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RESUMO

TEORES DOS ELEMENTOS QUIMICOS ESSENCIAIS E TOXICOS NA
RASTREABILIDADE DA CARNE BOVINA. Esta tese teve como objetivo o
desenvolvimento de metodologias para determinacdo de elementos quimicos
essenciais e toxicos em amostra de carne bovina (Longissimus dorsi) e a
identificacdo de possiveis correlacdes entre as informacdes obtidas. Assim, visou-se
a rastreabilidade das amostras, em especial aquelas de gado Nelore pertencentes
ao projeto “BifeQuali”, em desenvolvimento na Embrapa que objetiva a melhoria da
gualidade da carne nacional. Foram otimizadas e avaliadas trés diferentes
estratégias de preparo de amostra: extracdo alcalina, extracdo acida e digestédo
assistida por radiacdo micro-ondas, empregando amostra de figado bovino
certificado (NIST 1577b), sendo a decomposi¢éo assistida por radiagdo micro-ondas
adotada como padrédo para a decomposi¢do das 650 amostras disponiveis para o
trabalho. Para as quantificacdes foram utilizadas a espectrometria de massa e de
emissao optica com plasma de argonio indutivamente acoplado (ICP-MS e ICP OES,
respectivamente). Os elementos quimicos quantificados por ICP-MS foram As, Cd,
Co, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Se e V; ja por ICP OES foram Ca, K, Mg, Na, P, S e Zn.
A utilizacdo de padrao interno (Sc, Y e Bi) contribuiu para a exatidado e precisao das
quantificacdes. Os dados obtidos foram tratados estatisticamente e para as analises
de componente principal (PCA) foi desenvolvida uma planilha para realizar varredura
espectral de 250 comprimentos que compreendiam o intervalo de 167 a 770 nm,
empregando ICP OES. Os resultados demonstraram que a safra em que o animal foi
criado mostrou-se como parametro importante, formando o0s agrupamentos
correspondentes as duas safras analisadas, fato que indica que os fatores climaticos
afetam o perfil dos elementos quimicos e na qualidade da alimentacdo do rebanho.
Além disso, o local de confinamento também se apresentou como uma condi¢ao
importante, mostrando o agrupamento de acordo com o local onde 0s animais eram
confinados. As analises de PCA e as andlises estatisticas indicaram existir
correlacdo entre Na e K com a maciez da carne, sendo que quanto maior a
concentracdo desses, menor sera a forca de cisalhamento, ou seja, maior sera a

maciez do contra-filé.



ABSTRACT

LEVELS OF ESSENTIAL AND TOXIC CHEMICAL ELEMENTS OF TRACEABILITY
IN BEEF. The objective of this work was to develop methodologies for the
determination of inorganic constituents in meat sample and the study of correlations
between samples with chemical elements profile, especially Nelore samples of
project “BifeQuali” aimed at improving the quality of Brazilian meat. Three different
strategies for sample preparation, basic extraction, acid extraction and microwave
assisted acid digestion were optimized and evaluated, by using bovine liver certified
reference material (NIST 1577b), and the decomposition assisted by microwave
radiation chosen for the decomposition of 650 samples used in this work. For the
measurements of chemical elements, mass spectrometry and optical emission
inductively coupled argon plasma (ICP OES and ICP-MS, respectively) were used.
The chemical elements quantified by ICP-MS were V, Mn, As, Co, Ni, Mo, Cd, Pb,
Cr, Se and Fe, by ICP OES were Ca, K, Mg, Na, P, S and Zn. The use of internal
standard (Sc, Y and Bi) contributed to the accuracy and precision of measurements.
For principal component analysis (PCA) was developed a worksheet to perform the
spectral scanning, monitoring 250 wavelength from 167 to 770 nm using ICP OES.
The results showed that the crop that is bred proved to be an important variable,
forming clusters corresponds to the two crops analyzed, which indicates that climatic
factors affect the profile of chemical elements and the quality of nutrition. Moreover,
the place of confinement is also presented as an important variable, showing the
grouping according to the place where it was confined. Through PCA and analysis
using SAS software was possible to observe the correlation between Na and K with
the tenderness, and the higher the concentration of these, the lower the shear force,

and the higher the tenderness.
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Introducao 2

1. Introducéo

A carne € um alimento importante, pois é fonte de proteinas e
vitaminas, além de possuir elementos quimicos essenciais a nutricdo humana sendo

parte integrante do cardapio do brasileiro e de diversos paises.

No cenario mundial, o Brasil apresenta o segundo maior rebanho de
gado bovino, atrds apenas da india (ANUALPEC, 2011), sendo que no rebanho
nacional existe a predominancia de gados zebuinos, originarios da Asia, pois estes
apresentam maior tolerancia ao calor, resisténcia a parasitas e fertilidade quando

comparados aos animais de origem européia.

Considerando toda extensdo do territorio brasileiro, a raca Nelore se
destaca em namero de animais e em desempenho reprodutivo e produtivo, além de
ser fundamental em cruzamentos com as racas de origem européia (RESTLE et al.,
2000).

No estado de Sao Paulo, no ano de 2011, o pre¢co da arroba do boi
aumentou cerca de 50% desde o inicio do ano, e esse mesmo percentual foi
repassado para o quilo da carne no varejo. Uma das explicacdes para este fato foi
que neste ano também houve o aumento do consumo interno, impulsionado pela
ascenséao das classes C e D, pois a depender das exportagcdes houve uma retracéo,
sendo que o Brasil fechou o0 ano com menos 300 mil toneladas vendidas no exterior
em relacdo ao ano anterior (2010). Trata-se de um recuo (superior a 25%)
consideravel em volume. Porém, o mercado interno absorveu esse excedente e
pagou mais, tendo em média um consumo individual de 36,6 kg/ano (ABIEC -
Associacédo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne).

Dos paises importadores da carne bovina nacional in natura, a Russia
€ o principal mercado, visto que as exportacfes para esse pais ficaram préximas a
210 mil toneladas liquidas. Outros mercados que também se destacam sdo o Irg,
Egito, Hong Kong, Venezuela, Chile e Arabia Saudita. Porém mercados importantes
como Estados Unidos da América, Unido Européia, Japdo e China ndo apresentam
grande participacdo; parte por barreiras protecionistas e parte por barreiras
sanitarias (ABIEC, 2011).
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Os maiores concorrentes da carne nacional sdo a Australia e a India,
mas a qualidade da carne nacional tem ganhado destaque devido as melhorias
observadas nos ultimos anos, como a reducdo do tempo de abate, melhorias
genéticas e o aumento da produtividade. Além disso, o Brasil apresenta abundéancia
de mao-de-obra e terras baratas. Contudo, ainda existem paises que nao importam
a carne nacional em virtude de barreiras econémicas ou sanitarias (BENDER-FILHO,
2006).

A melhoria da qualidade da carne surge como alternativa para agregar
valor ao produto nacional frente a um mercado consumidor cada vez mais exigente e
preocupado com a seguranca alimentar e como forma de adquirir reconhecimento

internacional ao produto.

Segundo SOFOS (2008), entre os desafios da carne para o século 21
estd a necessidade de programas que visem a rastreabilidade da cadeia bovina e o
controle de residuos quimicos na mesma. A rastreabilidade de acordo com a norma
ISO8402 consiste na capacidade de tracar o historico, a aplicacdo ou a localizagcéao
de um item através de informacdes previamente registradas. Um programa de
rastreabilidade permite a identificagdo individual de animais e o controle de
informacdes desde o seu nascimento até o momento de distribuicdo da carne poés
abate. Isso garante a origem do produto, o bem estar da criacdo, melhoras do
controle sanitario e dificulta a ocorréncia de fraudes, além de agregar valor ao

produto e contribuir para o reconhecimento internacional (LUCHIARI, 2001).

Alguns episodios influenciaram na preocupacdo em relacdo a
implementacdo desses programas, como por exemplo, a crise na Inglaterra devido a
contaminacao por Salmonela provinda de ovos (MATIC et al., 1990); a encefalopatia
espongiforme bovina, vulgarmente conhecida como doenca da vaca louca ou BSE
(do inglés: bovine spongiform encephalopathy), que assolou a Europa no final da
década de oitenta e na década de noventa, tendo seu auge em 1992 (BRADLEY et
al., 2006) e a crise da dioxina também no mesmo continente (BERNARD et al.,
2002).

Como consequéncia desses episodios, foi publicada a regulamentacao

da Comisséao Européia (EC) 820/97 que visava a implementacdo de programas de
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rastreabilidade na cadeia produtiva da carne, que foi complementada pela lei EC

1760/2000, que relata a necessidade de controle individual de cada um dos animais.

No Brasil, em 2002, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) publicou a Instrucdo Normativa n° 1, de 9 de janeiro de 2002
(BRASIL, 2002), a qual instituiu o Sistema de ldentificagéo e Certificacdo de Origem
Bovina e Bubalina (SISBOV) que existe até os dias atuais sendo gerenciado pela
Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA); sendo revogada posteriormente pela
Instrucdo Normativa n° 17, de 13 de julho de 2006 (BRASIL, 2006). O SISBOV é
utilizado para a identificacéo e o controle do rebanho de bovino do territério nacional,
bem como o rastreamento do processo produtivo no ambito das propriedades rurais.
As informacdes coletadas pelo SISBOV colaboram para nortear a tomada de

decisdo quanto a qualidade do rebanho nacional e importado.

Em relacdo a residuos quimicos presentes na carne bovina, em 1961 a
FAO (Food and Agriculture Organization) e a WHO (World Health Organization)
estabeleceram o Codex Alimentarius, para elaborar a legislacdo alimentar
internacional. Na Unido Européia, recentemente foi implantada uma nova legislacéo
n°® 1881/2006, que fixa os teores maximos de Cd, Hg, Pb e Sn, de maneira a reduzir
a presenca desses contaminantes em determinados alimentos a niveis tdo baixos
guanto razoavelmente possivel segundo as boas praticas de fabricacdo. Essa

legislacdo € ainda mais restritiva se comparada a anterior, n°® 466/2001.

No Brasil, existe o plano nacional de controle de residuos de
contaminantes (PNCRC) que foi implementado no ano de 2002, onde é feito o
controle de contaminantes organicos (anabolizantes e pesticidas) e de
contaminantes inorganicos (As, Cd e Pb), sendo que os valores sao baseados no
Codex Alimentarius. Segundo a instrugdo normativa n° 24, de 9 de agosto de 2011,
0s teores permitidos para esses contaminantes inorganicos sao de 1000 ug/Kg para
As e Cd e 500 ug/Kg para Pb (BRASIL, 2011), sendo esses valores estipulados com
base nas legislacbes americanas e européias. Até o presente momento ja foram
analisadas pelo PNCRC 4296 amostras para a pesquisa de contaminantes

inorganicos na espécie bovina, distribuidas no periodo conforme ilustra a figura 1.1.
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Figura 1.1. Historico das amostras de carne bovinas analisadas pelo PNCRC.

A figura 1.2 ilustra o numero de violagbes de contaminantes
inorganicos que foram constadas no periodo de 2002 a 2011, sendo que foram
detectadas um total de 24 ndo conformidades.
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Figura 1.2. Histérico das amostras de carne bovinas analisadas pelo PNCRC que

excederam o limite maximo permitido para os contaminantes inorganicos.

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo desenvolver e avaliar
metodologias analiticas para determinacdo de macro, micronutrientes e
contaminantes inorganicos em amostras de carne bovina de diferentes grupos
genéticos, provindos de quatro regibes brasileiras, e realizar estudos de
rastreabilidade e associa¢fes de acordo com o perfil dos elementos quimicos nas

amostras.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Estima-se que aproximadamente 50% de todas as medic¢des realizadas
no mundo inteiro utilizem a quimica como ferramenta (ZSCHUNKE, 2000); uma
analise guimica necessita de métodos com confiabilidade que passa por um
procedimento que apresente reprodutibilidade e repetibilidade, nesse sentido, a
sequéncia analitica € composta por 8 etapas: definicdo do problema, escolha do
método, amostragem, pré-tratamento da amostra, medida, calibracdo e avaliacao
dos resultados e agcao (KRUG, 2008).

2.1. PREPARO DE AMOSTRAS

De acordo com AGAZZI E PIROLA (2000), o preparo de amostra pode
variar desde analise direta (NOMURA & VITORIANO, 2010), diluicdo da matriz
(CINDRIC et al., 2011), extracdo (NASCENTES et al., 2001) ou até a digestdo
parcial ou total da amostra (RODUSHKINA et al., 2008), dependendo do objetivo da
matriz e da andlise quimica. Porém, geralmente, a maioria das técnicas analiticas
utilizadas para determinacdo de elementos quimicos inorganicos requer que a
amostra esteja em solucdo aquosa. Entre elas estdo as técnicas espectrometria de
emissdo Optica com plasma de argdnio acoplado indutivamente — ICP OES
(inductively coupled plasma optical emission spectrometry) e espectrometria de
massas com plasma de argbnio acoplado indutivamente — ICP-MS (inductively

coupled plasma mass spectroscopy).

A etapa do preparo de amostra é de fundamental importancia na
analise quimica, uma vez que consome em média cerca de 60% do tempo total do
processo, sendo responsavel por 30% dos erros totais das determinacbes
(OLIVEIRA, 2003). Em geral, busca-se a menor manipulacdo possivel da amostra
para minimizar as possibilidades de contaminacdo; reagentes e agua de elevado
grau de pureza, utilizados na proporcéo ideal para o processo visando uma geracgao

menor de residuos, menor gasto com reagentes e brancos controlados, além de
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frascos descontaminados. Sendo a validagcdo da metodologia uma etapa importante,

normalmente realizada com materiais de referéncia certificados (BOCK, 1979).

Nesse trabalho foram empregados métodos de extracdo e

decomposicdo para as amostras de carne bovina.

2.1.1. Extracao

As técnicas de extracdo sao consideradas brandas quando
comparadas a outras formas de preparo de amostras, uma vez que nao resultam na
mineralizacao total da matriz, possuindo como objetivo principal a retirada do analito

de interesse da matriz disponibilizando-o para posterior determinacao.

Atualmente, existem diversas técnicas que podem ser utilizadas em
extracOes de elementos inorganicos nas amostras biolégicas dependo da aplicacéo
do estudo que sera realizado. Existem técnicas de extracdo voltadas para a pré-
concentracdo de analito, utilizadas quando o teor do mesmo normalmente esta
abaixo dos limites de quantificacdo da técnica que ser4d empregada na
determinacdo, como é o caso da extracdo empregando ponto nuvem (BEZERRA et
al., 2006) ou métodos de coprecipitacdo (OYMAK et al., 2009); ou técnicas voltadas
para extracdo sequencial com objetivo de analisar a disponibilidade dos elementos
em diferentes fracdes, comumente aplicadas em analises de solo (LARNER et al.,
2008); também ha extracdes voltadas para estudos de especiacdo quimica, onde o
objetivo da analise é ndo causar interconversées no numero de oxidacao do analito,
necessitando de métodos brandos para remover o mesmo da matriz (GONZALVEZ
et al.,, 2009) e ainda extracdes em fase sélida onde o analito € retido por um
adsorvente e depois é eluido em uma fase movel apropriada (TUZEN et al., 2009),
entre outras. Nesse trabalho sera dado enfoque as extracdes alcalinas e extracdes
acidas, uma vez que o objetivo é a determinacéo total dos elementos inorgéanicos e

essas foram utilizadas durante o desenvolvimento.

As extragbes alcalinas apresentam-se como uma interessante

alternativa para o preparo de amostras de um grande numero de analitos para
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diferentes tipos de amostra e caracterizam-se geralmente por serem procedimentos
de rapida execucdo (NOBREGA et al., 2006).

O hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) € uma base com férmula
(CH3)4NOH com pH alcalino (13,4-14,7), sendo comercializado de diferentes
maneiras: em 10% ou 25% m/v em &gua ou 25% m/v em metanol. Dependo do
fabricante pode existir contaminagéo, gerando brancos com altos sinais que podem
dificultar a determinacdo em baixas concentracbes (NOBREGA et al., 2006). Trata-
se de um reagente incolor que apresenta forte odor de amina, totalmente sollivel em
dgua e estavel em temperatura ambiente. Em relacdo a sua toxicidade existem
poucos dados disponiveis, mas 0s vapores deste reagente podem causar irritacao
no nariz, garganta e sistema respiratorio. Sua absorcao através da pele pode levar a

efeitos adversos.

Nesse trabalho, o TMAH foi empregado como um procedimento de
extragdo; nesse caso o TMAH pode solubilizar completa ou parcialmente a amostra
dependendo da matriz. O uso do TMAH para dissolucdo de materiais biologicos
surgiu como alternativa a digestdo convencional para determinacdo de compostos
inorganicos na década de 70 e a partir dai iniciou-se a sua inclusdo como estratégia
para o preparo de amostra (JACKSON, 1972). S&o encontradas aplicacbes na
literatura em que esses procedimentos de extracdo podem ser realizados sem
(BATISTA et al., 2009) ou com aquecimento (TAGAMI et al., 2006), ou até mesmo
utilizando radiacéo ultrassonica (MELO et al., 2005) ou micro-ondas (ROMARIS-
HORTAS et al., 2009).

UCHIDA et al. (1992) realizaram a determinacdo de 20 elementos
empregando ICP OES em diversas amostras como cabelo, mexilhdo, folhas de cha,
farinha, arroz e figado bovino, apds realizar o preparo de amostra empregando
TMAH e acido etilenodiaminotetracético (EDTA); o procedimento foi realizado em
aproximadamente 4 horas, sendo que parte do mesmo foi executado com
aguecimento. Para solubilizar 50 mg das amostras foram empregados 1mL de TMAH
(25% m v'') e EDTA 0,2 mol L™ . O pH do meio foi ajustado para 8 — 9 com solucéo

de HCI 3 mol L™, Apés centrifugacao foi realizado a leitura do sobrenadante.
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Em outro trabalho, POZEBON et al., (1998) realizaram a determinacéo
de micronutrientes e contaminantes inorganicos em amostras certificadas, incluindo
musculo bovino; a técnica de determinagdo empregada foi atomizacéo eletrotérmica
e espectrometria de massas com plasma de argbénio acoplado indutivamente (ETV-
ICP-MS). Na etapa de preparo de amostra foi realizado aquecimento a 90° C por 2 h
e para o musculo bovino foi utilizado 2 uL por miligrama de amostra do TMAH 25%
m vl Os resultados demonstraram boa exatiddo na recuperacdo dos teores

certificados.

