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EPIGRAFE

“Que os vossos esforgos
desafiem as impossibilidades,
lembrai-vos de que as grandes
coisas do homem  foram
conquistadas do que parecia
impossivel. ”

Charles Chaplin



RESUMO

Atualmente, com o crescimento da populagédo de animais de estimagéo e do
mercado pet, o desenvolvimento do setor de alimentos se torna de grande
interesse. Um dos alimentos mais consumidos séo as racdes. A alimentacédo esta
ligada diretamente com a nutricdo e salde desses animais, logo, as andlises
quimicas das ragBes sdo essenciais. Considerando-se a simplicidade e baixo
custo de manutencdo e instrumentacdo, o CHDS (sistema de digestdo com
aguecimento condutivo em frasco fechado) foi avaliado para a digestdo de
amostras de ragéo para cées para a determinacéo de macronutrientes (Na e K)
e micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn) por HR-CS FAAS (espectrometro de
absorcdo atbmica em chama de alta resolucéo e fonte continua). A otimizacéo
do método foi realizada a partir de um planejamento fatorial com cinco variaveis
e dois niveis. Uma das amostras de racao para cachorro foi digerida em CHDS
em todas as condi¢bes do planejamento fatorial e em seguida foi realizado as
medidas de teor de carbono residual (RCC) em todos os digeridos. A partir das
medidas das concentracdes de RCC determinaram-se as variaveis significativas.
E levando em conta os resultados do planejamento fatorial, foi feito um estudo
do efeito das massas e efeito da concentracdo de HNOs nas digestdes em CHDS
em amostras de material de referéncia certificado (CRM). Com o método
otimizado, as amostras de racfes para caes foram digeridas no CHDS e micro-
ondas (MW-AD) para fins comparativos. Os testes estatisticos t e F foram
calculados para todas as digestbes em CHDS e MW-AD e a maioria dos
resultados dois sistemas de digestdo foram concordantes ao nivel de 95% de
confianca. As recuperacfes foram avaliadas com CRMs e apresentaram de
modo geral recuperagdes entre 77,4 e 103%. Os limites de detecgéo e de
quantificacao foram determinados e apresentaram valores semelhantes nos dois
sistemas de digestdes. Com base nos resultados, o CHDS pode ser utilizado
para o preparo de amostras de ragcbes para cachorro para determinacdo de

macronutrientes e micronutrientes de forma efetiva.

Palavra-chave: Racao para cachorro. Preparo de amostras. CHDS. HR-CS
FAAS.



ABSTRACT

Currently with the growing pet population and pet market, the development of the
food sector becomes of great interest. One of the most consumed foods is dog
food. The feeding is directly linked to the nutrition and health of these animals, so
chemical analysis of the feed is essential. Considering the simplicity and low cost
of maintenance and instrumentation, CHDS (conductively heated digestion
system) was evaluated for the digestion of dog food samples for the
determination of macronutrients (Na and K) and micronutrients (Fe, Cu, Zn and
Mn) by HR-CS FAAS. The optimization of the method was carried out from a
factorial design with five variables and two levels. One of the dogs food samples
was digested in CHDS under all conditions of the factorial design and then
residual carbon content (RCC) was measured in all digests. From the
measurements of RCC concentrations the significant variables were determined
and taking into account the results of the factorial design, a study was made of
the effect of the masses and the effect of the concentration of HNOs in the
digestions in CHDS in samples of certified reference material (CRM). With the
optimized method, dog food samples were digested in CHDS and microwave
(MW-AD) for comparative purposes. The t and F statistical tests were calculated
for all digestions in CHDS and MW-AD and most of the results of the two digestion
systems were in agreement at the 95% confidence level. The recoveries were
evaluated with CRMs and generally showed recoveries between 77.4 and 103%.
The detection and quantification limits were determined and presented similar
values in the two digestion systems. Based on the results, CHDS can be used
for the preparation of dog food samples for the determination of macronutrients

and micronutrients effectively.

KEYWORDS: Dog food. Sample preparation. CHDS. HR-CS FAAS.
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1. INTRODUCAO

Em 2021, foi realizado um estudo pela Abinpet sobre a populacéo de animais
domeésticos no Brasil. O estudo revela que de 144,3 milhdes animais de
estimacdo, cerca de 55,9 milhBes representa os caes, ou seja, 38,7% da
populacao total de animais, portanto, sdo preferencialmente escolhidos pelos
brasileiros. De acordo com a Abinpet, a populagdo de caes cresceu cerca de
1,5% de 2019 a 2020. (ABINPET, 2021).

Nos ultimos anos, o mercado pet se expandiu com 0 crescimento da
populacdo desses animais de estimacao, principalmente no segmento de pet
food (alimentacdo dos animais) que representou 75% do faturamento do
mercado pet do Brasil em 2020 (ABINPET, 2021).

Ha uma variedade extensa de alimentos para os caes, dentre eles as ragoes,
que sao frequentemente mais consumidos. Atualmente o mercado oferece
diversas opc¢des de racOes que atendem as necessidades nutricionais de cada
animal. Além disso, sao praticas e de facil acesso, que pode ser encontrada tanto
em lojas pets quanto em supermercados. Considerando-se o0 crescimento do
mercado de alimentos pets e as vantagens do consumo de ragdes, o interesse
em estudos e pesquisas voltadas para esse seguimento torna-se cada vez mais
promissor (SANTOS, 2017).

A composicao da racao é extremamente importante para a qualidade de vida
dos animais. Uma das componentes esséncias das racdes sdo 0s minerais, eles
podem ser classificados como macrominerais (Na e K) e microminerais (Fe, Cu,
Zn e Mn). As quantidades dos macrominerais e micromineirais influenciam
diretamente na salde e nutricdo, visto que em maiores proporcdes pode ser
prejudicial ao animal, portanto, as determinacdes das concentracdes dos
mesmos sdo necessérias (CELIK, OEHLENSCHLAGER, 2007).

As andlises elementares por técnicas espectrométricas geralmente requerem
a conversao prévia das amostras em solucdo. As mais comuns formas para tal
conversdo sdo decomposicbes por via seca (com forno tipo mufla) e
decomposicdo por via umida, que pode ser classificado em decomposi¢céo por
via em frasco aberto e em frasco fechado (KRUG, 2010).

A decomposicao (digestdo) de amostras por via Umida em sistemas fechados

caracteriza-se pela eficiéncia frente a uma variedade de matrizes, e devido aos
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problemas relacionados as perdas de elementos volateis em sistemas abertos,
sao preferencialmente utilizados (KRUG, 2010; MESTER et al., 2003).

Na determinacdo de andlise elementar, a digestdo assistida por radiacdo
micro-ondas € uma das melhores alternativas para a decomposicao de amostras
e habilitam a empregar diversas técnicas espectroscopicas. Entretanto, o forno
de micro-ondas possui alto custo de aquisicdo e manutengdo, com iSso, esses
equipamentos podem restringir as suas utilizagcées por empresas de pequeno ou
meédio porte (RICHTER et al., 2001).

Um novo sistema de digestao assistida por aguecimento condutivo em frasco
fechado (CHDS) foi desenvolvido com o objetivo de digerir amostras visando a
eficiéncia e baixo custo. Esse sistema foi avaliado e validado em analises
elementares de amostras de plantas (MIRANDA et al., 2014; MIRANDA et al.,
2014), carnes (VIEIRA, 2016), farinhas, chocolate em po, leite em p6 e café
soluvel (MIRANDA et al.,, 2016). Os trabalhos realizados apresentaram
excelentes resultados e demostraram ser promissores.

O CHDS apresenta uma série de vantagens como baixo custo, simplicidade
dos digestores classicos, digestdo em menor tempo comparado com sistemas
abertos e uma facilidade de manutencédo, pois 0 equipamento é desenvolvido
com componentes que sao facilmente encontrados no mercado nacional. Outra
vantagem € que os componentes volateis da amostra ndo sdo perdidos durante
0 aguecimento e a amostra ndo € contaminada pelo ambiente. Além disso, na
literatura ha poucos relatos sobre a tentativa de desenvolvimento e aplicacdes
de (CHDS) (VIEIRA, 20186).

Considerando as vantagens desse sistema, € promissor expandir os estudos
sobre o CHDS no desenvolvimento de métodos de analise de outras classes de
amostras, como a de interesse do setor alimenticio (racbes para caes)
empregando a espectrometria de absorcao atdbmica de alta resolucdo e fonte

continua.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Racgéo canina.

Nos ultimos anos, tém-se observado, um aumento da populagéo de animais

criados para conviverem com 0s seres humanos, conhecidos como animais de

estimacao, tais como: caes, gatos, peixes, aves, répteis e outros pequenos

mamiferos. Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para

Animais de Estimacdo (ABINPET), a populacdo de animais de estimacao

cresceu em média geral, 2,0% de 2019 a 2020, totalizando cerca de 144,3

milhdes de animais de estimacdo no Brasil. Contudo, a preferéncia dos

brasileiros é pelos caes que representa 38,7% da populacao total de animais de

estimacao e houve um crescimento de cerca de 1,5% de 2019 a 2020 (ABINPET,

2021).

Figura 1: Populac&o de animais no Brasil.

)
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Fonte: Abinpet, 2021.

55,9 milhoes

’ . LGatos
ﬁ 25,6 milhses

ornamentais

]9,9 milhdes

O mercado pet expandiu a producéo de produtos destinados aos animais,

no qual abrange os setores de saude, alimentacdo, lazer, higiene e beleza,

visando atender as necessidades do mesmo (MARICHALAR, 2006).

De acordo com a ABINPET, o mercado mundial de produtos pets faturou em
2020 US$145,02 bilhdes, sendo 3,9% do Brasil, que ocupa a 7° colocacao de

maior faturamento do mundo (ABINPET, 2021).
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Figura 2: Esquema do faturamento do mercado mundial em 2020.

Outros
23,0% -
40,6%
Total em 2020: China
o
Australia USS ]45?8 7,34
2.4% bilhoes
Italia
2,7%
3 Reino Unido
Canaoda 45%
3’] 7% Bras(i)l Fesinga Japiio Alemagnha
39% ] hoee— 5% 4,3%

Fonte: Abinpet, 2021.

