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RESUMO

A industria de racOes destinadas a cdes e gatos tem crescido amplamente. Este crescimento
tem sido reflexo das exigéncias dos donos desses animais por produtos com caracteristicas
diferenciadas e que apresentem qualidade nutricional adequada, de acordo com a necessidade
do animal. Diante disso, ressalta-se a importancia na determinagdo da composi¢ao mineral
desses alimentos, principalmente no sentido de possiveis contaminantes. Neste trabalho foi
proposto um método analitico para determinacdo da composi¢do mineral (S, Al, Ca, Cu, K,
Mg, Mn, P, Zn, Sr, V, Fe, Ni, Ba e Cr) em ragdes de cdes e de gatos por espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). As amostras foram digeridas
por aquecimento assistido por micro-ondas utilizando HNOs diluido (2,0 mol.L') e H02 (6%
v/v). A condicdo da propor¢do entre os reagentes utilizados na digestdo foi estabelecida por
um planejamento fatorial em dois niveis. As condi¢cdes Otimas para poténcia de
radiofrequéncia foi de 1,2 kW e vazdo do gés de nebulizagdo da amostra, de 1,0 L min', as
quais foram estabelecidas por um planejamento fatorial 3> com duas varidveis, avaliando-se
estas condi¢des pela metodologia de andlise de superficie de resposta. Para avaliar a precisao
e a exatidao do método proposto foram analisados cinco materiais de referéncia certificados
(MRC): farinha de trigo (NIST 1567a), figado bovino (NIST 1547), folhas de pessegueiro
(NBS 1577), tecidos de ostra (NIST 1566b) e proteinas de peixe (DORM-3). Apds anélise dos
MRC, os valores encontrados foram concordantes com os valores certificados e informados
variaram entre 80 (Cr) e 117% (Cd), com desvios padrao relativos (%RSD) menores do que
5%, exceto para Ni e Cr que excederam 15%. Os limites de quantificagdo (LQ) obtidos
estiveram entre 0,075 (Ba, 233,527 nm) e 87 pug g‘1 (Ca, 373,690 nm). O método foi aplicado
na andlise de 17 amostras de ra¢des de gatos, com concentra¢des variando entre 2,3 mg Kg!
para o Ba e 2,8 g Kg'! para o célcio, e 24 amostras de ragdes de cdes, variando entre 3,8 mg
Kg! para o Cue 3,4 g Kg'! para o Ca, coletadas em municipios do Estado de Sergipe. A partir
das técnicas exploratérias de dados utilizando PCA e HCA, pode-se concluir que as ragdes
destinadas aos animais de estimagdo apresentaram uniformidade, uma vez que ndo houve
tendéncia na formagdo de grupos distintos para uma possivel classificagdo conforme a sua
composicdo mineral, exceto a marca “F2”, que aglomerou-se através da presenca das

concentracdes de aluminio e cobre na sua composi¢do para caes.

Palavras-chave: Racdo animal; Composi¢do mineral; Preparo de amostra; ICP OES;
Ferramentas quimiométricas.



ABSTRACT

The pet food industry for dogs and cats has grown extensively. This growth has been reflected
from the requirements of the owners of these animals by products with different
characteristics and which are suitable nutritional quality, according to the need of the animal.
Therefore, we emphasize the importance in determining the mineral composition of these
foods, especially in the sense of possible contaminants. In this work, a method proposed for
determination of mineral composition (S, Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P, Zn, Sr, V, Fe, Ni, Cr and
Ba) in dog and cat foods by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-
OES). The samples were digested by microwave-assisted digestion method using dilute HNOs
(2.0 mol L") and H20» (6% m/v). The ratio of the reagents used in digestion was established
by a full-two level factorial design. The optimum conditions for RF power was 1.2 kW and
nebulization gas flow rate of 1.0 L min'!, which were established by a 3? factorial design with
two variables, evaluating these conditions the methodology of response surface analysis. To
evaluate the precision and accuracy of the proposed method, five certified reference materials
(CRM) were analyzed: wheat flour (NIST 1567a), bovine liver (NIST 1547), peach leaves
(NBS 1577), oyster tissue (NIST 1566b) and fish proteins (DORM-3). The analysis of the
CRM has shown that the values are in agreement with the certified values ranged between 80
(Cr) and 117% (Cd), with relative standard deviations (% RSD) lower than 5%, except for Ni
and Cr which exceeded 15%. The limits of quantification (LOQ) were obtained between
0.075 (Ba, 233.527 nm) and 87 pg g™ (Ca, 373.690 nm). The method was applied to analysis
of 17 cat food samples with concentrations varying between 2.3 mg kg! for Ba and 2.8 g kg'!
for Ca and 24 of dog food samples ranging between 3.8 mg kg™ for Cu and 3.4 g kg™! for Ca
collected in supermarkets of cities the of State of Sergipe, Brazil. The exploratory techniques
of data using hierarchical cluster analysis (HCA) and principal components analysis (PCA),
can conclude that the ration for the pet foods were uniform, since there was no trend in the
formation of distinct groups for possible rating, according to their mineral composition,
except the brand "F2", which clustered with the presence of concentrations of aluminum and

copper in feed composition for dog..

Keywords: Animal feed; mineral composition; sample preparation; ICP OES; Chemometrics

tools.
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1. INTRODUCAO

Os animais de estimacdo ocupam um ndmero cada vez maior nos domicilios do
mundo inteiro. No Brasil, existem aproximadamente 27 milhdes de cdes e 11 milhdes de
gatos. Alimentos destinados a estes animais geralmente sio especificos para o tipo de animal,
como: raca, tamanho e idade [PETBR, 2011].

A inddustria brasileira de alimentos para cdes e gatos cresceu cerca de 8% em 2010,
equivalendo a pouco mais de dois milhdes de toneladas [SINDIRACOES, 2010]. Este
crescimento levou ao surgimento de uma diversidade enorme de alimentos, com diferentes
formas e aspectos, os quais podem ser classificados em varias categorias [DZANIS, 2003].
Talvez o método mais adequado para classificar esses alimentos seja o adotado pela
Association American Feed Control Officials (AAFCO), que define trés categorias principais,
de acordo com a umidade: menor que 20%, entre 20 e 65%, e maior que 65% [NOEL &
KREBS, 2010]. Entretanto, segundo a National Research Council (NRC) a classificacido dos
alimentos se dd em secos ou umidos [NRC, 2006].

Esse segmento industrial estd tdo desenvolvido que o termo “racdo”, anteriormente
utilizado para expressar “dieta balanceada”, foi substituido pela expressdo ‘“alimentos
completos”. Esta nomenclatura é reconhecida pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) através da Instrucdo Normativa n° 9, que fixa padroes de identidade
e qualidade de alimentos completos destinados a caes e gatos [MAPA, 2009].

Diante disso, ressalta-se a importancia na determinacdo dos constituintes das racdes,
principalmente com relacdo a presenca de contaminantes. Logo, metais, metaldides e ndo-
metais constituintes sdo uma das preocupacdes no ambito nutricional, sendo que eles sdo
classificados em trés formas distintas: essenciais, ndo essenciais € os que se enquadram nas
duas formas. Os denominados elementos essenciais, como ferro, cdlcio, potdssio, zinco, sodio,
magnésio, cobre e niquel, na ordem de miligrama, sdo necessdrios ao metabolismo dos
organismos vivos [ULUOZLU et al., 2007]. O aluminio, estanho, chumbo, cidmio, mercurio,
titdnio, tungsténio e arsénio sdo classificados como elementos ndo essenciais, por ndo serem
necessarios ao organismo. Prontamente, ferro, zinco, manganés, cobalto e niquel sdo
considerados elementos essenciais e simultaneamente microcontaminantes, pois em niveis
ultratraco, micrograma e nanograma, sao necessarios, os quais sdo potencialmente téxicos ao

excederem determinados valores de concentragdo [OGA et al., 2008].
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Para tornar possivel a determinacdo das espécies quimicas em uma matriz, faz-se
necessario que a amostra seja convertida em uma forma adequada para o procedimento
analitico. A preparacdo de amostras solidas sugere processos de digestdo ou extracdo dos
analitos antes de quantificar suas concentragdes, sendo estes, diversificados e passiveis de
aplicacdo nas mais diversas matrizes [OLIVEIRA, 2003].

A andlise quimica teve um grande avanco nos ultimos anos com o surgimento de
equipamentos laboratoriais que permitem a obten¢ao rapida de dados com adequada precisao
e exatiddo. Considerando estes aspectos, o presente trabalho propde a otimizacdo de um
método analitico para determinagdo da composicdo mineral em ragdo para cdes e gatos —
(categorizado como alimento seco), empregando a espectrometria de emissdo Optica em
plasma acoplado indutivamente (ICP OES).

Assim, considerando a importancia no ambito da seguranca alimentar, bem como, a
significativa expansdo na producdo de racdo para animais domésticos, foi realizada a
caracterizacdo mineral de ragdo para caes e gatos, comercializadas no estado de Sergipe, com
o objetivo de diferencia-las de acordo com a marca (fabricante) e o sabor, usando ferramentas
estatisticas de andlise multivariada. Além disso, foi proposta a andlise por ICP OES, por se
tratar de uma técnica multielementar, que permite determinar em uma mesma medida diversos
elementos em baixas e altas concentracdes em diferentes comprimentos de onda de emissdo

atomica e/ou i0nica.



- 18 -

Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental — LQA / UFS

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este trabalho teve como objetivo geral, determinar e avaliar a composi¢cdo mineral por

espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) em ragdo

para cdes e gatos apds digestdo assistida por micro-ondas.

2.2. Especificos

v

<

Estabelecer método analitico para determinacao da composi¢do quimica em ragdo para
cdes e gatos, por espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES);

Empregar técnicas quimiométricas para otimizar varidveis relacionadas aos sistemas
quimicos propostos;

Avaliar a eficiéncia de digestdo da amostra de racdo usando reagentes diluidos e
aquecimento assistido por micro-ondas;

Avaliar o teor total dos analitos apds digestdo assistida por micro-ondas;

Caracterizar a precisdo e exatiddao do método proposto;

Aplicar técnicas exploratérias de dados como andlise por componentes principais
(PCA) e analise de agrupamento hierarquico (HCA)para avaliar o conjunto de dados
obtidos

Avaliar os teores dos minerais conforme as agéncias reguladoras de racdes para caes e

gatos.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Nutricao de caes e gatos

Sabe-se que uma vida sauddvel estd diretamente ligada a nutri¢do, sendo necessdria
uma alimentacdo adequada. Dessa maneira, ha uma disponibilidade de diferentes tipos de
alimentos, onde os proprietdrios de animais de estimacao t€m a sua disposi¢ao ragdes para os
diferentes estdgios de vida. As racOes ainda podem ser escolhidas de acordo com seus
ingredientes, tamanho e raga do animal, e predisposi¢do do animal a doencga.

Os alimentos secos contem umidade final entre 10% e 12% e sdo formulados
objetivando atingir uma quantidade especifica de nutrientes. Os principais nutrientes incluem
proteinas, fibras, carboidratos, gorduras e minerais necessdrios para sustentar a vida e
melhorar o desempenho dos animais de estimagdo [ZICKER, 2008], obtidos principalmente a
partir de graos de cereais e produtos derivados de fonte animal.

O bom aproveitamento dos nutrientes pelo organismo pode ajudar os animais a ter boa
satde intestinal. E possivel chegar a um equilibrio alimentar gracas 2 dosagem adequada de
carnes, cereais e legumes para cada tipo e porte do animal, cuja composi¢do pode influenciar
na palatabilidade, digestibilidade e consisténcia de fezes, influéncia na aparéncia do animal
(pele e revestimento) e no comportamento [MEEKER, 2006].

Um regime alimentar deficiente pode causar uma série de problemas a saide dos
animais, podendo afetar desde o metabolismo de proteinas, carboidratos, até fatores ligados a
qualidade fecal e a questdo da seguranca alimentar, a qual pode ser um dos critérios adotados
para avaliar a qualidade dos alimentos produzidos pela inddstria de alimentos para animais.

Em um estudo realizado na Turquia para determinacdo de elementos traco em ragdo de
caes e gatos, DURAN et al. (2010) aludem o quanto é importante a determinagdo desses
elementos no ambito da seguranca alimentar e consequentemente para saude desses animais
de estimacdo.

A maioria dos alimentos secos disponivel no mercado € processada por extrusao, que
resulta na gelatinizagdo do amido, aumentando sua digestibilidade [TWONEY et al., 2002],
podendo ser mais bem aproveitado pelo organismo do animal. O conteudo digestivel de
nutrientes na racao final € importante para assegurar que um animal pode absorver nutrientes

suficientes. Esta digestibilidade pode variar, em alimentos semelhantes, como consequéncia
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da qualidade ou das diferencas entre as formas de processamento de seus ingredientes
[CAVALARI et al., 2006].

O amido dos cereais é a mais abundante fonte de energia para a maioria dos animais
domésticos. Suas caracteristicas nutritivas dependem da composi¢cdo dos seus actcares, do
tipo de ligacdo quimica, de fatores fisico-quimicos de digestdo e de seu processamento
[CARCIOFI, 2008].

Os principais contaminantes de componentes utilizados na formulacdo de racdes sao
as micotoxinas (substancias quimicas téxicas produzidas por fungos) [ROCHA, 2008], que
segundo a Associacdo Nacional dos Fabricantes de Alimentos para Animais de Estimacio —
ANFALPET (2011), os efeitos sdo severos para cdes e gatos, podendo afetar o figado,
aparelho digestivo, rins, aparelho reprodutor e sistema nervoso central. Nao obstante, estas
toxinas ndo podem ser totalmente eliminadas, e sdo consideradas contaminantes inevitaveis.

MORGANQO et al. (2011), em seu trabalho de avaliagdo de peixes comercializados na
cidade de Sao Paulo, detectaram que a maioria das espécies apresentaram niveis de cromo
acima do permitido pela legislacdo nacional, sendo este resultado compativel com outros
estudo. Estudos ainda ressaltam a importancia de pesquisas para determinacdo de metais e
metaldides em frutos do mar [BATISTA et al., 2011].

Tendo em vista a diversidade de nutrientes nessas racdes, € possivel descrever as
principais fontes das classes dietéticas. As proteinas, advindas de origem animal (farinha de
frango, farinha de ossos, visceras, peixes e outros) [DURAN et al., 2010] e de origem vegetal
(grao de ervilha, farelo de amendoim, grdo de soja, farinha de milho e outros), sio
importantes na dieta de caes e gatos [BEDNAR et al., 2000]. Contudo, deve-se considerar a
variabilidade na sua composicdo e sua qualidade nutricional, podendo haver divergéncias
quanto a disponibilidade de seus nutrientes.

Os carboidratos, assimilados, principalmente, do amido dos cereais, sdo o0s
componentes que mais influenciam no processo de digestdo animal [SVIHUS et al., 2005].
Entre as principais fontes de carboidratos, é possivel destacar os diversos tipos de farinhas de
trigo, arroz, aveia, sorgo e batata, pois estas aparecem como fontes de carboidratos de facil
digestdio [THOMPSON, 2008]. Ja os lipideos, desempenham pelo menos trés funcoes:
fornecem energia, 4cidos graxos e flavor' em ragdes para carnivoros e devem ser observadas

antes do inicio da formulacdo [ZORAN, 2002]. Por apresentarem alta densidade energética,

!'Sensacio fisiolégica da intera¢do do paladar e olfato.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Subst%C3%A2ncias_qu%C3%ADmicas
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungi
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quando comparados com carboidratos e proteinas, sdo 0s principais responsdveis pelo
fornecimento de energia aos caes [NRC, 2003].

