 2,16 2,15 2,17 2,16 2,26 2,27

1° 5,07 4,99 4,63 4 .84 484 487
Médio 3,91
2° 487 4 58 5,06 473 453 4,68

1° 9,03 8,87 9,08 9,30 8,96 9,25
Alto 4,92
2° 9,53 9,77 10,3 9,66 10,1 9,92

4.1.6. Veracidade

Apesar do documento proposto pelo INMETRO (2016) apresentar o termo
exatiddo, neste trabalho esse termo foi substituido por veracidade de acordo com o
VIM (2012). Com isso para a avaliagdo da veracidade o INMETRO (2016) sugere a
utilizacdo de materiais de referéncia, no entanto ndo existem valores certificados para
itrio. Desta forma a veraciade foi avaliada com o emprego de ensaio de adicdo e
recuperacdo. Os ensaios foram realizados a partir da fortificagdo das amostras com
guantidades conhecidas de Y em trés niveis (baixo, médio e alto). Apesar de ser
adicionado o 6xido de itrio nas dietas estudadas, para a avaliacdo desse parametro foi
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adicionado itrio a partir de uma solucdo padrdo de itrio, conforme ja apresentado em

Materiais e Métodos.

Os resultados descritos na Tabela 17 foram calculados a partir da
Equacéo 16, sendo obtidas recuperacdes de 93,4%, 98,4% e 91,7% respectivamente
para os niveis de concentracdo baixo, médio e alto. Todas as recuperacdes estao
dentro da faixa de 80% a 110% de recuperacdo de acordo com a tabela de critério de
aceitacao para recuperacao do INMETRO (2016), demonstrando entdo que o método

possui uma boa veracidade.

Tabela 18. Recuperac¢des obtidas na avaliacao da veracidade.

Nivel de L Recuperacéo
. Concentracdo (mg L™)
concentracao (%)
Baixo 2,45 2,32 2,25 2,33 2,22 2,32 93,4
Médio 5,07 4,99 4,63 4,84 4,84 4,87 98,4
Alto 9,03 8,87 9,08 9,30 8,96 9,25 91,7

4.2. Aplicagao analitica

4.2.1. Limite de deteccédo e quantificacao

A partir das equacgdes 14 e 15 foram calculados os LOD e LOQ de
cada analito a ser determinado nas matrizes de dietas e fezes de peixe dos quais estao

apresentados na Tabela 18.
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Tabela 19. Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) para as
determinacgdes por MIP OES.

Frac&o de massa (g kg ™)

Analito

LOD LOQ
Ca 0,11 0,38
Mg 0,01 0,05
, 01 1,37
> 1,75 5,83

Fracéo de massa (mg kg™)

Fe 18,03 60,11
o 223 7,42
M 0,94 3,14
o 14,03 46,78

4.2.2. Linearidade e faixa dindmica linear

A avaliacdo da linearidade pode ser feita através do coeficiente de
correlacdo (R) e o coeficiente de determinagéo (R?). A partir da determinacao de no
minimo 5 niveis de concentragdo distintas o critério minimo aceitavel € 0,99 para R e
0,98 para R? (INMETRO, 2016). Tendo em vista que a faixa dinamica linear
corresponde a faixa de concentracdo, esta pode ser determinada com a faixa de
calibragao linear.

Os resultados estao apresentados na Tabela 19, em que pode ser visto

uma boa linearidade para todos os analitos, com valores de R? superiores a 0,999.
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Tabela 20. Equacdes das curvas analiticas obtidas para os elementos

analisados em amostras de racdo e fezes de peixe e determinados por MIP

OES.