O mercado pet se divide em quatro segmentos, sendo o Pet Food
(alimentacado para animais domésticos), Pet Care (cuidados para o animal), Pet
Vet (servicos veterinarios), Pet Serv (outros tipos de servicos). No Brasil, o
faturamento da industria pet foi no total de R$27,02 bilhdes, sendo no total de
75% em setor de alimentos. Além disso, o setor de alimentos cresceu cerca 24%
de 2019 a 2020, promovendo o grande interesse em pesquisas e estudos
voltadas a esse setor (ABINPET,2021; BUSS et al., 2006).

Figura 3: Esquema do faturamento da indastria pet do Brasil em 2020.
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Fonte: Abinpet, 2021.

A vida saudéavel dos cées esta diretamente relacionada a nutri¢cdo, que se faz
necessario uma boa alimentacdo. Atualmente, tém-se diferentes tipos de

alimentos para cées, como as ragdes industrializadas, alimentos caseiros,
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suplementos alimentares e petiscos, dentre eles as ragfes sdo as mais
consumidas atualmente (SANTOS, 2017).

As racdes oferecem diversos beneficios, como praticidade e facil acesso,
além de suprir as necessidades nutricionais e energéticas dos animais,
promovendo a saude, bem-estar, qualidade de vida e longevidade (SANTOS,
2017). Outra vantagem €é a vasta diversidade de ragbes, que podem ser
escolhidas de acordo com a raga, tamanho, idade e predisposi¢cédo a doencgas do
animal, além das diversas opc¢des de ingredientes em sua composicao (ZICKER,
2008).

A dosagem adequada de legumes, carnes e vegetais podem influenciar na
digestibilidade, palatabilidade, consisténcias de fezes, no comportamento e
aparéncia do animal (MEEKER, 2006). Para melhor desempenho dos animais e
ajuda-los a ter uma boa saude, as racdes sdo formuladas com quantidades
especificas de nutrientes, sendo as principais, as fibras, carboidratos, proteinas,
gorduras e minerais (ZICKER, 2008).

Dentre os nutrientes, os minerais se destacam apesar da pouca quantidade
necessaria, visto que, sao essenciais para a manutencdo dos processos
metabolitos e fundamentais para o crescimento (AZEVEDO E CHASIN, 2003).
Os minerais séo classificados em macrominerais (Ca, P, Na, Cl, K, Mg e S) e
microminerais (Co, Cu, I, Fe, Mn, Mo, Se, Zn, Cr e F) (PINOW et al., 2021). A
identificacdo de alguns macrominerais e microminerais sdo de extrema
importancia, considerando que sdo essenciais para a vida dos animais e em
concentracbes adequadas, pode contribuir para a prevencdo de problemas na
saude (FRANCA et al., 2011). Porém, alguns elementos sdo necessarios a
identificacdo em termos de concentracdo, pois 0s mesmos podem produzir
efeitos téxicos em altas concentra¢des (CELIK, OEHLENSCHLAGER, 2007).

O método de digestdo no CHDS foi aplicado em amostras de racdes de
diferentes portes de caes e diferentes variedades de ingredientes, e as
determinacdes de macronutrientes (Na e K) e micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn)
presentes nas amostras foram realizadas por meio da espectrometria de
absorcdo atdmica de alta resolucdo e fonte continua (HR-CS FAAS). Foram
identificados os macronutrientes (Na e K) e micronutrientes (Fe, Cu, Zn e Mn)

presentes nas amostras.
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O ferro € um elemento muito nutritivo presente em varios alimentos, inclusive
nas ragoes para caes. A absorcdo deste mineral influencia em alguns fatores,
dentre eles a idade e a fonte dietética, e também participa no processo de
transporte de oxigénio e dioxido de carbono necessarios a respiracdo celular
(SIQUEIRA et al., 2006). A concentracdo inadequada deste mineral no
organismo pode afetar no crescimento, pode causar fraqueza e diarreia (PINOW,
2021).

O manganés é um dos metais essenciais, pois participa de varias funcoes
bioldgicas, como no auxilio do crescimento, na reproducédo, no metabolismo de
carboidratos e lipidios, e na formacédo dos tecidos conjuntivos. (ULUOZLU et al,
2007). Também atua no desenvolvimento dos ossos, funcionamento dos
musculos e tecido nervoso (PINOW, 2021).

O zinco esta envolvido em muitos processos bioldgicos, como multiplicacéo
celular, desenvolvimento dos érgaos sexuais do macho e em todas as fases do
processo reprodutivo da fémea. Estdo envolvidos também na imunologia, saude
da pele e pelos. (FASCETTI E MORRIS, 2002). A deficiéncia desse micromineral
reduz a sintese de DNA e RNA, ocasionando o impedimento na divisdo e
crescimento celular (PINOW, 2021).

O potassio também é um dos elementos essenciais. Sua excrecao é por via
urinaria, seus ions sao responsaveis por regular a pressdo osmotica e a
transmissao de impulsos nervosos (AZEVEDO E CHASIN, 2003). Além dessas
funcgdes, contribui na sintese de proteinas, transporte de oxigénio, metabolismo
de carboidratos e manutencgédo dos tecidos cardiacos (PINOW, 2021).

O cobre é distribuido nos tecidos biol6égicos, auxilia na absorcao e transporte
do Fe e atua na sintese de colageno e elastina. A deficiéncia desse elemento,
pode ocorrer a falha na producdo de colageno, na pigmentacdo dos pelos,
anemia, 0ssos frageis, retardo no crescimento e diarreia (PINOW, 2021).

E o sddio, participa de processos biolégicos, como no funcionamento do
organismo, na manutencao de energia do corpo e nas contragdes musculares
(incluindo as do coracao) (FASCETTI E MORRIS, 2002).
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1.2. PREPARO DE AMOSTRAS

Atualmente a espectrometria de absor¢cdo atdmica (AAS) € uma técnica
largamente empregada para a determinacdo de elementos em diversas
amostras. A técnica de HR CS FAAS necessita de um preparo da amostra que
geralmente deve estar na forma de solugdo, consequentemente, faz-se
necessario converter as amostras em uma solugdo homogénea. Os
procedimentos utilizados para conversdo das amostras sdo geralmente
conhecidos como dissolucdo e decomposicao (DANIEL et al., 2005).

A dissolugdo da amostra € realizada com uso de solvente sob baixas
temperaturas, na qual provoca a transformacdo da amostra em uma solucao.
Porém, durante o processo a reacdo quimica pode ocorrer ou nhao,
consequentemente, ha o risco de a dissolucdo ser incompleta tornando o método
menos eficiente e pouco utilizado (KRUG, et al. 2016).

A decomposicdo, também chamada de digestdo, € uma alternativa de
transformacao da amostra em solucdo e apresenta maior eficiéncia. Ela pode ser
realizada a via Umida ou a via seca (KRUG, et al. 2016).

A decomposicgao por via seca, a amostra é aquecida em forno mufla em altas
temperaturas (400 e 550 °C) e sob presséo atmosférica, em seguida a amostra
é dissolvida em acido. A vantagem desse método € a simplicidade e a utilizacao
de pequenos volumes de acido. E a desvantagem € o alto risco de perda de
compostos volateis, contaminacao e longo tempo de aquecimento (HOENIG; DE
KERSABIEC, 1996).

O método de decomposicao por via Umida, a amostra é aquecida em altas
temperaturas em meio acido. Os acidos mais utilizados sdo o acido nitrico
(HNO:3), sulfarico (H2SOa4) e perclorico (HCIO4). A escolha dos &cidos depende
da composicdo da amostra, concentracdo do analito e a técnica que sera
utilizada para analise. Além disso, podem ser utilizados sozinhos, com outros
acidos ou oxidantes como, por exemplo, o peréxido de hidrogénio (H202)
(FLORES et al., 2007; DE OLIVEIRA, 2003).
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1.2.1. Digestao de amostras por via Umida: sistemas abertos e fechados

Os processos de digestdes por via Umida séo classificados como sistema
aberto ou fechado. As formas de aquecimento podem ser realizadas por via
ultrassonica, ultravioleta, condutiva e radiacdo por micro-ondas (FLORES et al.,
2007; DE OLIVEIRA, 2003).

As digestdes por via imida em sistemas abertos, sdo geralmente utilizados
um bloco ou chapa de aquecimento combinada com &cidos em pressao
atmosférica. Essa técnica tem como vantagem a utilizacdo de grandes massas
de amostra e baixo custo de manutengdo e aquisicdo dos equipamentos.
Contudo, apresenta desvantagens, como perdas por volatilizagdo, sujeito a
contaminacdo e matrizes complexas podem nao ser decompostas. Além disso,
a digestdo pode ser incompleta devido a temperatura de ebulicdo do acido em
presséo atmosférica, sendo necessério acrescentar outros acidos (KRUG, et al.,
2016; SKOOG, et al., 2008).

Em sistemas fechados, a quantidade de amostra utilizada é limitada, porém,
a técnica apresenta menor perda por volatilizacdo e menor contaminacao
comparada com sistemas abertos. Outra vantagem € a eficiéncia de digestéo,
pois o aquecimento do frasco fechado aumenta a presséo interna do sistema,
consequentemente ha um aumento do ponto de ebulicdo do acido e mais alta a
decomposicdo da amostra. Além disso, considerando a alta temperatura e
pressao interna do sistema, o tempo de digestdo da amostra € menor e
apresenta menor consumo acido (ATKINS; JONES, 2012).

O sistema de digestao “cold finger” (Figura 4) é um sistema fechado que
consiste no aquecimento por bloco digestor e opera em pressdes atmosféricas.
Ele foi desenvolvido com uma tampa e um aparato que permite a circulacao de
agua e o resfriamento da temperatura. O sistema atua como um condensador de
vapores acidos, consequentemente permite a regeneragdo do acido (VIEIRA,
2016).

25



Figura 4: Sistema “cold finger”.