MATUSIEWICZ & GOLIC (2004) empregando espectrometria de
emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) determinaram Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Na, Sr, e Zn ap0és realizarem o preparo de amostras de 250 mg com
misturas de TMAH 25% m v~ que variaram de 2 & 4 mL. Apés adicdo do TMAH as
amostras foram posicionadas em um banho ultrassénico com 40 W de poténcia em
tempos que variaram de 2 a 4 minutos e em seguida diluidas com agua. Nesse
estudo foram utilizadas amostras de lagostas, figado bovino e leite em p6. Os

autores relataram que a adicdo de padrédo é recomendada, uma vez que a

calibracdo em meio aquoso ndo apresentou resultados precisos.

Ja BATISTA et al. (2009) descreveram um método para ser aplicado
em amostras bioldgicas, incluindo-se figado e musculo bovino entre as amostras
certificadas analisadas. No procedimento é adicionado 1 mL de TMAH 25% m v* &
75 mg de amostra, que é deixada em repouso por 12 horas. Em seguida o volume é
ajustado para 10 mL empregando HNO; (0,5 v v') e Triton X-100 (0,01 v v'). Nas
determinacdes foi utilizado ICP-MS e os resultados demonstraram bons valores de
recuperagdo para as amostras certificadas analisadas. Além disso, foi realizado um
estudo de estabilidade da solucdo quando armazenada a — 20° C e o resultado

demonstra que a solucéo pode ficar armazenada por até 3 dias.

Apesar de alguns experimentos relatarem a necessidade de um tempo
elevado para o preparo da amostra, a frequéncia analitica pode ser bastante alta se
for considerado que as amostras podem ser preparadas diretamente nos tubos de
polipropileno, podendo, por exemplo, deixar centenas de amostras preparadas de

um dia para o outro.
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Também foi avaliado nesse trabalho extracdo em meio acido. Essas
extracOes apresentam a vantagem de ndo necessitarem do ajuste do pH antes da

determinacdo empregando técnicas espectroscopicas.

Para aplicacdbes em solo, existe uma norma ISO 11466:1995 que
especifica um método para a extragcdo, com agua régia, de elementos-traco em solos
e materiais similares. A solucdo resultante do preparo é adequada para a

determinacdo empregando técnicas de absorcéo e espectroscopicas.

MIYAZAWA et al. (1984) empregaram solugbes de HNO3, HCI, HCIO4
e H,SO, em diferentes concentracdes para extragdo em amostras de folha de café,
soja e Panicum maximum empregando espectrometria de absor¢cdo atdmica com
chama (FAAS) para determinacéo de Ca, Cu, K, Fe, Mg, Mn, P e Zn. As solucdes de
HCl e HNO; 1 mol L™ apresentaram os melhores resultados se comparadas as
demais, contudo os elementos Fe e P ndo apresentaram boas recuperacdes uma

vez que estédo ligados fortemente a matriz.

BARRETO et al.(2004) avaliaram a disponibilidade de metais em
sedimentos durante 13 meses empregando técnicas de fluorescéncia de raios X e
ICP OES. O preparo de amostra para as analises de ICP OES eram realizado
atraveés da extracdo empregando HCI. Contudo, os autores relataram que a extracao
sequencial foi mais eficiente do que a extracao simples, uma vez que Al, Cr, Fe, Ni e
Pb foram pouco extraidos provavelmente pelo fato de estarem ligados a oxidos e a

matéria organica.

J& KILBRIDE et al. (2006) utilizaram como método de compara¢do um
procedimento baseado em extracao acida e ICP OES para determinacao dos teores
totais de As, Cu, Cd, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn em 81 amostras de solo. O objetivo dos
autores era avaliar um equipamento portétil de fluorescéncia de raios X, mas o fato
de utilizarem a extracdo como método de comparacdo demonstra a confiabilidade do

método.

Também séo relatados na literatura trabalhos que envolvem extracao
em conjunto com ondas ultrassénicas. SOUZA et al. realizaram a determinacao de
Cd, Cr, Fe, Mn, Mo, Ni, Ti, V e Zn em petréleo ap6s um tratamento com a adi¢cao de
HNO3; concentrado e aquecimento por 30 minutos a 85° C. Em seguida, a amostra

foi adicionada em banho ultrassénico por 15 minutos para complementar o processo.
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Para validar a metodologia foi utilizada a amostra NIST 1634c (Trace Elements in
Residual Fuel Oil) e os valores de recuperagdo dos analitos ficaram entre 90 e
105%.

MANUTSEWEE et al. (2007) realizaram a extracdo adicionando a 0,5
g de amostra de peixe 2 mL de HNO5 (4 mol L), 2 mL de HCI (4 mol L) e 2 mL de
H,0- (0,5 mol L™). A amostra foi sonicada por 30 min & 56° C. Cadmio e Cu foram
determinados por absorcao atbmica em forno de grafite (GFAAS) e Zn por FAAS. Os
autores utilizaram amostra certificada para validar a metodologia e os teores de
recuperacdo variaram de 88 a 114% e os resultados encontrados ndo demonstraram
diferenca se comparados aos teores determinados ap0s digestdo empregando forno

de micro-ondas.

Também existem trabalhos na literatura que realizam a comparacao
entre métodos de extracao acida e digestao total. SASTRE et al. (2002) compararam
digestéo total empregando micro-ondas e extracdo empregando agua régia ou HNO3
para amostras ambientais (solo, sedimentos, lama e material vegetal para os
elementos Cd, Cu, Pb e Zn). Os métodos apresentaram resultados similares para os
analitos, porém os autores ressaltaram que as extracbes sdo mais rapidas e

apresentam menor custo operacional.

YAFA & FARMER (2006) realizaram a digestdo em forno micro-ondas
e compararam o0s resultados obtidos com a extracdo com agua régia seguindo
metodologia ISO11466 para amostras de turfa para os elementos Al, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, P, Pb, S, Ti, V e Zn; ainda aplicaram as metodologias em material de referéncia
certificado (SRM 1635). Os autores relataram que os valores encontrados pelas
metodologias aplicadas no preparo sdo semelhantes; porém ressaltaram a
necessidade de inclusdo de HF para determinacédo de Al objetivando a dissolucao

completa dos aluminosilicatos.

As principais vantagens das técnicas de extracdo sdo a elevada
frequéncia analitica e a facilidade para o preparo das amostras uma vez que é
necessaria a pesagem no frasco de polipropileno e ali é desenvolvido todo o preparo
e posterior quantificacdo. Contudo, como ndo ha mineralizacdo total da amostra,
ainda resta carbono no meio, que pode atuar como interferente nas técnicas

espectroscopicas.
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2.1.2. Decomposicdo empregando forno micro-ondas

As decomposi¢cdes empregando forno micro-ondas baseiam-se na
oxidacdo da matriz carbonacea convertendo-a em CO,, H em H,O, N em Oxidos de
nitrogénio e outros elementos em formas inorganicas.

Na década de 70, ABU-SAMRA et al. (1975) utilizaram as micro-ondas
como uma alternativa para decomposicdo de amostras. Os autores utilizaram um
forno de micro-ondas caseiro para a digestdo de amostras biologicas. Alguns anos
depois, foram desenvolvidos fornos de micro-ondas comerciais adequados as
condicbes mais drasticas de digestdo e mais resistentes aos vapores acidos. Com o
passar dos anos, continuos melhoramentos foram desenvolvidos, no sentido de
aumentar a seguranca do operador e a producdo de materiais resistentes aos acidos
inorganicos utilizados, sendo que atualmente existem controladores de pressao e

temperatura para minimizar os riscos de explosao (KRUG, 2008).

Na década de 90, houve um aumento expressivo no numero de
metodologias que empregavam radiacdo micro-ondas para o preparo de amostras;
além de procedimentos de extracdo para analitos organicos; dessa forma a
utilizacao desses sistemas vem sendo amplamente realizada com diferentes tipos de
aplicacoes (KRUG, 2008).

Quando um material ndo transparente as micro-ondas absorve esse
tipo de radiacdo, pode sofrer um aumento consideravel na sua temperatura devido,
principalmente, a interacdo da radiacao eletromagnética com os ions dissolvidos e
com o solvente, provocando migracédo idnica e rotacdo de dipolos. Esses dois
processos ocorrem quando as micro-ondas geradas no magnetron interagem com a
solucdo de um acido (ou mistura de acidos) usado para a digestdo da amostra de

interesse.

Varios trabalhos na literatura, inclusive ARRUDA & SANTELLI (1997),
apontam o aquecimento assistido por radiagdo micro-ondas como alternativa aos
procedimentos convencionais de aquecimento, ja que reduz o tempo de preparo de
amostras como resultado das elevadas temperaturas e pressdes que podem ser

alcancadas em virtude dos frascos.
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As micro-ondas sao ondas eletromagnéticas que cobrem uma faixa de
frequéncias de 300 a 300.000 MHz, sendo que os fornos de micro-ondas fabricados
para uso doméstico ou em laboratério empregam micro-ondas com frequéncia de
2450 MHz, com poténcias que podem variar de 600 a 1400 W. Por exemplo, um
equipamento moderno que opera com uma poténcia de 1400 W é capaz de fornecer
aproximadamente 20.000 cal min*(KRUG, 2008).

Uma forma de avaliar a eficiéncia da decomposicao pode ser realizada
determinando-se o teor de carbono residual, que pode interferir nos métodos de
medida (WASILEWSKA et al., 2002). GOUVEIA et al. (2001) com base em
KRUSHEVSKA et al. (1992) propuseram um procedimento de determinac&o do teor
de carbono residual empregando ICP OES e esse tem sido utilizado frequentemente
pelo Grupo de Analise Instrumental Aplicada (GAIA) do DQ/UFSCar, para a
determinacao de carbono residual de amostras organicas.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos em que se empregam
radiacbes micro-ondas a diferentes tipos de matriz; alguns utilizam elevados
volumes de acidos, outros ja empregam &acidos diluidos; uma compilacdo de
procedimentos pode ser encontrada no CD-ROOM do Grupo de Andlise Instrumental
Aplicada (2006).

Além disso, existem os sistemas de radiacdo focalizada, onde as
micro-ondas sdo direcionadas para a amostra, esses sistemas possibilitam a
digestdo de maiores quantidades de amostras (GARCIA-REY et al., 2003), porém
existem relatos de perda de analito volateis (COSTA et al., 2009), tratando-se de um

tema bastante controverso na literatura.

Nesses fornos de radiagao focalizada, as micro-ondas produzidas pelo
magnetron (gerador de ondas) sado transferidas para um tubo metalico, denominado
guia de ondas, que as conduz diretamente para o frasco reacional localizado dentro
do forno (KINGSTON & JASSIE, 1988). A eficiéncia de absorcdo das micro-ondas
pela amostra a ser decomposta é maior, pois ha um melhor aproveitamento da

radiag&o incidente.

Uma das vantagens de se realizar decomposi¢cées assistidas por
micro-ondas a pressao atmosférica é a possibilidade de adicdo de reagentes durante

0 processo de digestdo, aumentando assim sua eficiéncia. Outra vantagem do uso
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do sistema com radiacdo focalizada € que podem ser empregadas maiores massas
de amostras, pois 0s gases gerados sao continuamente removidos, sem o risco de
aumento de pressédo. Contudo, para atingir temperaturas elevadas é necessario que

seja adicionado H,SO4, que possui ponto de ebulicdo elevado (KRUG, 2008).

J& nos sistemas fechados, que operam pressurizados, a radiacao
micro-ondas € distribuida pela cavidade. A massa de amostra acaba sendo um fator
limitante, porém com técnicas analiticas que apresentam baixos limites de deteccao

e quantificacdo esse problema tende a ser solucionado.

SUN et al. (1997) realizaram a decomposicdo de tecido de ostra e
figado bovino certificado empregando digestdo em forno micro-ondas e HNOg3; H,0,
e HF. Para digestdo de 0,5 g de amostra foram utilizados 10 mL de HNO; (70%) e
0,5 mL de HF concentrado. Ao término da digestao foram adicionados 5 mL de H,0,
e 10 mL de solucdo de H3zBOs; (4% m v?). Assim como YAFA & FARMER (2006),
observaram a necessidade da adicdo de HF para obterem bons resultados de
recuperacéo para o Al. Para os outros 14 elementos determinados, os teores foram

condizentes com os valores dos materiais certificados.

DEMIREZEN & URUC (2006) realizaram determinacdes de Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Pb e Se em amostras de peixe, carne e produtos a base de carne. Foram
selecionadas 34 amostras e essas foram digeridas em forno fechado com adi¢céao de
10 mL de HCI em um programa de 30 min. Segundo os autores, os valores
encontrados demonstraram diferencas significativas nas concentracdes de carne e
de peixe, sendo que os teores de Fe se apresentam acima dos valores permitidos

pela legislagcdo da comissao europeia.

A utilizacdo de &cidos diluidos em forno de micro-ondas surgiu como
alternativa uma vez que o consumo de reagentes € menor, gerando menores custos,

residuos e brancos com sinais analiticos menores.

ARAUJO et al. (2002) avaliaram a eficiéncia da digestdo é&cida
assistida por micro-ondas de plantas utilizando diferentes concentracées de HNO;
com H,0, pela medida do conteudo de carbono residual usando ICP OES. Neste
trabalho os autores observaram que as plantas poderiam ser eficientemente
digeridas em frascos de micro-ondas fechado usando uma solu¢édo de HNO3 (2 mol
LY.
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Em trabalho desenvolvido por GONZALEZ et al. (2009), foi realizado
um estudo para verificar o efeito de varias concentracdes acidas (2,0, 7,0 e 14,0 mol
L") na digestdo com micro-ondas de amostras de origem animal e vegetal. Neste
trabalho verificou-se que o emprego de solucdes 7 mol L™ de HNO; propiciou a
recuperacdo de analitos com quantidades de carbono organico residual menores
qguando comparado aos resultados obtidos com o acido concentrado, resultando em

menor consumo de reagentes e geracao de residuos.

Desenvolvimentos recentes aumentaram a frequéncia analitica dos
fornos de micro-ondas. Empresas comerciais langaram rotores com mais de 40
frascos que operam a baixa pressdo. Contudo, esses frascos, apresentam como
fator limitante a massa e o tipo de amostra que pode ser utilizada visando uma

decomposicao eficiente.

Nesse trabalho foi utilizado forno comercial com rotor de 41 frascos,
gue segundo o fabricante pode operar até 200°C e p = 20 bar, sendo indicado para
preparo de amostras ambientais (solo, lama, aguas residuais), de amostras
biologicas (tecidos, alimentos, racdes, plantas, produtos agricolas), entre outras

aplicacoes (http://www.salmenkipp.nl/images/stories/multiprep-41.pdf).

2.2. Técnicas de determinagdo dos elementos quimicos

ApoOs a etapa do preparo de amostra, a determinacdo do analito é o
passo subsequente. Trata-se de uma etapa importante na analise quimica, pois esta

diretamente relacionada com os resultados que serdo gerados.

Técnicas como a espectrometria de absor¢do atdbmica com forno de
grafite (GF-AAS), ICP OES ou ICP-MS sao utlizadas em determinacdes de
elementos presentes em baixa concentracdo, devido a maior precisdo dos
resultados e a alta sensibilidade. Dentre essas técnicas espectroscopicas, o ICP-MS
apresenta destaque por possuir sensibilidade superior ao ICP OES, maior frequéncia
analitica quando comparado ao GF-AAS, e por ser uma técnica multielementar e
simultanea. J4 o ICP OES também € uma técnica multi-elementar que contribui na

diminuicado do tempo das analises.
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2.2.1. Espectroscopia de emissdo Optica com plasma de argbnio acoplado
indutivamente (ICP OES)

Na década de 1860, o quimico Robert Bunsen (1811-1899) e o fisico
Gustav Robert Kirchhoff (1824-1887) observaram que certas substancias emitiam
cores caracteristicas quando aquecidas em uma chama. A partir de suas

observacdes, sistematizaram as bases da espectroscopia na analise quimica.

Cem anos depois, em 1960, a capacidade multielementar e simultanea
atraiu a atencéo para o ICP OES, sendo que 0s primeiros equipamentos comerciais
foram introduzidos em 1974 e dai em diante foram realizados muitos
desenvolvimentos e pesquisas visando aprimorar a instrumentacdo e a técnica
tornou-se muito utilizada em andlise de rotina (MONTASER & GOLIGHTLY, 1992;
MERMET & POUSSEL, 1995).

Uma representacdo dos principais componentes de um ICP OES é

mostrada na figura 2.1.
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Figura 2.1 Principais componentes de um ICP OES.

Em ICP OES, geralmente a amostra é inserida no equipamento na

forma liquida (GAINES, 2005). Ela € aspirada pela bomba de fluxo do equipamento

(representada na figura pelo nimero 1), sendo conduzida até o nebulizador (nUmero

2); la em confluéncia com a linha de gas € convertida em aerossol e conduzida até a

camara de nebulizacdo onde ocorre a separacao das goticulas maiores das menores

(DULUDE, 2008). Em geral as goticulas menores continuam percorrendo o caminho

até o detector, geralmente cerca de 1 & 5%; apds a passagem pela camara de

nebulizacdo sé&o conduzidas para a tocha (GAINES, 2005).
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A tocha é composta por trés tubos concéntricos de quartzo. Existe um
fluxo principal de argénio (~12-17 L min™) que passa através da tocha entre o tubo
externo e o tubo intermediério da mesma. Outro fluxo de gas suplementar (~1 L min
!y passa entre o tubo intermediario e o tubo central sendo utilizado para introducao
da amostra (HEBERT, 2002).

O plasma gerado na tocha € um gas parcialmente ionizado onde
existem elétrons livres e ions positivos em movimento ao mesmo tempo. Quando o
gas argonio passa pela tocha de quartzo e ocorre descarga elétrica de uma bobina
de Tesla se inicia a ionizacdo do gas formando o plasma. As principais vantagens
dos plasmas acoplados indutivamente sdo: as temperaturas elevadas (5000 — 10000
K): elevada densidade eletronica (10™* a 10*° elétrons por cm®); formac&o de elevada
populacdo de &tomos livres; espécies moleculares em baixa concentragdo; auséncia
de eletrodos; caracteristicas multielementares; e uso de gases ndo explosivos
(HUANG et al., 1997).