Analitos Equac&o da reta R? F-aixa dinémi(ia
linear (mg L™)

Ca y = 136042,5x - 5459,82 0,9998 2,5-20

Mg y =64273,11x + 18262,92 0,9991 2,5-20

K y =13094,68x + 1570,85 0,9995 2,5-20

P y =54,71x + 6,92 0,9994 2,5-30

Fe y = 3679,26X - 263,72 0,9993 1,5-30

Cu y =20073,05x + 8,31 0,9998 1,5-25

Mn y =11422,69x - 355,97 0,9995 1,5-30

Zn y =146,12x + 14,93 0,9995 15-25

4.2.3. Veracidade

Neste trabalho, a veracidade do método foi avaliada através da analise

de materiais de referéncia certificado de folha de maca (NIST SRM 1515) e folha de

tomateiro (NIST SRM 1573a). Os CRMs citados foram utilizados para avaliar a

veracidade do método, pois n&o ha material de referencia certificado de fezes de peixe.

Foram escolhidos estes em fungéo da presenca das fibras similares as amostras.

Os valores determinados e os certificados para todos os CRMs estéo
apresentados nas Tabelas 20 e 21. O teste t ndo pareado com nivel de confianca de
95% mostrou que nao houve diferenca significativa entre os valores certificados e
determinados. As recuperacdes foram satisfatorias das quais variaram na faixa de 84 a

117%, demonstrando que o método proposto apresenta veracidade adequada para os

analitos estudados.
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Tabela 21. Comparacéao dos valores certificados e obtidos para CRM de folha
de macieira (NIST SRM 1515) determinados por MIP OES.

Analitos Valor certifilcado Valor determlinado Recuperacio (%)
(mg kg™) (mg kg™)
Ca 15250 + 100 14894 + 680 98
Mg 2710 + 120 2241 + 333 83
K 16080 + 210 14831 + 196 92
P 1593 + 68 1835 + 142 115
Fe 82,7+2,6 72+4.4 87
Cu 5,69+0,13 493+1,3 87
Mn 541+11 53,4+35 99
Zn 12,45+ 0,43 10,91 + 1,46 88

Tabela 22. Comparacéo dos valores certificados e obtidos para CRM de folha
de tomateiro (NIST SRM 1573a) determinados por MIP OES.

Analitos Valor certifilcado Valor determlinado Recuperacio (%)
(mg kg™) (mg kg™)
Ca 50450 + 550 44272 + 675 88
Mg 12000 10106 + 4198 84
K 26760 + 480 23623 + 430 90
P 2161 + 28 1918 + 732 89
Fe 367,5+4,3 309+74 84
Cu 4,70+ 0,14 550+0,1 117
Mn 246,3+7,1 234651 95
Zn 30,94 £ 0,55 29,03 £ 5,97 94
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4.2 4. Resultados

O procedimento de preparo de amostras foi aplicado em todas as
amostras da avaliacdo de digestibilidade, as quais se classificam em ingredientes,
dietas com a presenca do marcador e fezes. As amostras foram codificadas para
otimizar a identificacdo desta forma tem-se: amostras das dietas (1894 a 1903),
amostras dos ingredientes (1904 a 1915) e amostras de fezes (1916 a 1955 e 2729 a
2759).

As amostras foram digeridas em triplicata, como descrito no item 3.4.1 .
Os teores de Y, Zn, Cu, Mn, Fe, P, Ca, Mg e K foram determinados por MIP OES. As
fracbes de massa dos macronutrientes (média + desvio padrdo, n = 3) das amostras
estdo apresentadas na Tabela 22 e micronutrientes e itrio (média + desvio padréo, n =

3) estdo apresentadas na Tabela 23.
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Tabela 23. Fracbes de massa dos macronutrientes (média + desvio padrdo, n = 3) das amostras dos ingredientes,

dietas e fezes determinados por MIP OES.