Entrada de dgua
Saida de agua e

Condensador
1| cold finger

Sl
Fonte: Autor, 2022.

A regeneracao do acido permite que a amostra continue digerindo, tornando
a digestdo ainda mais eficiente. Esse sistema tem a vantagem de utilizar
quantidades maiores de amostra, € simples, de baixo custo de manutencéo e
aquisicdo e had menor perda por volatilizacdo. Portanto, também apresenta
desvantagens, tais como a utilizacdo de baixas pressées e maior tempo de
decomposicdo. Apesar disso, ainda sim a técnica pode ser uma boa alternativa
para substituir sistemas mais aprimorados. (FERREIRA et al., 2013; VIEIRA,
2016).

Outro método de sistema fechado utilizado é o sistema de autoclave. O
sistema consiste nas digestdées em condi¢cdes de altas pressdes e apresenta
também como vantagem o baixo custo, porém a desvantagem s&o os longos
tempos de digestdo comparado com outros sistemas de digestdo, como por
exemplo, o sistema de digestédo por radiacdo de micro-ondas (NAVARRETE et
al.,2010; LEHTIMAK et al. 2016).

1.2.2. Digestao assistida por radiacdo micro-ondas.

Na interacdo da radiacdo micro-ondas com a solucéo, os ions e as moléculas

absorvem a energia provocando o mecanismo de rotacao de dipolo e migracéo
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ibnica. Esses fenbmenos resultam em um movimento das espécies da solucao
e consequentemente, o aumento na sua temperatura (KRUG, 2010).

A rotacao de dipolo ocorre quando a presenca de um campo elétrico provoca
a orientacdo das moléculas polares na direcdo do campo, apresentando
resisténcia e consequentemente a dissipacao da energia na forma de calor. Além
disso, com a remoc¢ao do campo, as moléculas retornam ao estado ndo alinhado
e a energia também é liberada na forma de calor (ZLOTORZYNSKI, 1995).

A migracao iénica ocorre quando um campo elétrico oscilante da radiacéo
micro-ondas interage com as espécies iodnicas, causando a movimentacao dos
ions. O deslocamento dos ions produz um fluxo de corrente que sofre resisténcia
devido a outras espécies com o fluxo de ions oposto ao seu deslocamento,
consequentemente, ocorre a dissipacdo de energia e um aumento na
temperatura (ZLOTORZYNSKI, 1995; MICHAEL et al., 1997; FIGUEIREDO et
al., 2011).

Figura 5: Aquecimento via radiagdo de MW.

Fonte: Autor, 2022.

A frequéncia da radiacdo micro-ondas do espectro eletromagnético pode
variar de 0,3 a 300 GHz. A radiacao de fornos de micro-ondas utilizados para
uso domeéstico e laboratérios, apresenta frequéncia de 2450 MHz. A poténcia,
sendo gerada em um forno de radiagcdo micro-ondas do tipo doméstico ou
analitico, normalmente € superior a 600 W (KRUG, 2010).

Nos sistemas de digestdo assistido por radiacdo micro-ondas, as micro-

ondas aquecem diretamente a solugdo acida, com isso, 0 aguecimento pode ser
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realizado em menor tempo em relacédo ao aquecimento condutivo (RICHTER et
al., 2001). O sistema fechado impede a perda de elementos volateis, tornando
um dos melhores métodos a serem utilizados na decomposicdo (AGAZZI;
PIROLA, 2000).

Outra vantagem do sistema é que permite a decomposi¢do das amostras com
seguranca, robustez e possibilita a diluicdo dos &cidos utilizados na digestéo,
minimizando o uso de regentes toxicos. Porém, o equipamento emprega
ferramentas eletronicas aprimorados que sao responsaveis pelo alto custo do
equipamento, assim, ha o grande interesse no estudo de outros métodos de
digestao, tais como, os sistemas com aquecimento condutivo que séo de baixo
custo de manutencéo e instrumentacao (VIEIRA, 2016; BENDICHO et al., 2012).

1.2.3. Sistemade decomposi¢cdo com aguecimento condutivo em frasco
fechado (CHDS).

Em 2014, Miranda, Pereira Filho e Gomes Neto (2014), desenvolveram um
novo sistema de decomposicdo de amostras em frasco fechado visando o baixo
custo, eficiéncia e menor tempo de digestdo comparado com 0 sistema com
aguecimento condutivo em frasco aberto. O CHDS foi desenvolvido com um
gabinete de aco, um terminal de controle de temperatura e no seu interior, um
bloco digestor de aluminio disposto de 38 orificios para insercao dos frascos de
digestdo. Na tampa do gabinete ha dois ventiladores que auxiliam na etapa de
resfriamento dos frascos. Para uma maior seguranca, durante a digestdo é
utilizado uma placa de protecdo de acrilico abaixo da tampa do gabinete. Além
disso, na parte frontal uma protecdo de acrilico é inserida no centro a fim de
proteger o analista durante a abertura dos frascos. A figura 6 apresenta o
primeiro sistema de digestdo. (MIRANDA, et al., 2014).
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Figura 6: Primeira versdo do CHDS com frascos de borossilicato.

Escudo de protegao de acrilico removivel utilizado
durante o procedimento de abertura dos frascos

Ventiladores / Saida de ar

Tampa do gabinete de digest3o . /
b
Placa de proteg&o de acrilico l
= L J

\l=

/ O OO0 O O O O O OO0 O O O O O Oy
Terminal de controle de
temperatura /
P // —

Bloco digestor de aluminio

Fonte: Miranda; Pereira Filho; Gomes Neto, 2014.

Os frascos de digestéo utilizados eram de borossilicato. Para sua vedacao
havia um pino de teflon com anel de elastdmero perfluorado e uma tampa de
baquelite (Figura 7) (MIRANDA, et al., 2014).

Figura 7: Frasco de borossilicato utilizado na digestdo em CHDS.
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Fonte: Miranda; Pereira Filho; Gomes Neto, 2014.
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Primeiramente esse sistema foi aplicado para digestdo de amostras de
plantas (espinafre, couve, chicoria, arruda, almeirdo, repolho branco e folhas de
alface) para analise elementar de Al, B, Ca, Fe, K, Mg, Mn, P, S e Zn por ICP-
OES. Para fins comparativos, as amostras foram digeridas em um forno de
micro-ondas. Além disso, 0s autores utilizaram materiais de referéncia
certificados de folhas de macga, péssego, tomate e agulhas de pinheiro para
avaliacdo do desempenho do sistema. Os resultados obtidos com CHDS foram
concordantes comparado com forno de micro-ondas. Porém, os resultados de
limites de deteccéo para Al, B, Ca e Zn foram maiores para o CHDS devido a
impurezas presente no vidro de borossilicato. (MIRANDA, et al., 2014).

Visto que os resultados de limites de deteccdo apresentaram valores
superiores, os frascos de borossilicato utilizados no sistema de CHDS foram
substituidos por frascos de quartzo com o objetivo de obter menores valores de
limites de deteccé&o. Os frascos de quartzo foram modificados com novas pecgas,
sendo elas, uma tampa de Teflon e duas travas de aluminio, além disso, o pino
de Teflon e a tampa de baquelite foram mantidos. Contudo, o sistema passou a
obter 28 posicOes para insercdo dos frascos no bloco digestor (Figura 8).
(MIRANDA, et al., 2014).

Figura 8: Segunda versédo do CHDS com frascos de quartzo.
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Fonte: Adaptado de Miranda; Vieira; Gomes Neto, 2014; Miranda; Vieira; Gomes Neto,
2015.
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Neste trabalho desenvolvido por Miranda, Vieira e Gomes Neto (2014),
amostras de cana-de-acglcar foram digeridas para analise elementar de Al, B,
Ca, Fe, K, Mg, Mn, P, S e Zn por ICP OES. As amostras de materiais de
referéncia certificados utilizados foram de folha de maca, folhas de repolho
branco e agulhas de pinheiro. Para fins comparativos, as amostras foram
digeridas em forno de micro-ondas e apresentaram resultados concordantes. As
recuperacoes apresentaram bons resultados e os limites de deteccdo foram
préximos aos resultados do forno de micro-ondas (MIRANDA, et al., 2014).

Em 2015, Miranda, Vieira e Gomes Neto (2015) aplicaram o sistema de
CHDS em amostras de leite em p0, chocolate em pé e café soluvel, para analise
elementar de Ca, K, Mg, Na, Zn, Fe, Cu e Mn por HR-CS FAAS e Cd, Mo e Se
por ICP-MS/MS. Novamente os resultados obtidos foram promissores e 0 CHDS
também se mostrou ser eficiente para as amostras de alimentos (MIRANDA, et
al., 2015).

Apesar do CHDS apresentar excelentes resultados, durante a retirada da
tampa de baquelte o sistema era manuseado sobre presséao,
consequentemente, o analista necessitava de alguns cuidados ao realizar o
alivio da presséao do frasco. Além disso, os frascos nao eram isolados no interior
do gabinete, consequentemente, uma eventual falha no aumento da presséo e
estouro de um dos frascos, afetaria todos os demais. (VIEIRA, 2016).

Em 2016, com o objetivo de obter maior seguranca do analista no
manuseamento do CHDS, Vieira (2016) realizou modificagdes no bloco digestor.
Os orificios de insercéo dos frascos foram isolados com anteparos de acrilico,
reduzindo para 14 posicdes de insercdo dos frascos. O anteparo possibilitou o
isolamento individual de cada frasco para que ndo ocorra 0 comprometimento
dos demais no caso de uma falha destrutiva de um dos frascos (Figura 9).
(VIEIRA, 2016).

31



Figura 9: CHDS com anteparo de acrilico.
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Fonte: Vieira, 2016.

Foi desenvolvido um sistema de alivio de pressdo para abertura dos
frascos, uma placa de protecdo de acrilico com orificios e uma tampa de Teflon
foi aprimorada para a vedacao do frasco de quartzo. Além disso, foi adaptado
dois pistdes a gas na tampa do gabinete para evitar o fechamento de forma
brusca devido ao peso dos ventiladores e também facilitar no momento da
abertura da tampa do gabinete (Figura 10) (VIEIRA, 2016).