No plasma ocorrem os processos de dessolvatacdo, vaporizacao,
atomizacao e excitacdo e/ou ionizagdo. Os atomos e 0s ions excitados retornam ao
seu estado fundamental emitindo linhas em multiplos comprimentos de onda, que
sdo separados por um policromador e cujas intensidades sdao medidas por um
sistema de deteccdo (DUBUISSON et al., 1998).

Os equipamentos comerciais estdo disponiveis em duas configuragdes:
radial (tocha na posicdo vertical em relacdo ao sistema Optico) e axial (tocha na
posicdo horizontal em relacdo ao sistema Optico). Os equipamentos com
configuracdo axial, geralmente apresentam melhores limites de deteccdo e

quantificacdo, contudo, sdo mais susceptiveis a interferéncias matriciais.

As interferéncias matriciais estdo relacionadas a composicdo das
amostras ou dos reagentes envolvidos no processo e podem causar supressao ou
elevacéo do sinal analitico (IGLESIS et al., 2004). Uma forma de atenuar esse tipo
de interferéncia pode ser empregando o plasma em condi¢cdes robustas, ou seja,
com maior poténcia, aumentando o potencial energético e diminuicdo da vazao do

gas de transporte, aumentando o tempo do analito na tocha.

Outros fatores também podem causar interferéncias na analise como a

presenca de elementos facilmente ionizaveis; diferencas na acidez que podem
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causar alteracbes nas propriedades fisicas e nos processos de atomizacao,
excitacdo e ionizacao; além de emissdes indesejaveis que podem ser geradas por
compostos organicos residuais; formacdo de Oxidos e recombinacdes; a
compatibilizacdo de matriz, o uso de padrao interno e adicdo de analito contribuem

para a correcao dessas dificuldades.

TREVISAN et al, (2003) desenvolveram procedimentos para
quantificacdo de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em amostras de figado bovino certificado
empregando micro-ondas com radiacdo focalizada e ICP OES como técnica de
determinacao. Os teores de recuperacdo dos analitos mostraram a boa eficiéncia do

processo.

WASILEWSKA et al., (2002) realizaram a decomposi¢ao de amostras
biologicas e determinaram As, Cd, Cu, Fe, Hg, Mn, Se e Zn e constatam que a

presenca de carbono interferia na medida de As e Se.

GOUVEIA et al., (2001), desenvolvendo trabalho para quantificacdo de
teores de carbono residual empregando ICP OES realizaram a digestdao de amostras
de figado bovino em forno de micro-ondas com cavidade empregando HNO3; e H,0,
e constataram que a sensibilidade do equipamento com configuracdo axial € maior

do que o de configuracao radial.

O ICP OES é uma técnica bem estabelecida, com limites de deteccéo e
quantificacdo satisfatérios para a maioria dos elementos quimicos e que fornece
resultados precisos com rapidez o que torna um atrativo para determinacdo de

metais.

2.2.2. Espectrometria de massas com plasma de argbnio acoplado indutivamente
(ICP-MS)

A espectrometria de massa acoplada ao plasma induzido (ICP-MS) foi
proposta em 1980, durante o desenvolvimento da tese de doutoramento de Houk
(HOUK et al., 1980; HOUK, 1986; HOUK, 2000) sendo que no ano de 1983 foi

lancado o primeiro equipamento comercial pela empresa canadense Sciex,
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posteriormente Perkin-Elmer Sciex. Atualmente € uma técnica com expressivo
namero de equipamentos distribuidos por empresas, centros de pesquisa e

universidades, porém gue ainda apresenta um custo elevado.

A aceitacdo da técnica analitica pode ser justificada pela eficiente
geracdo de ions monovalentes em um plasma induzido de argbnio. Além disso,
considerando-se o reduzido numero de isGtopos estaveis para cada elemento da
tabela periddica, o espectro de massas gerado € relativamente simples e os ions séo

separados e detectados com alta sensibilidade em fun¢do da razdo massa/carga.

A técnica apresenta-se como ideal, para determinacdo de elementos
em baixa concentragdo, em fungdo de sua alta sensibilidade; além disso, trata-se de
uma técnica multielementar que contribui na diminuicdo do tempo da analise. O
principio de introducdo da amostra e geracdo do plasma € similar ao descrito para o
ICP OES, a amostra (geralmente em solucdo aquosa) é aspirada por uma bomba
peristaltica, sendo nebulizada para dentro da camara de nebulizagdo e conduzida
para a tocha onde ocorre os processos devido a grande quantidade de energia
disponivel; porém nessa técnica o interesse é pelos ions que sédo gerados no plasma
e que devem ser conduzidos até o detector, onde é feito o monitoramento da razéo
massa/carga (m/z) selecionada pelo analista. A figura 2.2 ilustra as principais partes

do equipamento.
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Figura 2.2. Principais componentes do ICP-MS. Adaptado de www.ufscar.br/dg-

gaia/images 2007/aulal811ICP-MS.ppt (cortesia Varian Inc) - acesso em
05/01/2012.

Os ions gerados na tocha passam por uma interface composta por dois
cones metalicos (cone de amostragem e o “skimmer”). Essa interface é critica em
ICP-MS uma vez que a tocha encontra-se a pressdo ambiente e o0 espectrdmetro
opera a vacuo. Nesses cones existem pequenos orificios no centro para permitir a

passagem dos ions para o interior do equipamento.

No modelo utilizado no desenvolvimento desse trabalho, além dos
cones exercerem esse papel de interface, eles possibilitam a insercdo de gases
colisionais ou reacionais (hidrogénio e ou hélio) para remocdo de possiveis
interferentes isobaricos que podem ter sido gerados até o momento, dando uma
concepcao diferenciada na interface, sendo conhecida como interface de reacao e
colisdo (Collision Reaction Interface — CRI). Segundo o fabricante, esse novo arranjo
possibilita promover processos colisionais e reacionais em um ambiente que ainda
contém a alta densidade eletronica e elevada temperatura, tipicas do plasma.
PEREIRA et al. (2010) discutem esse e outros fatores em um estudo para remocao

de interferentes nas determinagfes de As e Se e constataram que a insergdo dos
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gases no “skimmer” € essencial. Em outros equipamentos a insercdo de gases para
remocao dos interferentes é realizada em uma camara contendo um quadrupolo,
hexapolo ou octapolo, podendo ser aplicado outros gases além de H, e He
(BANDURA et al., 2001). Esses arranjos foram amplamente discutidos (TANNER et
al., 2002; KOPPENAAL e EIDEN, 2004).

Além dessa diferenca, no equipamento utilizado, a saida do “skimmer”
e a entrada do espectrometro de massa analisador estdo configuradas em um
angulo de 90°. Os ions que emergem do “skimmer” sdo transferidos para a entrada
do espectrdbmetro por um campo eletrostatico parabdlico gerado por uma lente i6nica

circular. A figura 2.3. ilustra essa proposta de interface.

Introdugédo dos gases

Area de reacédo
e colisdo

0
o
o

Figura 2.3. Esquema da interface em 90° C do ICP-MS Varian 820-MS.

Solugdes 4&cidas extremamente corrosivas podem danificar o0s
componentes da interface do ICP-MS, incluindo os cones e a interface de amostra,
ou requerem o0 uso de materiais especiais, como Pt. Comparando com
espectrometria de emissdo Optica ou outras técnicas ndo baseadas em
espectrometria de massa, este fato tem sido considerado como limitag&o inerente do

emprego da técnica.
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Além dos parametros de operacdo do plasma e da interface, a
composicdo da amostra e 0s reagentes utilizados durante a etapa de digestédo
também influenciam os processos de geracdo de ions moleculares (VAUGHAN e
HORLICK, 1986). TAN E HORLICK (1986) avaliaram os efeitos causados pelos HCI,
HNO3; e H,SO,4 sobre os sinais de fundo dos espectros de massas em ICP-MS. Esse
trabalho tem importantes implicacbes considerando-se 0 estabelecimento de
estratégias de preparo de amostras visando determina¢Bes por ICP-MS, ficando
evidente que idealmente deveria se utilizar apenas HNO3; ou uma mistura composta
por HNO3 e H,O,. Atualmente, a digestéao eficiente da maioria dos tipos de amostras
organicas pode ser efetuada usando essa mistura de reagentes em frascos
fechados com aquecimento assistido por radiacdo micro-ondas (KINGSTON e
HASWELL, 1997).

Considerando-se a formacdo de ions moleculares, a determinacédo de
varios isétopos pode ser criticamente limitada, principalmente se forem considerados
equipamentos com baixa resolucéo, i.e. ICP-MS baseado em quadrupolo (Q-ICP-
MS), como o utilizado nesse trabalho. Como exemplo de interferéncias que podem
ocorrer, 0 *V (99,76% de abundancia natural), pode ser erroneamente determinado
em funcdo das interferéncias causadas pelo **CI**0" e pelo *'CI**N*; o *2Cr*
(83,76%) pode sofrer interferéncias devido ao *°Ar*?C*, 3*CI**0'H* e ao *°S'®0*, o

*Fe* (91,66%), sofre interferéncias do “°Ar*°0* e do “°Ca'®0*, etc.

Algumas estratégias podem ser adotadas para evitar essas
interferéncias, entre as quais a sele¢édo de outro isétopo para execuc¢do da medida
(quando o elemento ndo for monoisotopico) ou por correcdo matematica dos sinais
gerados para o branco e para a amostra (KRUSHEVSKA et al., 1998). Alternativas
propostas para eliminagcdo dessas interferéncias em Q-ICP-MS s&o o plasma frio

(“cool plasma”) e as interfaces com camara dinamica de reacdes ou colisdes.

Apds passagem pela interface, os ions sdo direcionados para o0
analisador de massas (no equipamento utilizado um quadrupolo); nessa etapa visa-
se a remocao dos ions que ndo serdo determinados; através de acdo de campos
eletromagnéticos somente o ion com a razdo m/z selecionada é conduzido para o

detector onde sera realizada a quantificagdo.
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2.3. Quimiometria e rastreabilidade.

O resultado gerado das determinacfes geralmente é utilizado para uma
decisdo em relacdo a problematica inicial. Quando o volume de dados gerados €&
expressivo e existem diversas variaveis que podem influenciar no sistema, a

quimiometria surge como ferramenta que contribui para interpretacédo dos dados.

A quimiometria trata-se da utilizacdo de estatistica multivariada no
estudo dos fendmenos quimicos, sendo um termo introduzido por Swede Svante
Wold e Bruce R. Kowalski em 1972.

As ferramentas quimiométricas tém sido usadas na quimica analitica
para maximizar informacfes obtidas em uma analise. Elas podem ser empregadas
desde o planejamento dos experimentos, visando a diminui¢ao e direcionamento dos
mesmos, até a andlise dos dados, através das correlacdes entre os resultados
obtidos.

Nesse sentido, muita énfase tem sido dada aos sistemas
multivariados, nos quais se pode avaliar muitas variaveis simultaneamente, ao se
analisar uma amostra qualquer. A conversdo da resposta instrumental no dado
quimico de interesse requer a utilizacdo de técnicas de estatistica multivariada,
algebra matricial e analise numérica. Essas técnicas se constituem no momento na
melhor alternativa para a interpretacdo de dados e para a aquisicdo do maximo de

informagao sobre o sistema.

Entre os tratamentos realizados, a anélise de componentes principal -
PCA (“Principal Components Analysis”) e analise hierarquica de agrupamentos -
HCA (“Hierarchical Cluster Analysis”) geralmente sdo empregadas para se ter uma
analise inicial do conjunto de dados. PCA € usada para representar todas as
variaveis estudadas em um numero pequeno de dimensdes, usualmente duas ou
trés, através de célculos de combinacgéo linear. HCA interconecta as amostras por
suas similaridades, produzindo um dendograma, onde as amostras sao agrupadas

de acordo com as variaveis pré-selecionadas.

Levando em consideracdo o0 tema rastreabilidade, muitas vezes

is6topos estaveis e as suas razdes (**C/*3C, “N/®N, %2S/3s, 8sr/87Sr) podem ser
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um indicativo para as analises de origem geografica de produtos como carne de
cordeiro (CAMIN et al. (2007)), aspargos (SWOBODA et al., 2008), entre outros.
HEUMANN & VANHAECKE (2008) ressaltaram que o ICP-MS tem um importante
papel nos estudos com is6topos, que podem trazer informacdes relevantes sobre as

amostras.

CAMIN et al. (2007), estudaram a razédo isotopica de H, C, N e S em
amostras de carne de cordeiros de diferentes regides da Europa. O estudo mostrou
diferenca significativa na composi¢do das carnes, sendo que os is6topos de C e N
foram influenciados pela alimentacdo dos animais e pelo clima e os isétopos de S
foram correlacionados com a origem geografica, de acordo com as analises de

componentes principais realizadas pelos autores.

BAHAR et al. (2010), realizaram um estudo monitorando as razdes
isotépicas em amostras de carne organica selecionadas de duas redes de
supermercados e de dois agougues certificados para esse tipo de carne. Amostras
de carne convencional também foram selecionadas no estudo. Porém eles
perceberam que efeitos relacionados a sazonalidade afetaram nas analises

isotopicas das carnes do estudo.

Outras aplicagbes com diversas matrizes, também podem ser
encontradas na literatura, GUNTHER-LEOPOLD et al. (2008) realizaram a
caracterizacdo de combustiveis nucleares empregando ICP-MS e quimiometria. Os
autores ressaltam a importancia dos baixos limites de detec¢éo da técnica e que isso
contribuiu nas analises da composicao isotopica; também é utilizado no trabalho
analises de cromatografia liquida de alta eficiéncia e estudos com ablacdo laser.
Existe diferenga entre as concentracbes dos Oxidos de lantanideos e na razéo
isotopica de Sr e Rb. Os resultados mostraram que a técnica espectroscopica €

importante para a caracterizacao de materiais radioativos.

A razao isotépica de Sr também foi utiizada em andlises
quimiométricas de espargos da Hungria e da Eslovaquia (SWOBODA et al., 2008).
As amostras mostraram uma separacao bastante clara, o que evidencia a diferenca
entre as mesmas. Nesse mesmo estudo também foram incluidas amostras do Peru,

Holanda e Alemanha, mas em um numero limitado se comparada a dos paises
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principais, sendo que existem similaridades entre as amostras de aspargos alemas e

holandesa.

Ja a razao isotopica de Zn é relatada como um importante parametro
em biogeociéncia, uma vez que ocorre variagdo natural na composicdo desse

elemento em amostras geoldgicas e bioldgicas (CLOQUER et al., 2008).

Além da rastreabilidade empregando medidas de razdo isotdpica
existem outras possibilidades para tentar caracterizar as amostras, como por
exemplo o teor total dos elementos quimicos. BENICASA et al., (2007) realizaram
um estudo com amostras de azeite de oliva da Italia apds determinacgdo dos teores
totais de 18 elementos quimicos empregando ICP-MS. As amostras ficaram
agrupadas em 8 conjuntos diferentes, sendo possivel a construgcdo de um modelo
quimiométrico empregando analise linear discriminante para prever a origem
geografica do azeite, sendo os teores de As, Ca, Fe, Na e Sr os principais

responsaveis pela separacéo.

FABANI et al., (2010) realizaram um estudo empregando quimiometria
e teores totais de Ca, Cr, Fe, K, Mg, Mn e Zn na identificagdo da origem de 31
amostras de vinhos argentinos. Também foram realizadas anélises do solo e a
combinacdo com a quimiometria foi relatada como uma poderosa ferramenta na
identificacdo da origem, demonstrando uma clara separacdo das regibes nas

analises de componentes principais.

GONZALVEZ et al. (2011) estudaram a origem geografica de arroz
baseada na composi¢cdo elemento quimico, para tanto selecionaram 107 amostras
para a construcdo de um modelo quimiométrico de analise discriminante linear e
utilizam 46 amostras para fazerem a validacdo. Na constru¢cdo do modelo foram
determinadas as concentracOes totais de 32 analitos empregando ICP OES. Os
lantanideos, Cd e Co foram 0s principais responsaveis pela separacdo dos grupos

de acordo com a regido geogréafica.

Outras estratégias também podem ser realizadas em estudos que
visam correlacionar dados obtidos com as varidveis analisadas. Empregando
caracteristicas sensoriais, perfil de acidos graxos e triacilglicerol, OLLIVIER et al.,
(2006) montaram um modelo quimiométrico para diferenciar a origem de azeites

franceses, sendo possivel observar a separacao dos azeites de acordo com a regiao
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em gue amostra foi produzida. Em outro trabalho, é apresentada uma revisdo de
meétodos analiticos juntamente com ferramentas quimiométricas para a determinacao
da qualidade e identidade de produtos lacteos é apresentada por KAROUI &
BAERDEMAEKER (2007). No trabalho € discutido o potencial de técnicas
destrutivas e nao destrutivas (técnicas espectroscopicas, infravermelho, ressonancia
magneética nuclear) para o controle da qualidade. Eles discutem que no processo de
fabricacdo existem aspectos relacionados a culturas locais e regionais e que iSso
afeta as propriedades o que torna possivel o0 monitoramento regional.

Em outro trabalho (LEBEQUE et al., 2001) realizaram um estudo com
25 tipos de queijos através de analise sensorial. Nesse estudo foram selecionados 8
atributos para o painel sensorial em que os individuos deveriam dar nota de 0 — 9.
Aplicando-se andlise de PCA aos dados obtidos do painel sensorial, os autores
puderam observar a formacéo de 5 grupos distintos de acordo com as informagdes
levantadas, tais como umidade e elasticidade e concluiram que existiam diferencas

significativas entre os grupos.

COZZOLINO et al., (2008) empregaram analise de teores totais de 9
elementos quimicos e espectroscopia por infravermelho préximo (NIR, “near
infrared”) para constru¢cdo de um modelo de calibracdo com o método mais usado
em calibracdo multivariada, o PLS (regressdo em minimos quadrados parciais) para
estudar possiveis correlacbes entre os teores dos elementos quimicos e o0s
espectros de NIR. Concluiram ser necessario maiores desenvolvimentos para

deixarem a metodologia mais robusta.