Amostra Ca(mg kg™) P(mg kg™ Mg( mg kg™) K(mg kg™) Fe(mg kg™
1894 92148 +527.1 11031,6 + 250,4 178,3 +53,1 4962,2 + 1334 265,9 + 26.8
1895 8715,0 +482.4 9761,7 £ 2945 119,2 £+ 66,1 5192.8 + 385.8 256.,4 + 27,7
1896 25765,1 + 1034.,5 21994.,7 + 2922.8 <LOOQ 3237.8 £+ 190.3 265.8 + 315
1897 10471,2+311.3 6005,8 + 1878.3 <LOO 2776.6 + 146.3 263,5+18.,1
1898 8152,3 + 343,1 9739,3 + 399.0 202,3+57,2 4610,5 + 250.6 2440+ 122
1899 7666,3 + 2422 <LOQ <LOQ 2377.8 +69.4 235,1+ 26,5
1900 9866,5 + 262,2 <LOQ <LOQ 2803,0 + 83,3 3029+ 155
1901 13096,3 + 452.7 <LOQ <LOQ 34495 + 89,8 303,7+414
1902 11732.8 + 256.5 <LOO <LOO 3932.4 + 73.6 598.9 + 245.0
1903 18994.4 + 1099.7 7564.0 +178.1 <LOQ 3250,7 + 2329 363.9 +118.9
1904 <LOQ <LOQ 1006,2 + 71,1 54416 + 325.0 139,7+94
1905 <LOQ <LOOQ 448,3 +134,4 7314,0 + 259,9 129,4 + 24,6
1906 <100 <100 <100 <100 848456
1907 <LOQ <LOOQ 3446,4 +121.0 4188,1 + 1275 760,1+515
1908 <LOQ <LOQ 1176.7 +91.6 3855,3 + 2539 7179 + 49,2
1909 2698.3 + 220.9 21195.3 + 1940.7 22325 + 269.9 156245 + 279.1 206.8 + 4.6
1910 <LOQ 11217,3 + 2339,7 <LOQ 1717.4 + 1521 <LOO
1911 1300,9 + 32,4 15435,0 + 1738,7 1909,9 + 2471 14698.0 + 50,8 1405+ 2.8
1912 31739,5 + 1843,7 44833,4 + 3555,2 99,1 + 60,4 55975+ 133.0 68,5+2.0
1913 4851,3 +977.0 12402,5 + 1329,5 <LOQ <LOQ 151,3+13,2
1914 3887.0 £+ 981,2 11204,2 + 2209.8 <LOQ <LOOQ <LOOQ
1915 66805,4 + 2272.6 74189.3 + 4439 1131.6 + 130.6 37277 £ 223.0 127,1 + 3.6
1916 160808,1 + 4133,7 142533,7 + 5534,2 3003,9 +187.4 <LOQ 1574,1 + 1722
1917 103981,3 + 2100,0 97225,2 + 3473,9 2689,5 + 58,3 <LOO 2450,7 +181.1
1918 168090,9 + 6674,1 142930,5 + 2269,6 1795,7 + 268,9 <LOQ 1498.8 + 468,5
1919 59411,8 + 787.7 57636,0 + 798,6 6225+21.1 <LOQ 1803,1 + 185,2
1920 115572.2 + 4970.4 111019,5 + 2118.5 1177,.1 +78.8 <LOO 1719.7 +129.2
1921 72535,3 + 32243 55620,2 + 713.2 255,7+81.1 <LOQ 2052.3 + 36.8
1922 33784.6 + 1216.,6 40143,3 + 1875,4 22432 +917 <LOQ 10322 +7.1
1923 57036.,8 + 9549 577244 + 1437,7 28291 + 1109 <LOQ <LOO
1924 70134,1 + 2591,8 62491,0 + 2915,5 133,7 £ 97,2 <LOO 1830,0 + 84,4
1925 52820,8 + 2499 53268,7 + 13425 2458,5 + 2789 <LOQ 2441.7 + 1539
1926 69005,3 +434.2 68605,5 + 3434.,6 301,8+101.,0 <LOO 1657.7 + 34,3
1927 56557,7 + 8145 48624.0 + 2632.3 <LOQ <LOO 2340.2 + 34.0
1928 333745 +947.3 37536,6 + 1612,5 16685 + 97.7 <LOQ 2205,5 + 388,1
1929 52026,0 + 1363,5 491426 + 1277.4 1793.,1 +128.0 <LOQ 1147.2 + 36,8
1930 66796,0 + 2207,0 532525 + 3225,7 1054 +41.3 <LOQ 1801,1 + 150,2
1931 116762.,2 + 1786.5 112215.6 + 5048.0 1144.7 + 68,9 <LOQ 2232.,6 + 489,6
1932 58225.0 + 1624 55830,9 + 1359,2 2702.7 + 306.3 <LOO 2135,5 + 159.6
1933 151758.,1 £ 952.1 131444.0 + 3476,2 2891.0 + 28,8 <LOQ 2425.7 + 1020.4
1934 1742575 + 2909,5 144425.2 + 1507.7 1827.7 + 163,7 <LOQ 1624.8 + 58,4
1935 96153,5 + 1696,6 88640,3 + 27542 1500,3 + 189.8 <LOQ 1266,1 + 173,0
1936 55630,7 + 240,6 52795,6 + 2819,7 404,11 +135 <LOQ 23159 +92.2
1937 72956,5 + 5463,0 65728,1 + 2898.,8 318,9+928 <LOQ 1963,2 + 165,0
1938 98154,7 + 2518.9 971435 + 1894.,7 2350,9 + 93,7 <LO0O 2667.6 + 129.7
1939 70271,7 £ 1404.6 70945,2 +934.0 620,8 + 37,1 <LOO 22329 + 1421
1940 166630,1 + 2709,8 144874,8 + 2918,9 2146,5 + 267,4 <LOQ 1196,6 + 75,0
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Tabela 23. Fracbes de massa dos macronutrientes (média + desvio padrdo, n = 3) das amostras dos ingredientes,
dietas e fezes determinados por MIP OES (continuacao).