Figura 10: Sistema de alivio de presséo. (a) Introdugcéo da ferramenta para abertura da
valvula; (b) Abertura da valvula; (c) Alivio de pressao.
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Fonte: Adaptada de VIEIRA, 2016.
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Neste trabalho, foram digeridas em CHDS amostras de musculo (bovino,
suino e frango), figado (bovino, suino e frango) e rim (bovino e suino) para a
determinacdo de Na, Ca, K, Mg, P, S Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Se e Zn e
contaminantes inorganicos (As, Cd, e Pb) utilizando ICP OES e ICP-MS.
Amostras de material de referéncia certificados de musculo bovino, figado bovino
e rim suino foram digeridas para avaliacdo da exatiddo. As recuperacdes
apresentaram bons resultados, as analises elementares e os limites de detec¢éo
apresentaram valores proximos comparado com o forno de micro-ondas.
(VIEIRA, 20186).

Com base nos resultados de todos os trabalhos realizados, conclui-se que o
CHDS é uma boa alternativa, visto que apresenta baixo custo, eficiéncia,
simplicidade e facil manutencdo. Contudo, prosseguir os estudos em CHDS para
demais setores, como o setor pet pode ser interessante, pois 0 mercado pet esta

se ampliando cada vez mais.

1.3. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA (AAS).

1.3.1. Histérico.

Desde a idade antiga, os gregos ja haviam criado modelos sobre a natureza
da luz e visdo humana. Porém, o primeiro conceito sobre a absor¢cédo da luz
surgiu em 1802 por Willian Wollaston e Fraunhofer, eles observaram a existéncia
de linhas escuras no espectro da luz solar, posteriormente, Fraunhofer descobriu
gue as linhas escuras indicavam que parte da energia da luz solar havia sido
absorvida (WELZ; SPERLING, 1999).

Em 1860, o fisico Gustav Kirchoff verificou o fenbmeno de absorcao e
emissao, onde afirmou que os corpos podem absorver radiacédo eletromagnética
em um determinado comprimento de onda e também podem emitir radiacdo
desse mesmo comprimento de onda. Em 1900, Max Planck definiu que a
absorcdo e emissdo pode ocorrer somente quando um atomo recebe
determinada radiacdo de comprimento de onda, ou seja, trocavam energia
através de “quanta” (pacotes de energia) (WELZ; SPERLING, 1999).
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E=hv=— Equacédo 1

Onde, E € a energia; h, € a constante de Planck; v, é a frequéncia; c, a
velocidade da luz no vacuo; e 4, o comprimento de onda (ATKINS; JONES,
2012).

A energia da fonte de radiacédo eletromagnética incide no atomo gasoso em
seu estado de menor energia, absorve um quantum de energia e passa de seu
estado fundamental para o estado excitado, nivel de maior energia. Apds a
absorcdo da energia, o &tomo retorna ao seu estado fundamental liberando a
energia adquirida nas formas de luz ou calor. Além disso, a quantidade de
radiacdo absorvida esta diretamente relacionada com a concentracdo de atomos
no estado fundamental (WELZ; SPERLING, 1999).

Em 1955, o conceito do método de espectrometria de absorcdo atébmica
(AAS) foi proposto por Alan Walsh, além disso, foi o primeiro a criar o modelo de
um espectrometro de absorcdo atbmica. A principio os espectrémetros de
absorcdo atbmica eram compostos por uma fonte de radiacdo, a lampada de
catodo oco que emite uma série de linhas, um atomizador, forno de grafite ou
chama, um seletor de comprimento de ondas, 0 monocromador, e uma valvula
fotomultiplicadora para transformar a energia da radiacdo eletromagnética em
sinal elétrico. Em 1979 foi desenvolvido por Harnly, um espectrébmetro de
absorcao atbmica para deteccéo simultanea, utilizando uma lampada de xenénio
como fonte de radiagdo continua e como atomizador o forno de grafite ou chama
(WELZ; SPERLING, 1999; WELZ et al., 2014).

1.3.2. Principios fundamentais e funcionamento.

A espectrometria de absorcdo atdmica € uma técnica utilizada para
determinacdo e quantificacdo elementos de diversas amostras solidas, liquidas
ou gasosas. O espectrémetro de absor¢gdo atbmica é composto por uma fonte
de radiacdo, atomizador, monocromador, detector e processador.

A técnica se baseia na absorcdo da radiacdo de comprimento de onda
definido (proveniente da fonte de radiacdo) dos atomos gasosos no estado

fundamental gerados pelo atomizador. Consequentemente, o comprimento de
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onda selecionado pelo monocromador € entdo transferido pelo detector que
transforma esta energia em sinal elétrico (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Em espectrometria de absorcéo atdbmica em chama (FAAS, do inglés flame
atomic absorption spectrometry), a solugdo da amostra é aspirada e nebulizada,
formando goticulas dispersas em gas (aerossol) sendo misturada com um gas
oxidante ou combustivel, em uma camara de nebulizagdo. Em seguida, o
aerossol é arrastado pelos gases e levado para a chama.

O atomizador em chama gera atomos livres, que absorvem a radiacdo de
comprimento de onda emitida pela fonte de radiacédo, e, consequentemente, é
determinado a concentragcdo do elemento de interesse (Figura 13). (WELZ;
SPERLING, 1999).

A mistura de gas combustivel ar/acetileno (ar/C2H2) e 6xido nitroso/acetileno
(N20/C2H2), sdo os mais utilizados em FAAS, podendo atingir temperaturas de
aproximadamente 2250 e 2850°C. A propor¢cdo dessa mistura de gas
(oxidante/combustivel) interfere diretamente na eficiéncia de atomizagcédo. A
chama oxidante (vazao de ar maior que o oxidante) favorece a atomizacdo em
elementos com eficiéncia em atomizar pela formacdo de oxidos. E a chama
redutora (vazdo de combustivel maior em relacdo ao oxidante) favorece a
atomizacdo de elementos com propensdo a formar de Oxidos refratarios
(FARRUKH, 2012; KRUG, et al., 2004).

A fonte de radiacdo tem a funcdo de excitar o analito no seu estado
fundamental. Em AAS, a fonte de radiacao mais utilizada é a lampada de catodo
oco (HCL- do inglés Hallow Cathode Lamp) (Figura 11). As lampadas de catodo
oco sdo constituidas por um tubo de vidro composto por um anodo de tungsténio,
um catodo cilindrico e um gas inerte. O catodo é produzido com o metal
caracteristico do analito (WELZ; SPERLING, 1999).
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Figura 11: Diagrama de uma lampada de cétodo oco.
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Fonte: SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002.

Uma diferenca potencial € aplicada entre os eletrodos, capaz de produzir a
ionizacao do gas inerte, consequentemente, os cations do gas colidem no catodo
e liberam atomos do metal que produz uma nuvem atbmica. Uma parte dos
atomos removidos do catodo, absorvem energia necessaria para promover a
excitagdo. O atomo ao retornar ao seu estado fundamental, emite uma radiacéo
de comprimento de onda caracteristico ao analito. Existem [ampadas de catodo
oco gque contém mais de um elemento, permitindo que fornecam linhas
espectrais para diferentes amostras (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

Para a separacgao das linhas espectrais de interesse e as linhas emitidas pela
fonte de radiacdo, um monocromador € utilizado, localizado entre o atomizador
e o detector. O monocromador € composto por um prisma ou rede de difracao
ligadas a duas fendas, a de entrada e de saida da radiacdo. Os monocromadores
mais utilizados séo do tipo Echelle e Czerny- Turner. O tipo Echelle é composto
por um prisma e uma rede de difracdo, que separam o feixe de radiacdo em
varios comprimentos de ondas e em diferentes angulos. O Czerny-Turner é
composto por uma rede de difracéo e espelhos esféricos, em que permite ajustar
o angulo de incidéncia e de reflexdo (Figura 12). O espelho focaliza a radiacao
na rede de difracdo e separam os feixes de radiacao de interesse. Em seguida,
os feixes de radiacdo séo dirigidos para outro espelho esférico e por fim para a
fenda de saida (WELZ; SPERLING, 1999).
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Figura 12: Monocromador de rede (Czerny-Turner).
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Fonte: SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002.

ApoOs a selecao das linhas espectrais de interesse pelo monocromador,

as linhas sdo encaminhadas para o detector, que tem a funcéo de transformar a

energia recebida em um sinal elétrico. Os tipos de detectores empregados em

AAS sao as valvulas fotomultiplicadoras ou detectores de estado sélido (CCD,

do inglés coupled-charge device). Atualmente os detectores podem ser utilizados

em conjunto com um microcomputador, que permite registrar os sinais de
absorbéancia ou concentracdes (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002.; BORGES,

2009).
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Figura 13: Esquema funcionamento de um FAAS.
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Fonte: Adaptado (KRUG et al., 2021).
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O mecanismo segue a Lei de Lambert- Beer, que afirma que a radiacao
absorvida € proporcional a concentragdo do analito, descrita na equacao 2
(SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).

A= —logT =log 170 = abc Equacéo 2

Sendo, 4, a absorbancia; T a transmitancia; I, a intensidade da radiacao
incidente no atomizador; I, a radiagdo ndo absorvida pelos &tomos ou ions; a, a

constante de absortividade; b, o caminho Optico; e c a concentra¢do do analito.

1.4. Espectrometria de absorcdo atébmica de alta resolucdo e fonte
continua (HR-CS AAS).

Desde o0 século XIX os espectroscopicos vém sendo utilizados para a
determinacao de elementos tracos em inUmeras amostras. Na espectrometria de
absorcdo atdbmica (AAS) o atomizador gera atomos livres (estado gasoso) que
absorvem a radiacdo com uma frequéncia especifica, ocasionando a excitacédo
dos a4tomos, e ao retornarem no seu estado fundamental emitem uma radiacao
espectral caracteristica ao analito (HEITMANN et al., 1996.; WELZ et al., 2003.;
GALLINDO et al., 2005).