A quimiometria possibilita uma analise geral dos dados contribuindo
com informacdes que podem ser Uteis na tomada das decisdes referente ao estudo
realizado, maximizando informacfes de maneira a facilitar a visualizacao,
interpretacdo e compreensao dos dados, o que faz dela uma ferramenta importante

para interpretacdo e analise dos dados.
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3. Objetivos

O objetivo desta tese de doutorado foi desenvolver uma metodologia
para quantificar e avaliar a presenca de contaminantes inorganicos e elementos
essenciais em carne bovina de diferentes grupos genéticos, tipos de confinamento,
safras e regides brasileiras, com énfase ao grupo genético Nelore da Embrapa
Pecuaria Sudeste e da Embrapa Gado de Corte; visando propor um modelo
quimiométrico para a rastreabilidade de carne e identificar associacbes do perfil

elemento quimico em relagdo as caracteristicas organolépticas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Solugdes e reagentes

Durante a realizagdo deste trabalho de doutorado foram utilizadas as

solucdes e reagentes descritos a seguir:

Agua — agua destilada e desionizada foram empregadas para o preparo de todas as

solucées e diluicdes utilizadas (resistividade 18,2 MQ cm™).

Hidréxido de tetrametilaménio (TMAH) ((CHz)sNOH) — da marca Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA) comercializado em meio aquoso foi utilizado na otimizacdo dos
processos de extracao alcalina.

Triton X-100® (C14H2,0(C,H40)n) — da marca Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA) foi
utilizado como surfactante para manter a homogeneidade das amostras apés as

extracOes alcalinas.

CFAC - da marca Spectrasol (Warwick, EUA) foi utilizada para o preparo de

solugdes de aminas terciarias na otimizagdo dos processos de extragdo alcalina.

Acido Cloridrico 37% (v/v) (HCI) — &acido da marca Merk (Rio de Janeiro, RJ) foi
utilizado nos processos de extragdo. Esse acido foi empregado apos ser destilado

com temperatura abaixo do ponto de ebuli¢éo.

Acido Nitrico 65% (v/v) (HNOs) — &cido concentrado da marca Synth (Diadema, SP)
foi utilizado nos processos de extracdo e digestdo das amostras, assim como para
ajustar o pH das curvas analiticas de calibracéo. Esse acido foi empregado apos ser

destilado com temperatura abaixo do ponto de ebulicdo.

Peréxido de Hidrogénio 30% (m/v) (H.O,) — o peréxido da marca LabSynth
(Diadema, SP) foi utilizado nas extragcées e decomposicdes.

Dihidrogenoftalato de Potassio (CgHsO4K) — sais desse padrao primario nao
higroscopico da Nuclear (Sado Paulo, SP) foram empregados como composto

organico padrdo. Solucdes de carbono de 100 — 20000 mg L™ foram utilizadas como
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padrao de calibracdo para ICP OES, técnica empregada para determinacéo do teor
de carbono em solugcéo (GOUVEIA et al., 2001).

Solucdes padrao de referéncia — foram utilizadas na quantificacdo de metais por ICP
OES e ICP-MS. Solucdo estoque com concentracdo de 1000 mg L™* da TecLab
(Jundiai, Brasil), foi diluida com solucdo de HNO3; 1% (v/v), produzindo curvas
analiticas de calibracdo adequadas a quantificacdo. Os padrdes com concentracdes
na grandeza de pg L™ eram preparados no dia de sua utilizacdo (Marconi,
Piracicaba, SP).

4.2. Amostras

Nesse trabalho foram utilizadas 650 amostras de Longissimus dorsi
(contra-filé) de animais provenientes de diferentes unidades da EMBRAPA: Embrapa
Pecuaria Sudeste, localizada em Sdo Carlos, Sdo Paulo; Embrapa Gado de Corte,
localizada em Campo Grande, Mato Grosso do Sul; Embrapa Meio-norte, localizada
em Teresina, Piaui; e Embrapa Amazobnia Oriental, localizada em Belém, Para.
Alguns dos gados tiveram o ciclo de vida completo dentro das unidades das
Embrapa; outros cresceram em fazendas colaboradoras e tiveram a terminagcéo nas
Unidades de pesquisa. As amostras foram fornecidas pelo laboratorio de carne da

Embrapa Pecuaria Sudeste

As amostras sdo de diferentes grupos genéticos como Nelore,
Canchim, Pé-duro, Cruzados (representados pelo conjunto: AX, CX, LX, BX, WX —
onde a primeira letra correspondente ao grupo genético do pai e o X é atribuido as
caracteristicas da mae, sendo que as letras correspondem: A = Angus, C =
Canchim, L = Limousain, B = Bonsmara, W = Wagyo e X = % angus ¥z nelore ou %2

senepol %2 nelore).

As amostras de Nelore possuem uma maior gama de informagdes pois
estdo dentro de um projeto Macroprograma 1, que esta inserido na rede “Bife de
Qualidade”, financiado pela Embrapa no qual estd sendo desenvolvida uma
populacdo da raca Nelore, onde estdo sendo avaliadas medidas relacionadas a

eficiéncia alimentar, producao e qualidade da carne (incluindo maciez de carne) e
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perfil elemento quimico, que faz parte do plano de acdo do projeto. Esse conjunto de
informacOes sera utilizado em estudos quantitativos e moleculares, visando a
recomendacdo de critérios de selecdo para melhoramento da racga. Portanto, parte
dos estudos foi voltada especificamente para as amostras de Nelore de S&o Carlos e

de Campo Grande.

Também foram utilizadas amostras de referéncia certificada de figado
bovino (Bovine Liver NIST 1577b, National Institute of Standards and Technology,
EUA) e musculo bovino (Bovine Muscle NIST 8414, National Institute of Standards

and Technology, EUA) para validagédo e desenvolvimento da metodologia.

4.3. Instrumentacao

4.3.1. ICP OES

Espectrdmetro de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente
(ICP OES) com visédo radial (Vista RL, Varian, Mulgrave, Australia) foi utilizado nas
determinacdes de carbono residual e dos macronutrientes. Na Tabela 4.1 sé&o

listados os parametros instrumentais utilizados para as determinagoes.

Tabela 4.1. Parametros operacionais do ICP OES empregado nas determinagdes do

perfil dos elementos quimicos.

Parametros instrumentais ICP OES
Visdo Radial
Sistema Optico Echelle
Detector Solido CCD (167 — 785 nm)
Poténcia (kW) 1,2
Vaz&o gas auxiliar (mL min™) 15
Vaz&o gas nebulizacdo (mL min™) 0,7
Camara de nebulizacao Sturman-Masters
Nebulizador Ranhura em V
Altura de observacéo 8 mm

Linhas espectrais (nm)
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C 193,027
K 769,897
Mg 279,553
Ca 396,847
Na 589,592
P 213,618

181,972

36

4.3.2. ICP-MS

Foi utilizado um espectrometro de massas com plasma de argonio
acoplado indutivamente (ICP-MS) com visdo axial (820-MS, Varian, Melbourne,
Australia) equipado com amostrador automatico SP3, com nebulizador Seaspray e
camara de nebulizagcdo do tipo Scott. As condi¢cdes de operagdo do equipamento
encontram-se na tabela 4.2.

Tabela 4.2. Parametros operacionais do ICP-MS empregado nas determinacdes do

perfil dos elementos quimicos.

Parametros instrumentais ICP-MS
Gerador de radio-frequéncia (MHz) 27
Poténcia de radio-frequéncia (kW) 1,40

Fluxo do plasma (L min™) 18,0

Fluxo do gas auxiliar (L min™) 1,80
Fluxo do géas de nebulizagéo (L min™) 1,0

Fluxo do “sheat gas" (L min™) 0,18

Fluxo de H, na CRI (mL min™) 60
Material dos cones de amostragem e Ni

“skimmer”

Modo de escaneamento

Dwell time (us)

Peak Hopping (quantificacéao)
“full mass scan” (espectros de fundo)
10000
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4.3.3. Demais instrumentos utilizados

Além do ICP OES e do ICP-MS, também foram utilizados para

desenvolvimento desse trabalho de doutorado os instrumentos a seguir:
» Sistema para destilacdo de acido em sub-destilagdo (Marconi, Brasil).

* Liofilizador (E-Savant, modelo Micromodulo, EUA), equipado com bomba

Savant VLP 80 foi utilizado para liofilizar as amostras.

* Moinho criogénico para moagem das amostras com minimizacdo das

possibilidades de contaminacéo (IKA, modelo A1l basic, EUA).

 Banho Dubnoff - aquecimento com controle de temperatura e agitacao
(Novatécnica NT 232, Brasil).

* Forno de micro-ondas (Ethos 1, Millestone, EUA), equipado com rotor de 41

frascos de decomposicao e sensor de temperatura.

4.4. Procedimento experimental

A medida que as amostras eram recebidas pelo laboratério de carne da
EMBRAPA Pecuaria Sudeste, as mesmas eram liofilizadas e moidas em moinho
criogénico visando minimizar a possibilidade de contaminacdo. Em seguida eram

armazenadas a vacuo em sacos plasticos e estocadas em freezer a — 80° C.

Foi realizada otimizacdo para trés tipos de preparo de amostras:
extracdo alcalina, extracdo acida e decomposicdo empregando micro-ondas com
amostra de figado bovino certificada (NIST 1577b). Apos avaliar as metodologias, foi
escolhido a que apresentou melhores resultados de recuperacdo dos elementos
guimicos e uma maior variedade de macro, micro e contaminantes inorganicos

recuperados.
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4.4.1. Extracdo alcalina

Para testes iniciais foram adotados os reagentes CFAC e TMAH em
meio aquoso. A metodologia empregando CFAC foi baseada na proposta por
SANTOS et al., (2002) e NOBREGA et al., (1997); porém nos trabalhos originais os
autores empregaram amostras liquidas - leite, ndo sendo obtidos resultados
satisfatorios no presente trabalho. Desta forma, optou-se por prosseguir a

otimizacao apenas com TMAH.

Foram realizados testes univariados visando estudar a acidez do meio

apos a extracdo alcalina com TMAH baseado na proposta de BATISTA et al. (2009).

Para a otimizacdo da extracdo alcalina empregando TMAH, foi
montado um planejamento experimental 2* completo com um total de 16
experimentos para avaliar as melhores condicbes experimentais. Nesse
planejamento foram consideradas as varidveis: massa de amostra, volume e
concentracdo de TMAH e tempo de extracdo. A tabela 4.3 ilustra os valores minimos

(normalizados em -1) e maximos (+1) adotados nesse planejamento.

Tabela 4.3. Variaveis e niveis maximos e minimos empregados no planejamento

experimental da extrag&o alcalina.

Variavel (-1) (+1)

Massa de amostra (mg) 50 100
Volume de TMAH (mL) 1 2
Concentracdo de TMAH (%) 25 50
Tempo (h) 6 24

A amostra certificada era inserida em um tubo de polipropileno e o
reagente era adicionado de acordo com o0 experimento proposto. A tabela 4.4 ilustra

a possibilidade dos 16 experimentos.
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Tabela 4.4. Planejamento experimental desenvolvido em amostra certificada de

figado bovino (SRM 1557-b) para otimizacéo da extracéo alcalina.

Experimento Massa de amostra Volume TMAH Concentracdo de TMAH Tempo

1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 +1
3 -1 -1 +1 -1
4 -1 -1 +1 +1
5 -1 +1 -1 -1
6 -1 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1 -1
8 -1 +1 +1 +1
9 +1 -1 -1 -1
10 +1 -1 -1 +1
11 +1 -1 +1 -1
12 +1 -1 +1 +1
13 +1 +1 -1 -1
14 +1 +1 -1 +1
15 +1 +1 +1 -1
16 +1 +1 +1 +1

O volume era ajustado para 10 mL com solucdo Triton X-100 (0,01%
v/iv) e HNO3 (1,0% v/v). As amostras foram analisadas em ICP OES e ICP-MS,
sendo que no ICP OES foram monitoradas duas linhas espectrais de cada analito e
no ICP-MS foram escolhidos os is6topos mais abundantes e avaliada a necessidade
de adicdo de H, ou He na CRI. As melhores condicbes foram estabelecidas
baseadas na porcentagem de recuperacdo dos analitos de acordo com os valores
que constam no certificado, sendo que a curva de calibracdo era realizada com
compatibilizacdo de matriz. Foram realizadas analises em ICP-MS no modo “full
mass scan” da massa 2,49 até 256,847 com incrementos de massa de 0,025 u.m.a e
quantificacdes dos analitos que foram possiveis de se recuperar com a metodologia

desenvolvida nessas amostras.
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4.4.2. Extragdo &cida

Para otimizacdo da extracdo acida foram selecionados HNO;3; (que
apresenta alto poder oxidante) e HCI; nesse processo também foi avaliada a
necessidade de agitacdo e aquecimento dos tubos de polipropileno onde a extracao
era realizada. Isso foi possivel devido a um banho de aquecimento com agitacédo
disponivel no centro de pesquisa, o qual foi adaptado para realizar a extracéo de até

60 amostras por batelada.

Além desses parametros, foram avaliadas a massa de amostra, 0
volume e a concentracdo do acido e o tempo de extracdo, sendo montado um
planejamento experimental fracionado 2’ num total de 16 experimentos. A tabela
4.5 ilustra os valores minimos e maximos adotados das 7 variaveis dos

experimentos.

Tabela 4.5. Variaveis e valores minimos e maximos empregado no planejamento

experimental da extracdo acida.

Variavel (-1) (+1)

Massa de amostra (mg) 100 200
Tipo de &cido HCI HNO3

Volume de acido (mL) 5,0 10,0

Concentrac&o do &cido (mol L™ 0,1 1,0
Agitacao Sem Com
Aquecimento Sem Com

Tempo (min) 30 60

A tabela 4.6 apresenta os 16 experimentos que foram realizados na
otimizag&o da extragcdo; apos o procedimento de extragdo, se necessario o volume

era ajustado para 10 mL.
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Tabela 4.6. Planejamento experimental desenvolvido em amostra certificada de

figado bovino (SRM 1557-b) para otimizacéo da extracéo acida.

Exp Massa Tipode Volume Concentragdo Tempo Agitacdo Aquec.
acido acido do acido
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1 1 1 -1
3 -1 1 -1 -1 1 1 -1
4 1 1 -1 -1 -1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 1 -1 -1
6 1 1 1 -1 -1 1 1
7 -1 1 1 -1 -1 1 1
8 1 1 1 -1 1 1 1
9 -1 -1 -1 1 -1 1 -1
10 1 -1 -1 1 1 -1 1
11 -1 1 -1 1 1 -1 1
12 1 1 -1 1 -1 1 -1
13 -1 -1 1 1 1 1 1
14 1 -1 1 1 -1 -1 -1
15 -1 1 1 1 -1 -1 -1
16 1 1 1 1 1 1 1

Apos a realizagcdo dos 16 experimentos, esses foram analisados em
ICP OES. Com base nos resultados obtidos foi adotada a melhor condicao para que

fossem feitas as analises por ICP-MS.
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Para otimizacdo da metodologia de quantificacdo por ICP-MS foram
avaliados a necessidade da utilizacdo da CRI e os principais isotopos dos analitos
de interesse. As curvas de calibragdo foram preparadas compatibilizando matriz.
Foram realizadas analises no modo *“full mass scan”, similar ao descrito

anteriormente.

4.4.3. Digestdo empregando forno de micro-ondas com rotor de 41 frascos

Durante o desenvolvimento foi adquirido um forno micro-ondas com
rotor que acomodava simultaneamente 41 frascos, fato que aumentou a frequéncia
analitica do preparo. Baseado no manual do fabricante e desenvolvimentos de
trabalho dentro da unidade de pesquisa (otimizacdo multivariada para digestdo de
plantas forrageiras — realizado em conjunto com funcionaria do centro de pesquisa)
foram feitos experimentos univariados em amostras de contra-filé comercial
buscando diminuir o volume de acido recomendado pelo fabricante e identificar uma
metodologia em que fosse possivel eliminar a gordura que permanecia apds 0s
processos de digestdo. Apds a otimizacdo da metodologia, a mesma foi aplicada a
amostra de figado certificado, sendo realizadas as avaliagbes das quantificacdes
empregando ICP OES e das condi¢des ideais para as determinagdes por ICP-MS.

Nessa etapa de otimizagcao empregando ICP-MS, baseado no artigo de
SALAZAR et al, (2011), iniciou-se o emprego de padrao interno para tentar melhorar
as quantificacdes dos elementos presentes em menores concentracdes, quais sejam
0s micronutrientes, tais como Mn, Cu, Co e Mo e os contaminantes tais como As, Cd
e Pb. Foram avaliadas a adicdo de padrdo interno (Sc, Y e Bi) apdés os
procedimentos de digestdo, na concentracéo final de 10 ug L™. As amostras tinham

o volume ajustado para 30 mL e em seguida eram realizadas as determinagodes.

O procedimento foi otimizado para uma massa de 100 mg com a
adicdo de 2 mL de HNO3, 2 mL de H,0, e 6 mL de H,O para que se atingisse 10 mL
que é o volume minimo de operacao do frasco para esse tipo de rotor. A tabela 4.7

apresenta o programa de micro-ondas que ficou estabelecido para as digestdes.
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Tabela 4.7. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas com rotor de 41

frascos.
Etapa Tempo (min)  Poténcia (W) T (°C) Presséo (bar)
1 10 1300 120 20
2 15 1500 170 20
3 35 1500 170 20

ApoOs a digestdo era adicionado os padrbes interno Sc, Y e Bi
(concentragdo final 10 pg L) e o volume ajustado para 30 mL para futuras

quantificacoes.

As analises do teor de carbono residual da amostra foram realizadas
com base no procedimento descrito por GOUVEIA et al.,, (2001) empregando
biftalato de potassio como padréo para o carbono e o comprimento de onda 193,027
nm para as quantificagdes por ICP OES.