Amostra Ca(mg kg™) P(mg kg™ Mg( mg kg™) K(mg kg™) Fe(mg kg™
1941 48761,1 + 739,0 455726 + 1417.3 1662,2 + 2611 <LOO 16615 + 79.8
1942 165838.9 + 10226.3 141313.,6 + 6012.8 2991.0+136.,0 <LOQ 1511,1 + 88,3
1943 32613.,4 + 378.3 45106,3 + 1545,1 1957.1 + 208.4 <LOO 11295 +195
1944 53487.8 + 1446.9 57207.7 £ 3924.1 2186.8 + 2919 <LOO 16939+ 719
1945 136639,0 + 2199.0 113859.1 + 4000,6 1909.6 + 118,9 <LOQ 2445.3 + 489.6
1946 55542.3 + 708,2 33217.1 + 2056,7 1993,3 +180.8 <LOO 1790,8 + 102.6
1947 161839,5 + 8472.9 118439,3 + 2895,6 2840,4 + 98,8 <LOO 1511,7 + 82,1
1948 122986.5 + 1014.6 100173.,5 + 2004.0 1811.,6 + 229.7 <LOO 2189.,1 +113.1
1949 174304.0 + 7373.0 134247.,9 + 4220.2 22771+ 1310 <LOO 1411.5 + 280.6
1950 53381,6 + 2787.1 31574,2 + 4589,3 273,11 +161.7 <LOO 1876.,5 + 129.0
1951 50563,1 + 14949 33220,2 + 3038.4 2151,7 + 303.6 <LOO 1662.8 + 73,1
1952 69286,7 + 4200,1 42727,2 + 993,7 386,1 + 83,5 <LOO 2057.1 + 363.,4
1953 91697.,2 + 2030,7 66598,0 + 1019,8 1817,2 + 183.9 <LOO 25995 + 40,8
1954 35569,7 + 2678,6 22750,6 + 1834,5 2995,6 + 4185 <LOO 1138,1+44
1955 65919.0 + 64.6 43830,5 + 2154,1 311,3+26.0 <LOO 23448 + 15,7
2729 15897.1 + 508.6 17852.8 + 1294.2 15897.1 + 508.6 13716.3 + 923.7 434,1+42.8
2730 14450,1 + 125,9 14852,9 + 483,3 14450,1 + 125,9 123229 + 3154 496,1+7.8
2731 15831,6 + 1107.8 12038,7 + 857.0 15831,6 + 1107.8 10039,7 +116.6 4558 +729
2732 11262,0 + 643.,4 11875,1 £ 551,9 11262.0 + 6434 9541,5 + 380,5 354,1+11,2
2733 8335,7+ 7215 10699,9 + 775,3 8335,7+ 7215 9587.6 + 428.8 410,0+19.8
2734 9524.8 + 300,7 16549.1 + 1159.3 9524.8 + 300.7 13119.4 + 1043.3 511,7+15.7
2735 25653,9 + 987.0 22175,4 + 873.3 25653,9 + 987.0 <LOO 2143.0 + 210,2
2736 23125,4 + 765,0 24828,5 + 2385,7 23125.4 + 765,0 <LOQ 2199.0+1217