Em 1996 Heitmann descreveu o primeiro equipamento de espectrometria de
absorcdo atbmica de alta resolugcdo com fonte continua (HR-CS AAS), o
instrumento contém uma lampada de arco curto de xendnio de alta pressao que
opera em modo hot spot e a emissado se encontra na faixa de 190 e 850 nm. A
lampada contém dois eletrodos de tungsténio e opera a 300 W de poténcia. O
computador controla e corrige o0 posicionamento dos arcos movimentando o
espelho e certificando que o feixe de radiacdo esteja incidindo na fenda de
entrada do monocromador (HEITMANN et al., 1996; WELZ et al., 2003).

Conforme a Figura 14 abaixo, a radiagédo incide em um prisma e em uma rede
de difracdo, o prisma seleciona o0 espectro e o0 monocromador fornece a alta
resolucdo do intervalo espectral de interesse. O espectrémetro apresentado na
Figura 14, refere-se ao modelo DEMON (Double Echelle Monochromator),

composto por um prisma Littrow e uma rede Echelle. O comprimento de onda é
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selecionado pela rotacdo do prisma e da rede de difracdo para posicdes pré-
ajustadas. Uma lampada de nebnio localizada em frente a fenda intermediaria,
emite vérias linhas estreitas que séo atribuidas a um pixel correspondente no
detector e esse sistema é utilizado para a estabilizacdo (WELZ et al., 2005;
HEITMANN et al., 1996; WELZ et al., 2003).

Figura 14: llustracdo esquematica de um espectrometro de absor¢éo atémica de alta
resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS) com énfase nos seus principais
componentes.

t Forno de grafite

Limpada de

arco curto de Xe Chama

Detector CCD

Rede echelle

Monocromador de alta resolugao

Fonte: (VIEIRA, 2020).

Apds o processo de separacdo, a radiacdo emitida e transmitida atinge o
detector que é formado por um arranjo linear de dispositivos de carga acoplada
(CCD). Cada pixel contém um amplificador individual, com isso, o instrumento
opera com 512 detectores independentes em que 200 sao utilizados para fins
analiticos (SILVA et al., 2005). Consequentemente, € possivel avaliar trés
dimensdes diferentes para visualizar os dados em HR-CS AAS, conforme as
Figuras (15, 16 e 17) abaixo.
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Figura 15: Tradicional sinal transiente (absorvancia versus o tempo).
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Fonte: (SILVA et al, 2005).

Figura 16: Sinal de absorvancia integrada versus comprimento de onda.
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Fonte: (SILVA et al, 2005).
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Figura 17: Imagem tridimensional (absorvancia como funcdo do tempo e do
comprimento de onda).
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Fonte: (SILVA et al, 2005).

O sistema € controlado por um software que é capaz de corrigir eventos
que afetam todos os pixels do detector, além disso, esta corre¢cdo ha alta
intensidade de emisséo da fonte continua e auxilia no fato de n&o ser necessario
a modulacéo de radiacdo. Todos os pixels sédo iluminados pela mesma fonte de
radiacao e lidos, porém apenas alguns sao utilizados para medir a absorcdo
atdbmica, consequentemente, pode ser selecionado outros conjuntos de pixels
para corrigir efeitos como flutuacdes de intensidade da lampada. O sistema de
feixe duplo simultaneo também corrige qualquer mudanca temporal na
transmissao da radiagdo como, nos gases da chama. (WELZ et al., 2005.; WELZ
et al., 2003.; VIRGILIO, 2010.; GALLINDO et al., 2005.; RUELLA, 2010)

O HR-CS AAS possui véarias vantagens, entre elas o uso de uma unica fonte
de radiacdo para todos os elementos, melhor desempenho analitico na
determinacdo de elementos tragcos em amostras complexas e permite realizar
automaticamente medidas multielementares em rapida sequéncia. Além do seu
custo relativamente baixo que torna a técnica de AAS altamente competitiva em
relacéo a espectrometria de emisséo Optica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES) na relacdo custo/beneficio (WELZ et al., 2005.; WELZ et al., 2003.;
SILVA, 2004.; VIRGILIO, 2010).
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é avaliar novas estratégias de preparo de
amostras empregando o CHDS para a digestdo de amostras de racdes (caes)
para a determinacao de macronutrientes (Na e K) e micronutrientes (Fe, Cu, Zn
e Mn) por HR-CS FAAS.

3. METODOLOGIA

A seguir sera descrito todos os procedimentos de preparo das amostras por
digestdo no sistema de CHDS e MW para a determinacdo dos macronutrientes

e micronutrientes empregando a HR- CS F AAS.

3.1. AMOSTRAS, REAGENTE E SOLUCOES ANALITICAS.

As amostras de racdes para cdes foram adquiridas no pet shop em
Araraquara, S&o Paulo, Brasil. As amostras adquiridas foram a Special dog
Ultralife Light, N e D Prime, Guabi Natural, Special dog de frango e arroz, Special
dog frango e arroz Junior, Special dog Junior, Special dog vegetais Junior,
Special dog vegetais Adultos, Special dog frango e carne Adultos e Special dog
frango e arroz Sénior.

A avaliacdo da exatiddo da digestdo com o CHDS foi realizada através da
digestdo de materiais de referéncia certificados de figado bovino (Bovine Liver
NIST 1577b), tecido de mexilhdo (Mussel Tissue Freeze-Dried NIST 2976) e
racao para peixe (MR-E1002A Racéo para peixes Embrapa).

Para as digestdbes das amostras foram utilizados HNOs 65% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e H202 30% (Merck, Darmstadt, Alemanha). Em todas as
solugdes utilizaram-se agua deionizada de alta pureza produzida em um sistema
de purificacdo GEHAKA Master System MS2000 ALL (18,2 MQ cm).

As solucgGes analiticas (0,25 - 3,0 mg L* Fe, 0,03 -0,2 mg L Cu, 10 - 50
mg Lt Na,5-200mg L*K,03-15mgL*Zne0,1-0,5mgL?!Mn)foram
preparadas por padrbes espectroscopicos monoelementares (SpecSol, Sdo

Paulo, Brasil) e acidificadas a 5% (v/v) HNOs.
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Os frascos e as vidrarias utilizadas foram descontaminados por imersao em
banho de 10% (v/v) HNOs durante 24 horas. Apds o banho &cido, foram lavados
com agua deionizada.

3.2. INSTRUMENTACAO.

As digestdes das amostras de racdo para cachorro e dos materiais de
referéncia certificados foram realizadas em CHDS (Registro de Patente
BR1020130228249, Instituto Nacional da Propriedade Industrial) (Figura 18).
Para fins comparativos, as amostras foram digeridas em MW (Multiwave Sample

Preparation System, Anton Paar, Graz, Austria) (Figura 19).

Fonte: do Autor, 2021.

Figura 19: Forno micro-ondas Anton Paar, modelo Multiwave.
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Fonte: do Autor, 2021.
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Para a determinacé&o de macronutrientes (Na e K) e micronutrientes (Fe, Cu,
Zn e Mn) foi utilizado um HR-CS FAAS (Analytik Jena, modelo contrAA 300)
(Figura 20). Utilizou-se a area de integracdo de 3 pixels e os parametros
operacionais empregados estdo apresentados na tabela 1. As medidas foram

realizadas todas em triplicata.

Fonte: do Autor, 2021.

Tabela 1: Parametros instrumentais do HR-CS FAAS utilizados para determinacéo de

macro e micronutrientes nas amostras.

Linha atbmica Vazao de acetileno Vazédo de ar Altura do queimador

Elemento (hm) (Lh-1) (Lh-1) (mm)
Fe* 248,327 60 486 6
Cu* 324,754 50 486 6
Na* 330,237 90 486 6
Mn* 279,482 80 486 6
Zn* 213,857 50 486 6

K* 404,414 80 486 8

*Linha primaria

Fonte: do Autor, 2022.

44



3.3. PREPARO DAS AMOSTRAS.

As amostras foram maceradas com o uso de almofariz e pistilo (Figura 21).
Em seguida, determinaram-se os teores de umidades a partir da secagem em
estufa (TE-394/2 Tecnal, Piracicaba, SP) (Figura 22), com circulacdo e
renovacdo de ar a 75°C até que a massa permanecesse constante. Apos a
secagem, as amostras foram adicionadas em frascos e armazenadas em

dessecador.

Figura 21: Amostras de ragdo para cachorro maceradas e secas.

Fonte: do Autor, 2021.

Figura 22: Estufa.
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Fonte: do Autor, 2021.
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3.4. OTIMIZACAO DO METODO DE DIGESTAO EM CHDS.

3.4.1. Efeito do HNOsz, H202, temperatura, tempo de patamar e

temperatura de pré-digestao.

Foi realizado um planejamento fatorial com cinco variaveis (concentragdo de
HNOgs, volume de H202, temperatura, tempo de patamar e temperatura de pré-
digestdo) e dois niveis (inferior e superior). Para cada variavel foi atribuido um
simbolo de V1 a V5, e os niveis foram enumerados em (-1), representando o
limite inferior e (1) representando limite superior das variaveis, conforme
apresentado na tabela 2. Os valores dos limites (inferior e superior) foram
definidos com base nos estudos realizados em CHDS pelos membros do grupo

de pesquisa.

Tabela 2: Planejamento fatorial com cinco variaveis e dois niveis.

Variaveis do Planejamento  Simbolo -1 1
Concentragéo de HNO; (mol L) V1 3,5 14,0
Volume de H,0, (mL) V2 0,5 1,0
Tempo de patamar (min.) V3 12,0 24,0
Temperatura (°C) V4 1950 2250
Tempo de pré-digest&o (min.) V5 150 30,0

Fonte: Autor, 2021.

Como o planejamento fatorial s&o com cinco variaveis e dois niveis, o
nimero de experimento seria 2°, resultando em um total de 32 possibilidades de
combinac¢des. Porém, com intuito de reduzir a quantidade de andlise, fez-se um
planejamento de 252, resultando em um total de 8 experimentos.