Apés realizada a avaliacdo das 3 metodologias (extracdo alcalina,
acida e digestdo), o procedimento empregando micro-ondas com 41 frascos foi
adotado como padrédo e aplicado as 650 amostras disponiveis para analise.
Inicialmente, foram realizadas analises em ICP-MS no modo “full mass scan”,
conforme descrito anteriormente. Os analitos foram quantificados empregando ICP
OES e ICP-MS. Além disso, foi proposta a utilizacdo de uma planilha com 250
comprimentos de onda para realizar varreduras espectrais das amostras por ICP
OES.

4.4.4. Espectros empregando ICP OES

Apos desenvolvimento da metodologia de quantificacdo dos
macroelementos quimicos em ICP OES foi montado uma planilha com 250 linhas
espectrais para obtencdo de espectros por ICP OES. Nessa planilha foi incluida pelo
menos uma linha de cada elemento que o equipamento permite analisar; as demais

linhas foram escolhidas de forma que fosse possivel montar um espectro que
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cobrisse a regido de 167 a 770 nm e considerando-se os valores de intensidade das

linhas espectrais. A tabela 4.8 apresenta os elementos monitorados e o respectivo

comprimento de onda. Para a realizagdo dos espectros monitorava-se as

intensidades dos sinais dos comprimentos de onda descrito na tabela para cada uma

das amostras.

Tabela 4.8. Analito e respectivos comprimentos de onda (nm) utilizados para

construgcédo dos espectros empregando ICP OES visando a constru¢cdo do modelo

estatistico.

Elemento Comprimento de onda (nm)

Ag
Al
Ar

As
Au

Ba
Be
Bi

Br

Ca
Cd
Ce
Cl
Co
Cr
Cs
Cu
Dy
Er
Eu
Fe

233,137
167,019
415,859
735,328
188,980
201,202
182,577
233,527
313,042
195,406
447,261
193,027
211,276
214,439
385,432
741,412
228,615
205,560
697,327
213,598
345,432
331,243
737,022
234,350

241,318
237,312
433,356
743,533
193,696
235,265
249,678
455,403

222,821
457,574
247,856
393,366
226,502
391,274
771,758
230,786
206,158

223,009
353,171
383,048

238,204

328,068
257,509
549,587

197,198

249,772
493,408

223,061
635,073

396,847
228,802

395,253

238,892
267,716

324,754
389,853

259,837

338,289
309,271 396,152
565,070 641,631 645,918 675,283 703,025

585,367

306,771
663,162

422,673

361,051
401,239 413,380

285,567 357,868

327,395
393,468

259,940 263,105 373,713
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Ga
Gd
Ge
H
Hf
Hg
Ho
In
Ir
K
La
Li
Lu
Mg
Mn
Mo
N
Na
Nb
Nd
Ni
O
Os
P
Pb
Pd
Pr
Pt
Rb
Re
Rh
Ru
S
Sb

229,417
301,013
208,426
434,047
264,141
265,204
341,644
230,606
205,116
404,721
333,749
460,289
547,668
279,553
257,610
202,032
174,213
568,821
295,088
397,326
216,555
543,576
225,585
177,434
182,143
229,651
381,602
203,646
727,999
227,525
245,892
267,876
180,669
187,052

287,423
303,284

486,133

313,184
347,425
271,027
269,423
766,491
375,908
610,365

280,270
259,372
203,846
174,465
588,995

334,156
221,648
591,063

178,222
217,000
340,458
405,653
273,396

249,078
349,894
181,972
206,834

417,204

315,184
351,559
283,690

769,897
387,164
670,783

285,213
260,568
204,598

589,592

227,021

615,820

213,618

220,353

355,308
411,846

339,682

182,562
217,582

45

365,016

293,263 303,936 325,609

399,575 407,734 419,655 423,837 489,992

299,199 305,299
279,482
281,615 289,099 291,191 379,825

231,604

253,561
239,379 261,417
360,955

343,488 369,236

189,965 191,406
231,146
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Sc
Se
Si
Sm
Sn
Sr
Ta
Tb
Te
Th
Ti
Tl
m
U
\Y
w
Y
Yb
Zn
Zr

255,235
185,457
221,667
425,639
215,152
216,596
268,517
329,307
182,150
269,242
323,658
190,794
317,282
409,013
292,401
207,912
321,668
297,056
202,548
343,823

335,372
196,026
250,690
443,432
219,935
243,160

367,636

214,282

274,716

325,291

276,789

309,310

360,074

206,200

359,047
199,446
251,611

407,771

225,903

401,913

337,280

351,923

311,070

371,029

207,908

46

361,383 363,074 431,408
203,985
288,158

421,552

238,579

377,572

311,837 319,068

377,433 437,494

213,857 277,085

Apds a otimizacdo da metodologia para o preparo de amostra ficou

estabelecido que as amostras fossem digeridas em forno micro-ondas e analisadas
por ICP OES e ICP-MS.

4.5. Tratamento dos dados

Os dados obtidos no trabalho foram tratados empregando planilhas do

Excel e Origin.

O programa Pirouette versao 4,0 foi utilizado para as analises de PCA

que foram aplicadas a matriz de dados geradas por trés procedimentos diferentes: (i)

determinacdes dos elementos quimicos, (i) contagens correspondentes aos
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espectros de massa obtidos no modo “full mass scan” e (iii) valores de intensidade
obtidos pela varredura por ICP OES. Nas PCA’s os dados foram auto-escalados
quando tratavam-se de concentracdes e centrados na média quando se tratavam de

espectros.

Além disso, estudos de associacdo entre elementos quimicos e
propriedades organolépticas foram realizados para as amostras de Nelore de Sao
Carlos e Campo Grande empregando o programa Statistical Analysis System (SAS
INSTITUTE INC., 2000). Para determinacdo de quais efeitos ambientais influenciam
nos teores dos elementos quimicos Ca, K e Na foi feita uma andlise de variancia
utilizando o método PROC GLM do SAS incluindo os efeitos de local de nascimento,
local de confinamento, estacdo de nascimento. A idade do animal no abate foi
incluida como covariavel. As analises foram realizadas pelo método da maxima

verossimilhancga restrita utilizando o programa SAS.

Nas analises para avaliar a influéncia dos elementos quimicos sobre a
maciez de carne, foi utilizado um modelo com os efeitos fixos de grupo de
contemporaneos e genaotipos do marcador. A idade do animal na data do abate, o
pH, as concentracdes de Ca, K e Na foram incluidos como covariaveis, além do
efeito aleatério do touro (progenitor). Para formacao dos grupos de contemporaneos,
foram considerados os efeitos de local e més de nascimento, local de confinamento
e lote de abate. Em seguida foi realizada uma analise dos coeficientes de correlacéo
de Pearson utilizando o método PROC CORR do SAS para os elementos quimicos
Ca, K e Na.
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5. Resultados e discussao

Inicialmente foram avaliados 3 meétodos de preparo de amostras:
extracdo alcalina, digestao acida e digestao assistida por radiacdo micro-ondas com
cavidade com base nos teores de recuperacdo dos analitos em amostra de figado
bovino certificado (NIST 1577b), sendo considerados exatiddo, repetibilidade e a
facilidade de operacionalizacdo da metodologia, para ser aplicado nas amostras do

presente trabalho.

5.1. Extracéo alcalina

Foram realizados testes empregando CFA-C e TMAH. Para os
experimentos que empregavam CFA-C foram avaliados a massa de amostra, o
volume de CFA-C, o valor do pH e o tempo de agitacdo; contudo, os resultados
foram inferiores se comparados ao TMAH, provavelmente devido a complexidade do
meio. Por esse motivo, 0s experimentos tiveram continuidade apenas com a
utilizacdo de TMAH.

Baseado no trabalho de BATISTA et al.,, (2009) aplicando-se a
condicdo adotada pelos autores (75 mg de amostra + 1 mL de TMAH 50%) foram
realizados testes com amostras de contra-file comercial visando aumentar a acidez
do meio apos o processo de extracdo. Os volumes eram ajustados para 10 mL com
solugéao Triton X-100 (0,01% v/v), sendo que a concentracdo do HNOg foi variada.
Foram avaliados meios acidos com concentragfes de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 4,0%

(v/v). A figura 5.1 ilustra os testes realizados.



Resultados e discussao 50

Figura 5.1. Extracdo alcalina empregando TMAH apds ajuste de volume com
solugéao Triton X-100 (0,01%) e variando-se a concentragcdo do HNOs: 0,1; 0,5; 1,0;

1,5; 2,0 e 4,0% (v/v), respectivamente.

O pH dos meios apos a extracdo foi monitorado, sendo da esquerda
para a direita respectivamente 13,2; 12,6; 12,0; 1,8; 1,5 e 0,8. E possivel observar
gue com o0 aumento da acidez do meio (com a solucdo 1,5% - pH = 1,8), ocorre a
precipitacdo das proteinas; esse fato pode dificultar a introducdo da amostra,
causando entupimento do nebulizador durante a analise por ICP-MS. Dessa forma
seria necessaria a adicdo de mais uma etapa durante o preparo, centrifugando a
mistura e colhendo o sobrenadante para posterior analise aumentando a
manipulacdo da amostra; além disso, analitos podem estar ligados a fracdo protéica
a recuperacdo dos mesmos seria afetada. Dessa forma foi estipulado que, apos a
extracdo, o volume seria ajustado com solug&o Triton X-100 (0,01%) e HNO3 (1,0%).

Foram realizados testes em amostra de material de referéncia
certificado (figado bovino - SRM NIST 1577b) e posterior quantificacdo por ICP OES,
para verificar a necessidade de agitacdo e/ou o emprego de ultrassom e
aquecimento. A extragao foi realizada a partir de 75 mg de amostra com adi¢do de 1
mL de TMAH 50%, sendo feito o ajuste de volume com solucdo de Triton X-100
(0,01%) e HNO3 (1,0%). Na tabela 5.1 sédo apresentados os resultados obtidos.
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Tabela 5.1 Valores de recuperacdo dos analitos (%) em amostra de referéncia
certificada (figado bovino — SRM NIST 1577b), apds extracdo empregando 75 mg de
amostra + 1 mL de TMAH 50%, 12h de extragdo (com e sem agitacéo; ultra-som e

aguecimento) e determinacéo por ICP OES.

Analito Recuperacbes (%) Ultra-som (1h) Aquecimento
Sem agitacdo Com agitacéo (80°0)
Ca 396,847 96 113 110 128
Cu 324,754 93 80 87 131
Fe 238,204 73 94 90 106
K 766,491 101 99 98 107
Mg 279,553 73 90 89 100
Na 588,995 107 99 97 108
P 213,618 89 85 83 91
Zn 213,857 102 97 95 102

Os resultados demonstram que a adicdo de alguma fonte de energia
auxiliar (agitacao, ultrassom ou aquecimento) melhora a recuperacédo de Fe e Mg;
provavelmente devido ao fato desse elemento estar ligado fortemente a matriz. Para
os demais analitos os teores de recuperagdo quando nao utilizada outra fonte
energética foram satisfatérios, sendo assim optou-se por nao utilizar fonte de energia
auxiliar e otimizar as demais condicbes de extracdo, aplicando planejamento

fatorial.

A tabela 5.2 ilustra os resultados obtidos para o planejamento

experimental realizado visando a otimiza¢do da metodologia.
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Tabela 5.2 Valores de recuperacdo dos analitos (%) em amostra de material de

referéncia certificado (figado bovino — SRM NIST 1577b), ap0s experimentos do

planejamento experimental realizando determinacédo por ICP OES.

Exp Ca Cu Fe K Mg Na P Zn
396,847 324,754 238,204 766,491 279,553 588,995 213,618 213,857
1 100 64 85 98 75 104 81 94
2 62 64 80 104 87 103 86 97
3 83 96 94 102 90 102 84 96
4 48 96 66 99 101 100 84 95
5 90 84 107 94 98 92 79 90
6 79 68 93 101 99 101 85 94
7 52 133 62 99 64 99 84 91
8 36 83 54 98 93 99 85 92
9 99 57 81 91 73 108 87 94
10 76 93 74 104 75 107 87 98
11 96 93 73 101 73 107 89 102
12 92 104 75 99 77 108 90 102
13 107 101 99 99 96 109 88 96
14 89 102 105 98 92 104 86 91
15 56 118 97 107 93 103 86 95
16 40 139 91 103 94 104 86 93

De maneira geral, os teores de recuperagdo dos elementos quimicos

ficaram na faixa de 90 a 110%. E possivel observar para os analitos Ca e Fe que 0s

experimentos realizados no tempo de 24 horas apresentaram baixos teores de

recuperagcdo se comparados aos de 6 horas; provavelmente eles sofrem hidrolise,

fato que prejudica a recuperacgéo desses elementos. O experimento 3, que utiliza 50

mg de amostra + 1 mL de TMAH 50% por 6 horas foi adotado para esse tipo de

preparo de amostra. Se comparado ao trabalho de BATISTA et al., (2009) a
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diferenca entre ambos experimentos esta na massa de amostra. O experimento que
corresponde ao proposto pelos autores do trabalho no planejamento experimental
corresponde ao de numero 11. Esse experimento também apresentou resultados de

recuperacgédo satisfatorios.

A amostra gerada pelo procedimento de extracao 3 foi quantificada em
ICP-MS, sendo avaliado, dependendo do analito, um ou mais is6topo e com ou sem
adicao de gas no “skimmer”. Trabalhos anteriores desenvolvidos dentro do grupo de
pesquisa, que mostravam que a adicdo de gases no “sampler” ndo minimizava as
interferéncias isobaricas (PEREIRA et al., 2010). A tabela 5.3 mostra a diminui¢cao
do sinal do analito Cu® quando utilizado o gas H, na CRI. Esse metal sofre
interferéncia do poliatdmico Ar*®Na®, sendo que o argdnio é constituinte do gas do

equipamento e o Na da matriz.

Tabela 5.3. Comparacao dos sinais analiticos (contagens) para curva de calibracéo

de 0 4 4 (ug kg™) na determinacéo de Cu®.

Concentracao Sem CRI 60 mL min™ de H, 80 mL min™ de H;
(Mg kg™ no “skimmer” no “skimmer”
0 13153,2 87 11,5

0,04 25417 251,5 25
0,1 49551,9 436,5 41,5
0,15 103097,9 1399 167,5
0,2 90977,5 688,5 84
0,4 146262,3 917 109,5
1 584628,6 2836,5 302,5
2 1379053 7969,2 738
4 2688181 27580 2587,5

E possivel observar a diminuicdo das contagens da ordem de 100

vezes quando é adicionado H, na vazédo de 60 mL min™ e da ordem de 1000 vezes
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quando a vazdo é aumentada para 80 mL min™. Isso evidencia que ocorre remogao
do analito em conjunto com o interferente; essa estratégia é interessante de ser
utilizada quando a razao sinal do analito / sinal do interferente for maior do que
guando a CRI ndo é aplicada; dessa forma a tendéncia é que haja melhoras no
limite de deteccdo e de quantificacdo. Dessa forma, foi adotada a vazao de 60 mL

min™ para os analitos que necessitavam da adicdo de gases na CRI.

A tabela 5.4 mostra os teores de recuperacdo de diferentes analitos
empregando diferentes condicbes quando foi aplicada a condi¢do otimizada: 50 mg
+ 1 mL de TMAH 50% por 6 horas sendo realizado o ajuste de volume para 10 mL
com solucao Triton X-100 (0,01%) e HNO3 (1,0%).

Tabela 5.4. Valores de recuperacao dos analitos (%) em amostra de material de
referéncia certificado (figado bovino — SRM NIST 1577b) ap0s extracdo empregando

50 mg de amostra+ 1 mL de TMAH 50% por 6 horas com determinacéo por ICP-MS.

Analito Semgas 60 mL min® H, 60 mL min™ He

Cr** X X X
Cr* X X X
Mn®®° 56,3 58 56,7
Fe* X 138 147,7
Co> * 76,1 22,4 26,0
As™ X X 133
Se’® X 123,6 80,8
Se X X X
Mo 73,5 79,3 72,5
Mo® X 92,3 77,2
cd'*? 34,9 87,1 101,7
cd™* X 65,7 54,2
Pb*® 54,1 49,1 54,4

* - valor nao certificado X — nao foi possivel a quantificacdo
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Os resultados das quantificagbes mostraram-se bastantes criticos
devido a baixa exatiddo; ndo foi possivel a determinacdo de alguns analitos, tais
como Mn*, Fe*® e Pb®®. Esse fato pode ser atribuido a complexidade do meio,
mesmo sendo realizada a compatibilizacdo de matriz. Muitas vezes a curva de
calibracdo ndo apresentou valores de correlacdo satisfatorios; outras vezes o
problema pode estar relacionado as interferéncias poliatbmicas. Para esse tipo de
interferéncia pode ser citado o caso da interferéncia na quantificacdo do Cr*%, uma
vez que o meio da amostra é rico em carbono e o plasma é constituido de argbnio,

40Cl2

afetando criticamente na determinacdo desse isotopo (Ar ); ou ainda a

determinacdo de As’®, que é afetada pela interacéo entre o argdnio do plasma e o

cloreto da amostra (Ar*°CI*®

); essa interferéncia merece destaque, uma vez que As é
um elemento monoisotdpico ndo sendo possivel escolher outra m/z para ser

monitorada.

Mesmo assim foram obtidos os primeiros espectros de massa das
amostras aplicando no ICP-MS o modo “full mass scan”. A figura 5.2 apresenta o0s
espectros de 10 amostras selecionadas aleatoriamente, que possuiam entre si

diferencas de grupos genéticos e regides.
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Figura 5.2. Espectros de massa obtidos por ICP-MS de 10 amostras aleatérias de
Longissimus dorsi de diferentes grupos genéticos e regibes apOs extracdo

empregando TMAH.



Resultados e discussdao 56

Por esses espectros € possivel observar que existem diferencas entre
0s sinais das razdes m/z. Seja no valor da intensidade ou na posicédo dos sinais. A
observacédo dessas diferencas fica ainda mais evidente se analisado o intervalo de O
a 100 m/z, localizado no canto direito superior da figura. Contudo, apés esses testes
iniciais, o equipamento perdeu sensibilidade, em razdo da grande quantidade de
leituras, o que provavelmente tenha sobrecarregado o detector. Esse fato motivou a

busca por outra estratégia de preparo de amostra.