2737 29818,1 + 9402,6 33358,9 + 49425 29818,1 + 9402.,6 <LOO 2229.0 + 244 2
2738 <LOQ 24827.2 + 1843,8 <LOQ <LOQ 17110+ 1716
2739 11907,0 + 1076,0 23167,2 + 309,1 11907.0 + 1076,0 <LOQ 2087,3 +139,8
2740 <LOQ 14101,5 +912.3 <LOQ <LOO 3093.7 + 280.7
2741 <LOQ 16154.0 + 2138.4 <LOQ <LOQ 33448 +122.2
2742 229740+ 1312.1 34780,3 + 3303,7 229740+ 13121 <LOO 6366,5 + 363,9
2743 10270,3 +52.9 21967,4 +1981,3 10270,3 +529 <LOQ 5275,8 + 105,7
2744 12929,3 + 1320,6 22058,2 + 1620,0 12929,3 + 1320,6 <LOO 5607.0+ 745
2745 6576,1 + 4426 21840,7 + 7257 6576,1 +442.6 <LOQ 5313,5+ 3595
2746 9852.3 + 609.6 25393,8 + 581.9 9852.3 + 609.6 <LOQ 44496 + 135.1
2747 29051,8 + 2000,8 34769,1 + 5013,5 29051,8 + 2000,8 <LOO 61419 + 582.5
2748 25033,3 +1104,0 22807,3 +1380,2 25033,3 +1104,0 <LOQ 4067,3 + 205.3
2749 19989.,6 + 815.,6 20112,8 + 2405,2 19989.,6 + 815,6 <LOO 2758,6 + 141.6
2750 32964.6 + 705.6 25360,0 + 456.8 32964.6 + 705,6 <LOQ 5601,2 + 2337
2751 31336,2 + 1635,1 25515,1 + 19922 31336,2 + 1635,1 <LOQ 6487.6 + 3184
2752 21361,1 + 783.1 27564.6 + 2375,1 21361,1 +783.1 <LOO 5791,6 + 627.5
2753 137475 £ 894,1 28958,1 + 3054.7 137475 +894.1 <LOQ 4293,3+ 1253
2754 14549,1 +1172.0 30017,9 + 1020,7 145491 + 11720 <LOQ 5824,8 £+ 514,1
2755 8043,1 + 3495 22839,8 +8124 8043,1 + 3495 <LOQ 3750,3+352.3
2756 8865,8 + 191.2 36089,8 + 4598,1 8865,8 + 191.2 <LOQ 5616,9 +488,1
2757 5064,2 +195.1 24293,1 + 1473,3 5064,2 + 195.1 <LOQ 5608,0 + 427.1
2758 2254.6 + 96,8 24315,9 + 1456.7 2254.6 + 96,8 <LO0O 5010,0 £+ 516.1
2759 11348 + 123.3 23438.9 + 1563.6 1134,8 + 123.3 <LOO 4896.7 + 309.3
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Tabela 24. Fracdes de massa dos micronutrientes e Y (média + desvio padrdo, n = 3) das amostras dos ingredientes,
dietas e fezes determinados por MIP OES.