Ha também os ingredientes com fun¢do dietética especifica, que por sua vez, sdo
utilizados para afetar a estrutura ou fungdo corporal, mas cuja deficiéncia na dieta nao
ocasiona deficiéncia nutricional. Grande parte dessas substancias desempenha importante
papel no metabolismo animal, mas ndo podem ser consideradas essenciais, pois o corpo €
capaz de sintetizd-las de outros componentes da dieta [DZANIS, 2003]. Alguns ingredientes
podem ser citados: zedlitas, Yucca schidigera2 [SANTOS et al., 2011%], taurina, arginina e
uma série de alimentos funcionais, que incluem substancias que variam em estrutura, funcao
especifica e local da fun¢do do organismo, inibindo a formacao de radicais livres e prevenindo
danos oxidativos no corpo [FRANCA et al., 2011].

Dentre os diversos nutrientes que compdem a ra¢do animal, destacam-se os minerais,
que apesar de representarem uma pequena parcela da massa viva, sdo importantes nutrientes
na manuten¢do dos processos metabodlicos, ou seja, na conservagdo da vida. O fornecimento
correto dos minerais pode contribuir para a prevencao de problemas de satde, que aparecem

com maior frequéncia em animais idosos [FRANCA et al., 2011].

3.2. Metais, metaldides e nao-metais em racao animal

Na maioria dos animais apenas quatro elementos sdo responsaveis pela maior parte da
massa corporal: carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio. Cerca de 40 outros compdem o
restante desta massa corpdrea, entre eles os minerais, que apesar da pouca quantidade
necessdria, sdo essenciais para manutencdo dos processos metabdlicos [AZEVEDO &
CHASIN, 2003].

Baseado na qualidade das diferentes fontes de minerais para o organismo, O
conhecimento acerca do metabolismo dos macro e microminerais e da nutricdo dos animais
tem avancado, mas ainda pouco se sabe sobre a exigéncia e disponibilidade desses minerais
para espécies felinas [FASCETTI & MORRIS, 2002] e caninas [FRANCA et al., 2011].

Sabe-se que a faixa de concentracdo que delimita a agdo toxica dos metais essenciais,
¢ bem proxima de valores necessdrios ao metabolismo. Nesse cendrio, os minerais sao

elementos de extrema importancia. Sendo necessdrio discernir entre metais téxicos, ou nao

2 Espécie de planta de flores pertencentes a familia Agavaceae.
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essenciais, e metais essenciais, ou melhor, identificar em termos de concentragdo a toxicidade
dos metais, pois até mesmo os essenciais podem produzir efeitos téxicos [CELIK &

OEHLENSCHLAGER, 2007].

3.2.1. Magnésio (Mg)

E um elemento essencial e participa de vérios processos bioquimicos e fisiolégicos. O
intestino delgado € o local de maior absor¢do do mineral, que pode ocorrer por difusdo
passiva ou por um sistema mediado por carreadores no intestino delgado proximal
[AZEVEDO & CHASIN, 2003]. Em gatos, sua absorcdo € reduzida com o aumento da
concentracdo de calcio e fosforo. J4 em cdes, a reducdo de pH facilitaria a absor¢do do
mineral, entretanto, poucos dados estdo disponiveis em relagdo a sua biodisponibilidade
[MAPA, 2009].

Complexos formados e altos niveis de gordura, célcio, fésforo, potdssio e ferro na
dieta reduzem sua biodisponibilidade, sendo o cdlcio por competicdo pelos sitios de ligacao
da membrana e o fésforo, pela formacdo de complexos insoluveis. Em compensagdo, o soédio

e a vitamina D aumentariam sua absor¢do [AZEVEDO & CHASIN, 2003].

3.2.2. Calcio (Ca)

E um elemento essencial que estd envolvido em vérios processos metabdlicos,
necessario para o crescimento e desenvolvimento do esqueleto e dentes dos animais.
Entretanto, a ingestdao elevada pode levar a calcificagdo excessiva dos ossos e de tecidos
moles como os rins [ BUENO & CZEPIELEWSKI, 2008].

A absorcao do célcio ocorre no duodeno por difusdo passiva e por proteina carreadora.
A sua liberagdo para o organismo ocorre quando a vitamina D interage na membrana
plasmética, abrindo os canais de cdlcio [BUENO & CZEPIELEWSKI, 2008]. Em estudo
realizado com caes, foi constatado que animais que recebem baixo indice de cdlcio aumentam
sua absorcdo, comparados aos animais que receberam esse mineral em nivel ideal. Ja os
animais que receberam elevada taxa de cdlcio apresentaram falha no mecanismo de protecao

de elevada absor¢ao do mineral [TRYFONIDOU et al., 2002].
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3.2.3. Fosforo (P)

Os fons de célcio, magnésio e fésforo sdo fundamentais para o metabolismo em seres
humanos [OLIVEIRA, 2007] e em conseguinte, animal, atuando sempre em conjunto, um
interagindo na concentra¢do do outro. O fésforo apresenta maior absor¢do no jejuno, e seu
transporte € realizado por difusdo passiva ou cotransporte com sédio [AZEVEDO &
CHASIN, 2003]. Em caes, a absorcdo de fosforo é reduzida com o aumento da concentracao
do mineral na dieta e apresenta grande variacdo em sua absor¢cdo. Em relacdo aos felinos, a
reducdo nos niveis de cdlcio levou ao aumento na absorcao de foésforo [NRC, 2006].

A absorcdo do fésforo também € influenciada pela idade do animal e pH intestinal.
Assim como sofre a interferéncia de outros minerais, ferro, magnésio e aluminio, pela

formacdo de fosfatos insoluveis, que por sua vez se complexam ao cdlcio, reduzindo sua

biodisponibilidade [TRYFONIDOU et al., 2002].

3.2.4. Ferro (Fe)

O ferro € um nutriente essencial presente em diversos alimentos. Grande parte do ferro
total presente em seres humanos encontra-se associado a hemoglobina, essa situagdo também
pode ser extendida aos mamiferos, por apresentarem metabolismo semelhante [AZEVEDO E
CHASIN, 2003], além de participar de varios outros processos, tais como o transporte de
oxigénio e como cofator nas reacOes de transferéncia e conservacgao de energia [SIQUEIRA et
al., 2006].

A absorcdo deste mineral € influenciada por alguns fatores, dentre eles idade e fonte
dietética. Ela pode ser reduzida pela presenca do calcio, por competi¢do do sitio de absor¢do
[NRC, 2006]. Em contrapartida, a redu¢do de pH (entre 2 e 3,5), assim como o &4cido

ascorbico e a cisteina, aumentam a absor¢ao do mineral [SIQUEIRA et al., 2006].

3.2.5. Aluminio (Al)

N3ao hd evidéncias confirmadas de que o aluminio possua alguma funcdo essencial em
animais ou seres humanos. E possivel mencionar que pequenas quantidades do mineral
ingeridas na dieta didria, sdo excretadas pelos rins de individuos sauddveis, de modo que

nenhuma acumulagdo ocorra, porém, quando hé deficiéncia em sua excre¢do pode acumular-
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se afetando a formagdo 6ssea do esqueleto [AZEVEDO & CHASIN, 2003]. Logo, para cdes e
gatos, animais que apresentam esqueleto 6sseo, a ocorréncia desse metal deve ser de forma

bastante similar aos seres humanos.

3.2.6. Potassio (K)

E um elemento essencial que apresenta alta biodisponibilidade. Apresenta absor¢io
por difusdo passiva, ocorrendo principalmente no intestino delgado proximal. Por apresentar
alto coeficiente de digestibilidade, sua excrecao € principalmente por via urindria, sendo seus
ions responsdveis por regular a pressio osmoética e a transmissdo de impulsos nervosos
[AZEVEDO & CHASIN, 2003]. Dai € possivel mencionar que caes e gatos devem apresentar

metabolismo similar ao exposto.

3.2.7. Cobre (Cu)

O cobre é amplamente distribuido nos tecidos bioldgicos, formando principalmente
complexos organicos. Atua principalmente na atividade catalitica enzimdtica, assim, em
baixas concentragdes € essencial ao metabolismo humano e animal, em especial caes e gatos,
objeto de estudo desse trabalho. A absor¢@o deste mineral se d4, principalmente, no duodeno
através de difusdo passiva e transporte por proteina carreadora. Alguns minerais, calcio, ferro,
cddmio e zinco, competem pela mesma proteina carreadora, reduzindo sua absor¢do

[FASCETTI & MORRIS, 2002].

3.2.8. Zinco (Zn)

E um micronutriente, intracelular, mais abundante, encontrado em todos os tecidos
corporeos, fazendo parte da atividade enzimatica, sendo necessdrio para a sintese de RNA e
para o desenvolvimento do esqueleto [FASCETTI & MORRIS, 2002]. Também esta
envolvido no processo de multiplicacdo celular, na espermiogénese e desenvolvimento dos
orgdos sexuais do macho e em todas as fases do processo reprodutivo da fémea.

A absor¢do do zinco ocorre, principalmente, no intestino delgado, sendo o transporte

realizado por carreadores presentes na membrana e por difusdo passiva. Sua absorcdo €
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considerada baixa e pode ser reduzida com elevados niveis de fésforo, célcio, cobre e cromo

na dieta [FRANCA et al., 2008].

3.2.9. Cadmio (Cd)

O cadmio aparece na natureza associado ao zinco, cobre e chumbo. fons desse metal
podem ser absorvidos pela pele, por inalagdo e por via gastrointestinal. Essa absorcido pode
ser aumentada em uma dieta pobre em célcio, ferro e proteinas. Quando absorvido, o cddmio
acumula-se no figado, onde se liga a uma proteina de baixo peso molecular, metalotionina,
sendo transportado do figado para os rins, chegando a provocar toxicidade renal [CELIK &
OEHLENSCHLAGER, 2007], em animais de pequeno porte, causa um efeito bastante rapido,
os levando a morte, a depender da concentragdo interferente.

Pois a excrecdo ocorre lentamente, principalmente através das vias urindriasr e
intestinal, tornando-se mais eficiente com o aumento da idade. Porém, uma exposicao cronica,
deve afetar o sistema cardiovascular e os 0ssos. Os ultimos sendo afetados, principalmente,
pelas alteragdes no metabolismo do cdlcio, causando a desmineralizacdo dos 0ssos, ou ainda

interferéncia no metabolismo da vitamina D [CELIK & OEHLENSCHLAGER, 2007].

3.2.10. Manganés (Mn)

O manganés € associado a muitas funcdes bioldgicas, como na formacdo dos tecidos
conjuntivo e dsseo, auxiliando no crescimento, reproducdo e metabolismo de carboidratos e
lipidios, sendo assim um metal essencial [ULUOZLU et al., 2007].

A exposi¢do toxica ao manganés por via oral € menos comum, sendo a exposi¢do por
particulas inaldveis a mais significativa. Contudo, a exposi¢do prolongada produz lesdes
nervosas, com sintomas de neurotoxicidade cronica, tremores e dificuldades nos movimentos,

se assemelhando ao mal de Parkinson [ULUOZLU et al., 2007].
3.2.11. Cromo (Cr)
O cromo ¢ encontrado na natureza em diversas combinagdes com outras substancias e

em trés estados de oxidacdo (+2, +3 e +6), sendo o Cr** a forma mais importante, essencial

para o metabolismo. Por outro lado, o Cr® ¢ potencialmente téxico, considerado
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carcinogénico e mutagénico [ULUOZLU et al.,, 2007], afetando a vida dos animais
domésticos.

Como metal essencial, o cromo potencializa a a¢do da insulina (ion Cr’*"), contudo,
como para outros metais essenciais, os limites normais e téxicos de cromo ndo sao bem

definidos para maioria dos seres vivos [OGA et al., 2008].

3.2.12. Enxofre (S)

O enxofre estd presente em diversas células, principalmente naquelas que compde as
unhas, a pele e os cabelos e nas moléculas protéicas, como ions sulfetos e sulfatos
[NUTRICAO EM FOCO, 2012]. Mas os sulfitos ou agentes sulfitantes sio predominantes na
composi¢do alimenticia. A adi¢io desses agentes permite a inibi¢do dos efeitos causados por
acOes enzimdticas, fungos e leveduras. Também utilizados como agentes antioxidantes e
redutores em aplicacdes tecnolégicas [MACHADO et al., 2006].

Diversos efeitos adversos podem estar relacionados aos sulfitos, como crises asmaticas
e disturbios neuroldgicos, pois 0os mesmos precisam da acao da enzima sulfito oxidase, que os
transforma em sulfato, que rapidamente é excretado pelo organismo. Estudos mencionam que
a ingestdo de alimentos que ndo necessitam de cozimento € o principal meio de ingestao de
sulfitos, pois ha um uso abusivo de agentes sulfitantes, responsdveis principalmente pela
conservagdo dos alimentos [MACHADO et al., 2006].

De outro modo, os sulfetos e sulfatos participam de fun¢des importantes como
metabolismo de gorduras, compde o coldgeno, coagulacdo sanguinea e combate a microbios e
parasitas. J4 a auséncia do enxofre nessas formas pode causar ardor na garganta, dores nas

articulacdes e debilidade fisica e psiquica [NUTRICAO EM FOCO, 2012].

3.2.13. Cobalto (Co)

O cobalto € considerado elemento traco essencial na alimentacdo de pessoas, animais e
plantas. Sua deficiéncia pode causar anemia e distirbios no sistema nervoso, pois €
componente principal da formacdo da vitamina B12. Contudo, em concentracdes elevadas
pode ser toxico para humanos, animais e plantas [MEDEIROS et al., 2012].

Este mineral € bem distribuido pelos tecidos apresentando maiores concentracdes no

figado, ossos, musculos e rins, sendo excretado rapidamente, através das fezes. A absorcao
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deste elemento estd no intestino delgado, seja na forma de vitamina B12 ou na forma

inorganica [GONCALVES et al., 2009].

3.2.14. Estroncio (Sr)

O estroncio ocorre naturalmente em rochas e no solo e é incorporado por animais
durante a alimentacdo, porém niveis excessivos desse mineral podem ser extremamente
téxico. Sabe-se que este metal é liberado em forma isotépica 8’Sr?, para o ciclo hidrolégico, a
partir do intemperismo rochoso* [KUCHENBECKER et al., 2011].

No metabolismo tem papel semelhante ao do cdlcio, devendo-se ter cuidado na
ingestdao de seus isOtopos naturais Sr-89 e Sr-90, pois ocupam o lugar do cdlcio na estrutura
Ossea, podendo danificar a medula dssea e as células sanguineas em formagdo. J4 o cloreto e o
brometo de estroncio sdo utilizados na medicina para controlar distirbios nervosos

[NAUTILUS, 2012].

3.2.15. Niquel (Ni)

O niquel é um elemento téxico a nivel traco. O acimulo desse elemento no organismo
da-se, mais frequentemente, pela ingestdo de alimentos aqudticos (peixes e frutos do mar),
pois esses animais ndo conseguem excretar com facilidade esse metal, bioacumulando
[KUCHENBECKER et al., 2011].