Determinou-se uma sequéncia de niveis (inferiores e superiores) de V1,
V2 e V3 para cada experimento, e para obtermos novas sequéncias de niveis
V4 e V5, foi multiplicado os valores codificados dos niveis V1XV2 e V1XV3,
respectivamente. Em seguida, combinou-se todas as variaveis com a variacdo

de todos os niveis, conforme a tabela 3.
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Tabela 3: Planejamento fatorial com cinco varidveis, dois niveis e seus valores

codificados e reais.

HNOs (molL™)

Hz02 (mL)

Tempo de patamar

Temperatura

Tempo de pré-

(min.) (°C) digest&o (min.)
Experimentos Vi V2 V3 va Vo

Codificada Real Codificada Real Codificada Real Codificada Real Cadificada Real

1 -1 35 -1 0,5 -1 12,0 1 225,0 1 30,0
2 -1 35 -1 0,5 1 24,0 1 225,0 -1 15,0
3 1 35 1 10 -1 12,0 -1 195,0 1 30,0
4 -1 35 1 10 1 24,0 -1 195,0 -1 15,0
5 1 14,0 -1 0,5 -1 12,0 -1 195,0 -1 15,0
6 1 14,0 1 0,5 1 24,0 -1 195,0 1 30,0
7 1 14,0 1 1,0 -1 12,0 1 225,0 -1 15,0
8 1 14,0 1 10 1 24,0 1 225,0 1 30,0

Fonte: Autor, 2021.

Uma das amostras de racéo para cachorro foi digerida em CHDS de acordo

com o0s experimentos estabelecidos do planejamento fatorial. Em todos os

experimentos foram pesados diretamente nos frascos de digestdo 100 mg da

amostra previamente macerada e seca. Para a digestdo do experimento 1,

adicionou-se 0,5 mL de HNO3 (3,5 molL?) e 2,0 mL de &gua deionizada. Os

frascos foram vedados e deixados para pré-digestao por 30 min em temperatura

ambiente. ApGs a pré-digestdo adicionou-se 0,5 mL de H20: e os frascos foram

fechados. O programa de aquecimento partiu da temperatura ambiente até

225°C em 20 min e permanéncia em 225 °C por 12 minutos, seguido por 30 min

de resfriamento, conforme a tabela 4 abaixo.

Tabela 4: Programa de aquecimento do experimento 1 para digestdo das

amostras em CHDS.

FASE TEMPERATURA (°C) TEMPO (min)
RAMPA Tambiente - 225 20
PATAMAR 225 12
RESFRIAMENTO 225 - 40 30

Fonte: Autor, 2021.

Com a digestéao finalizada, a solugéo digerida foi transferida para frasco de

polipropileno e diluida para 25 mL com agua deionizada.
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3.4.2. Medida do teor de carbono residual na amostra.

Para avaliar a eficiéncia de decomposi¢cao da matéria organica dos digeridos,
foi realizado as medidas de concentracdo de carbono residual (RCC) de todos
os digeridos. Para esta quantificacdo, foi utilizado um TOC-L CSH/CSN

(Shimadzu, Quioto, Japao), mostrado na Figura 23.

Figura 23: TOC-L CSH/CSN, Shimadzu.
1 ) -

Fonte: Autor, 2021.

O pH das amostras digeridas foi corrigido (5,5 a 6,5), em seguida uma
aliquota de 500 pL foi retirada e avolumada para 50 mL. As amostras foram
avaliadas em triplicata.

A partir das medidas de RCC, determinaram-se as variaveis do planejamento
fatorial que mais influenciam nas digestdes (aquelas que apresentaram o0s
menores RCC) e definiram-se as melhores condi¢cbes para uma digestdo mais

completa.
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3.4.3. Efeito das concentracdes de HNOs nas digestdes.

Com as variaveis estabelecidas no planejamento fatorial, realizou-se a
analise de duas concentracdes de HNO3z (7 e 14 molL™1). Para isso, pesou-se 100
mg da amostra de CRM de racao para peixe diretamente no frasco de digestéo,
adicionou-se 1,0 mL ou 2 mL de HNO3 (7 ou 14 molL?) e 1,0 mL de H20x-.

Os frascos foram fechados e inseridos no bloco do CHDS. O programa de

aguecimento utilizado esta apresentado na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5: Programa de aquecimento para digestdo das amostras em CHDS.

FASE TEMPERATURA (°C) TEMPO (min)
RAMPA Tambiente - 195 20
PATAMAR 195 12
RESFRIAMENTO 195- 40 30

Fonte: Autor, 2021.

A solucao digerida foi transferida para frasco de polipropileno e diluida
para 25 mL com agua deionizada. Em seguida, determinou-se Cu, Fe, Mn, Zn,
K e Na no CRM por HR-CS FAAS para as diferentes concentracdes de HNOs.
As digestdes foram realizadas em triplicada.

3.4.4. Efeito das massas nas digestdes.

Considerando os resultados obtidos no planejamento fatorial e o estudo do
efeito das concentracdes de HNOs, foi feito um estudo do efeito das massas de
amostra nas digestdes por CHDS. Para isso foi utilizado o CRM de ragéo para
peixe e as massas de amostra avaliadas foram 50, 100 e 200 mg. Foram
utilizados nas digestées 2,0 mL de HNOs (14mol L*) e 1,0 mL de H202. O
programa de aguecimento utilizado esta apresentado na Tabela 5. As amostras
foram digeridas em triplicata. Em seguida, determinou-se Cu, Fe, Mn, Zn, K e Na
no CRM por HR-CS FAAS para as diferentes massas.
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3.5. Digestdo em CHDS.

Apos a otimizacdo do método, as 10 amostras de ragdo de cachorro e os
materiais de referéncia certificados de racdo para peixe, tecido de mexilhdo e
figado bovino foram digeridos em CHDS.

Foram pesados diretamente nos frascos de digestdo 200 mg das amostras
previamente maceradas e secas. Adicionou-se 2 mL de HNOs e 1 mL de H20..
Os frascos foram fechados e inseridos no bloco. O programa de aguecimento
utilizado esta apresentado na Tabela 5.

A solucéo digerida foi transferida para frasco de polipropileno e diluida para
25 mL com &gua deionizada. As amostras racdo e os CRMs foram digeridos em
triplicata. Os métodos foram avaliados por meio da comparacao dos resultados
com aqueles obtidos ap6s a decomposi¢cao das amostras assistido por radiacéo

micro-ondas.

3.6. Digestdao em MW.

Na digestao assistida por radiacdo micro-ondas em sistemas fechados, foram
pesados 200 mg das amostras de ra¢gOes previamente maceradas e secas, em
seguida adicionados em frascos de quartzo. Foram adicionados 2 mL de HNOs,
3 mL de agua deionizada e 1 mL de H202. Os frascos foram fechados,
introduzidos no rotor e este inserido no equipamento. Um programa de
aguecimento de 3 etapas foi utilizado: (1) 100-500 W, rampa de 5 min; (2) 800
W, patamar de 15 min; (3) 0 W, 15 min de resfriamento, conforme apresentado

na Tabela 6.

Tabela 6: Programa de aquecimento para digestdo das amostras em MW.

FASE POTENCIA (W) TEMPO (min)
RAMPA 100-500 5
PATAMAR 800 15
RESFRIAMENTO 0 15

Fonte: Autor, 2021.
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Com a digestéao finalizada, a solucéo digerida foi transferida para frasco de
polipropileno e diluido para 25 mL com &gua deionizada. As amostras e os CRMs

foram digeridos em triplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES.

4.1. Teor deumidade.

Os teores de umidade foram definidos com o objetivo de utilizar massa seca

das amostras. A Tabela 7 apresenta todos os teores de umidade encontrados.

Tabela 7: Teores de umidade das amostras de ragado (para céaes).

Amostras %umidade

541
4,70
3,66
6,10
5,34
6,29
6,00
5,73
571
5,52

Fonte: Autor,2020.

O O ~NO O WDN P

=
o

Os teores de umidade obtidos foram préximos aos teores das amostras

de racéo encontradas no mercado.

4.2. Curvas de calibracao.

As curvas analiticas dos elementos (Cu, Fe, Mn, Zn, K e Na) analisados por
HR-CS FAAS com absorbancia integrada a 3 pixels, apresentaram coeficientes

de correlagao linear = 0,999. As curvas obtidas estado apresentadas na figura 24

abaixo.
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Figura 24: Curvas analiticas para os elementos a) Cu, b) Fe, ¢) Mn, d) Zn, e) K e f) Na
obtidas por HR-CS FAAS com absorbéncia integrada a 3 pixels.
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4.3. Otimizacdo do método de digestdao em CHDS.

4.3.1. Planejamento fatorial.

As variaveis de concentracdo de HNOs, volume de H202, temperatura, tempo
de patamar e temperatura de pré-digestdo foram avaliados em dois niveis
(inferior e superior) empregando um planejamento fatorial. A partir dos
experimentos estabelecidos na tabela 3, realizaram-se as medidas de
concentracdo de carbono residual de todos os digeridos e os valores estédo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Teor de carbono residual nos digeridos da amostra utilizando o CHDS.

Carbono residual

Experimentos (mg de C/ 100 mg de amostra)

9,65
9,48
9,35
8,98
9,46
9,65
6,81
6,05

Fonte: Autor, 2021.

0O ~NO Ol A WDN P

A partir das medidas de RCC, determinaram-se as variaveis que mais
influenciam nas digestdes (aquelas que apresentaram os menores RCC). As
figuras 25 e 26 apresentam os resultados obtidos em termos da influéncia de

cada uma das variaveis.
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Figura 25: Gréfico de pareto da influéncia de cada variavel nas digestées.
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HNO, (mol L)

Tempo de patamar
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H.,0, (mL) / Tempo de
patarmar (rin. )

H.O, (mL)/ Terpa de
pré-digestdo (min.)

Temnpo de
prédigestdo (rmin.)

crit

Fonte: Autor, 2021.