Amostra Y(mg kg™) Zn(mg kg™ Cu(mg kg™) Mn( mg kg™)
1894 8328 +33.3 233.8+5,0 421 +55 58,7+5.8
1895 842.4 + 30,5 241 5+7.2 389+1.1 56,6 + 8.0
1896 901,3+435 2520+129 385+20 59472
1897 871.2+429 2369+ 125 357+17 52,4+32
1898 841,3+45.8 252,8+159 38.4+30 499+25
1899 899,.3+48,2 249.0+ 140 425422 47,1 +5.6
1900 959,9 + 65,9 2759+16.,1 495+29 59,9+ 3.0
1901 8942 +524 2586 +144 514+26 629+98
1902 9284 +41.4 3474 + 157 53.3+23 131.3 +59.7
1903 876.4 + 39,3 2774 +£12.3 375+15 81,2 +289
1904 <LOO 73872 6.6 £0,6 315+19
1905 <LOQ <LOQ 83+24 29.4+5,1
1906 <LOQ <LOO 6.0+£0,5 208+0.8
1907 <LOQ 523+472 11,.2+0,6 162,6 +8.8
1908 <LOQ 865+75 146 +0.9 1489 +9.2
1909 <LOQO <LOO 87+0.3 448 +2.2
1910 <LOQ <LOQ <LOQ 11.9+0,3
1911 <LOO <LOQ 79+£0,6 319+1.3
1912 <LOQ 86.9+7.1 48,0+4.8 181+14
1913 <LOQ 848+37 383+1.2 349+0,8
1914 <100 <100 <100 100:03
1915 <LOO 127,2+7.5 <LOO 30.7+£0,5
1916 46145+ 87,1 1357,4+215 155,3+8.0 320,1+4,0
1917 6371,9 + 231,2 2167,3+ 75,3 287.8+1,7 5238 +22.4
1918 3927,3+172,6 1100,4 +18,3 1524 +5.7 306,7 + 103,5
1919 5805,3 + 153.1 13949 + 38,1 2178+6,6 360,6 + 53,9
1920 5927,7+9.7 1528,4 + 31,0 289.2+11.8 353.7+£71
1921 7427.,4 + 84,2 1659,5 + 23,2 208.6 + 4,3 4015+14.1
1922 3651.9+71.9 776,7 +12.4 56,5 +2,6 221.2+9.0
1923 5240,1 +170,6 1177,8+19,7 <LOQ 353,1+27.7
1924 8061.9 + 459.0 1968.0 + 32,9 137.0+7.8 463,9 £33,2
1925 5316,2+92.4 1120,9 + 25,8 184,770 3308+11.1
1926 8446,3 + 1735 21449+ 423 1119+25 480.,6 + 19.0
1927 6502.4 + 98,3 16229 +17,5 309.2+9.0 463,2+111.8
1928 4014,1 £ 55,7 864.0 + 25,0 2688+ 7.6 2248+11.1
1929 5021.7 + 270,3 1278.6 £ 14,3 77,0+ 32 3615+ 157
1930 79734 +92.1 1768,9 + 21,5 1745+ 3.2 478.3+97.4
1931 6004.4 + 433,3 1756,2 £+ 54,5 245,7 + 10,6 405,6 + 23,3
1932 5387.2 + 858 1233,6 + 15,2 3289+11.6 4712+171.4
1933 4390,7 + 3243 1430,9 + 39,6 1469+2.38 318,4 +24.2
1934 3719,3 + 258.6 1148.0+43.1 169.7 £+ 3.2 249,7 + 345
1935 6395,6 + 82,6 24250 + 64,8 157,3+6.8 4314+ 33,1
1936 5890,7 + 150,0 15994 + 185 332,6 +13.4 376,0 + 31,3
1937 6834,7 + 371,3 1698,1 + 24,2 260,2+1.3 4147 +16.8
1938 6380,7 + 285,5 2371,0 + 40,6 339.4+204 541,7 £ 29,7
1939 79711 +422,1 2132.6 + 38,8 2768+ 7.6 456.4 + 16,5
1940 3941.0+172,2 11925+29.1 1558 +6.9 228,7+10.4
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Tabela 24. Fracdes de massa dos micronutrientes e Y (média + desvio padrdo, n = 3) das amostras dos ingredientes,
dietas e fezes determinados por MIP OES (continuacao).