O acimulo de niquel no organismo também esté relacionado a sua biodisponibilidade
de acordo com a forma disponivel, ou seja, se o niquel estiver presente como compostos
soluveis (hidréxidos, sulfatos, cloretos e nitratos), considera-se maior risco de acimulo no
organismo, ji nas formas insoluveis (6xidos e sulfetos) [AZEVEDO & CHASIN, 2003] o
risco € minimizado, pois serd maior a possibilidade de excrecao.

O niquel tem se apresentado em fung¢des fisiolgicas de animais e bactérias, contudo
ndo ha registro de defici€éncias de niquel em organismos, pois a quantidade desse metal

requerida € muito pequena [AZEVEDO & CHASIN, 2003].

3 Isétopo radiogénico proveniente do decaimento () do ¥'Rb.
4 Conjunto de fendmenos fisico-quimicos que levam ao enfraquecimento das rochas.
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3.2.16. Bario (Ba)

A presenca de sais de bario na alimentagdo pode provocar diversas disfuncdes no
organismo, como por exemplo, aumento da pressdo arterial (hipertensio) e mau
funcionamento dos rins e do coragdo [GONCALVES et al., 2009].

Esse elemento encontra-se na natureza em forma de cations divalentes em combinacao
com outros elementos. No solo, encontra-se principalmente como mineral holandita
(BazMngO16), mas também pode ser encontrado em insetos, peixes, dgua potdvel e alimentos
[WHO, 2001].

O bério pode ser adquirido por via oral ou por via respiratéria, podendo ainda ser
absorvido quando em contato direto com a pele, sendo excretado principalmente pelas fezes.
A ingestdo excessiva pode causar vOomitos, coOlicas fortes, diarreia, hemorragia e tremores

musculares, irritacdo estomacal e até parada cardiaca [WHO, 2001].

3.2.17. Vanadio (V)

O vandadio € um elemento téxico, contudo é um microelemento essencial em alguns
organismos. Uma variedade de sinais de toxicidade existe porque variam tanto em espécie
quimica quanto em dose. Em humanos ndo estd demonstrada a sua essencialidade, ainda que
existam compostos de vanidio que imitam e potencializam a atividade da insulina. E
encontrado em algumas enzimas de diferentes seres vivos. Na natureza se encontra um tnico
isétopo estdvel, °'V [OEHEME, 1979].

Segundo Duke (1970), em géneros alimenticios foram encontrados teores de vanadio
material seco (parte por milhdo): fruta-pao (0,1), coco (0,004), banana (0,01), arroz (0,2),
abacate (0,1), fetjao seco (0,5), milho (0,07), e outros. Vanadio tem afinidade natural por 6leo

e gorduras. Muitos 6leos comestiveis t€ém grande concentracdo desse elemento [OEHEME,
1979].

3.3. Preparo de amostras para analise quimica

Convencionalmente, para determinacao da composi¢ao inorganica de amostras sélidas,

se faz necessdrio que as amostras sofram um processo de decomposicdo, que pode ser
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realizado em meio seco por calcina¢do em forno mufla e em meio imido através da adi¢dao de
acidos minerais ou misturas dcidas e com agentes oxidantes denominada digestdo dcida.

Dentre as etapas do processo analitico (defini¢do do problema, escolha do método,
amostragem, preparacdo da amostra, calibracdo, medicao, avaliagdo e agdo), a etapa do pré-
tratamento da amostra € a mais critica, pois € a que demanda mais tempo e maior
manipulagdo, conduzindo muitas vezes a contaminagdo e/ou ao erro [KRUG, 2006].

Este fato pode ser constatado em um estudo para detec¢do de espécies minerais em
derivados de frango e peixe realizado por ULUOZLU et al. (2009), nos quais foram
detectados elevados indices de chumbo. MENDIL et al. (2010) confirmaram a necessidade
dos cuidados nas préticas e manuseios no processamento de matéria prima, uma vez que essa
etapa de preparacdo € a mais suscetivel a contamina¢do do material.

O procedimento de preparacdo de amostras deve ser simples, rdpido, usar pequenas
quantidades de reagentes e ser passivel de aplicacdo em diferentes tipos de amostras. Entre os
diversos tipos de procedimentos analiticos para digestdo de amostras pode-se destacar o uso
do ultrassom e radia¢do micro-ondas pela eficiéncia e rapidez [OLIVEIRA, 2003].

A digestdo por via seca (calcinacio) torna-se limitada devido a possiveis reacdes dos
analitos com o material do cadinho, formac¢do de residuos de combustdo de dificil dissolugao,
perdas de elementos voldteis e maior probabilidade de contaminagdo da amostra [KRUG,
2006].

Por sua vez, os processos de digestdo dcida sdo empregados, a fim de converter o
analito em uma forma adequada para a medida, podendo ocorrer em frascos fechados ou
abertos, dependendo da amostra e das concentracdes de analito. Entretanto, os procedimentos
realizados em frascos fechados sd@o mais rdpidos e eficientes, enquanto que a utilizacdo de
sistemas abertos implica em etapas trabalhosas, possibilitando perda de analito por
volatilizagdao [OLIVEIRA, 2003].

A utilizagdo da energia de micro-ondas em digestdo dcida € uma metodologia bem
estabelecida para o tratamento de amostras, tornando possivel a redu¢do do tempo de
digestdo, tendo como limitacdo o alto custo dos instrumentos empregados. Paralelamente a
crescente utilizagdo das micro-ondas, vem crescendo também o uso das ondas ultrassonicas,
embora ainda ndo bem exploradas apresentem bons resultados, tornando-se uma boa
alternativa nos procedimentos de abertura total de amostras [OLIVEIRA, 2003].

Estas técnicas podem ser utilizadas concomitantemente para obten¢do de resultados

mais eficientes na digestdo de amostras complexas. Tornando possivel a utilizagdo de acidos
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diluidos, reduzindo a perda de analitos por volatilizacdo e formagdo de vapores nocivos, além
de despender um menor tempo de processamento. [CASTRO et al., 2009; SANTOS et al.,
2009; BIZZI et al., 2011%]

A decomposi¢do de amostras bioldgicas e produtos alimentares, utilizando &cido
nitrico ou a sua mistura com outros dcidos minerais ou com peréxido de hidrogénio, diluidos,
téem sido utilizados para o preparo de amostras. O uso de 4cido nitrico diluido é uma
alternativa atrativa para os processos de decomposi¢do de matéria organica. Este processo esta
bem estabelecido na literatura, o que permite o uso de solucdes diluidas para decomposi¢ao e
uma digestdo eficiente de amostras com elevado teor de carbono, em sua composi¢do, sendo
claramente demonstrado o efeito do gradiente de temperatura dentro do vaso reacional e os
beneficios da adi¢do de oxigé€nio pressurizado para a regeneracdo de 4cido nitrico no
processo. [BIZZI et al., 2011%; BIZZI et al., 201 1% BIZZI et al., 2011¢]

Como mostra NARDI et al. (2009), que investigaram um método para determinacao
de metais em diversos tipos de alimentos, utilizando a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS). Santos et al. (2008) (2009) publicaram estudos utilizando
um método analitico usando ICP OES como forma multielementar de determinac¢do, dos quais
dispdoem de metodologias de preparo de amostras amplamente distintas, sendo a primeira
através de moinho de bolas, detectando contaminagdo das amostras, e a segunda utilizando
ondas ultrassonicas, a qual tem se mostrado bastante eficiente no processo de digestdo de
amostra de alimentos.

Os fundamentos para aplicagdo do ultrassom no preparo de amostras para fins
analiticos estao relacionados as ondas de choque, acentuando a interacao entre a fase liquida e
a superficie dos sélidos, aumentando a concentragdo das espécies presentes na fase liquida.
Essas ondas consistem de ciclos de compressdo e expansdo, Os primeiros exercem uma
pressdo positiva sobre o liquido, juntando as moléculas, enquanto os segundos uma pressao
negativa, afastando as moléculas [BRITO et al., 2012].

Além disso, o processo de digestdo € facilitado em funcdo das altas temperaturas e
pressoes geradas proximo a superficie em sistemas fechados. As altas temperaturas aumentam
a solubilidade e altas pressdes ajudam a penetracdo e o transporte, formadas na interface entre
as solugdes e as matrizes sélidas, submetidas a energia ultrassonica, combinadas com o poder
oxidativo dos radicais formados, podem resultar em uma alta eficiéncia extrativa [SANTOS et

al., 2008].
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O tratamento de amostras mediante aquecimento assistido por micro-ondas tem
demonstrado ser um processo mais eficiente e seguro em comparacdo com aquecimento
convencional. E cabivel propor que 2 medida que a temperatura é elevada, a migracdo iénica
também aumente, tornando a contribui¢do da migrag@o i6nica mais importante. Desta forma,
pode-se dizer que solucgdes diluidas absorverdo menos, pois o0 aumento da temperatura reduz a
absor¢do e solucdes concentradas terdo aumento da absor¢do devido ao fendmeno da
migracdo ionica [SANTOS et al., 2008].

A Tabela 1 apresenta trabalhos que empregaram a energia das micro-ondas e técnicas

instrumentais para as determinagdes de elementos quimicos.
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Tabela 1. Trabalhos desenvolvidos utilizando as micro-ondas.

Matriz

Elemento

Técnica analitica

Referéncia

Amostras  bioldgicas
(sangue e  visceras
bovino, graos de soja)

Tecidos de Cetaceae
Delphinidae (golfinhos)

Carnes (bovino e
frango) e grdos (milho
e soja)

Leite em p6

Oleos vegetais

Leite em p6 integral

Amostras botanicas
(orégano, salsa,
manjericao, coentro,
cebolinha)

Tomate

Molho de tomate

Materiais de referéncia
certificados (folha de
macieira, figado
bovino, leite em po)

N, S, C, H, Ca, Fe,
K, Mg, Na, P e Zn

CdePb

Fe,Mne S

Ca, Cd, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, Na, Pb
eZn

Cu, Fe, Nie Zn
C

Al, Ba, Ca, Co, Cr,
Cu, Mg, Mn, Ni, Sr,
VeZn

Al, Ba, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, Hg, Mn, Ni,
Se, Sn, Sr, Ve Zn

Sn
Al, Cu, Fe, Mn, Mo,
Rb, Se, Sre Zn

RMN?
HPLC®
ICP OES

GFAAS’

ICP-MS®

ICP OES
ICP MS

HR-CS FAAS®
ICP OES

ICP-MS
ICP OES

ICP-MS
ICP OES

ICP OES

ICP OES
ICP-MS

Gonzalez et al., 2009

Korn et al., 2010

Amais et al., 2011

Bizzi et al., 2011°

Nunes et al., 2011
Bizzi et al., 20117
Barin et al., 2012

Bressy et al., 2012

Morte et al., 2012
Nobrega et al., 2012

Os trabalhos supracitados demonstram a eficiéncia na decomposicdo de amostras

bioldgicas com elevado teor de carbono pelo processo de aquecimento por micro-ondas e,

depois, a quantificacdo dessas solucOes por técnicas de detec¢do multielementar, como ICP

OES e ICP-MS.

A viabilidade do emprego das micro-ondas estd na redugcdo do tempo de andlise e a

reducdo de erros sistemadticos no tratamento de cada tipo de matriz e analito de interesse, além

de permitir a utilizacdo de agentes oxidantes diluidos. As técnicas instrumentais apresentadas

> Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear.
® Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

7 Espectrometria de absor¢io atdbmica com forno de grafite.

8 Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.
° Espectrometria de absorgio atdmica de alta resolucdo com fonte continua de chama.
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sdo atrativas como técnicas rotineiras por permitirem a determinacdo multielementar e,
algumas delas, determinacOes simultaneas.

Em face ao crescente mercado de ra¢do animal, hd interesse no desenvolvimento de
métodos analiticos confidveis para a determinacdo dos elementos quimicos presentes nessas
racoes. Duran et al. (2010) determinaram Cu, Ni, Pb, Fe, Mn, Cr e Cd fazendo uso da mistura
de HNOs3 e H>O: concentrados sob aquecimento e determinacdo por espectrometria de
absorcdo atomica por chama (FAAS), em racOes para cdes e gatos comercializadas em
Kayseri, Turquia. Elias et al. (2012) determinaram 16 elementos quimicos (As, Br, Ca, Co,
Cr, Cs, Fe, K, La, Na, Rb, Sb, Sc, Se, U e Zn) por ativagdo com néutrons em ragdes para caes
comercializadas em Sao Paulo, Brasil. Em outro trabalho, realizado no Chile, Alomar et al.
(2006) determinaram Ca, K, Mg, P, Fe, Cu, Mn e Zn em ragdes para cdes por espectrometria

de reflectancia no infravermelho.

3.4. Ferramentas quimiométricas

3.4.1. Planejamento de experimento

O planejamento de experimentos ¢ uma ferramenta importante para estudar o efeito
conjunto de vdrios fatores sobre uma varidvel resposta de interesse, pois baseado em
principios estatisticos, os pesquisadores podem extrair do sistema em estudo o maximo de
informacdo, fazendo um nimero minimo de experimentos [NETO et al., 2003].

Primeiramente, em um planejamento de experimentos, faz-se necessdrio determinar
quais sdo os fatores e as respostas de interesse para o sistema que se deseja estudar
[TEOFILO & FERREIRA, 2006].

Uma das ferramentas estatisticas mais utilizadas é o planejamento fatorial completo
em dois niveis. Este é empregado para verificar a significancia preliminar das varidveis
respostas no sistema em estudo. A otimizacdo multivariada (planejamento fatorial) dos
parametros experimentais como: temperatura, tempo, concentracdo de reagentes, dentre
outros, facilita a melhor compreensdo dos estudos de um método mais eficiente e adequado
para cada trabalho [TEOFILO & FERREIRA, 2006].

De forma geral, o planejamento fatorial pode ser representado por b¥, em que, “k”é o

nimero de fatores e “b”’é o nimero de niveis escolhidos. Isso s6 acontece com b igual para

todos os fatores. Nos planejamentos fatoriais em que as varidveis sdo exploradas em 2 niveis €
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comum codificd-los usando sinais (+) e (-), sendo (+) para valores de maximos e (-) para
valores de minimos, permitindo ilustrar o experimento sob forma de matriz de planejamento
[NETO et al., 2003].

O planejamento fatorial determina que fatores tém efeitos relevantes na resposta e
como o efeito de um fator varia com os niveis dos outros fatores, permitindo mensurar as
interacOes entre diferentes fatores. Desse modo, os efeitos principais sdo diferencas médias
entre valores situados em arestas opostas e perpendiculares ao eixo do fator em questdo
[NETO et al., 2003].

Em um planejamento composto central se observa a relacdo entre uma ou mais
varidveis e um conjunto quantitativo de fatores experimentais, através de um método
estatistico que utiliza dados de um desenho experimental adequado para determinar e
simultaneamente solucionar equagdes matemdticas e obter valores criticos para as varidveis
estudadas. Este tipo de planejamento é denominado como metodologia da superficie de
resposta [TEOFILO & FERREIRA, 2006].