Andlise da Figura 25 revela que ha trés variaveis significativas, quais sejam
as concentracdes de HNOs, volume de H20:2 e temperatura. Esperava-se que a
temperatura ndo fosse uma variavel significativa, pois temperaturas de 195 °C e
225 °C apresentam uma diferenca de apenas 30°C, porém apesar da pouca
variacdo, a temperatura apresentou ser uma variavel significativa, podendo
influenciar no desempenho das digestées em CHDS. Por conseguinte, apenas a
concentracdo de HNOgs, volume de H202 e a temperatura foram considerados
significativos para 0os experimentos seguintes. A Figura 26 apresenta os efeitos
dos niveis inferiores e superiores das variaveis concentracées de HNOs e volume
de H20:.
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Figura 26: Gréfico de efeitos da concentracdo de HNO3 e volume de H>O nas medidas

de RCC.
45
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2.0 : : T HNO,

e L H,0,.1,

Fonte: Autor, 2021.

A Figura 26 permite observar que em maior concentragdo de HNOs e maior
volume de H202 obtém-se os menores valores de RCC, ou seja, melhores
condicbes para uma digestdo mais completa. Consequentemente, o nivel
superior de concentracdo de HNOs (14 molL!) e volume de H202 (1 mL) foram
definidos para as demais digestoes.

As variaveis de temperatura e tempo de patamar ndo foram significativas no
experimento, consequentemente considerou-se para 0s demais experimentos 0s
niveis inferiores (195 °C e 12 min), possibilitando-se realizar as digestbes em
menor tempo de patamar e menor tempo de resfriamento por utilizar
temperaturas menores. Além disso, como a variavel de pré-digestdo também
nao foi significativo, as demais digestdes ndo se realizaram a pré-digestéao,

reduzindo-se ainda mais o tempo de analise.

4.3.2. Teor de carbono residual.

De acordo com os dados obtidos de RCC nos experimentos do planejamento
fatorial (tabela 8), o valor de teor de carbono residual encontrado variou de 9,65

a 6,05 mg de C/ 100mg de amostra. Com esse resultado pode-se observar que
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o0 método de digestdo em CHDS proposto neste trabalho apresentou eficiéncia,
considerando-se que a composi¢cdo da amostra contém alto teor de proteina
(27%) e extrato etéreo (12%), que sdo componentes ricos em carbono.

Para fins de comparativo, foi calculado o valor estimado da eficiéncia na
decomposicdo da matéria organica (EDMO), conforme calculado segundo o
trabalho publicado por Costa et al. (2013). No trabalho de Costa et al. (2013), a
EDMO das amostras de racéo para cachorro digeridas em MW, variou de 84,2 a
87,6%. Os valores de EDMO foram calculados pela diferenca entre carbono total
(CT) e residual (CR), dividida por carbono total (CT), isso multiplicado por 100,
conforme a equacéo 3 abaixo (COSTA, 2013).

CT—CR

EDMO = ( —

) x 100 Equacgéo 3

No calculo de EDMO foi considerado como o valor de carbono total, a massa
total de amostra. Portanto, € vélido ressaltar que este calculo é apenas uma
estimativa, pelo fato de que o valor de carbono total na amostra nao é
absolutamente a massa de amostra utilizada, pois a amostra ndo contém em sua
composicao 100% de carbono.

Os valores de EDMO calculado variou de 90,4 a 94%. A andlise dos
resultados revela que o método proposto neste trabalho apresentou eficiéncia
préximas aos resultados apresentados no trabalho publicado por Costa et al.
(2013). Porém, esses resultados nao sao reais, pois as massas de amostras

utilizadas nao sdo 100% de carbono total.
4.3.3. Efeito da concentracdo de HNO:s.

Conforme estabelecido no planejamento fatorial, concentragées de HNO3 (14
molL1) obteve-se melhores resultados como de RCC. Portanto, foi realizado uma
andlise do efeito das concentracées de HNOs (7 e 14 molL?) a fim de determinar
a possibilidade de reducao da concentracéo. Para essa avaliacdo determinou-
se Cu, Fe, Mn, Zn, K e Na no CRM de ragao para peixe e os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 9 abaixo.
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Tabela 9: Resultados (média + desvio padrédo) para Cu, Fe, Mn, Zn, K e Na (mg.kg?)
em material de referéncia certificado de racédo para peixe digerido com CHDS em
diferentes concentracdes de HNO:s.

Elementos (mg.kg™)

Concentragdo HNO3

Fe Na Zn Mn Cu K
Certificado 231,9 £ 20,2 2160,0 £ 190,0 129,6 + 6,8 195+ 21 105+ 0,9 5860,0 £ 310,0
7mol.L Determinado 184,9 + 12,2 1875,7 + 158,0 114,1 + 438 142 + 2,7 6,8 + 0,9 4282,1 + 130,3
Rec (%) 79,7 86,8 88,1 73,0 64,3 73,1
Certificado 231,9 £ 20,2 2160,0 £ 190,0 129,6 + 6,8 195+ 21 105+ 0,9 5860,0 £ 310,0
14 mol.L™" Determinado 208,5 + 4,8 1961,4 + 7,0 1194 + 1,8 18,4 £ 29 84 + 0,5 44829 = 57,2
Rec (%) 89,9 90,8 92,1 94,4 80,2 76,5

Fonte: Autor, 2021.

De forma geral, as recuperacdes (100x valor obtido/valor certificado)
aumentaram em concentracdes de HNO3s de 14 molL™1. Portanto, 14 molL! foi a
concentracdo de HNOs escolhida para a continuidade dos experimentos

seguintes.

4.3.4. Efeito das massas.

Considerando os resultados obtidos no planejamento fatorial e o efeito da
concentracdo de HNOs, uma avaliacdo do efeito das massas de amostra foi
realizada. Foram avaliadas massas de 50, 100 e 200 mg de CRM de racéo para
peixe. Os resultados obtidos da determinacgéo de Cu, Fe, Mn, Zn, Ke Na no CRM
para as diferentes massas estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados (média + desvio padrdo) para Cu, Fe, Mn, Zn, K e Na (mg.kg™)
em material de referéncia certificado de racédo para peixe digerido com CHDS em
diferentes massas.

Elementos (mg.kg™)

Massa (mg)
Fe Na Zn Mn Cu K

Certificado 2319 £ 20,2 2160,0 + 190,0 1296 +6,8 195+21 10509 5860,0 = 310,0

50 Determinado 208,0 £ 37,6 18325 + 665 1135+0,8 13,6 £0,9 76 £ 15 35627 + 1433
Rec (%) 89,7 84,8 87,6 70,1 72,2 60,8
Certificado 2319 £ 20,2 2160,0 £ 1900 1296 +£6,8 195+21 105 +0,9 5860,0+ 310,0

100 Determinado 2085 + 4.8 19614 + 7,0 1194 +18 184 £ 29 84 +05 44829 + 57,2
Rec (%) 89,9 90,8 92,1 94,4 80,2 76,5
Certificado 2319 £ 20,2 2160,0 + 1900 1296 £6,8 195+21 105 +0,9 5860,0+ 310,0

200 Determinado 2094 £ 2,0 21876 £ 811 1221 +0,7 20,0 %67 85+ 0,1 5487,7 + 10,5
Rec (%) 90,3 101,3 94,2 102,5 81,3 93,6

Fonte: Autor, 2021.
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Andlise dos resultados apresentados na Tabela 5 revela que de uma forma
geral as recuperacdes (100x valor obtido/valor certificado) aumentaram de 50
para 200 mg. Isto ocorreu por conta de obtengdo de massas mais
representativas para massas maiores. Assim, 200 mg foi a massa de amostra

escolhida para a continuidade dos experimentos.

4.4. Determinacdo de macronutrientes e micronutrientes por HR-CS

AAS.

Dez amostras de racdo para caes foram digeridas em CHDS e em forno de
micro-ondas (MW-AD) para fins comparativos. Os analitos (Na, K, Fe, Cu, Zn e
Mn) foram determinados por HR-CS FAAS empregando os dois sistemas de
digestdo (CHDS e MW-AD). Os resultados obtidos na determinacéo por HR-CS

FAAS em todos os digeridos estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados (média + desvio padrdo) da determinagdo (mg.Kg?) de Na, K,
Cu, Fe, Mn e Zn por HR-CS FAAS em racao para caes digeridas em CHDS e MW-AD.

Amostras

Elementos (mg.kg™)

Fe Na n Mn Cu K
MW-AD 2032 +21 56928 +1222 2526 +11 605 +21 234+00 50953 + 66,8
1 cHDs 2350 +2,3 5690,6 +282,1 2549 +81 59,8 +04 233 +0,1 48281 + 230,2
MW-AD 173,8 + 12,8 40936 + 1615 1339 +15 384 +06 10,1 +0,1 57262 + 6,3
2 CHDS 1812 +7,6 42401 +183 1276 +65 384 +09 104 +0,3 57244 + 478
MW-AD 2013 +43 32817 +989 2271 +21 305+02 294 +12 50836 +178,5
3 CHDS 2229 +34 32212 +944 2294 +02 306+03 299+12 50380 + 698
MW-AD 175,8 + 8,4 42637 +622 1396 +42 427 +06 94 +0,6 5951,1 + 1248
4 CHDS 2006 + 1,4 41405 + 182,6 1366 + 3,0 42,7 +0,3 9,2 +4,7 58340 + 1619
MW-AD 2089 +519 49879 +3946 1216 +3,2 415+04 12,6 +02 51316 + 61,0
S CHDS 193,7 + 56 51497 + 1065 1214 +3,8 412 +0,3 126 +0,2 4957,8 + 501,0
MW-AD 198,1 + 3,5 47953 + 1324 1277 +3,3 406 +0,3 118 +0,7 47275 + 1585
6 CHDS 206,4 + 94 47338 +449 1227 +59 414 +10 125+0,3 47023 + 56,3
MW-AD 153,3 + 0,6 4252,1 +651 1688 +24 557 +0,3 9,6 +0,2 5268,1 + 156,9
7 CHDS 1635 + 0,2 41746 + 2449 1746 +77 559 +14 93+0,6 52812 + 106,2
MW-AD 1492 + 1,0 3810,7 +389 1185 +3,1 46,7 +05 94 +0,7 60566 + 1074
8 CHDS 143,7 +55 39194 + 1569 1180 +39 484 + 18 84 +10 58759 + 2689
MW-AD 140,9 + 55 4281,8 +309 1352 +49 472 +05 10,6 +1,1 47533 + 83,9
9 CHDS 156,3 + 16,0 43866 + 1129 1382 +22 479 +0,1 10,1 +0,6 46602 + 106,1
MW-AD 1521 + 14,0 33825 +851 1395+35 380+07 119+05 54158 + 80,0
10 cHDps 156,8 + 9,9 3489,0 + 2645 1403 +15 397 +19 116 +05 54779 + 352

Fonte: Autor, 2021.
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De acordo com os dados da tabela, de uma forma geral os resultados obtidos

utilizando os dois sistemas de digestdo estdo concordantes entre si. Analises

estatisticas obtidas pelo teste F revelou que para todas as amostras digeridas

pelos dois procedimentos os desvios padrdoes sdo comparaveis estatisticamente

em ambos 0s métodos de digestdo ao nivel de confianca de 95% (Tabela 12).