Amostra Y(mg kg™ Zn(mg kg™ Cu(mg kg™?) Mn( mg kg ™)
1941 5424,3 + 105,8 1320,4 + 37,0 167,7 £10,0 342,0+3,2
1942 4330,4 £ 197,9 1477,1 £ 25,0 177,7+9,1 322673
1943 3911,6 + 190,7 870,0+435 71,1+28 2226+125
1944 5024,5 + 85,3 1273,4 £ 18,2 189,7+1,4 342,8 £13,0
1945 5862,5 +180,3 1793,9 £ 52,7 328,3+10,6 489,0 £ 84,9
1946 5033,5+116,7 1319,3+4,6 176,1+28 367,7 £ 27,8
1947 4383,0+£51,1 1467,0 + 23,8 181,0+4,8 307,3+£16,5
1948 5636,5 + 762,9 1799,4 £ 92,0 3352+129 4356 +374
1949 3514,3 + 65,1 1106,8 + 23,3 153,2+7,2 286,5+62,1
1950 5798,7 + 105,5 1626,0 + 53,6 262,5+6,2 387,7+£235
1951 4803,9 + 262,3 1417,7+ 37,4 216,8+8,7 318,8+3,1
1952 6656,6 + 253,2 1616,7 + 136,7 237,0+94 421,7+75,1
1953 6171,5+ 825 2357,5+73,2 323,1+15,7 5450+54
1954 3769,3 + 230,3 880,0+19,4 76,8 +6,1 236,7 +13,6
1955 7817,3 + 261,9 2212,4 + 60,3 314,6 + 6,9 482,3+19,1
2729 629,1 + 20,2 233,6 +5,0 30,1+1,0 71,741
2730 654,6 + 28,2 2450+11,3 31,1+0,8 66,3+ 3,9
2731 591,3 + 55,6 219,1+7,7 28,9+0,7 58,1+5,4
2732 602,3+15,1 207,1+10,5 269+20 454 + 3,6
2733 646,7 +£19,8 213,3+13,0 29,3+0,8 65,6 £ 6,9
2734 654,8 + 32,5 308,6 + 15,8 41,3+2,5 525+1,0
2735 3557,3 + 334,0 1121,1 + 65,2 129,8 + 6,8 231,0+13,2
2736 4421,2 + 233,9 1287,5+108,9 139,1+11.3 257,7 + 26,8
2737 3525,4 + 227,2 1486,3 £ 62,9 149,9+£10,0 272,7+28,1
2738 3303,4 + 61,2 861,8 + 39,6 78,6 +3,0 249,7+9,7
2739 4215,9 + 336,9 1232,1 + 89,3 124,1 +8,0 218,8+12,1
2740 929,3 + 68,6 348,3 + 26,5 1134+7,3 635,7+524
2741 847,1+40,9 394,2+24,0 120,0+1,7 808,0 + 83,8
2742 1261,0 + 58,7 753,6 + 50,2 2456 +8,1 1097,9 £ 116,6
2743 1513,3 + 86,6 626,1 + 30,0 210,4+7,3 889,6 + 49,7
2744 1573,3+49,1 599,4 + 30,4 189,0+9,1 770,3 +55,7
2745 1621,8 + 82,3 565,4 + 44,7 190,0+9,8 755,7 17,9
2746 1176,7 £ 53,2 461,1+7,3 1155+21 929,9 + 29,5
2747 1202,3 £ 100,2 707,4 + 49,2 230,5+22,2 1001,7 + 38,5
2748 1216,6 £ 116,2 416,1+7,8 118,6 +4,8 695,1 + 36,1
2749 1019,2+ 34,1 373,8+175 113,1+5,7 582,9 + 38,5
2750 2066,1 + 109,7 665,9 + 13,5 198,7 £ 6,0 829,3+325
2751 2178,9 +108,4 679,9+16,4 2206 +54 930,6 +17,3
2752 1801,2+ 244 611,2 + 26,1 196,7£17,2 969,1 + 48,6
2753 1400,0 + 47,6 448,0 £ 16,9 107,1 +4,6 903,1 + 66,3
2754 1709,2 + 69,6 587,9 + 39,8 167,9+4,1 776,8 +55,0
2755 12128 +1215 408,0 + 8,2 1174+ 3,8 684,4 + 57,8
2756 1610,6 + 67,8 720,1 +49,5 2279+84 919,7 £49,3
2757 1840,0 £41,7 627,7+6,7 198,1+8,6 794,11+ 20,4
2758 1936,7 £ 79,5 593,1 +18,8 187,3+ 7,5 724,6 + 25,3
2759 1973,0 £ 33,3 603,9 + 28,6 183,9+5,8 766,7 + 69,5
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5. CONCLUSOES PARCIAIS