Para ajustar ao modelo empirico mais adequado, a funcdo de resposta € caracterizada
em uma regido de interesse, para tornar possivel sua utilizacdo na prética. Apds o ajuste do
modelo aos dados experimentais, é possivel estimar a sensibilidade da resposta aos fatores,
além de determinar o nivel dos fatores nos quais a resposta é 6tima [TAY & BUTLER, 1999].

Com o uso de planejamento experimental usando a metodologia de superficie de
resposta € possivel otimizar as condicdes de processo, maximizando rendimentos e
minimizando custos e tempo, ou mesmo conduzindo o processo a obtencdo de um produto
com as especificacdes desejadas, obtendo resultados com altos indices de confiabilidade em

experimentos envolvendo ferramentas estatistica em métodos analiticos [LOPES et al., 2009].

3.4.2. Analise multivariada de dados

Além da utilizacdo das ferramentas computacionais mencionadas tem sido frequente o
uso de ferramentas matematicas que torne possivel, de modo mais criterioso, extrair um maior
nimero de informacdes de um conjunto de dados [MATOS et al., 2003; HOPKE, 2003;
TEOFILO & FERREIRA, 2006]. Entre estas ferramentas estdo 2 andlise de agrupamento
hierarquico (HCA) e a andlise de componentes principais (PCA). Estes dois métodos

permitem encontrar uma propriedade de um conjunto de amostras que nao é diretamente
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mensurdvel, mas que se relacionam a partir das determinagdes analiticas [CORDELLA et al.,
2002; LEES, 2003]

A PCA visa reduzir a dimensionalidade de informacdes, tornando possivel efetuar uma
simplificacdo, selecdo de varidveis, importantes em determinado sistema [CORREIA &
FERREIRA, 2007; WOLD et al.,, 1992; NASCIMENTO et al., 2010]. J4 a HCA busca
agrupar as amostras em classes, baseando-se nas semelhancas e diferencas de componentes de
uma mesma classe e entre classes diferentes, respectivamente, obtendo-se uma representagao
grifica denominada de dendograma'® [CORREIA & FERREIRA, 2007].

Assim, a andlise multivariada é uma importante ferramenta que permite a extracio de
uma maior quantidade de informacdes, a qual tem sido amplamente explorada com a
finalidade de garantir a autenticidade de produtos agroindustriais [NASCIMENTO et al.,
2010; TEIXEIRA et al., 2012, TORMEN et al., 2011]. Possivelmente, podem-se descrever
algumas metas passiveis de serem alcangadas com a utilizacdo de andlise estatistica
multivariada: (i) reducdo de dados e simplificacdo estrutural, (ii) classificacdo e agrupamento
de objetos, (ii1) investigar a dependéncia entre as varidveis, (1v) predi¢do e (v) a constru¢do da

tese [NASCIMENTO et al., 2010].

3.5. Técnicas espectroanaliticas para determinacio de metais, metaldides e nao-metais

em amostras de alimentos

Um dos maiores desafios para quantificagdo de espécies quimicas em amostras de
alimentos estd na complexidade destas matrizes por poderem apresentar espécies em
concentracdo abaixo do nivel de detec¢do das técnicas empregadas.

Virias técnicas analiticas instrumentais t€m sido utilizadas para determinacdo da
composi¢do mineral dos alimentos. Dentre as técnicas espectroanaliticas, as espectrometrias
de absor¢do atdmica com chama (FAAS) e com atomizagao eletrotérmica em forno de grafite
(GFAAS), assim como as espectrometrias de emissdao optica (ICP OES) e de massas (ICP-
MS), ambas acopladas indutivamente ao plasma (ICP), tém se destacadas [LOPES et al.,
2009].

A analise por FAAS ¢ utilizada para determinacdo de metais com baixo potencial de

excitagdo e concentracdes geralmente na ordem de mg.L!, permitindo a realizacio de um

19 Grafico bidimensional independente do nimero de variaveis do conjunto de dados.
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grande ndmero de determinacdes em pouco tempo. Por outro lado, GFAAS permite
determinagdes da ordem de pg.L!, sendo assim uma técnica mais sensivel quando comparada
com FAAS [HARRIS, 2001].

Por outro lado, a andlise por ICP-MS, pode-se dizer que é¢ uma técnica robusta e capaz
de multideterminacdo em uma unica varredura do espectro de massa, permitindo
determinagdes da ordem de pug.L! ou até em ng.L! dependendo do analito de interesse. Para
tornar possivel a deteccdo elementar, os fons gerados no plasma sdo transferidos para uma
regido de alto vicuo através de uma interface de cones, os quais sdo focalizados empregando
lentes i0nicas e direcionados para o espectrometro de massas (analisador de massa), onde sdao
separados em funcdo da razdo massa/carga [OLIVEIRA, 2006].

As determinagdes por ICP OES permitem concentracdes dos elementos geralmente na
ordem de mg.L"'. E uma técnica sensivel e seletiva para detecgiio de vdrios elementos de
modo sequencial ou simultdneo, se baseando nas observacdes de emissdes de radiacdo dos
elementos constituintes da amostra, atomizados ou ionizados em um plasma, geralmente de
argdnio. A Figura 1 mostra o esquema de geracdo do plasma, que consiste de um gerador de
radiofrequéncia, um sistema para introducdo da amostra, uma tocha, um sistema de gdis
argdnio para formacdo e sustentacdo do plasma [BOSS & FREEDEN, 2007; BOUSMANS,
1987].
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Figura 1. Esquema do plasma para ICP OES.

!
Rk o
9

(o

Fonte: [CAVA-MONTESINOS et al., 2004].

O plasma pode ser definido como um gés parcialmente ionizado, no qual coexistem
cations Ar*, elétrons e atomos neutros de Ar. Os fons argdnio, uma vez formados no plasma,
sdo capazes de absorver poténcia suficiente de uma fonte externa para manter a temperatura
do plasma, no qual o nivel de ionizagdo mantém-se indefinidamente [SANTOS et al., 2009].

Um plasma robusto tende a minimizar as interferéncias causadas pelos elementos de
facil ionizacdo e pode ser obtido quando for estabelecida uma baixa vazdo de nebulizacido do
gds e uma poténcia da fonte de radiofrequéncia alta, acima de 0,6 L min”' e 1,2 kW,
respectivamente. O termo robustez foi proposto para representar a eficiéncia da transferéncia
de energia e a resposta do plasma na troca das condi¢des de atomizagdo e excitacdo e a
composi¢do quimica da solugdo aspirada [SILVA et al., 2002].

As fontes de plasma oferecem uma série de vantagens, quando comparadas com outras
fontes de atomizagdo, espectros de emissdo de boa qualidade para varios elementos,
possibilitando uma determinagdo simultanea e curvas de calibracdo com até nove ordens de
grandeza [CASTRO et al, 2009].

Desta forma, objetivando a determinag¢do do maior nimero possivel de constituintes

inorganicos (metais, metaldides e ndo-metais) em ragdo de caes e gatos por ICP OES, este
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trabalho teve como finalidade o estabelecimento da propor¢do da mistura reacional para
decomposicdo das amostras de racdo assistida por micro-ondas e das condicdes operacionais
de compromisso do ICP OES, ambas otimizadas por planejamento de experimento
simultaneo. A precisdo e a exatiddo do método analitico otimizado foram estabelecidas pelo
célculo do desvio padrao relativo (RSD) entre as medidas e a andlise de cinco materiais de

referéncia certificados presentes na composi¢ao das racoes.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Amostragem

Vinte e quatro (24) amostras de ra¢des de caes e dezessete (17) amostras de ragdes de
gatos foram coletadas em supermercados e lojas revendedoras de racdes de animais
localizadas em municipios do Estado de Sergipe [Aracaju (9), Itabaiana (8), Carmépolis (8),
Lagarto (4), Carira (8) e Sao Cristovao (4)], sendo respeitado regras para preservacao da
amostra: coletd-las em recipientes pldsticos, mantidos em local fresco e ao abrigo da luz,
evitando exposi¢ao a cheiros fortes ou acao de gases.

As amostras foram coletadas a partir de embalagens lacradas e também em sacos
abertos, dispostos em estabelecimentos comerciais. As massas coletadas foram
compreendidas entre 500 g e 1,0 Kg de ragao [AAFCO, 2000], sendo constituidas de variados

sabores e composi¢ao nutricional para os animais domésticos (caes e gatos).

4.2. Descontaminaciao dos materiais

Os materiais utilizados nas andlises foram previamente descontaminados em solucao
de HNOs a 10% (v/v) por no minimo 24h. Em seguida, foram lavados com 4gua ultrapura e

secos a temperatura ambiente [MORTE et al., 2012].

4.3. Pré-tratamento das amostras

As amostras foram trituradas com o auxilio de almofariz e pistilo, produzindo uma
maior superficie de contato, promovendo assim, a maior homogeneidade da amostra
[SANTOS et al., 2008]. Vale ressaltar que os graos de ragcdes foram triturados aleatoriamente,
independentes de coloracao e formato geométrico. A determinacdo da umidade foi realizada
por andlise gravimétrica apos procedimento de liofilizacdo de 1,0 g de amostra. A
percentagem de massa foi calculada pela diferenca de massa apds liofilizacdo da amostra

(andlise gravimétrica).



- 40 -

Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental — LQA / UFS

4.3.1. Digestao assistida por micro-ondas

Aliquotas de 0,25g de amostra, previamente trituradas foram colocadas em tubos de
politetrafluoretileno (PTFE). Em seguida, foram adicionados 1,4 mL de HNOs3 65%
(MERCK) e 2,0 mL de H20; 30% (MERCK), deixando agir durante 30 minutos em sistema
aberto. Apds esse intervalo de tempo, os tubos foram fechados e levados ao forno de micro-

ondas, conforme a Tabela 2, para que houvesse a digestdo completa do material em estudo.

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

Etapa Poténcia (W) Tempo (min) Temperatura (°C) Rampa (min)
1 400 5 180 15
2 800 5 180 5

A digestao acida das amostras de racdo animal foi realizada em um forno de micro-
ondas Mars X Press (Technology Inside, modelo CEM 3100, EUA). Este equipamento tem
capacidade para 40 frascos de PTFE (politetrafluoretileno) com sistema de monitoramento de
pressdo e temperatura para os frascos durante a aplicacdo do programa de aquecimento. A
total digestdo das amostras de racdes foram realizadas utilizando 18 frascos por vez.

E importante ressaltar que todo procedimento de digestdo foi realizado em triplicata,
inclusive a digestdo dos materiais de referéncia certificados e os brancos das amostras para

controle dos reagentes.

4.4. Materiais de referéncia certificados

Os materiais de referéncia certificados foram adquiridos do National Institute of Standards &
Technology (NIST) e do National Research Council Canada (NRCC). Foram utilizados cinco
materiais de referéncia para avaliar a qualidade dos resultados: tecido de ostra (NIST 1566b),
folha de pessegueiro (NIST 1547), farinha de trigo (NIST 1567a) e figado bovino (NIST
1577) do National Institute of Standards & Technology, e proteina de peixe (DORM-3) do
National Research Council Canada. Por apresentarem composicdo semelhante aos
ingredientes utilizados na producdo das ra¢do, uma vez que nio dispunha de MRC para rag¢des

de cdes e gatos.
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4.5. Reagentes e solucoes padrao

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solucdes foram preparadas usando
dgua ultrapura (18.2 MQ cm resistividade) obtida a partir de um sistema de purificagdo Milli-
Q (Millipore, USA). O 4cido nitrico e o peréxido de hidrogénio foram de qualidade suprapura
(Merck, USA). As solugdes para a calibragdo externa instrumental foram preparadas a partir
de solucdes padrdo multielementar Specsol® em concentragdes de 100 mg.L! (para Ag, Al, B,
Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, Pb, Si, Sn, Sr, Ti, V e Zn) até 1000 mg.L'1 para os
elementos presentes em elevadas concentracdes nas amostras (C, Ca, K, Mg, Al, Fe, Na, P e

S).

4.6. Analise dos dados

As determinacgdes foram realizadas em triplicata e os dados estdo apresentados como
média + desvio padrdo. As técnicas multivariadas andlise de componentes principais (PCA) e
andlise de agrupamento hierdrquico (HCA) foram executadas em dados previamente auto
escalonados, uma vez que existe grande variacdo das respostas das diversas varidveis. A
andlise dos dados do planejamento fatorial, PCA e HCA foram executadas no software

Statistica 8.0®.

4.7. Condicoes instrumentais de analise

Para determinacdo da concentracdo dos constituintes das racdes foi utilizado um
espectrometro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) com
configuracdo axial modelo ES-720 (Varian, Mulgrave, Austrdlia). O equipamento encontra-se
instalado no Instituto Tecnolégico e de Pesquisas do Estado de Sergipe (ITPS), que fica
localizado na Rua Campo do Brito, 371, em Aracaju/SE. O gés utilizado para formagdo do
plasma foi o argonio (99,9999%, White Martins, Sao Paulo/SP). A Tabela 3 apresenta as

condig¢des operacionais do espectrometro.
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Tabela 3. Caracteristicas e condicdes operacionais utilizadas no ICP OES com vista axial.

Parametros Valor Experimental
Poténcia de radiofrequéncia (W) 1200
Vazio de gas no plasma (L.min ) 15,0
Vazio de gas auxiliar (L.min 1) 1,5
Vazio do gas nebulizador (L.min 1) 1,0
Tipo de nebulizador Concéntrico (tipo Sea Spray)
Camara de nebulizacao Tipo ciclonica
Replicatas 3
Diametro do tubo injetor (mm) 2,4
Tempo do sinal de integracao (s) 1,0
Comprimentos de onda (nm) Cal(373,690) Crll(267,716)

C1(193,027) Mo I (202,030)
A11(309,271)  Nill (231,604)
Mg I(285,213) SrlII (407,771)
Zn1(213,856) Hg Il (194,164)
Cul(324,754) PbII(220,353)
KI(766,491)  Ball(233,527)
Cd1(226,502) Fe I (238,204)
P1(178,222)  MnII (260,569)
S1(181,972)  Co Il (230,786)
V1(311,837)

(I) — linha atémica

(IT) — linha i6nica
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Otimizacao do processo de digestao de amostra

Foi usada uma amostra comercial de racdo de cdo para realizar a otimizacdo do
método analitico para digestdo da amostra. Para o preparo das amostras de ragdo para cies e
gatos foi realizado um planejamento fatorial em dois niveis (2*). Visando minimizar a
utilizacdo de reagentes, concomitante a utilizacdo de dcido diluido, que tem se apresentado
como uma alternativa eficiente na decomposicao de matéria organica conforme Castro et al.
(2009).

A Tabela 4 mostra as combinagdes utilizadas através da matriz de planejamento, com
as duas varidveis, HNOj3; e H20; diluidos, tendo como resposta a eficiéncia na decomposi¢cdo
de matéria organica (EDMO). Sendo assim, a eficiéncia do processo de digestdo estd
relacionada a EDMO, ja que este parametro pode ser utilizado para misturas homogéneas ou
quando houver apenas silicatos como residuos apds a digestdo. Os valores de EDMO foram
calculados pela diferenca entre carbono total (CT) e residual (CR), dividida por CT, isso
multiplicado por 100 [CASTRO et al., 2009], como mostra a Equacdo 1. Foi considerada a
massa total de amostra como a quantidade de carbono total (CT), ou seja, a massa igual a 0,25
g. O carbono residual foi determinado nas solu¢des dos experimentos do planejamento por
ICP OES usando a linha de emissd@o do carbono em 193,027 nm. Os experimentos foram

realizados de forma aleatoria.