Tabela 12: Resultados do teste f com 95% de confianca.

Teste F
Amostras Fe Na Zn Mn Cu K
1 43,90 5,33 50,19 23,57 9,87 11,88
2 2,88 77,68 12,43 237 8,82 71,83
3 13,64 1,10 151,28 1,38 1,02 6,54
4 32,08 8,62 1,94 4,01 59,01 1,21
5 86,65 13,74 1,39 252 1,22 67,42
6 7,13 8,70 3,17 898 4,57 7,93
7 23,16 14,16 10,61 24,59 7,37 241
8 31,59 16,26 1,61 12,64 1,82 6,27
9 8,50 13,37 5,29 10,28 1,67 1,60
10 1,98 967 585 825 1,10 5,16
Ftab=199,50

Fonte: Autor, 2021.

Além do teste F foi feito o teste t, cujos resultados estdo apresentados na

Tabela 13.

Tabela 13: Resultados do teste t com 95% de confianga.

Testet
Amostras Fe Na n Mn Cu K
1 2,85 001 039 047 066 1,58
2 0,71 1,21 3,16 0,05 1,75 3,63
3 3,14 068 1,48 0,26 294 0,33
4 425 1,11 0,83 239 0,06 2,66
5 0,41 0,69 0,06 1,21 0,04 0,65
6 2,71 0,76 252 1,09 1,21 0,26
7 241 053 1,24 0,27 098 2,18
8 1,86 1,16 0,18 1,29 145 1,11
9 1,29 155 29 1,81 3,94 1,03
10 0,47 066 036 1,44 0,73 1,00
ttab= 4,30

Fonte: Autor, 2021.
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Andlise da Tabela 13 revela que de acordo com o teste t pareado, 0s
resultados obtidos pelos dois sistemas de digestao foram concordantes entre si
ao nivel de confianca de 95%.

Além disso, foi realizado uma analise visual das amostras antes e depois da
digestdo em CHDS (Figura 27 e 28). E possivel observar que as amostras apos
a digestédo se apresentaram com a coloracdo limpida, ou seja, obteve-se uma
digestéo eficiente, visto que a presenca de solidos depositados no fundo do tubo

0u suspensos ha solucao, indicam que a digestdo nao foi completa.

Figura 27: Solucdo das amostras de racdo para cachorro (1 ao 6) antes e apos

digestao.

Fonte: do Autor, 2021.

Figura 28: Solucao das amostras de ra¢do para cachorro (7 ao 10) antes e apés

digestao.

Fonte: do Autor, 2021.
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45. Analise de materiais de referéncia certificados

A avaliacdo da exatiddo da digestdo com o CHDS foi realizada atraves da
digestdo de CRM de figado bovino, tecido de mexilhdo e racédo para peixe. Os
resultados obtidos para macronutrientes e micronutrientes por HR-CS AAS estdo

apresentados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados (média = desvio padrao) da determinagéo de Cu, Fe, Mn, Zn, K
e Na (mg.kg?) em materiais de referéncia certificados de racdo para peixes, figado
bovino e tecido de mexilh&o digerido por CHDS.

Elementos (mg.kg™)

Amostras
Fe Na Zn Mn Cu K
Ragdo para Certificz_aldo 231,9 £ 20,2 2160,0 £ 190,0 129,6 + 6,8 195+ 21 10,5+ 0,9 5860,0 + 310,0
peixe Determinado  209,4 + 2,0 2187,6 £ 81,1 122,1 £ 0,7 20,0 = 6,7 8501 5487,7 + 105
Rec (%) 90,3 101,3 94,2 102,5 81,3 93,6
Certificado 184,0 £ 15,0 2420,0 £ 60,0 127,0 £ 16,0 105+ 1,7 160,0 £ 8,0 9940,0 = 20,0
Figado Bovino Determinado 149,7 + 0,2 2638,1 £ 71,3 1235+ 1,6 8,8 +0,1 1239 +£1,0 7811,2 £ 95,2
Rec (%) 81,4 103,0 97,2 84,0 77,4 78,6
Tecido de Certifice.xdo 171,0 £ 4,9 35000,0 £ 1000,0 137,0 £ 13,0 33,020 4,0 +£0,3 9700,0 £ 500,0
Mexilhao Determinado 1429 + 0,3 33130,9 + 227,2 1349 + 39 29,3+ 0,0 38+01 77918 +674

Rec (%) 83,5 94,7 98,5 88,9 93,8 80,3

Fonte: Autor, 2021.

De uma forma geral, boas recuperacdes foram obtidas e situaram-se entre
81,3 e 101,3% (racdo para peixe); 77,4 e 103% (figado bovino) e 80,3 e 98,5%
(tecido de mexilhdo). Cerca de 30% de todos os resultados foram concordantes
com os valores certificados ao nivel de 95% de confianca (teste t). Isto ocorreu
devido aos baixos desvios obtidos para as réplicas. Por exemplo, a concentracao
de Zn determinada em racdo para peixe (MR-E1002A Racgédo para peixes
Embrapa) ndo foi concordante com o valor certificado ao nivel de 95% (teste t
nao pareado), embora a recuperacao tenha sido de 93%. Pode-se considerar
que de uma forma geral os resultados estéo satisfatorios para fins de controle de

qualidade dessas amostras.

4.6. Limite de quantificacéo.

O limite de quantificagédo (LQ) o limite de deteccéo (LD) foram calculados
seguindo as recomendacfes da IUPAC. O LQ foi calculado como 10 vezes o
desvio padréo (c) do branco (processado dez vezes sucessivamente) dividido

pelo coeficiente angular da curva de calibragédo. E o LD como sendo trés vezes
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o desvio padrdo do branco dividido pelo coeficiente angular da curva de
calibragéo (SKOOG, 2006).
Os LQ e LD obtidos para os analitos digeridos nos sistemas CHDS e MW-

AD estdo apresentados na Tabela 15, respectivamente.

Tabela 15: Limites de detecc¢éo e quantificacao obtidos por CHDS e MW-AD.

Elementos LD (mg.Kg™) LQ (mg.Kg™)
CHDS MW-AD CHDS MW-AD

Fe 3,1 3,2 10,3 10,8
Cu 0,9 1,0 31 3.4
Na 28,8 38,3 959  127,6
Zn 1,1 1,0 3,6 35
Mn 0,2 0,2 0,7 0,5
K 16,9 18,0 56,3 60,0

Fonte: Autor, 2021.

Analise da Tabela 15 revela que os LD e LQ obtidos pelos dois sistemas
de digestao estdo, de uma forma geral, proximos entre si. Isso revela o potencial
do sistema CHDS em preparar amostras de ragao de cachorro para a
determinacao de Na, K, Fe, Cu, Zn e Mn por HR-CS FAAS.
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5. CONCLUSAO

O método de digestdo em CHDS proposto neste trabalho se mostrou
promissor para digestao de amostras de racdes para caes para determinacéo de
macronutrientes e micronutrientes por HR-CS FAAS. O sistema apresentou
eficiéncia de digestao, visto que, as amostras de ra¢cdes contém em média 12%
de teor de gorduras e 27% de teor de proteina, ainda assim, todas as digestdes
foram completas e os valores RCC variam de 9,65 a 6,05 mg de C/ 100mg de
amostra. Além disso, os valores de EDMO calculado variou de 90,4 a 94% que
séo valores satisfatorios, considerando-se que as composi¢des das amostras de
racdes sao ricas em carbono.

Além da eficiéncia de digestdo, o CHDS é um sistema simples, de baixo custo
de instrumentagcédo e seus 0s componentes podem ser encontrados facilmente
no mercado. Outra vantagem do sistema é o menor tempo de digestdo
comparado com sistemas aberto, pois as digestdes em CHDS foram realizadas
com apenas 20 minutos de rampa, 12 de patamar e em torno de 30 min de
resfriamento, totalizando o tempo de 62 min para digestdo de 14 frascos.

Os valores encontrados dos macronutrientes e micronutrientes por HR-CS
FAAS foram bem proximos comparados com a digestdo por MW-AD. O CHDS
permitiu a digestdo das amostras com eficiéncia préximas do MW-AD, o que se
torna bastante interessante a utilizacdo do método devido ao baixo custo
comparado ao MW-AD. Os limites de deteccédo e limites de quantificacdo
apresentaram-se valores préximos com as duas técnicas, hdo comprometendo
na determinacao dos elementos.

Apesar dos resultados obtidos apresentarem melhores recuperacées em
concentragdes maiores de HNOs, ainda assim, o volume de reagentes utilizados
€ pequeno e a geracdo de residuos é minima, consequentemente, o sistema
opera de acordo com as recomendagdes da quimica verde.

Além disso, tendo em visto o0 baixo custo de instrumentacao; e considerando
o crescimento do setor de alimentos do mercado pet, o emprego do CHDS para
digestdo de amostras de racfes € uma alternativa para empresas de pequeno e

médio porte.
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