O procedimento de preparo de amostras com a digestao assistida por
radiacdo micro-ondas em meio de acido nitrico diluido foi efetivo para a
decomposicdo das amostras das dietas e fezes de peixes Tambaqui. O MIP OES se
mostrou eficiente para a determinagédo de Ca, Mg, P, K, Fe, Mn, Cu, Zn e Y nas
amostras mencionadas, com exatiddo (veracidade e precisao) adequada, indicando
a possibilidade de realizacdo de maneira exata e precisa para avaliacdo da
digestibilidade das dietas utilizando o MIP OES.

Na validacdo do procedimento analitico os parametros de desempenho
como linearidade, seletividade, veracidade e precisdo, avaliadas na etapa de
validacdo do procedimento analitico se mostraram satisfatérias tanto para as
amostras analisadas quanto para os elementos determinados, cumprindo todos os
critérios estabelecidos no Documento Orientativo do INMETRO DOC-CGRCE-08.

Esses resultados sdo disponiveis para o projeto de pesquisa da
Embrapa Pesca e Aquicultura cujo objetivo é avaliar a digestibilidade aparente dos
ingredientes proteicos e energéticos adicionados a dietas oferecidas a peixes da
espécie Tambaqui. A introducdo dessas novas informacgdes contribui para o
aprofundamento do conhecimento sobre a digestibilidade de ingredientes
nutricionalmente adequados e com uso na industria de racdo, para alimentacdo do

Tambaqui.
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6. CONCLUSOES

O desenvolvimento do procedimento de digestdo de amostras de sorgo
com a utilizacdo de HBF4 para a determinacdo de Si foi adequado. A comparacao
entre 0 método de digestdo em solucédo alcalina e o proposto apresentaram alta
correlacdo. Tendo em vista as condi¢cdes de equilibrio das reacdes envolvidas é
formado HF, consequentemente deve-se ter cuidados para evitar danos nos
componentes do equipamento.

Em relacéo a validacdo do procedimento analitico desenvolvido para a
determinacdo de Y por MIP OES os parametros de desempenho cumpriram o0s
critérios estabelecidos. A andlise dos analitos inorganicos nas amostras de dietas e
fezes de peixe tambaqui por MIP OES proporcionaram veracidade e precisao
adequadas. Portanto o emprego de acido diluido para o preparo de amostras para
amostras de racao e fezes bem como a determinagéo dos analitos por MIP OES em
amostras provenientes de pesquisa agropecuaria se mostrou adequado e efetivo.
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