CT—CR
cT

EDMO = (=2%)X 100 Equagio !
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Tabela 4. Matriz do planejamento fatorial 2> completo com 3 pontos centrais

Niveis Codificados Valores Reais
Medidas EDMO (%)
HNO:; H;0: HNO; (mol.L') H;0:(%)
1 -1 -1 2,0 3,0 84.4
2 +1 -1 5,0 3,0 84,2
3 -1 +1 2,0 6,0 87,6
4 +1 +1 5,0 6,0 87,4
5 0 0 3,5 4,5 87,3
6 0 0 3,5 4,5 86,6
7 0 0 3,5 4,5 86,1

Os ensaios foram realizados com o objetivo de investigar quais fatores (varidveis)
influenciavam no processo de digestdo. Logo, € possivel analisar tais respostas no grafico de
Pareto (Figura 2) calculado em funcdo das concentragdes de HNO3 e H>O> diluidos, onde a
magnitude dos efeitos € representada pelas colunas enquanto que a linha transversal as
colunas representa a magnitude dos efeitos com significado estatistico para p=0,05, ou seja, os

fatores que sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confiancga.
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Figura 2. Grifico de Pareto para o planejamento fatorial 2° com trés pontos centrais
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O grafico de Pareto sugere que a concentragdo de H>O> foi uma varidvel significativa,
sendo que direcionada para uma maior propor¢do. Ja a concentracio de HNO3; mostrou-se
como uma varidvel ndo significativa. A combina¢do das duas varidveis mostrou-se também
ndo significativa com tendéncia a uma menor propor¢ao das concentracdes. Foi observado um
valor ndo significativo para avaliacdo da estimativa da curvatura, isto é, indicativo de auséncia
de curvatura para o modelo linear.

A Tabela 4 indica que o percentual para eficiéncia ndo diverge entre os experimentos
propostos. Desta forma, visando a obten¢do de uma melhor resposta quanto ao processo de
digestdo, e, consequentemente, a deteccdo dos analitos, o experimento 3 serd a utilizada para a
digestdo das amostras. Essa escolha € enfatizada devido ao menor concentracio de HNOs,
proporcionando assim uma menor acidez residual, e também por demonstrar maior
porcentagem para a EDMO, 87,6% m/m.

As amostras apresentaram valores para acidez residual foi de aproximadamente 2,0
mol.L"! para todos os pontos do planejamento fatorial. E importante lembrar que esse valor
expressa uma acidez elevada, contudo a diluicdo das amostras levaria a perda da sensibilidade
na determinacdo dos analitos, pois alguns deles se encontram em concentragdes em nivel

ultratraco, dificultando sua detecc¢do.
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5.2. Otimizacao das condi¢oes operacionais do ICP OES

Como descrito anteriormente (se¢do 3.5.) o ICP OES depende do ajuste de parametros,
como por exemplo: poténcia de radiofrequéncia (RF) e vazio do gds de arraste de nebulizagao
da amostra, que precisam ser otimizados para garantir uma maior precisdo e robustez do
plasma na detec¢do dos analitos. Esta otimizagdo foi realizada pelo planejamento fatorial
apresentado na Tabela 5, na qual os valores da razdao de intensidade [Mg 11(280,265nm)/Mg
1(285,213nm)] foram usados como resposta do planejamento [MERMET, 1991], por ser um
parametro utilizada para aferir a robustez do método, tendo como varidveis dependentes a
poténcia de RF e a vazdo do gés de arraste da nebulizacdo da amostra.

Para realizar os célculos da razdo Mg II/Mg 1 foram preparadas duas solugdes
contendo magnésio. A primeira solucao foi preparada com uma amostra de racdo comercial
para cdes, na qual a concentra¢do de magnésio foi de 10 mg.L!. A segunda foi uma solucdo
padrdo preparada na concentragio de 10 mg.L"! de magnésio, sendo acrescentada 0,2 mg.L!
de Ag, Al, B, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Si, Sn, Sr, Ti, V, Zn, As, Mo, Li, Cd, Ba, Hg e 2 mg.L‘1
de Ca, Fe, K, Mg e P para simular as condi¢des da amostra digerida de racdo de cdo (solucdo
multielementar).

Na Tabela 5 estdo apresentados a matriz de planejamento com os valores codificados,
valores reais e as razdes Mg II/Mg 1. As replicatas dos pontos centrais foram usadas para
estimar o erro experimental. Os experimentos foram realizados em ordem aleatéria. A
avaliacdo final foi feita usando resposta multipla da fun¢@o, a fim de obter uma condicdo
simultinea para a razdo Mg II/Mg I na solucdo padrdao e na amostra de ragdao comercial para

cdes digerida. O célculo da resposta multipla foi feito utilizando a equacao 2:

(Razio Mgllf Mg ) solucdo padrio N (Razdo Mg Il [Mglsolucio digerida
10,84 1119

Resposta Global = Equagao 2

em que a razao Mgll/Mg I € o calculo da condicao de robustez do plasma [FERREIRA et al.,
2007; SANTELLI et al., 2012]; os valores 10,84 e 11,19 foram as razdes Mg II/Mg I maximas
encontradas para a solucdo padrdo e a solucdo digerida, respectivamente, durante o

planejamento experimental.
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Tabela 5. Matriz de planejamento fatorial 2> com trés pontos centrais para otimizacdo das
condig¢des operacionais do ICP OES.

Experimentos  Niveis Codificados Valores Reais
Poténcia Vazidodo Poténcia Vazaodo Razao Razao  Resposta
de RF gas de de RF gas de MglIl/ Mgll / Global
(W) nebulizacio (W) nebulizaciao Mgl Mgl
(L.min™) (L.min!)  (padrdo) (amostra)
1 -1 -1 1000 0,6 1,63 1,52 0,29
2 +1 -1 1400 0,6 2,66 2,51 0,47
3 -1 +1 1000 1,0 8,72 8,93 1,60
4 +1 +1 1400 1,0 10,84 11,19 2,00
5 0 0 1200 0,8 8,95 8,28 1,57
6 0 0 1200 0,8 8,54 8,17 1,52
7 0 0 1200 0,8 8,98 8,1 1,55

O niimero de experimentos necessdrios para otimizacdo € menor quando comparado a
abordagem univariada. Outra vantagem do planejamento multivariado € a possibilidade de
avaliar as interagdes entre as varidveis experimentais como pode ser visto pelo grafico de

Pareto, conforme Figura 4.
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Figura 3. Grifico de Pareto para poténcia de RF e vazao do gis de arraste de nebulizacdo da
amostra.
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Analisando o grafico de Pareto (Figura 4), € possivel verificar que a vazdo do gis de
nebulizacdo da amostra € um pardmetro mais importante em relacdo a poténcia de RF
aplicada para condi¢des robustas de operacdo. Tendo um valor 4,9 vezes maior que a potencia
de RF. Este resultado é corroborado por Mermet (1991), que informa que a vazao do gés de
nebulizacdo e o didmetro interno do tubo central da tocha sdo os parametros mais criticos que
afetam as condi¢Oes do plasma robusto [MERMET, 1991]. O efeito positivo para a interacao
entre as duas variaveis também foi significativa para nivel de 95% de confianca, mostrando
que ambas varidveis aumentam diretamente proporcionais.

A partir do planejamento fatorial 2% com trés pontos centrais e usando o célculo da
razdo Mg II/Mg I com resposta para avaliar os efeitos principais e de interagdes, € possivel
verificar que condi¢des robustas do plasma [Razdo (Mg II/Mg I) > 8] foram obtidas sob
elevada poténcia de RF e alta vazdo do gis de nebulizacdo do planejamento experimental,
sendo influenciada pela quantidade de aerossol que atinge o plasma [MERMET, 1991].

As replicatas dos pontos centrais foram usadas para estimar o erro experimental, sendo

os experimentos realizados em ordem aleatdria. A avaliacdo final foi feita usando a resposta
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multipla da fun¢do, a fim de obter uma condi¢do simultanea para razdo Mg II/Mg I na solucao

padrdo e na amostra digerida [NETO et al., 2003].

5.3. Uso da metodologia de superficie de resposta para otimizacao das condicoes de

operacao do ICP OES

Com o intuito de otimizar o uso de materiais para realiza¢do do procedimento analitico
e visando a durabilidade do equipamento, optou-se pela realizagdo da otimizagdo das
condicdes operacionais do ICP OES utilizando um planejamento fatorial 3?> com duas
varidveis. Tornando possivel investigar se hd ou nao falta de ajuste para um modelo (linear ou
quadratico) [LOPES et al., 2009], o que ndo seria possivel para um planejamento em apenas
trés niveis com um ndmero reduzido de experimentos. De acordo com a Tabela 6, a matriz de
planejamento fatorial 3> com duas varidveis totalizou 12 experimentos, considerando os trés
pontos centrais adicionados para estimar o erro experimental. Foram investigadas as
influéncias da poténcia de RF e da vazdo do gds de nebulizacdo sobre a resposta do
experimento que foi relacionada a razdo Mg II/Mg 1. Na Tabela 6 estd apresentada a matriz de
planejamento com os valores codificados, valores reais e as razdes Mg [I/Mg I para a solugao

aquosa e a solucao com amostra digerida [FERREIRA et al., 2008].
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Tabela 6. Matriz de planejamento fatorial 32 com duas varidveis e com trés pontos centrais.

Niveis Codificados Valores Reais
Medidas Poténcia Vafﬁo do Poténcia Vafﬁ(‘)ido Razao  Razao
de RF gas de de RF gasde  MgIl/ MglI/ Resposta
w) nebulizaciio W) nebulizagdo g, | Mg I Global
(L.min™) (L.min™) (padrao) (amostra)
1 -1 -1 1000 0,6 1,63 1,52 0,29
2 -1 0 1000 0,8 7,53 6,92 1,31
3 -1 +1 1000 1,0 8,72 8,93 1,60
4 0 -1 1200 0,6 2,23 2,02 0,39
5 0 0 1200 0,8 8,95 8,28 1,57
6 0 +1 1200 1,0 9,96 10,29 1,84
7 +1 -1 1400 0,6 2,66 2,51 0,47
8 +1 0 1400 0,8 9,52 8,98 1,68
9 +1 +1 1400 1,0 10,84 11,19 2,00
10 0 0 1200 0,8 8,95 8,28 1,57
11 0 0 1200 0,8 8,54 8,17 1,52
12 0 0 1200 0,8 8,98 8,10 1,55

Na Figura 5 mostra a andlise de regressdo linear entre as razdes das intensidades de
emissdes do Mg II / Mg I encontradas na solu¢do padrdo e as razdes das intensidades de
emissoes do Mg II / Mg I da solu¢do da amostra digerida, obtendo um valor de inclina¢io da
reta e coeficiente de correlacdo proximos dos valores ideais (a=r=1,0) e o intercepto da reta
proximo a zero (b=0). Estas condi¢des mostram que as razdes Mg Il / Mg I em ambas
solu¢des comportam-se de forma semelhante quando sdo submetidas as variacdes de poténcia
de RF e a vazdo do gds de nebulizacdo, confirmando a falta de efeito de matriz, sendo um

bom indicativo para exatidao e precisido dos dados obtidos.
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Figura 4. Andlise de regressao linear para as razdes das intensidades de emissdes do

Mg 11/ Mg I encontradas a partir da matriz de planejamento e a andlise da solucdo padrio e na

solug@o da amostra digerida
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Para possibilitar a comparagdo entre os fatores, e para proporcionar melhor

visualizacdo, o grafico de Pareto estd apresentado na Figura 6. Neste grafico, é possivel

verificar que a vazdo do gis de nebulizacdo da amostra foi significativa para ambos os

modelos, linear e quadrético, enquanto que a poténcia de RF foi significativa apenas para o

modelo linear e a interacdo entre elas (poténcia de RF e vazdo do gas de nebulizacdo da

amostra) também apresentou significancia para o nivel de confianca de 95%.

E plausivel mencionar que a utilizagdo de baixa vazdo do gds de nebulizacdo da

amostra reflete em respostas globais baixas, sugerindo que em baixa vazdo a amostra nao

consegue alcancar o sistema de deteccdo. E quando esta utilizada concomitante a baixa

poténcia de RF, os resultados obtidos tendem a ser mais baixos ainda.
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Figura 5. Grifico de Pareto para planejamento 32 com duas varidveis.

(2)Vazdo do gas de nebulizagdo(L / min)(L //// / 78,00 1
Vazao do gas de nebulizagao(L / min)(Q // 30,68

(1)Potencia de RF(W) (L) / 17,21
1Lby2L %4,76
Z
2

Potencia de RF (W)(Q) ,76

1= 0,05 L
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Efeito estimativo (Valor absoluto)

Logo, os resultados apresentados no grafico de Pareto podem ser expressos como uma
superficie de resposta gerada por uma fun¢do matemadtica conforme mostra a Figura 7. O
aumento da vazdo do gds de nebulizacdo da amostra é proporcional ao aumento da poténcia
de RF para o aumento da condi¢do robusta do plasma (razdo Mg II/Mg I > 8), sendo 4,5 vezes
maior em proporcdo para o modelo linear. Por outro lado, € vélido ressaltar que a utilizagdo
do equipamento com valores elevados de poténcia de RF acelera o desgaste do sistema, além
de exigir o uso de vazdes elevadas do argdnio para resfriar o sistema, tornando o custo do
experimento bastante alto.

Sendo assim, visando um melhor aproveitamento do equipamento € a minimizagao dos
custos das andlises, sem que haja perda de potencial analitico, o presente trabalho propde a

utilizacdo da vazio de gds de nebuliza¢do de 1,0 L.min™' e uma poténcia de RF de 1,2 kW.
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Figura 6. Superficie de Resposta do Planejamento 3% com duas varidveis.
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Para a avaliacio numérica da qualidade de ajuste dos modelos desenvolvidos, foi

utilizada a Andlise de Variancia (ANOVA) conforme a Tabela 7, tornando possivel a

determinacdo de quais efeitos eram estatisticamente significativos, além de permitir a

avaliacdo da significancia estatistica da regressdo e da qualidade do ajuste do modelo, no

nivel de confianca escolhido.
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Tabela 7. Resultados da ANOVA.

Fator Quadvades Libendade Quadrados V1OF-F Valor-p
(1)Poténcia de RF (W)(L) 1,5.10" 1 1,5.10"! 3.10° 0,0004
Poténcia de RF (W)(Q) 3,9.10° 1 3,9.10° 7,6 0,0699
(2)Vazio de n?)lzil)ilagﬁo (L minr 3,1.10! 1 3,1.10! 6,1.10° 0,000005
Vazio de nebuliza¢do (L min™)(Q) 4,810 1 4,810 9,4.10° 0,0001
Interacado (1L x 2L) 1,1.10? 1 1,1.10? 2,3.10' 0,0176
Falta de Ajuste 2,9.10° 3 9,6.10* 1,9 0,3051
Erro Puro 1,5.10° 3 5,1.10%
Total SS 3,8.10! 11

O modelo quadrético foi significatico (Fealculado:2.9 = 24,58; Frabaelado:2.9 = 4,26; p-valor =

2,26.10*). Observando-se o p-valor para o parametro falta de ajuste (0,3051), percebe-se que

este foi maior que 0,05, sugerindo que modelo ndo apresenta falta de ajuste usando a funcédo

da multipla resposta, ou seja, ndo € significativa para nivel de confianca de 95%. Nesse

sentido, a verificacdo e comparacdo da influéncia das varidveis, poténcia de RF aplicada e

vazdo do gés de nebulizacio, podem ser observadas na Figura 8, na qual os valores preditos,

representados pela reta, estdo praticamente alinhados aos valores observados, representados

pelos pontos, evidenciando uma boa adequag@o do modelo (r=0,999), ou seja, ndo apresenta

erros sistemdticos ou falta de ajuste em relacdo aos valores experimentais em funcdo dos

valores preditos.
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Figura 7. Representacao Linear de Ajuste do Modelo.
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Desse modo, o modelo empirico € representado pelos valores a serem aplicados,

organizados na Tabela 8.