5.2. Extracdo acida

A utilizacdo da extracdo acida foi uma alternativa avaliada nesse
trabalho. Foram testados HNO3; e HCI. O HNO3; é interessante, pois além do seu
poder oxidante, introduz no plasma apenas espécies que ja existem no mesmo; ja o
HCI adiciona no plasma ions CI', que pode se recombinar formando interferentes
isobaricos ou causar interferéncia espectroscopica. As tabelas 5.5a e 5.5b
demonstram os resultados dos teores de recuperagéo do planejamento experimental
em amostra de referéncia certificado (figado bovino — SRM NIST 1577b), que foi
previamente utilizado na otimizacdo da extracdo acida para 0os macroconstituintes,

quantificados por ICP OES.
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Tabela 5.5a. Valores de recuperacdo (%) de Ca, Cu, Fe e K do planejamento
experimental 22 em amostra de referéncia certificada (figado bovino — SRM NIST
1577b) empregando ICP OES.

Exp Ca DPR Cu DPR Fe DPR K DPR
396,847 (%) 324,754 (%) 238,204 (%) 766,491 (%)

1 70,4 0,7 93,3 53 42,9 9,7 94,6 3,3
2 57,5 9,3 74,4 10,1 32,0 7,2 75,3 55
3 80,0 3,1 85,7 9,1 27,8 6,3 104,2 0,9
4 73,6 91 76,4 10,8 37,9 0,5 98,3 0,4
5 69,8 3,6 100,0 53 37,8 4,4 97,1 2,7
6 63,7 9,0 89,0 2,3 41,4 1,4 84,1 3,3
7 95,8 8,7 97,8 6,3 41,0 1,8 111,3 1.3
8 69,3 9,0 85,5 7,6 33,2 10,4 1047 5,8
9 62,5 10,5 97,3 51 40,1 3,3 84,5 4,7
10 64,9 1,7 87,1 6,0 50,0 2,1 80,3 29
11 70,0 2,3 94,1 55 60,8 1,7 100,8 2,3
12 66,6 9,8 81,1 3,0 19,7 5,6 90,8 2,7
13 89,7 2,4 97,8 1.3 48,3 8,3 88,1 0,3
14 48,0 7,2 82,8 10,6 31,7 10,6 71,3 6,1
15 74,2 3,6 98,1 2,0 44,0 10,9 101,6 15

16 61,6 4,3 83,8 5,2 57,1 3,4 90,6 4,4
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Tabela 5.5b. Valores de recuperacdo (%) de Na, Mg, P e Zn do planejamento
experimental 22 em amostra de referéncia certificada (figado bovino — SRM NIST
1577b) empregando ICP OES.

Exp Na DPR Mg DPR P DPR  zn  DPR
588,995 (%) 279,553 (%) 213,618 (%) 213,857 (%)

1 103,4 3,4 101,7 3,2 76,0 3,4 105,1 4,9
2 88,7 6,0 80,9 6,4 59,0 6,8 86,0 7,6
3 97,7 11 95,5 1,2 72,9 3,0 96,5 3,0
4 93,2 0,2 85,6 0,3 67,3 9,6 91,6 1,4
5 107,3 2,5 101,7 4,2 77,6 4,1 104,9 6,8
6 100,6 3,9 89,6 3,5 70,6 4,3 95,2 55
7 104,6 1,4 102,9 0,7 79,6 1,4 103,0 0,9
8 101,2 5,6 87,5 6,5 71,7 9,3 93,6 5,8
9 96,4 4,9 88,5 51 70,2 4,0 94,1 51
10 98,9 4,2 84,7 29 71,2 4.8 89,0 3,0
11 96,9 2,1 96,8 2,6 86,2 2,4 94,1 3,9
12 91,9 3,3 80,5 2,7 73,8 3,3 84,8 4,1
13 103,6 1,0 97,4 0,4 80,3 1,0 102,1 0,7
14 84,9 9,3 82,1 9,8 68,9 11,2 91,2 9,7
15 103,8 11 98,6 2,0 79,1 2,0 96,0 2,5

16 88,5 6,4 81,4 4,2 74,8 54 81,9 4,1

Os valores de recuperacdo foram satisfatorios para a maioria dos
analitos. Assim como relatado por MIYAZAWA et al., (1984), a recuperacdo dos
elementos Fe e P foram baixas devido ao fato desses analitos estarem fortemente

ligados a matriz.

E possivel observar que extracdo com HNO; apresenta, geralmente,
teores de recuperacdo melhores do que se comparado ao HCI; também como
condigéo geral, pode ser observada que massa menor de amostra e 0 aguecimento

se mostraram como varidveis importantes para todos os analitos. Contudo, o volume
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e a concentracdo do acido, o tempo e a agitacdo variaram de acordo com o0s
analitos. De maneira geral, para os elementos Ca, Cu, Zn, K, Na e Mg, as melhores
condicdes foram obtidas quando foi empregado volume maior de &cido,
concentracdo de &cido e tempo menores e com agitacdo. J4 para Fe e P as
melhores condicdes foram obtidas com menor volume de acido e maior
concentracdo acida e tempo de preparo e, além disso, ndo houve necessidade de
agitacdo. Dessa forma, foi proposto um experimento com condi¢gfes intermediéarias,
empregando 100 mg de amostra, 7,5 mL de HNO3 (0,5 mol L™) com agitacéo e
aguecimento por 45 min. A tabela 5.6 ilustra a recuperacao dos analitos empregando

a condicao intermediaria.

Tabela 5.6. Valores de recuperacdo dos analitos (%) empregando 100 mg de
amostra com 7,5 mL de HNO3 (0,5 mol L™) com agitacdo e aquecimento por 45

minutos e quantificagcédo por ICP OES.

Analito Recuperacédo (%) DPR (%)

Ca 88 5,2
Cu 103 2,3
Fe 60 4,7
Zn 107 2,5
K 107 3,2
Na 08 4,8
Mg 103 1,7
P 91 6,2

Em funcdo dos resultados apresentados, essa condicdo foi adotada
como padrdo para 0S experimentos que empregavam extragdo acida como
estratégia de preparo de amostras. Essa condi¢do foi utilizada para quantificacdes
empregando ICP-MS, sendo avaliada a necessidade de aplicacdo da CRI para o

procedimento. Os valores estdo expressos na tabela 5.7.
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Tabela 5.7 Valores de recuperacdo dos analitos (%) empregando 100 mg de

amostra com 7,5 mL de HNO3 (0,5 mol L™) com agitacdo e aquecimento por 45

minutos e quantificagéo por ICP-MS.

Analito Sem gas 60 mL H
Cr** 75,7 +5.2 122,3 +7,8
Cr* 103,9+ 0,7 15,7 £9,3
Mn®® 114,4 + 4,5 47,1 +4,2
Co™ * 106,9 + 4,1 46,1+ 4,8
cu® 97,1+ 3,6 75,8 £ 4,6
Cu® 106,7 + 3,9 69,4+ 3,0
As™ 119,9+23,2 238,4+42,1
Se’® 53,4+1,1 343+2.2
Mo® 101,1+0,1 43,7 £ 4,2
cd**? 80,9+1,5 125,2 +3,8
cd*** 90,1+9,1 734+25
Pb2%® 93,1+12,8  160,3+8,9

As quantificacbes sem CRI mostraram resultados satisfatérios; o
isdtopo Cr>® apresentou melhores resultados de recuperacdo se comparado ao Cr*?,

40C12

podendo estar relacionado a presenca do interferente Ar , que afeta na

quantificacdo do Cr*2.

A metodologia otimizada apresentava potencial para ser adotada como
estratégia para o preparo de amostra do trabalho, uma vez que se mostrava como
um método rapido e com custo relativamente baixo. Para avaliar a repetibilidade do
método o procedimento foi aplicado 10 vezes em uma mesma amostra de contra-filé
comercial, onde os desvios padrao relativo observados durante as quantificacdes
estdo apresentados na tabela 5.8, assim como os limites de deteccdo e

quantificacdo, sem o emprego da CRI.
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Tabela 5.8 Teste de repetibilidade, limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ)
para o procedimento empregando 100 mg de amostra com 7,5 mL de HNO;3 (0,5 mol
L™) com agitacdo e aquecimento por 45 minutos e realizando quantificacdo por ICP-
MS (n=10).

Analito  desvio LOD (ngL™) LOQ (ngL™)

(%)
VoL 15,5 0,063 0,211
Cr3 15,4 0,212 0,707
Mn®>® 12,4 0,009 0,031
Co*® 13,5 0,003 0,011
Ni*® 2.4 0,427 1,423
Ni®° 9,2 0,152 0,506
cu® 8,3 0,149 0,492
cu® 12,2 1,159 3,863
As’ 2.4 0,057 0,190
Se’® 12,7 9,852 32,840
Mo® 4.8 0,023 0,075
Ccd*? 6,6 0,370 1,235
cd* 7.8 0,522 1,463
Tel® 13,1 0,278 0,928
Bal®® 4.5 0,010 0,035
Ph2°8 7.1 0,024 0,081

Em geral, apesar de se tratar de procedimento de extracdo e
determinacao de elementos presentes em baixas concentracdes, os desvios entre as

replicatas foram baixos e com valores aceitaveis, variando de 2,4 a 15,5 ng L™.

Essa metodologia otimizada foi aplicada a um lote aleat6rio contendo
25 amostras de 7 grupos genéticos diferentes (Nelore, Pé-duro — PD, Canchim, CX,
AX, LX e Bufalo) de 4 regides distintas (Sdo Carlos, SP; Meio Norte, Piaui; Campo

Grande, MS e Amazonas). Essas amostras foram analisadas em ICP-MS no modo



Resultados e discussdao 62

“full mass scan” e a matriz de dados gerada foi analisada por PCA, sendo que 0s
dados foram auto escalados visando dar a mesma importancia para cada um dos
sinais gerados no espectro de massa. Os espectros obtidos podem ser observados
na figura 5.3 e 5.4.
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Figura 5.3. Espectros de massa total obtidos por ICP-MS para 25 amostras

aleatdrias de Longissimus dorsi apos extracao acida com HNOs.

A figura 5.3 ilustra o espectro total com a massa variando de 2,49 até
256,4837 com incrementos de 0,025 u.m.a. Os sinais de maiores intensidade podem
ser atribuidos a espécies que sdo encontradas em grande quantidade no meio (N**,
0™, OHY, Ar®® Ar® Ar*®, Ar*°HY); j4 os sinais menores, em geral, sdo sinais
correspondente aos elementos quimicos que constituem a amostra (Al*’, Fe*®, Cu®,
Zn®, Zn®, entre outros). E possivel observar uma maior aglomeracao de sinais até a
razdo m/z = 100. A figura 5.4 apresenta o mesmo grafico dando enfoque a regiao
gue apresenta a maior quantidade de sinais.
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Figura 5.4. Espectros de massa de 0 a 100 u.m.a. obtidos por ICP-MS para 25

amostras aleatdrias apos extracao acida.

E possivel observar diferencas nas intensidades dos sinais. Essas
diferencas séo responsaveis pelos agrupamentos quando se realiza a PCA. A figura
5.5 ilustra o grafico de “scores” da PCA gerada a partir da matriz dos dados

referentes a esses espectros.
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Figura 5.5. “scores” da PCA gerados a partir da matriz de dados obtida pela anélise

por ICP-MS no modo “full mass scan” empregando extracdo com acido nitrico.

E possivel observar que o grupo genético pé-duro (PD), representado
pelos marcadores vermelhos, difere-se dos demais, formando um conjunto isolado;
essa amostra provém da regido meio norte. Existe o agrupamento referente as
amostras de carne bubalina, destacadas em cinza. No quarto quadrante é possivel
observar o agrupamento referente as amostras de Canchim (laranja) com o cruzado
CX (verde) que possui como pai um Canchim, portanto tendo caracteristicas
semelhantes ao mesmo. Entre o terceiro e quarto quadrante existe um agrupamento
referente a amostras que possuem caracteristicas de animais Nelore, sejam Nelores
puros ou cruzados AX, animais cujo pai é Angus e a metade da mae é Nelore. No
segundo quadrante existem animais cruzados AX e LX, provavelmente foram
priorizadas as caracteristicas genotipicas do progenitor, no caso Angus para o AX e
Limousan para o LX. Esse tipo de informacdo de acordo com o grupo genético é

importante uma vez que aumenta cada vez mais a comercializagdo de carnes de
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acordo com a raca, visto que as racgas estao relacionadas com a maciez e qualidade
do produto.

A figura 5.6 ilustra o grafico de “loadings” que foi gerado pela matriz de
dados obtida apds a extracdo das amostras.

006

002+

Factor2

002+

Factor1

Figura 5.6. “loadings” da PCA gerados a partir da matriz de dados obtida pela
analise por ICP-MS no modo “full mass scan” empregando extracdo com &acido
nitrico.

Em virtude da grande quantidade de razdo m/z que é monitorada
durante a analise, observa-se na figura um aglomerado de sinais; contudo ao se
realizar uma aproximacdo em cada um dos quadrantes é possivel observar quais as

massas caracteristicas de cada uma das racas.

E possivel observar, no primeiro quadrante, ou seja, onde fica
caracterizada a diferenca das amostras da raca PD, massas correspondentes ao Rb
e ao Sr; além de Cu, Ba, Fe e Pb. Esses metais podem estar relacionados as
caracteristicas do solo da regido de onde provém essa amostra ou ainda a fatores
relacionados ao sistema fisiolégico de absorcdo desses elementos quimicos.

Entre 0o segundo e o terceiro quadrante estdo as massas que S&o
responsaveis pela separacao dos animais cruzados LX e parte dos animais AX;

podem ser destacadas as massas caracteristicas dos elementos Sc, V e Ga.
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Analisando-se 0 quarto quadrante na parte inferior e a direita do
mesmo, observa-se as massas correspondentes aos analitos C, N e O, além de
seus poliatbmicos; essa regido é a que caracteriza os animais Canchim e os
cruzados CX. Conforme discutido anteriormente, esses animais possuem 50% da

raca Canchim provindos de seu progenitor.

Contudo, ao término dos experimentos empregando o modo “full mass
scan” no ICP-MS, houve novamente perda de sinal do equipamento, sendo
necessario aumento da voltagem do detector para recupera-lo e, dessa forma,
diminuindo a vida atil do detector. Essa perda vinha sendo atribuida ao preparo de
amostra, assim como para a extracdo alcalina, e isso conduziu o trabalho para o
preparo empregando digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em forno com

rotor de 41 frascos.

5.3. Forno de micro-ondas com rotor de 41 frascos.

5.3.1. Otimizag&o da metodologia

Baseando-se em procedimento otimizado para a digestdo de
forrageiras desenvolvida em colaboracdo com funcionaria do centro de pesquisa,
foram realizados testes univariados para amostra de carne. Os testes iniciais foram
executados com amostra de contra-filé comercial, visando a otimizacdo do
procedimento.

A primeira medida necessaria foi 0 aumento da temperatura do
programa, uma vez que na temperatura empregada anteriormente, parte da gordura
nao era digerida. A matriz carne é rica em proteinas e lipidios e, segundo
KINGSTON & JASSIE (1988), é necessario temperaturas superiores a 160° C para
gue essas substancias possam ser completamente mineralizadas. Dessa forma, foi
desenvolvido um procedimento com a temperatura fixada em 170° C. Para que se
pudesse atingir essa temperatura no forno de micro-ondas, foi necessaria a divisao
do programa em duas rampas de aguecimento, pois caso contrario, o programa de
seguranca era interrompido devido a taxa de aquecimento que era aplicada. Dessa
forma, a rampa de aquecimento ficou dividida em duas etapas, uma primeira com

duracéo de 10 min até a temperatura de 120° C e a segunda com durac&o de 15 min
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para atingir os 170° C. Apo6s atingir a temperatura de 170° C essa era mantida por 35
min para a total elemento quimicoizacdo das amostras.

Foram realizados testes univariados em amostra de contra-filé
comercial, onde foram monitorados o teor de carbono residual (GOUVEIA et al.,
2001) dos experimentos. A tabela 5.9 descreve o procedimento realizado e

apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5.9 Teor de carbono residual (TCR) da otimizacdo da metodologia de

decomposicdo empregando forno de micro-ondas com rotor de 41 posigoes.

Exp Descricdo TCR DPR
)

(mg Kg™)
1 0,1 g+ 1,5mL HNO3 + 2 mL H,0O, + 6 mL H,O 1229,0 3,2
2 0,1 g+ 2 mL HNO;3 + 2 mL H,0, + 6 mL H,O 638,7 12,6

3* 0,19+ 2,0mLHNO; (overnight) + 2 mL H,0, + 6 ML H,O  626,8 14,4

4 0,075g + 1,5 mL HNO3; + 2 mL H,O, + 6 mL H,O 443,4 7,6
5 0,075 g + 2 mL HNO3 + 2 mL H,O; + 6 mL H,O 4527 53
6 0,075 g + 2 mL HNO3 + 2 mL H,O, + 8 mL H,O 415,4 6,4

* experimento empregando pré-digestao overnight.

O teor de carbono residual é um importante parametro para se avaliar a
eficiéncia de procedimentos de digestdo. Ao se comparar os procedimentos 2 e 3
evidencia-se que a pré-digestao nao se faz necessaria, uma vez que os TCR foram
similares. Diminuindo a massa da amostra é possivel observar uma reducéo do
TCR, isso € devido ao fato de que a quantidade de matéria organica que teria que
ser digerida também foi diminuido e dessa forma os TCR sdo menores. Contudo
massa maior garante maior representatividade da amostra, sendo escolhida a
massa de 0,1 g. A adicdo de um volume maior de agua possibilita uma melhor
absorcdo da radiacdo micro-ondas pela amostra, devido a constante dielétrica da
agua, o que leva a uma diminuicdo do TCR. No entanto, ao abrir os frascos
correspondentes a esses experimentos foi observado um grande alivio de pressao e
dessa forma, como a diminuicdo do TCR ndo era muito grande, optou-se por

empregar 6 mL de agua. Ao utilizar 0,1 g de amostra observa-se uma diminui¢cdo no
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TCR quando um volume maior de acido é empregado. Optou-se pelo uso de 2 mL
de HNO3. Essa metodologia (0,1 g de amostra + 2 mL de HNO3 concentrado + 2 mL
de H,O, + 6 mL de H,0) foi utilizada para a decomposicdo de amostras de
referéncia certificadas (figado bovino — SRM NIST 1577b e musculo bovino — SRM
NIST 8414) e das demais 650 amostras de carne disponiveis para o trabalho.