Tabela 8. Efeitos estimados do planejamento fatorial 3> com duas varidveis.

Parametros Efeito Erro Puro t (n=3) p
Média / Interaciio 1,238 + 0,022 7.107 1,8 x 10? 1x 107
(1)Poténcia de RF (W)(L) 0,316 + 0,057 1,8.107 1,7x 10" 43x10*
Poténcia de RF (W)(Q) 0,038 £ 0,044 1,4.10? 2,8 x 10° 7x 102
(2) Vazdo do gas de nebulizacio (L min')(L) 1,433 + 0,057 1,8.10? 7.8 x 10! 1x 107
Vazio do gas de nebulizacio (L min)(Q) 0,423 + 0,044 1,4.107 3,1 x 10! 8x 107
Interaciio (1L e 2L) 0,107 £ 0,073 2,3.1072 4,8 x 10° 1,8x 1072

Observando as informagdes da Tabela 8, é possivel afirmar que o modelo apresentado

€ adequado ao método proposto, em que os valores estabelecidos para poténcia de RF e vazao
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do gés de nebulizacdo da amostra foram adotados visualmente com base nos dados obtidos
experimentalmente (Figura 7 e Tabela 6), considerando-se 1,2 kW e 1,0 L.min’,
respectivamente, como condi¢do de compromisso para andlise das amostras de ragdes de caes

e gatos por ICP OES.

5.4. Validacao analitica

5.4.1. Limites de detecciao (LD) e de quantificacao (L.Q)

Um conjunto de parametros pode ser usado para caracterizar um método analitico,
entre eles, limite de detec¢do, limite de quantificacio, precisdo e exatidao.

O limite de deteccao (LD) € definido como a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as
condigdes experimentais estabelecidas [SKOOG et al., 2002]. Para o célculo do LD em ICP
OES, deve-se considerar o conceito de concentra¢ao equivalente ao sinal de fundo (BEC), que
€ a concentracdo do analito que produz sinal equivalente a intensidade de emissdo do fundo na
linha medida. Dessa maneira, o cdlculo de LD mostra mais claramente qualquer mudanga nas
condi¢des operacionais [NAOZUKA et al.,, 2011; MONTASER & GOLIGHTLY, 1992;
SILVA et al., 2002]. E possivel calcular LD a partir das Equagdes 3, 4 e 5:

C
BEC= ——
SBR Equacgao 3
SBR — ‘r_v.':r'— lrb‘]"ﬂ‘]‘?.ﬂﬂ
Tyranco Equagdo 4
1D — 3 X BEC XRSD Equacio 5

100

em que, Cs € a concentracdo do elemento na solucdo multielementar; SBR € a razdo sinal
analitico / sinal de fundo; I € a intensidade de emissdo da solug@o de referéncia € Ibranco € a
intensidade de emissdo da solugdo do branco analitico, e RSD € o desvio padrdo relativo para

10 medidas das intensidades da solucdo do branco analitico.
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O limite de quantificacdo (LQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. O LQ pode ser expresso como sendo 3,3 vezes o limite de detecc@o. O valor de
LQ deve ser o primeiro ponto da curva de calibracdo, teoricamente [SILVA et al., 2002]. Na
Tabela 9 estdao apresentados os valores de BEC, LD e LQ para determinacio de elementos em
amostras de racdes de cdes e gatos por ICP OES, provenientes da digestdo assistida por
micro-ondas.

A utilizacao do cdlculo de LD e LQ a partir do BEC e do SBR permite a obtencdo de
valores mais representativos da detectabilidade do método de andlise. Observando-se a Tabela
9, percebe-se que os LD tiveram ampla variacdo, porém vale ressaltar que os valores obtidos
estdo aproximados daqueles descritos na literatura [BOSS & FREEDEN, 1997; CASTRO et
al., 2009; NAOZUKA et al., 2011]. No entanto, estes valores sdo dependentes das condi¢Oes
experimentais aplicadas, tornando essa comparacido puramente relativa.

Como a concentracdo dos fons nas solugdes € maior do que os LQs calculados, os
micro € macro constituintes, apresentados na Tabela 9, nos materiais de referéncia
certificados de figado bovino, proteinas de peixe, tecidos de ostra, folhas de pessegueiro e
farinha de trigo puderam ser determinados com confiabilidade por ICP OES [NAOZUKA et
al., 2011, SANTOS et al., 2011°].
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Tabela 9. Valores para BEC, LD e LQ para anélise de amostras de ra¢des de cdes e gatos por ICP OES.

Ca P S Zn Ni Ba K Sr Mn Mg Al Cd Co Cr Cu Fe A\
(IES) 0,372 0,157 0,303 0,017 0,017 0,001 0,092 0,0004 0,001 0,011 0543 0,002 0,002 0,001 0,009 0,001 0,002
(I;?g,,) 26 9 6 0,61 0,17 0,023 0,83 0,026 0,084 0,54 2,0 0,037 0,11 0,026 0,082 0,26 0,064
LQ 87 31 18 2,0 0,56 0,075 2,7 0,086 0,28 1,8 7 0,12 0,38 0,084 0,27 0,87 021

(ng.gh

Nota: Foram utilizadas 0,25 g de amostra para determinac@o destes pardmetros.
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5.4.2. Precisao e exatidao

A precisdo é a avaliacdo da repetitividade do método e pode ser determinada pelo
desvio padrdo relativo (%RSD) [INMETRO, 2003; ANVISA, 2003] de um conjunto de
medidas. O célculo para obten¢do da precisdo pode ser realizado segundo a Equacao 6:

%RSD = (5/média das medidas) x 100 Equacao 6

A exatiddo é a aproximacdo entre o valor medido experimentalmente e o valor
convencionalmente verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidao
de um método sdo: uso de materiais de referéncia certificados, participacdo em comparagdes
interlaboratoriais e ensaios de adi¢do e recuperacdo do analito. Neste trabalho foram
utilizados cinco materiais de referéncia certificados (MRC): proteina de peixe (DORM-3),
folha de péssego (NIST 1547), farinha de trigo (NIST 1567a), tecido de ostra (NIST 1566b) e
figado bovino (NIST 1577) para confirmar a exatiddo do método analitico proposto
[NAOZUKA et al., 2011; SILVA et al., 2002].

No qual foram determinadas partindo-se das condi¢des otimizadas neste trabalho, isto
€, considerando-se o preparo de amostra usando dcido nitrico 2,0 mol L'!e H)0, 6% v/v e das
condi¢des operacionais estabelecidas do ICP OES poténcia de RF de 1,2 kW e vazdo do gas
de nebuliza¢do da amostra de 1,0 L min'.

Os resultados podem ser observados na Tabela 10, a qual apresenta os valores
certificados e o percentual de concordancia dos resultados, que variaram entre 80+4 (Cr) e
11745 (Cd). Com isso, é possivel verificar que o método proposto mostrou-se exato, para
determinacdo multielementar por ICP OES. A precisao que foi expressa pelos valores dos
desvios padrdo relativos foram menores do que 5%, exceto para Co (15%) e Ni (10%). Os
valores de precisdo baixos para estes elementos deve-se a baixa concentracdo deles nos MRC
analisados. Logo, os valores obtidos indicam uma boa exatiddao e precisdo para o método

proposto [BRITO et al., 2003].
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Tabela 10. Valores certificados, valores encontrados e as concordancias para a andlises dos materiais de referéncia certificados por ICP OES.

VALORES S Al Ca Cu K Mg Mn P Zn Sr Cd Co Fe Ni Ba Cr v
Encontrado 0,168 £0,003 5,2+ 1,4 0,0192 +£0,0008 2,2 +0,1 0,126 +0,0005 0,037 +0,0004 8,8 £0,05 0,139 £ 0,005 11,0 £0,7 ok HAE okok Hokk ok ok Aokok Hkk
NIST Certificado 0,165 0,002 5,7 +1,3 0,0191 +0,0004 2,1 +0,2 0,133 0,003 0,040 +0,002 94 %09 0,134 +0,006 11,6 +0,4  *** HkH ok ok ok ok ok skt
1567a Concordancia % 1022  104+24  100+4 103+4 95403 941 94+0,5 103+4 95+6 o o o o wEE L kEE ok
Erro % 2 -9 1 5 -5 -8 -6 4 5 sk sk sk sk sk ok sk sk
Encontrado ok HAE 104+17 188,33 0,93+0,02 6076 10,4+0,16  1,1£0,02 137#2  0,13+0,01 0,31+0,01  0,18+0,03 267+2 ook ok ok sk
NIST Certificado ok o 124+6 19310 0,97+0,06 60419 10,3£1,0 (1,1) 130+13 (0,14)  0,27+0,04 (0,18) 268+8 ook ok ok sk
1577 Concordancia % o oAk 84 + 14 98 +2 96 +2 1011 101 +£2 98+2 105+1 90+8 11745 103+18,2 100+1 HAE *HE ook ook
Erro % seksk sk _]6 _2 _4 0 2 0 5 _‘7 15 0 0 sekesk sekesk sekesk sekesk
Encontrado 0,2+0,1 24449 1,36+0,04 3,6802  2,28+0,11  0,372+0,008 8442  0,128+0,006 16,7+0,3 51+l ks ks 18443 0,65+0,17 1062  ***  0,36+0,04
NIST Certificado 0,2) 24948 1,56+0,02 3,7+0,4 2,43+0,03 0,432+0,008 98+3  0,137+0,007 17,9+0,4 53+4 ok ok 218+14 0,69+0,09 1244  ***  (,37+0,03
1547 Concordancia % 84+4 98+4 873 98+4 94+5 86+2 86+2 94+4 93+2 9742 ok ok 84«1 94425  86+2 HoAk 97+£10
Erro % 0 -2 -13 -3 -6 -14 -14 -7 -7 -4 ok ok -16 -6 -15 HoAk -3
Encontrado Ak 1872+98 Ak 15,9+1,18 Rl Rl wkE wkE 51,3+3,7 ko (),247+0,043 HkE 322429  1,07+0,11 *** 1,52+0,07  *%%*
DORM Certificado Ak (1700) Ak 15,5+0,63 Rl Rl HAE HAE 51,343,1 #EE0,290+0,020 o 347420 1,28+0,24 ##*F  ],89+0,17  HEE
-3 Concordancia % ok 11046 ok 10248 ok ok ok ok 100+7 ok 8515 ok 9348 84+8 oAk 80+4 wkE
Erro % seksk ]0 seksk 3 stk stk sksk sksk 0 seksk _15 sheksk _7 _]6 ekeok _20 ekeok
Encontrado 0,6137+0,0248  ***  0,0791+£0,0028 71,1£2,6 0,624+0,027 0,1024+0,0048 17,5+0,6 ok 1458+61 6,4+04 2,46+0,09 0,364+0,056 187,9+11,2 0,94+0,15 *** ok ok
NIST Certificado 0,6887+0,0140  ***  0.0838+0,0020 71,6x1,6 0,652+0,009 0,1085+0,0023 18,5+0,2 HAE 1424446 6,8+0,2 2,48+0,08 0,371+0,009 205,8+6,8 1,04+0,09 *** Fkx Hokok
1566b Concordancia % 89+4 ok 9443 9944 964 944 9543 s 10244 936 99:+4 98+15 9145 9114 i ek o
Erro % -11 HAE -6 -1 -4 -6 -5 Ak 2 -6 -1 -2 -9 -10 ok ook Fk

NIST 1567a — Material certificado de Farinha de Trigo; NBS 1577 — Material certificado de Folhas de Pessegueiro; NIST 1547 — Material certificado de Figado Bovino.
DORM-3 — Material certificado de Proteinas de Peixe; NIST 1566b — Material certificado de Tecidos de Ostra.
() — Valores ndo certificados; Erro % = (encontrado — certificado) / certificado x 100 / Andlise em triplicata (n=3); Concentracdo média * intervalo de confianca (nivel de

95%).
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Considerando que as concordancias para determinagdes quantitativas tém de
apresentar erros menores que £ 30%, e para semi-quantitativas e qualitativas erros entre +
30% e £ 50%, e maiores que 50%, respectivamente [SKOOG et al., 2002;
AMARASIRIWARDENA et al., 1997], os valores obtidos para anédlise dos MRC por ICP
OES evidenciam que as determinacdes dos elementos S, Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P, Zn, Sr,
Cd, Co, Fe, Ni, Ba, Cr e V nos materiais de referéncia certificados de [farinha de trigo (NIST
1567a), figado bovino (NBS 1577), folha de péssego (NIST 1547), proteina de peixe
(DORM-3) e tecido de ostra (NIST 1566b)] podem ser consideradas quantitativas, uma vez
que os valores percentuais correspondentes aos erros nao ultrapassaram = 20% [NAOZUKA

et al., 2011; CASTRO et al., 2009; SANTOS et al., 2005; ARAUJO et al., 2008].

5.5. Aplicacao do método otimizado em racées comerciais para caes e gatos

O método otimizado foi aplicado em racgdes secas!' destinadas a cdes e gatos
comercializadas nos seguintes municipios sergipanos: Aracaju, Itabaiana, Lagarto, Carira e
Carmopolis. Foram analisadas 17 (dezessete) amostras de racdes de gatos e 24 (vinte e quatro)
amostras de ragdes de cdes, totalizando 41 (quarenta e uma) amostras. As amostras coletadas
podem diferir entre si quanto ao fabricante e ao sabor (composicao).

As solugdes foram analisadas por ICP OES e as concentragdes dos elementos estdo
expressas em mg kg! e/ou g kg'!, nas Tabelas 11 e 12, respectivamente para cdes e gatos.
Como as concentragdes permitidas pela legislacdo sdo expressas em massa seca, os resultados
das concentracdes foram calculados igualmente em base seca, sendo obtido o valor de
umidade da amostra obtida por andlise gravimétrica . De acordo com o MAPA, o teor de
umidade em rag@o seca para cdes e gatos nao deve ultrapassar 12% [MAPA, 2009]. Neste
trabalho, os valores medidos estiveram entre 6,0 + 0,1 e 10,0 £ 0,7 % para caes e entre 7,1 +
0,1 e 15 £ 3% para gatos, sendo que a ndo conformidade foi verificada em 3 (trés) amostras

racdo de gato, F2, F14 e F15.

1 Umidade abaixo de 12%.
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Tabela 11: Concentragdes dos elementos Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe,

K, Mg, Ni, P, S, Sr, V e Zn em amostras de racdo de cdo, por ICP OES.