A tabela 5.10 apresenta os teores de recuperagdo dos analitos nas

amostras certificadas empregando ICP OES como técnica de quantificacéo.

Tabela 5.10 Valores de recuperacdo dos analitos (%) em amostra de referéncia
certificada empregando digestdo assistida por radiagdo micro-ondas com
determinacao por ICP OES (n=3).

Musculo Figado

Elemento Valor Rec (%) DPR (%) Valor Rec (%) DPR (%)

certificado certificado

(mg kg™ (mg kg™
Ca 396,847 145+20 98,3 4,5 116 £ 6 100,6 7,3
Cu 327,395 2,84+0,45 106,3 11,2 160 +9 93,6 2,5
Fe 259,940 71,2+9,2 127,3 9,4 184 +8 95,9 4.4
K769,897 15170+370 112,8 1,7 9940 + 20 123,8 1,9
Mg 279,553 960 + 95 110,12 2 601 + 28 116,4 1,4
Na 589,592 2100 =80 100,1 2 2420 + 60 101,7 3,9
P 213,618 8360 + 45 101,8 2,6 11000 +300 104,5 2,7
S 181,972 7950 +41 102,9 9,5 7850 + 60 101,8 6,4
Zn 213,857 142 + 14 92,3 5,9 127 +16 91,8 19

Os valores de recuperacdo e os desvios das repeticOes (triplicatas)
estdo dentro dos limites aceitaveis, mostrando que o método é adequado para
efetuar as quantificagdes dos analitos.

Nas determinacdes por ICP-MS, foi empregado padrdo interno. De
acordo com SALAZAR et al., (2011), a utilizagdo de padréo interno contribui para as

analises empregando essa técnica. Visando empregar essa estratégia foi realizado
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um estudo de otimiza¢ao de condi¢cbes para as quantificacbes empregando ICP-MS.
Além de ser avaliada a necessidade da adicdo de 60 mL min™ de hidrogénio na CRI,
também foi avaliada a adicdo de padrao interno, sendo selecionados Sc, Y e Bi, ou
seja, elementos que possuem razdo m/z baixa, intermediaria e alta para simular os
processos sofridos pelos analitos até o detector baseado nas respectivas massas e
a utilizagdo em conjunto do padréo interno e da CRI. As melhores condi¢cbes obtidas
e 0s teores de recuperacao correspondente podem ser visualizados na tabela 5.11.
Para tratamento dos dados é feita a razédo entre o sinal do analito dividido pelo sinal
do padrdo interno, que é adicionado na mesma concentragdo na curva analitica e

nas amostras e dessa forma torna-se possivel a quantificacéo.

Tabela 5.11. Valores de recuperagdo dos analitos (%) em amostra de figado e
musculo certificado apos empregar digestdo assistida por radiagdo micro-ondas com
determinacao por ICP-MS.

Musculo Figado

Analito CRI PI Valor certificado Rec DPR Valor certificado Rec DPR
(mg kg™) (%) (%) (mg kg™) (%) (%)

V1 Sem Sem 0,005* 200,5 10,1 0,123* 91,9 7,7

Mn>® Sem Sc®*® 0,37 +£0,09 771 4,22 105+1,7 96,2 1,4

Co® SemY®  0,007+0,003 93,7 11,0 0,25* 1032 25
Ni*®  Sem Y® 0,05+0,04 1176 14,4 NC NC NC
Cu® SemSc®  2,84+045 458 11,3 160 + 8 91,6 1,2
Cu® sSemsSc® 284+045 1114 75 160 + 8 101,9 2,0
Zn**  Sem Sem 142 + 14 99,6 5,0 127 + 16 91,7 21
Zn®®  Sem Sem 142 + 14 104,8 4,7 127 + 16 94,8 6,7
As” Sem Sc* 0,009+0,003 1059 13,6 0,05* 855 4,8
Mo®® Sem Y® 0,08 + 0,06 97,9 8,25 35+0,3 110,3 10,5
Mo*® Sem Y® 0,08+0,06 100,3 2,6 3,5+0,3 109,2 11,6

cd*? semY® 0,013+0,011 1211 17,0 0,50 + 0,03 1025 7,2

cd'* semY® 0,013+0,011 1539 21,1 0,50 + 0,03 108,1 4,4
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Pb?%® Sem Bi*® 0,38 +0,24 926 109 0,129+0,004 100,7 6,4

Cr? ComSc®*® 0,071+038 151,8 14,5 NC NC NC
Fe®® Com Y® 71,2+9,2 107,8 3,2 184 + 15 1194 1,0
Fe® Com Y® 71,2+9,2 100,0 7,0 184 + 15 1169 1,1

Se’® ComY® 0,076+0,010 1180 20,2 0,73+ 0,06 107,8 8,0

Se® ComY® 0,076+0,010 87,0 16,9 0,73+ 0,06 929 6,3

NC — nao certificado e * - Valor ndo certificado

Em geral, os valores certificados dos analitos das amostras de musculo
bovino s&o inferiores aos valores do figado bovino. Dessa forma, a quantificacéo
desses analitos nessa matriz € mais complicada se comparada ao figado. Esse fato
justifica a maior dificuldade de recuperacdo dos analitos e aos maiores desvios
obtidos para essa matriz.

Os elementos em que foi necessaria a utilizacdo da CRI sdo aqueles
que sofrem interferéncias de ions poli-atbmicos que contém o argdnio mais
abundante (Ar*®), que esta amplamente disponivel no plasma com outras espécies
comumente encontradas na matriz (C*?, 0%, N'**). MAY & WIEDMEYER (1998)
apresentam um trabalho onde discutem as principais interferéncias poli-atdmicas em
ICP-MS e abundancia natural dos elementos. O Se® é o principal is6topo desse
elemento, com abundancia natural de 49,82%, contudo sua determinacdo é

4O0ar*0- em virtude de ndo ser

inviabilizada devido a formacgédo do interferente Ar
monoisotdpico torna-se possivel a escolha de outros is6topos, como o Se’® (9,02%)
e 0 Se’® (23,52%). Contudo esses is6topos também podem sofrer com interferentes
poliatdmicos como Ar*’Ar3® e Ar*®Ar®® para o Se’® ou Ar*°Ar®® e Ar¥®Ca*® para o Se’®.
Além disso, ao se escolher um is6topo que ndo seja 0 mais abundante, ocorre uma
diminui¢&o na sensibilidade do método, aumentando os valores de LOD e LOQ.

Para o caso do Cr, esse fato € mais um agravante, uma vez que 0
elemento é encontrado em baixas concentracbes na carne e o Cr°? apresenta
abundancia de 83,76% e o Cr*> apenas 9,51%. O Cr*? sofre interferéncia principal da
espécie Ar'°C'? além de CPPOM™H!, Arf0, CP'N®®, s**0!8 s%*0'® ArNY,
Ar®N®H! CI**0'": ja para o caso do Fe, a abundancia natural néo é tdo critica, uma
vez que esse elemento é encontrado em faixa de concentracdo maior se comparado

ao Cr. O Fe*®, principal isétopo do Fe (91,66%), sofre interferéncia principalmente de
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Arf°0*, além de Ca™0™, Ar''N™H!, Ar®0™, Ar*®0'H! e CIPF'O*H'. O Fe™ sofre
interferéncia principalmente do poliatdmico Ar*°N**,

Alguns elementos ndo necessitaram da adicdo de padrdo interno,
contudo é possivel observar uma tendéncia, em que os elementos de massa baixa,
como por exemplo, Mn* apresentam melhores recuperacdes quando é empregado
0 Sc*; ja os de massa intermediaria como o Mo®® apresentam melhores resultados

com o padrdo Y® e o Pp**®

gue possuem maior massa apresentaram melhores
resultados com o Bi*®. Isso est4 associado ao fato de que elementos com razdo m/z
proximas apresentam comportamento similar no quadrupolo quando sofrem acéo
dos campos eletromagnéticos.

Dessa forma, ficou estabelecido que apds o preparo da amostra no
forno de micro-ondas eram adicionados 300 pL de uma solucdo contendo Sc, Y e Bi
(1 mg L™ como padrao interno em concentracéo final de 10 pg L™, sendo o volume
ajustado para 30 mL para realizar as quantificacdes. Os elementos Ca (396,847), K
(769,897), Mg (279,553), Na (589,592), P (213,618), S (181,972) e Zn (213,857)
eram determinados por ICP OES. J& V*!, Mn*, Cu®, As”, Co>°, Ni*®, Mo®, cd**?
Pb?®, Cr*?, Se”™ e Fe® eram determinados por ICP-MS. Sendo que o V*' era
determinado sem adicdo de padrdo interno e sem aplicar CRI. Também eram
quantificados sem CRI Mn*°, Cu® e As’™ (monitorando os valores de Sc*); Ni*®,
Co*°, Mo e Cd**? (monitorando os valores de Y®) e Pb?*® (monitorando os valores
de Bi*®). Ja utilizando gas hidrogénio 60 mL min™ no “skimmer” da CRI foram
78

quantificados Cr®*> (monitorando os valores de Sc*), além de Fe®* e Se

(monitorando os valores de Y®).

5.3.2. Quantificacao dos elementos

Depois de otimizada as condi¢cdes de quantificagbes dos analitos, o
procedimento proposto foi aplicado as amostras disponiveis para o desenvolvimento
do trabalho. A tabela 5.12 mostra de maneira generalizada os valores obtidos nesse
trabalho, apresentado o menor e o maior valor encontrado nas amostras, a
porcentagem das amostras que possuem o analito e a média referente as 650

amostras analisadas, e os analitos que foram possiveis de serem quantificados.
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Tabela 5.12. Teores maximos e minimos de elementos quimicos encontrados nas
amostras, média dos teores apenas das amostras que contém o analito e

porcentagem de amostras em que o analito foi encontrado.

V51 M r]55 AS75 COSQ N i58

(mokg™)  (Mokgh)  (Mokgh)  (Mokgh)  (Mgkg?)

Minimo: <LD <LD <LD <LD <LD
Maximo: 102,6 1011,5 106,8 68,1 5547,6
Média: 25,8 185,5 28,9 9,8 725,6
% amostras: 50,6 76,6 73,7 62,3 33,7
M098 Cdll2 Pb206 Cr52 Se78

(o kg™)  (Mgkg!)  (Mokgh)  (uokgh) (Mg kg?)

Minimo: <LD <LD <LD <LD 20,9

Maximo: 335,3 349,1 527,7 2458,6 1371,0

Média: 18,9 78,4 107,8 353,1 273,7

% amostras: 47,5 3,7 31,4 57,1 100
Fe* Cu®  Ca396,847 K 769,897 Mg 279,553

(mgkg™) (mgkg’) (mgkg') (mgkg') (mgkg™)

Minimo: 9,7 845,1 49,7 262,3 52,3
Maximo: 254,5 30039,5 984,1 2301,9 1558,8
Média: 41,0 1908,8 164,6 1211,2 767,2
% amostras: 100 100 100 100 100

Na 589,592 P 213,618 S 181,972 Zn 213,857

(mgkg™) (mgkg') (mgkg!) (mgkg™)

Minimo: 156,1 2942,6 2883,4 47,7
Maximo: 24443 12533,7 11970,4 2749
Média: 1481,4 7987,1 6469,9 119,4

% amostras: 100 100 100 100
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De acordo com os valores estipulados pelo PNCRC (BRASIL, 2011),
apenas 3 amostras excederam o valor maximo estipulado para o Pb que é de 500
ug/Kg. A preocupacao do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento com os
contaminantes inorganicos sao crescentes; a contaminagdo pode vir de sais
elementos quimicos utilizados na suplementacdo alimentar. Esses sais, em geral,
sdo oriundos de rochas fosfatadas e podem possuir contaminantes na sua
constituicdo. Ainda sobre o elemento Pb, ele foi encontrado em 31,4% das amostras

e a média do teor nessas amostras em que foi possivel quantificar foi de 107,8 ug
1

kg™.

Como j& era de se esperar, os macro (Ca, K, Mg, Na, P e S) e
micronutrientes (Cu, Fe e Zn) estdo presentes em todas as amostras analisadas;
sendo que o teor de Na variou de 156,1 a 2444,3 mg kg™, Ca de 49,7 a 984,1 mg kg’
! e K de 262,3 & 2301,9 mg kg™. Outro fator que pode ser ressaltado é a importancia

da carne como fonte de Fe e que o teor médio das amostras analisadas foi de 41 mg
1

kg™.
5.3.3. Andlises de componentes principais

Visando construir a matriz de dados para os estudos quimiomeétricos,
cerca de 150 amostras foram analisadas no modo “full mass scan” empregando o
ICP-MS; contudo, ao término das analises, o0 equipamento tornou a perder
sensibilidade. Dessa forma, ficou claro que a perda da sensibilidade esta
relacionada ao modo de operacdo do equipamento e n&do ao tipo de preparo de
amostra. Quando opera nesse modo, 0 equipamento acaba tendo uma sobrecarga
para efetuar as leituras e isso faz com que o mesmo perca a sensibilidade; para que
se recupere a sensibilidade do equipamento faz-se necessario um aumento na
voltagem do detector, fato esse que diminui a vida util do mesmo; sendo assim, essa
estratégia, apesar de interessante, devido a quantidade de informacdes que
poderiam ser disponibilizadas, em virtude da sensibilidade do equipamento e da
guantidade de sinais que eram obtidos nos espectros teve que ser descartada.

Contudo, com o intuito de cumprir os objetivos inicialmente estipulados
nessa tese, foi desenvolvida uma planilha para efetuar a varredura espectral das
amostras por ICP OES. A alternativa é interessante, pois é realizado o controle de

pelo menos dois comprimentos de ondas referentes a cada um dos elementos que 0
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equipamento consegue quantificar, contudo a sensibilidade da metodologia se
comparada ao “full mass scan” é inferior e, além disso, o ICP-MS forneceria
informacdes relacionadas aos isotopos dos metais, porém essa foi a alternativa
encontrada frente a situacao.

Além dos espectros gerados por ICP OES, também foram utilizados
nas andlises quimiométricas os valores de concentracdo dos 19 elementos que
foram quantificados no desenvolvimento desse trabalho.

Aplicando-se a PCA na matriz de dados gerada pela varredura
espectral por ICP OES, de todas as 650 amostras, foi possivel observar um principio
de separacao de acordo com a regido dos animais. A figura 5.7 ilustra o gréfico de
“scores” obtidos nessa situacdo. Por se tratar de espectros, os dados foram pré-

processados centrados na meédia.
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Figura 5.7. Gréfico de “scores” (classe selecionada: regido) obtidos pela matriz
gerada através da varredura espectral das 650 amostras.

As amostras representadas pela cor preta sdo originarias de Sao

Carlos, em azul temos as amostras de Campo Grande, em vermelho as amostras do
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Piaui (Embrapa Meio Norte) e as verdes correspondem as amostras do Para
(Embrapa Amazénia Oriental). Essa separacdo ndo € tédo nitida, pois existem outros
fatores, além da regido, que podem influenciar o teor de elemento quimico das
amostras, como 0 grupo genético do animal e o tipo de suplementacdo alimentar,
entre outros.

Ao observar o grafico de “loadings” correspondente a essa analise, é
possivel notar quais sdo os comprimentos de onda que atuam para que ocorra essa

diferenciacéo. A figura 5.8 apresenta o grafico de “loadings” gerado.

 Rescigsnton

02

o Siesqenns
© qng p7200g 299861608

Factor2

i i ; \ ; i
01 00 01 02

Factor1

Figura 5.8. Gréafico de “loadings” obtidos pela matriz gerada através da varredura

espectral das 650 amostras.

O grupo das amostras de Sao Carlos (preto) é influenciado pelo
comportamento dos comprimentos de onda 174,213 (N), 174,465 (N), 288,158 (Si),
193,027 (C) e 247,856 (C). Isso demonstra que essas amostras, possivelmente,
tinham maior valor de C e N se comparada as demais. Parte das amostras de Sao
Carlos esta localizada a direita do primeiro quadrante, sendo caracterizada pelos
comprimentos 181,972 (S), 279,553 (Mg), 280,270 (Mg), 285,213 (Mg), 213,618 (P),
769,897 (K), 253,561 (P), 588,995 (Na) e 589,592 (Na) nm. Ja as amostras de
Campo Grande (Azul) sdo caracterizadas principalmente por 670,783 (Li); 615,820
(O) e 635,073 (Br). Dessa forma, as amostras de S&o Carlos estdo sendo
caracterizadas pelos macro e as de Campo Grande pelo teor de Li e pelas duas

linhas referentes ao O e ao Br.



Resultados e discussdao 76

Se for dado um enfoque ainda nessa matriz de dados, apenas nas
amostras de Sao Carlos, onde havia um controle de mais parametros referentes a
matriz, € possivel notar que nao existe diferenca no perfil dos elementos quimicos
relacionados ao sexo do animal ou ao tipo de confinamento ao qual foi submetido;
esse fato acaba fortalecendo a idéia de que o principio de separacéo observado esta
relacionado a regido de origem dos animais. A figura 5.9 mostra os “scores” para as
variaveis: sexo: macho - preto e fémea - vermelho (a) e terminacéo: pasto — verde;

confinamento - preto e integracdo lavoura-pecuaria - vermelho.
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Figura 5.9. Grafico de “scores” (classe selecionada - a: sexo e b: confinamento)
obtidos pela matriz gerada através da varredura espectral das amostras de Sao

Carlos.

E possivel observar na parte (a) que ocorre sobreposi¢do dos animais
macho e fémea, o que indica que ndo ocorre separacdo de acordo com essa
variavel. Raciocinio semelhante pode ser aplicado a terminacdo do animal, sendo
que ocorre sobreposicdo entre as amostras, indicando que, provavelmente, esse
fato ndo estaria influenciando o perfil elemento quimico.