UMIDADE Al Ba Ca Cr Cu Fe K Mg Mn Ni P S Sr v Zn

FABRICANTE SABOR % mgKg' mgKg' gKg' mgKg' mgKeg' mgKeg'  gKg! g Kg'! mgKg' mgKg' g Kg'! g Kg! mgKg' mgKg' mgKg
F1 MILHO, FRANGO E 0SSOS 892 402£10 98£06 1,601 05101 106£04 210+7 089£003 0,13£0003 520£2 088=0,1 122005 028£001 404+2 030%01 18526
F2 CARNE E VEGETAIS 80£05 020+003" 122£02 20£0,1 060005 147+05 235+5 092+0,02 0,11+0,004 68+03  <0,56 1,520,1  032+001 3142 04401 327+5
F3 CARNE 7904 41546 153209 3201 050+01 92+02 22846 094+003 023£001 696+2 061£05 22201 023+001 463+2 025+01 238+7
F1 CARNE E CEREAIS 7704 887+3 11,806 19£01 059202 186+06 249£12 095+003 0,16+0004 2982 <056 132005 023£001 4592 04601 1887
F3 CARNE 8,6+04  214+13 121£02 192004 <0084 104+03 31013 102001 0,190,001 66308 072+04 16+002 028+001 296+06 05101 291%5
F2 CEREAIS 741 0,14£002" 87+0,1 1,601 <0084 262£09 242+£7 091+002 0,12+0003 163+0,1 <056 142004 041001 345+04 04601 373+5
F6 CARNE 7602 240229 11,01 24201 1206 38+01 366+£11 080003 042+001 186+2 08101 15£01 021001 31,62 060201 60,72
F4 CARNE 8,6£003  110£15 150+07 34£01 090+0,1 77+02 32310 061002 0,14£0004 456£05 065401 2301 024+001 461+2 087401 80,1%5
F4 CARNE 10203 12249 179406 28201 063£001 60+02 21826 054001 016001 300209 <056  17£005 0182001 630+3 05601 5271
F4 MISTURA (MIX) 1004 63249 183402 172004 025+005 4,1+003 12910 0,63+001 0,16£0004 31,3+£05 <056  12£002 0,13£0003 295407 028+0,1 408072
F7 CARNE 6.9£0,2 125£28  155£05 24201 039£004 123£02 195£7 094£0005 022£0002 38,1£03 <056  12+004 021£0003 1015 <021 1419
F5 MISTURA (MIX) 6,6+£004 6813 180+02 27£02 <0084 114+04 156+£6 081+003 021+001 292+10 <056 1,620,1  0,17+001 4944 <021  1288+7
F5 CARNE E VEGETAIS 61£0,1  700£10 151£07 18%0,1 015£0,1 177£03 239£8 0,89£0,005 020£0002 328%3 06002 14£004 027£0003 348+1 032201 190,7%3
F2 LEITE, FRANGO E 0SSOS 10£0,7  0,14£0,17 128£09 13201 022+0,1 266%05 1916 079£002 0110003 137204 <056 1,0£0,1 0312001 39122 040£003 34411
F3 CARNE, VEGETAIS EERVAS 7,0 £0.6 434+5 47201 10£004 <0084 179406 25117 090£003 0,11£0004 790+3 <056  1,1£003 037+001 279+1 03201 3217
F2 CARNE E VEGETAIS 82£0,1 02520017 15008 1,5£002 <0084 18907 222£5 095+003 0,14£001 96+02 <056 112003 028001 3081 032£01 106£6
F2 CARNE E VEGETAIS 80£04 020+002 16106 20£02 040+0,1 1831 165+7 087003 994+£22°  75z%1 <0,56 1220,1  029+001 3933 032+£004 344+7
F2 CEREAIS 98£03 0,15£004” 10,1£08 13£02 029201 33,1£09 166210 068£001 60229 67£01 <056 09301 031£001 263+4 033£0,1 24023
F3 CARNE 86+£02  876+14 1481 17£0,1 0332002 125+05 192+2 076003 0,160,010 5812 057203 1101 021£001 337£2 030004 284%11
F3 CARNE 9,607 38643 17541  1,7£01 077003 12602 3535 10£005 024+001 665+7 <056  13+005 021£0004 348%2 054£02 257+5
F$ CARNE, FRANGO E 0SSOS 7242 42414  184+0,7 29+015 085+02 135£05 336+£4 1,1+004 024+001 949+6 068£002 24+0,1 0342002 419+2 04202 378+4
F9 CARNE E VICERAS 89+3 105 +7 1341 2201 030£001 44201 13827 0,61£001 0,12£0002 45+02 <056 12005 0,19£0003 402+3 025£004 381207
F5 MISTURA (MIX) 6,0+0,1 923+4  179+1 23202 <0084 120+1 197+8 082+004 026+001 226+1 <056 13£0,1 0182001 44423 030£004 1195
F10 MISTURA (MIX) 98203 15148 6002 2201 086£002 179£03 200+10 079£002 0,17£0003 5774 0652002 092+003 025£0004 721£2 026£003 820+2

A
Concentracio minima permitida ok ok ok 6,0 7,34 80,04 6,0 0,44 5,00 o ggg ok ok ook 1204
A
Concentragiio méxima permitida s ook ok %fiﬁ s 2504 30004 ok 3,04 st st 16,04 o o ok 10004

*mg Kg'!; **g Kg'!; A — valores estabelecidos pela AAFCO; B — valores estabelecidos pelo MAPA. Valores expressos como média + desvio padrio
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Tabela 12: Concentracdes dos elementos Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Ni, P, S, Sr, V e Zn em amostras de ragcdo de gato, por ICP OES.

FABRICANTE SABOR UMIzADE mgAI;g" mgBlzg" g Eag" mgclzg" mgC Eg“ mgFlzg" g Ili(g" gI;/[(g" m;v[ lzg" mgNI;g" g llzg" g lgg" mgslrig" mg‘;ig" nglI;g"
F11 MISTURA (MIX) 9102  487£2 117204 19003 1101 156%2 351£9 090003 015+001 319+2 092£01 1,6+003 035002 321205 042+01 1184
F2 CARNE E PEIXE 1243 155+14 8101 14£01 10£0,1 166207 23311 10£003 0,11£0004 152+03 05601 1301 036+002 595+2 085£005 2678
F12 CARNE, PEIXE E VEGETAIS ~ 7.9+04  145+13 58202 1401 071+003 178£06 328+10 051002 017+001 423+7 061002 12+004 0412001 21,0+1 047004 1734
F1 CARNE 831 66114 105+£1 17202 10£02 18807 259+12 102002 014201 2271 066+01 15£01 030001 381%3 03701 168%5
F3 CARNE, PEIXE E VEGETAIS 7203  260+9 159+03 28+01 1,1+01 205+1 40711 061+001 019£0001 644+4 065203 18004 040001 446+1 052£003 2671
F13 PEIXE 77404 754215 2301 070+003 <0084 126+03 12613 12201 830+15 8002 <056 10£00l 046+001 10907 <021 2033
F14 MISTURA (MIX) 15£3  639+14 115203 034+002 <008  81£0,1 177+9 1,001 028+001 812+2 <056 122003 01800004 122206 <021 62,72
F9 MISTURA (MIX) 8,108 137815 13,604 20%0,1 <0084 3701 21506 091002 0150004 10606 <056 1501  033£002 455+13 059£0,1 51,5%3
F3 MISTURA (MIX) 94407 962+16 124+04 2701 10£0,1 114£02 25146 1020002 0,17+0002 288+10 092+01 19+01 041+001 385+07 04201 15423
F1 CARNE 8707  41,6+3 49+03 13x0,1 0762004 18902 259+4 10%002 01320001 265+2 06101 1,7+£004 049£0,1 306+1 038+02 17923
F15 MISTURA (MIX) 13+4 883+7 1971 2301 18£0,1 109£0,1 63711 0832002 034+001 529+1 11£0,1 13£004 031+£001 4001 12202 8491
Fé6 MISTURA (MIX) 882 126+13  106+08 1,5+0,1 0,11£002 21308 2597 064+0,02 0,18+001 4072 <056 102005 031001 3321 026+0,1 174%6
F11 MISTURA (MIX) 73404 4338 143206 1,801 067+0]1 165£06 252+7 082+002 017+001 321+2 078+003 13+004 029001 43,6+1 <021 108 +4
F16 PEIXE 85+003 47,69 185%07 2,1+02 <0084 1441 1218 10£003 0232001 51326 06001 1,5+0,1 021£0005 400+3 <02l 735%2
F3 PEIXE 7101  265+7 41201 1001 <0084 21,7£06 2796 078002 79412  939+5 <056  1,1£004 040+001 335%2 035001 40411
F9 MISTURA (MIX) 8,109 885+10 93+02 13%0,1 0392001 53+02 144%3 074001 01120002 93201 <056 090£001 025001 298+1 027+0,1 40,707
F11 MISTURA (MIX) 91+£0,1 520+10 1631 2202 092+0,1 208+07 3323 102002 016+001 2831 <0.,56 1,5+£0,1  035£002 472+5 033003 11123

Concentragiio minima permitida ok ok ok 6,0 ok 5,00 80,0 6,0 0,44 7,58 ok gzgg ok ok ok 75,00
Concentraciio maxima permitida sk sk sk 2,48 sk sk stk sk stk stk sk stk stk stk sk 20004

*mg Kg'!; **g Kg'!; A — valores estabelecidos pela AAFCO; B — valores estabelecidos pelo MAPA. Valores expressos como média + desvio padrio
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Nas Tabelas 13 e 14 estdo apresentados os resumos estatisticos das concentragdes dos
elementos quimicos determinados em ragdes para caes e gatos, respectivamente.

Tabela 13: Resumo estatistico das concentracdes dos elementos em ragdes para caes.

Variaveis Média Mediana Desvio padrao Minimo Maximo

Umidade % 8,2 8,1 1,0 6,0 10,3
Al/ mgKg'! 550 124 763 40,2 2450
Ba/mgKg! 13,6 14,9 4,0 4,7 18,4
Ca/gKg' 2,1 2,0 1,0 1,0 3.4
Cr/mgKg' 054 0,62 0,3 < 0,084 1,2
Cu/mgKg!' 142 18,1 7,0 3.8 33,1
Fe / mg Kg'! 230 250 66 129 366
K/gKg'! 0,84 0,94 0,1 0,54 1,1
Mg/ gKg'! 0,17 0,22 0,1 0,060 0,42
Mn/mgKg!' 37,0 57,9 26 4,5 94,9
Ni / mg Kg! 0,69 <0,56 0,1 <0,56 0,88
P/gKg! 1,4 1,2 0,4 0,92 2,4
S/gKg! 0,25 0,22 0,1 0,13 0,41
Sr/mgKg! 423 34,7 17 26,3 101
V / mgKg! 0,40 0,32 0,1 <0,21 0,87
Zn /mgKg' 200 187 114 38,1 378

Tabela 14: Resumo estatistico das concentracdes dos elementos em ra¢des para gatos.

Variaveis Média Mediana Desvio padrao Minimo Maximo

Umidade % 9,1 9,4 2,0 7.1 14,6
Al/ mgKg' 215 126 234 26,5 883
Ba/ mgKg! 11,1 11,5 5,0 2,3 19,7
Ca/gKg! 1,7 1,7 0,66 0,34 2,8
Cr/mgKg' 088 0,71 0,42 < 0,084 1,8
Cu/mgKg!' 150 16,5 6,0 3,7 21,7
Fe / mg Kg'! 272 259 123 121 637
K/ gKg! 0,88 0,91 0,18 0,51 1,2
Mg/ gKg'! 0,17 0,16 0,067 0,079 0,34
Mn/mgKg' 37,7 31,9 25,0 8,0 93,9
Ni / mg Kg! 0,74 0,60 0,18 < 0,56 1,1
P/gKg' 1,4 1,3 0,29 0,90 1,9
S/gKg! 0,34 0,35 0,08 0,18 0,49
Sr/ mgKg! 353 38,1 12,0 10,9 59,5
V /mgKg! 0,49 0,37 0,26 <021 1,2

Zn /mgKg' 155 154 94 40,7 404
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Pode-se observar que as maiores concentracdes foram obtidas nos macroconstituintes
como Ca e P, obteram valores médios de 2,1 e 1,4 g Kg! para ciese 1,7 e 1,4 g Kg'! para
gatos, respectivamente. Para os microconstituintes destaca-se o Al, Fe e Zn com valores
médios de 550, 230 e 200 mg Kg! para cdes e 215, 272 e 155 mg Kg'! para gatos,
respectivamente.

Os elementos Al, Ba, Cr, Ni, S, Sr e V ndo estdo incluidos na legislacdo sobre a
composi¢do de alimentos para cdes e gatos [DURAN et al., 2010]. Enxofre, na forma de
sulfetos e sulfatos € importante na coagulagdo do sangue. A auséncia de S nestas formas
citadas podem causar dor nas articulagdes, bem como fraqueza fisica e mental [MACHADO
et al., 2006]. O Sr pode ser extremamente toxico em concentragdes elevadas, e embora possa
agir no metabolismo de forma semelhante ao Ca, nao deve ser substituido. A presenca de sais
de Ba na dieta pode aumentar a pressao sanguinea e provocar o mau funcionamento dos rins e
do coracao [WHO, 2001], enquanto que Al pode acumular-se no cérebro, o que resulta em
disfuncdo, e tem sido implicado em doencas dsseas [IKEM et al., 2002].

Dados semelhantes para Cu, Mn e Fe, determinados por FAAS, foram observados em
racdes comercializados na Turquia. O autor também relata a ndo existéncia de dados sobre os
niveis de Ni e Cr em alimentos para animais estabelecidos por agéncias reguladoras [DURAN
et al., 2010].

Outro trabalho sobre a composi¢do mineral em ragdo para caes, foi determinado por
ativacdo com néutrons, realizado no Brasil, menciona que Fe e K apresentaram concentracdes
em conformidade com a AAFCO, enquanto que as concentracdes de Ca e Zn mostraram-se
abaixo e acima dos niveis estabelecidos, respectivamente [ELIAS et al., 2012].

Por outro lado, ALOMAR et al. (2006) fazendo uso da espectrometria de reflectancia
no infravermelho, em um estudo com racdes para cdes comercializadas no Chile, relatou
valores médios para Ca, K, Mg e P de 16,7; 10,5; 6,1 e 1,8 g.Kg'!, respectivamente, os quais
estdio de acordo com a AAFCO, exceto o magnésio. Outros minerais também foram
determinados, como Fe (353,8 mg.Kg™'), Cu (29,5 mg.Kg™!), Mn (66,6 mg.Kg™') e Zn (180,2
mg Kg™!), cujos valores estdo em concordancia com a AAFCO e com os valores encontrados

neste trabalho [ALOMAR et al., 2006].
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5.6. Analise das racoes através das agéncias reguladoras

Para alguns elementos as concentragdes encontradas podem ser comparadas a valores
exigidos por agéncias reguladoras. A legislacdo brasileira é apresentada pelo MAPA e a dos
Estados Unidos da América (EUA) pela AAFCO, conforme as Figuras entre 9 e 16.