Em virtude da raca Nelore ser de grande interesse para a pecuaria
nacional como produtora de carne e devido aos indices de desempenho econdmicos
notaveis (COSTA et al., 2007), sera dado um enfoque aos animais que sdo desse
grupo geneético ou, ainda, animais que contém esse grupo genético como parte de
um cruzamento. Dessa forma, permaneceram amostras das regides de Séao Carlos,

Campo Grande e Piaui. Utilizando a varredura espectral por ICP OES e a analise de
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componentes principais, novamente é possivel notar na figura 5.10 a separagédo dos

grupos relacionada ao local de nascimento do animal.

. m  S&o Carlos

8 - ® Campo Grande -

6 - Pian ||
|

PC2 7,5%

PC1 21%

Figura 5.10. Grafico de “scores” (classe selecionada: regido) obtidos pela matriz

gerada através da varredura espectral das amostras de Nelore.

A idéia do local de nascimento influenciar no perfil dos elementos
quimicos esta associada ao tempo que o animal fica naquela regido exposto as
condicbes do pasto e da suplementacdo elemento quimico que lhe é atribuida. O
animal fica por cerca de 18 meses no pasto para depois ser confinado, onde fica
cerca de trés meses para depois ser abatido.

As amostras de Nelore da regido de Sao Carlos e de Campo Grande
(375 amostras), por fazerem parte do projeto BifeQuali possuiam um controle dos
dados e uma quantidade de informa¢des maior, sendo que j& tinham sido analisadas
pelo programa outros dados como, forca de cisalhamento (FC) apds o abate e em
outros tempos selecionados, indice de fragmentacdo miofibrilar (MFI), peso da

carcaca quente (PCQE), peso da carcaca (PCQD), area de olho de lombo (AOL),
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espessura de gordura subcutanea (EGAOL) e pH da amostra. Dessa forma, o
trabalho foi conduzido com estas amostras pertencentes do projeto.

Os animais referentes a essas amostras estdo divididos em duas
safras diferentes, correspondente ao ano de abate 2010 (nascidos no final de 2007)
e 2011 (nascidos no final de 2008). Além disso, os animais que foram confinados na
Embrapa Pecuéaria Sudeste (Sdo Carlos) nasceram e passaram a parte inicial de
suas vidas (18 meses) na propria unidade ou em uma fazenda colaboradora do
projeto (a), ou ainda nasceram na Embrapa Gado de Corte (Campo Grande) e foram
confinados em Sao Carlos; ja os animais confinados na Embrapa Gado de Corte
nasceram na prépria unidade ou em outra fazenda colaboradora do projeto (b).

A figura 5.11 representa o grafico de “loadings” correspondente as
figuras 5.12 a 5.15 que apresenta os gréficos de “scores” obtidos ao realizar uma
analise das varredura espectral das amostras correlacionando-as atraves de PCA

com as classes: progenitor, safra, local de nascimento e local de confinamento.

Factor1

Figura 5.11. Grafico de “loadings” obtidos pela matriz gerada através da varredura
espectral das 375 amostras pertencentes ao projeto BifeQuali.

Observando-se a separacdo pela PC1, tem-se um grupo a esquerda
caracterizado pelos comprimentos de onda caracteristicos de Ar, Br, Li, N,O e Sie a
direita pelos comprimentos de onda caracteristicos de Al, C, Ca, Fe, K, Mg, Na, P, S,
Sc, Sr, Y e Zn. Contudo, a separacdo observada pelos graficos de “scores” €,

principalmente, no sentido da PC2, sendo observado nos valores positivos dessa PC
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os comprimentos de onda referente a Al, Br, Ca, Fe, Li, O e Sr e na parte inferior
sendo caracterizada pelos comprimentos referentes ao C, K, Mg, N, Na, Si, P, S, Sc,
Ye<Zn.
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Figura 5.12. Grafico de “scores” (classe selecionada: progenitor) obtidos pela matriz
gerada através da varredura espectral das 375 amostras pertencentes ao projeto
BifeQuali.

Os 375 animais analisados vieram de 32 touros diferentes. A selecao
dos touros foi realizada a partir de consultas aos catalogos das principais centrais de
inseminacao artificial do pais. A partir de um numero total de 616 touros Nelore das
variedades mocha e aspada, foram eleitos para a composicdao desta amostra 32
touros ativos na populacdo, ou seja, para os quais havia sémen disponivel no
mercado, cujo valor ndo excedesse R$ 50,00 a dose, a fim de representar touros
acessiveis ao produtor tipico da raca. Outro importante critério de selecao dos touros
foi que os mesmos pertencessem as genealogias representativas das principais

linhagens que compdem a raca Nelore, de uso comercial mais frequente dentro da
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raca. Contudo, na analise de componentes principais, ndo é possivel observar
efeitos do progenitor no perfil de elemento quimico dos seus respectivos filhos; ndo
ocorre agrupamentos entre 0os animais que sao filhos de um mesmo pai, o que indica
que essa correlagdo ndo é significativa em relacao ao perfil de elemento quimico da

amostra.
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Figura 5.13. Gréafico de “scores” (classe selecionada: Safra) obtidos pela matriz
gerada através da varredura espectral das 375 amostras pertencentes ao projeto
BifeQuali.

Ja em relacdo a analise das safras € possivel observar uma nitida
separacdo entre os animais da primeira e da segunda safra; esse fato esta
associado a diferenca que existiu entre ambas. A safra 1 caracterizada pela cor
preta, foi um periodo de seca se comparado a safra 2, que foi chuvosa. Esse fato
leva a lixiviagdo dos elementos quimicos e, além disso, devido ao “stress” causado
pela chuva o animal acaba se alimentando menos, o que leva a diminuicdo nos

teores dos elementos quimicos. Dessa forma, ocorre a separacdo de acordo com as
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safras. As amostras que estao entre o primeiro e o quarto quadrante, bem a direita
do grafico sdo caracterizadas pelos comprimentos de onda caracteristicos de K, Mg,
Na e P; ou seja, essas amostras possuem maior teor desses elementos, fato que
fortalece a idéia de que como choveu menos nessa safra havia mais desses
elementos quimicos disponiveis para 0s animais. J4 as que estdo na parte superior
entre o primeiro e 0 segundo quadrante, principalmente pelos sinais correspondente
a Br, Li e O e as amostras que estdo entre o terceiro e quarto quadrante, na parte
inferior, séo caracterizadas, principalmente, pelos comprimentos de onda referentes
aC,NesSi
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Figura 5.14. Grafico de “scores” (classe selecionada: local de nascimento) obtidos
pela matriz gerada através da varredura espectral das 375 amostras pertencentes ao

projeto BifeQuali.

Ao analisar-se o perfil de elemento quimico e relacionar com a variavel
local de nascimento do animal (4 locais distintos: Embrapa Pecuéaria Sudeste — cor
preto, Embrapa Gado de Corte — cor vermelho, fazenda colaboradora (a) — cor verde

e fazenda colaboradora (b) — cor azul) , observa-se uma tendéncia de separacéo
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entre as amostras da fazenda colaboradora (a) e da fazenda colaboradora (b); ja os
animais da Embrapa Gado de Corte se misturam com o da Pecuaria Sudeste, sendo
dificil relacionar essa classe ao perfii de todos o0s elementos quimicos; a
sobreposicdo do efeito confinamento parece se impor em relagdo ao local do
nascimento para o perfil de todos os elementos quimicos, se observada a figura 5.15

€ demonstrado a separacéo devido ao confinamento.
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Figura 5.15. Grafico de “scores” (classe selecionada: local de confinamento) obtidos
pela matriz gerada através da varredura espectral das 375 amostras pertencentes ao
projeto BifeQuali.

Na figura 5.15 € nitida a separacdo entre as amostras que foram
confinadas na Embrapa Pecuaria Sudeste (preto) e as que foram confinadas na
Embrapa Gado de Corte (vermelho). Apesar do confinamento ser um periodo
relativamente curto na vida do animal (3 meses) e nessa parte ser realizada a
suplementacao alimentar semelhante, a matéria prima empregada para realizar essa

suplementacao é diferente; dessa forma, os macronutrientes nédo diferem muito, pois
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sao 0s mais controlados, porém os micronutrientes e os contaminantes podem variar

de acordo com o material utilizado para realizar essa adequacao na alimentacéao.

Visando complementar os estudos de PCA, foram realizadas as
analises de variancia realizada pelo SAS para as quantificacbes dos elementos
quimicos Ca, K e Na. A tabela 5.13 descreve os resultados obtidos. O Ca foi
selecionado, pois esta relacionado a atividade enzimatica da Calpaina e
Calpastatina, que estdo ligadas a maciez da carne, e o Na e K por fazer parte do
mecanismo celular através da bomba de Na e K. Quando os resultados de p sao
menores que 0,05 (p < 5%) indica que trata-se de uma variavel significativa, sendo
representado por P*. J4 se p < 0,01 (p < 1%), a variavel é tratada como altamente

significativa, sendo representado por P**,

Tabela 5.13. Analise de variancia para avaliar os efeitos ambientais que influenciam

os teores dos elementos quimicos K, Na, Ca.

Valor de P

Elementos quimicos

Fonte de variacao Ca K Na

Local de nascimento <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Local de confinamento 0,1281 0,6048 0,7487
Safra <0,0001** <0,0001** <0,0001**
Més de nascimento 0,0066**  0,0053**  0,0445*

Idade de abate do animal <0,0001** <0,0001** <0,0001**

P*<0,05; P**<0,01

E possivel observar que o local de nascimento, a safra, a estagéo de
nascimento e a idade de animal influenciam na concentragcdo dos elementos
guimicos Ca, K e Na. O animal ap0s seu nascimento fica na mesma propriedade por

cerca de 18 meses, se alimentando do pasto disponivel naquele ambiente; dessa
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forma, o local onde ele nasce influencia na concentracdo dos 3 elementos quimicos
selecionados, pois provavelmente a constituicdo do solo e das forrageiras que esses

se alimentam é diferente.

Na etapa de confinamento, o animal fica cerca de 3 meses recebendo
suplementacdo alimentar; a forma de suplementacdo apesar de diferir um pouco,
emprega teores semelhantes dos macroelementos quimicos, entre eles Ca, Ke Na e
dessa forma o local de confinamento ndo apresentou importancia significativa para
esses 3 elementos quimicos, contudo na analise de PCA demonstrada na figura
5.15 fica evidenciada a importancia do local de confinamento.

Conforme salientado anteriormente, as duas safras analisadas foram
bastante diferentes, sendo uma bastante chuvosa e a outra seca; esse fato interfere
no perfil dos elementos quimicos analisados, uma vez que eles apresentam alta
mobilidade; isso também pode ser associado ao més de nascimento do animal. A
separacdo das amostras de acordo com a safra também pode ser observada pela
analise de PCA dos scans obtidos por ICP OES mostrada anteriormente na figura
5.13.

Para inclusdo de dados disponiveis pelo projeto BifeQuali (forca de
cisalhamento (FC) apés o abate e em outros tempos selecionados, indice de
fragmentacao miofibrilar (MFI), peso da carcaca quente (PCQE), peso da carcaca
(PCQD), area de olho de lombo (AOL), espessura de gordura subcutanea (EGAOL)
e pH da amostra(pH)) fez-se necessario a utilizacdo dos valores quantificados dos
analitos, uma vez que todos os dados deveriam estar no pré-processamento das
andlises para serem auto-escalados. Foram obtidos os dados completos referentes a
249 amostras, correspondente aos animais Nelore que foram confinados em S&o
Carlos. A figura 5.16 representa o grafico de “loadings” correspondente a essa matriz

de dados que foi gerada com essas amostras.
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Figura 5.16 Grafico de “loadings” da matriz de dados gerada pelas analises das 249
amostras de Nelore da Embrapa — Pecuéria Sudeste.

Pelo grafico de “loadings” € possivel observar que quanto maior o teor
dos elementos quimicos localizados a direita da PC1 (primeiro e quarto quadrante),
menor sera a forga de cisalhamento e consequentemente maior sera a maciez da
carne; além disso, as caracteristicas AOL e a EGAOL também encontra-se no lado
oposto da forca de cisalhamento, confirmando que quanto maior for esses valores,
maior sera a maciez da amostra.

Visando relacionar o perfil dos elementos quimicos com a maciez da
carne foi feita uma andlise empregando o SAS através de um modelo que tinha
como resposta a forca de cisalhamento (FC) e continha os elementos quimicos Ca,
Na e K. A FC é uma medida inversamente proporcional a maciez, que foi realizada
nas amostras coletando bife de 2,5 cm de espessura do musculo Longissimus dorsi
(contra filé), entre a 122 e 132 costela, e seus resultados foram obtidos através do
laboratorio de carne da Embrapa Pecuaria Sudeste apds as amostras terem sido
assadas e resfriadas com temperaturas controladas, sendo coletados oito cilindros,
paralelamente ao sentido das fibras musculares, utilizando-se um vazador com 1,27
cm de didmetro. A forga necessaria para cortar transversalmente esse cilindro é

denominada de FC sendo determinada em texturémetro Texture Analyzer TA - XT2i,
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acoplado a lamina Warner-Bratzler com 1,016 mm de espessura. Quanto maior a
FC, menor € a maciez da carne.
A tabela 5.14 apresenta os valores de P para analisar quais fatores

interferem na maciez da carne, sendo adotada a caracteristica FC como resposta.

Tabela 5.14. Andlise estatistica para avaliar a influéncia dos elementos quimicos

sobre a maciez de carne.

Valor de P

Fonte de variagdo Caracteristica

FC
Grupo de contemporaneos <0,0001**
Pai 0,3288
Ca 0,4355
K 0,0051**
Na 0,0030**
pH 0,3498
Idade do animal na data do abate 0,7507

*P<0,05; **P<0,01

E possivel observar que o grupo de contemporaneos gerado afeta na
maciez da carne; isso esta associado ao fato de que de acordo com o local de
nascimento, o animal tem um manejo diferenciado, por exemplo, em determinada
fazenda ele pode ter andado mais durante o periodo dos 18 meses iniciais, 0 que
diminui a maciez da carne; além disso, fatores ambientais e climaticos tambéem
afetam o grupo de contemporaneos. Ja o progenitor, o pH da amostra de carne e a
idade do animal ndo mostraram significAncia estatistica em relacdo a maciez da
carne. O Ca apesar de ser relacionado com o sistema proteolitico da calpaina e da

calpastatina também ndo demonstrou-se uma variavel significativa. Ja os teores de
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Na e K, a um nivel de confianca de 99% (P < 0,01) mostraram-se correlacionados
com a maciez da carne; esse fato pode estar associado a situacdes relacionadas a
bomba de Na e K das células que participam do processo de diminuicdo da for¢ca de

cisalhamento.

A figura 5.17 apresenta o gréafico de “scores” dessas amostras, sendo

selecionada como classe a safra em que o animal foi abatido.
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Figura 5.17 Grafico de “scores” (classe selecionada: Safra) obtidos pela matriz
gerada através da varredura espectral das 249 amostras de Nelore de Séao Carlos

pertencente ao projeto BifeQuali.

Mesmo se tratando apenas das amostras de Nelore de Sao Carlos,
novamente € possivel observar a separacao de acordo com as safras, sendo que 0s

fatores climaticos contribuiram nessa separacao.

Foram realizadas analises empregando os coeficientes de correlacao
de Pearson e os resultados demonstraram, em consonancia com o0s resultados

obtidos pela PCA mostrada na Figura 5.16, que o efeito dos elementos quimicos Ca,
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Na e K sobre a FC foram negativos; o valor do Ca foi de — 0,2396, o Na foi de —
0,23423 e o K foi de — 0,2164 ou seja, quanto maior a FC (menor for a maciez),
menor € a concentracdo desses elementos quimicos, se esse resultado for
relacionado as safras (Figura 5.17), é possivel observar que a safra 1, onde houve
menos chuva, encontrado teores maiores de elementos quimicos, apresentou carne

mais macia (com menores forca de cisalhamento).
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6. Conclusao

O método de preparo de amostra empregando digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas foi escolhido para o desenvolvimento do trabalho, mostrando
precisdo e exatiddo; contudo a extracdo &cida empregando HNOj3; também

apresentou-se como uma alternativa interessante a ser utilizada.

O emprego de padrdo interno melhorou a qualidade analitica dos
resultados, corrigindo interferéncias da amostra, contribuindo com a exatiddo da

metodologia.

Entre as 650 amostras analisadas no trabalho, apenas 3 apresentaram
teores de Pb acima do valor permitido pela legislacdo nacional que relata sobre os
teores de As, Cd e Pb; isso indica possibilidade de contaminagdo do sal elemento

guimico, uma vez que as trés amostras eram da mesma regiao.

A utilizacdo do modo “full mass scan” empregando ICP-MS é uma
alternativa que pode disponibilizar muitas informacdes para estudos que empregam
analise multivariada; contudo o equipamento utilizado no desenvolvimento do
trabalho perde sensibilidade e faz-se necessario um aumento na voltagem do
detector, fato que leva a diminuicdo da vida util do mesmo. As analises empregando
essa metodologia mostraram agrupamentos relacionados com o grupo genético do
animal, fato interessante uma vez que esta cada vez mais usual a comercializacao

de carnes de acordo com a raga do animal.

Como alternativa foi empregada a varredura espectral por ICP OES
que disponibilizou informagBes relacionadas as amostras; sendo evidente a
separacéo pela safra do animal. Os fatores climéticos afetam no perfil de elementos
quimicos e na qualidade da alimentacdo do rebanho. Além disso, o local de
confinamento também se apresentou como uma variavel importante, mostrando o

agrupamento de acordo com o local onde a mesma foi confinada.

Através das analises de PCA e as realizadas empregando o SAS foi
possivel observar a correlacdo entre Na e K com a maciez da carne; o Ca nao
apresentou correlacdo estatisticamente significativa; contudo foi possivel observar

através do coeficiente de Pearson que a contribuicdo desses elementos quimicos é
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negativa, ou seja, quanto maior a concentracdo desses, menor sera a forca de

cisalhamento, dessa forma, maior sera a maciez do contra-filé.

Estudos de correlacdo entre os elementos quimicos e a espessura de
gordura, o pH, a maturacdo poderdo ser desenvolvidos futuramente. O trabalho
contribuiu para a construgdo do banco de dados das amostras do projeto BifeQuali,

gue visa a melhora da qualidade da carne nacional.
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