As concentracdes para o cdlcio sdo mostradas na Figura 9, em que € possivel perceber
que as amostras F3, F4.1, F5.1 e F8 para racoes de caes e F3.1 e F3.2 para racdes de gatos
apresentaram composi¢do acima do mdximo permitido pelo MAPA, que é de 2,4 g Kg'l. Os
valores da concentracdo de Ca nas racdes de cdes variaram entre 1,0 e 3,4 g Kg'!' ja nas racdes

de gatos entre 0,34 ¢ 2,8 g Kg'l.

Figura 8. Grificos de quantificacdo de Ca nas amostras de ragcdes de cdes (a) e gatos (b).
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No entanto, de acordo com a AAFCO, a concentragdo de cédlcio em amostras de
alimentos secos para cdes e gatos deve conter no minimo 6,0 g Kg'!, tornando assim todas as
amostras analisadas fora dos parametros estabelecidos por essa agéncia.

Para o cobre, o parametro € estabelecido pela AAFCO que apresenta concentra¢io
minima de 7,3 mg Kg! e maxima de 250 mg Kg! em ragdes para cdes e dispde apenas do
minimo de 5,0 mg Kg'em racdes para gatos. Observa-se na Figura 10 que as amostras F6,
F4.2, F4.3 e F9 para racdes de cdes e F9 para racOes de gatos apresentaram composi¢do
minima abaixo do estabelecido pela AAFCO. Os valores da concentra¢do de Cu nas ragdes de
cdes variaram entre 3,8 e 33,1 mg Kg!'. Nas racdes de gatos as concentracde do cobre
variaram entre 3,7 e 21,7 mg Kg™!. O MAPA nio dispde de legislacdo para o cobre.

Figura 9. Grificos de quantificacdo de Cu nas amostras de racdes de cdes (a) e gatos (b).
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O MAPA nio dispde de valores para concentragdes de ferro. No entanto, de acordo
com a AAFCO todas as amostras se apresentaram de acordo com o valor minimo especificado
na legislacdo, 80 mg Kg! para este elemento, observe a Figura 11. Os valores da
concentragdo de Fe nas ragdes de cdes variaram entre 129 e 366 mg Kg! ja nas ragdes de
gatos entre 121 e 637 mg Kg'!. Vale ressaltar que nenhuma amostra em ragdo para cies
ultrapassou 0 maximo estabelecido, 3000 mg Kg! para cdes. Em ragdes para gatos ndo dispde

de valor maximo.

Figura 10. Graficos de quantificacdo de Fe nas amostras de racdes de caes (a) e gatos (b).
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Em relacdo as concentragdes de potdssio e magnésio, nas amostras analisadas, nio

apresentaram a concentragdo minima estabelecida pela agéncia reguladora americana, 6,0 g
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Kg! (K) e 0,4 g Kg! (Mg), exceto para a amostra F6 em racdes para cdes que estd em
conformidade para o magnésio, inclusive considerando a concentracio mixima permitida, 3,0
g Kg'!. Observar a Figura 12 e a Figura 13. Os valores da concentracdo de K nas racdes de
cdes variaram entre 0,54 e 1,1 g Kg'! e de Mg entre 0,060 e 0,42 g Kg'!. J4 nas racdes de gatos
entre 0,51 e 1,2 g Kg'! para o potdssio e 0,079 e 0,34 para o magnésio, em rag¢des de cdes e de

gatos, respectivamente.

Figura 11. Gréficos de quantificagdo de K nas amostras de ra¢des de cdes (a) e gatos (b).
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Figura 12. Gréficos de quantificagcdo de Mg nas amostras de ragdes de caes (a) e gatos (b).
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A Figura 14 apresenta graficamente as concentragdes de manganés encontradas nas
amostras de ragdes para cdes e gatos, em que se mostraram de acordo com os valores
estabelecidos pela AAFCO, minimo de 5,0 mg Kg™! para cies e 7,5 mg Kg™!' para gatos, com
excecdo para a amostra F9 de cdes. Os valores da concentragdo de Mn nas racdes de caes

variaram entre 4,5 e 94,9 mg Kg™! ja nas ragdes de gatos entre 8,0 ¢ 93,9 mg Kg™\.
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Figura 13. Gréficos de quantificagdo de Mn nas amostras de racdes de cdes (a) e gatos (b).
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Os valores encontrados para fésforo, mostrados na Figura 15, mostraram-se
concordantes com as exigéncias do MAPA (minimo 0,6 g Kg™'), nas amostras de ragdes para
cdes e gatos. Os valores da concentracdo de P nas racdes de caes variaram entre 0,92 ¢ 2,40 g
Kg! j4 nas racdes de gatos entre 0,90 e 1,90 g Kg'!. J4 em relagio a AAFCO nenhuma das
amostras apresentaram concentracdo minima dentro dos parametros estabelecidos,

5,0 mg Kg!.
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Figura 14. Graficos de quantificacdo de P nas amostras de racdes de cdes (a) e gatos (b).
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A Figura 16 dispde das concentragdes de zinco encontradas nas amostras analisadas.
Sendo possivel observar, que as amostras F4.1, F4.2, F4.3, F2, F5, F6, F9 e F10 em racdes
para cdes e as amostras F9.1, F9.2, F14 e F16 em ragdes para gatos, apresentaram
concentragdes minimas abaixo do estabelecido pela AAFCO (120 mg Kg™!' para cdes e 75,0
mg Kg! para gatos). Os valores da concentragdo de Zn nas ragdes de cdes variaram entre 38,1

e 378 mg Kg'!, jd nas ragdes de gatos entre 40,7 e 404 mg Kg™.
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Figura 15. Gréficos de quantificacdo de Zn nas amostras de ra¢des de caes (a) e gatos (b).
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O Ca, K, Mg e P sado elementos essenciais para o bom funcionamento do organismo.
Segundo Ferreira et al. (2000) & Elias et al. (2012) a absorc¢do de Ca e P € reduzido pelo
aumento da disponibilidade destes minerais na dieta e a interferéncia na absorcdo de P pode
ser causada pela formacao de fosfatos insoldveis na presenca de metais, tais como Fe, Mg, Al
e Ca, e altas concentracOes destes metais pode inibir a absor¢cdo de outros elementos, tais
como Mn e Zn. Eles também relatam que a absor¢ao de Mg € reduzida com o aumento das
concentracdoes de Ca e P nos alimentos e que o K tem um coeficiente de digestibilidade
elevado, sendo responsavel pela regulacdo da pressao osmdtica e a transmissao de impulsos
nervosos. Duran et al. (2010) relata que a absorcdo de Fe pelo corpo pode ser influenciada

pela idade e a origem alimentar, e € reduzida na presenca de Ca.
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Trabalhos também relatam que a absor¢cdo de Cu, que € essencial em baixas
concentracdes, pode ser reduzida pela interferéncia de Ca, Fe, Cd e Zn, que concorrem para
ser transportado pela mesma enzima. Por sua vez, a absor¢ao de Zn, a qual é importante para
o desenvolvimento do esqueleto, bem como no desenvolvimento dos orgdos sexuais, € baixa,
e pode ser reduzida quando a dieta contém altas concentragcdes de P, Ca e Cu [ELIAS et al.,
2012; DURAN et al., 2010; CELIK & OEHLENSCHLAGER, 2007].

Duran et al. (2010) discorre que o excesso de Mn pode causar neurotoxicidade
cronica, com sintomas que se assemelham a doenca de Parkinson, como tremores e

dificuldade de movimentos.

5.7. Analise exploratoéria de dados

O uso de técnicas exploratéria de dados como a andlise de componentes principais
(PCA) e a andlise de grupamento hierdrquico (HCA), possibilitou avaliar as 41 amostras de
racdo para cdes e gatos, envolvendo varidveis como a concentracio de 15 elementos (Al, Ba,
Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, P, S, Sr, V e Zn), o sabor e os fabricantes dos produtos. Os
dados foram autoescalonados, separadamente para as ragdes de cdes e gatos, e foi observado
as trés primeiras componentes principais em ambos 0s casos.

A PCA, em relacdo as ragdes para caes, gerou valores de pesos relacionados aos
coeficientes de correlacdes das varidveis com variancia maior que 1,0 para os autovalores. Foi
observado que as trés primeiras componentes principais (PCs) representaram 65,4% da
variabilidade total dos dados, sendo suficiente para descrever o sistema formado por 24
amostras de racdes para cdes. A PC1 apresentou 30,5% da variabilidade dos dados, e as PCs 2
e 3 explicaram 23,3 e 11,5%, respectivamente. Na Tabela 15 estdo mostrados os valores de

peso para as trés primeiras PCs.
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Tabela 15. Valores de pesos para as trés primeiras PCs em ragdes de caes.

PC1 PC2 PC3

Al 0,661 -0,175 -0,522
Ba 0473 0220 -0,362
Ca 0,817 -0,034 -0263
Cr 0471 0,184 -0500
Cu 0,811 -0270 -0,096
Fe 0,393 -0,810 -0,150
K 0,135 -0,745 0,302
Mg 0,698 -0,194 0,252
Mn 0475 -0,556 0,470
Ni 0,523 -0472 0318

0,694 -0,456 -0,329

S 0,555 -0,731 -0,106
Sr 0,324 0288 0,192
\4 0,302 -0,487 -0,607
Zn 0,483 -0,684 -0,045

% Total de variancia 30,6 233 11.5

% Acamulo de variancia 30,6 53,9 65,4

A primeira componente principal (PC1) € constituida principalmente pelas varidveis
Ca (0,817), Mg (0,698) e P (0,694) com pesos positivos, e as concentracdes de Al (-0,661) e
Cu(-0,811) com valores de pesos negativos. Com os pesos obtidos € possivel sugerir que ha
uma correlacdo entre estas varidveis conforme o sinal. Assim, a maior variabilidade nas
amostras se deve as concentracdes destes elementos. A concentracdo de Fe(-0,810), K (-
0,745) e S(-0,731) sdo as varidveis que apresentam os maiores pesos ha segunda componente
principal (PC2). Estas varidveis, portanto, apresenta a segunda maior fonte de variabilidade
dos dados, sendo também os seus valores proximos, estabelecendo uma provavel correlaciao
entre si. A terceira componente principal (PC3), a variabilidade destaca-se pela presenca da
concentracdo de V nas amostras de ragdes para caes.

A Figura 16 mostra a projecdo PC1 x PC2 x PC3 que juntas descrevem 65,4% da
variacdo total dos dados, nesta pode-se observar que hd uma tendéncia para formacdo de trés
conjuntos de pontos, mas ndo uma separacdo completa entre as amostras analisadas. O

conjunto superior com escores elevados na PC3 com agrupamento denso, em que todos os
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sabores se aglomeram, principalmente as amostras de sabor carne a direita, as que contém
vegetais, abaixo do conjunto de amostras que sdo misturas (identificacdo do fabricante
denominada mix), sabor misto ndo identificado pelo fabricante. O conjunto com valores
elevados na PC1 demonstra claramente a forma¢do de um grupo especifico de amostras com
sabor carne, que apresenta pesos altos positivos para concentragdo de calcio, magnésio e
fosforo nas amostras, espera-se valores com concentragdes elevadas destes elementos nos
pontos mais altos do conjunto. O grupo com valores elevados na PC2 sdo ra¢gdes formadas por
carne e a adi¢do de mais algum ingrediente como vegetais, cereais, frango e ossos. Este grupo
apresenta pesos altos negativos para concentracdo de ferro, potdssio e enxofre nas amostras,

influenciando na variabilidade dos dados.

Figura 16. Grifico de escores para a projecdo PC1 x PC2 x PC3, considerando o parimetro

sabor para as ragdes para caes.
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Na Figura 17, pode-se observar o agrupamento das racdes de cdes, que se
identificavam como fabricante demoninada F2. Este agrupamento deve-se principalmente

pelas concentragdes de Al e Cu encontradas nas amostras, como foi supracitado.

Figura 17. Grafico de escores para a projecao PC1 x PC2 x PC3, considerando a identifica¢ao

dos fabricantes para as ragdes para caes

LA

Em ragdes para gatos, foi observado que as trés primeiras componentes principais
representam 64,6% da variabilidade total dos dados, sendo suficiente para descrever o sistema
formado por 17 amostras. Na Tabela 16 estdo mostrados os valores de peso para as trés

primeiras PCs, considerando o sabor, em ragdes para gatos.
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Tabela 16: Valores de pesos para as trés primeiras componentes principais.

PC1 PC2 PC3

Al 0,769 0,003 0,237
Ba 0816 0376 0,082
Ca 0,796 -0205 -0,300
Cr 0,302 0255 -0,618
Cu 0,057 -0,792 0,275
Fe 0774 -0365 0,299
K 0273 0312 -0,360
Mg 0,629 0443 0,518
Mn 0,041 -0,178 0,769
Ni 0,677 -0,264 -0,002

0,482 -0,246 -0,465

S 0,176 0,764 -0,348
Sr 0,564 -0248 -0417
\4 0,620 -0213 -0,100
Zn 0,304 -0,862 0,110

% Total de variancia 305 193  14.8

% Acimulo de varidncia 305 498 64,6

A primeira componente principal (PC1) representa 30,5% da variabilidade dos dados e
¢ constituida principalmente pelas varidveis Al, Ba, Ca e Fe, que apresentam pesos mais
elevados e proximos entre si, sugerindo-se que a maior variabilidade nas amostras pode estar
ligada a variacdo na concentracdo destes elementos.

Na PC2 os maiores escores podem ser observados para Cu, S e Zn, sendo responsaveis
pela segunda maior variabilidade dos dados (19,3%). Os elementos que apresentam pesos
elevado na PC3 sao o Mn (0,768) e o Cr (-0,618), com sinais de pesos contririos,
contribuindo com 14,8% da varidncia dos dados nesta PC. Esta situacdo mostra uma
inversabilidade entre as suas concentragdes nas amostras. O grifico de escores para PC1 x
PC2 x PC3 estd apresentado na Figura 18. Percebe-se que nao ha tendéncia na formagao de
grupos, sugerindo que estas racdes sejam basicamente formuladas a partir de ingredientes
semelhantes, tanto a descricio dos sabores (Figura 18-a) e como a identificacdo dos

fabricantes (Figura 18-b)
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Figura 18. Grifico de escores das amostras de ragdes para gatos para PC1 X PC2 X PC3: (a)
sabores e (b) fabricantes
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A andlise de grupamento hierdrquico (HCA) foi aplicada aos dados auto-escalonados.
O método de ligacdo foi usado para agrupamento das amostras com a medida Euclidiana das
distancias. Um procedimento acumulativo hierarquico, em que se centram os dados na média
e divide-se pelo desvio padrao, de forma que todas as varidveis passam a ter a mesma
importancia, foi empregado para estabelecer conjuntos. A HCA foi aplicada para as amostras
de caes conforme a especificacdo da marca do produto, uma vez que as amostras de gatos ndao
apresentaram tendéncia na formacgdo de grupos especificos, pela PCA. Os resultados obtidos
estdo apresentados pelo dendograma na Figura 19. Para a distdncia de 72% de

dissimilaridades entre as amostras pode-se observar a existéncia de dois agrupamentos.
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Figura 19. Dendograma para as racdes de caes: célculo da distancia Euclidiana e método de

ligagdo Ward’s.
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O primeiro com a marca F2 e o segundo conjunto com as demais marcas (F1 a F10)..
A separagdo da F2 deu-se principalmente pela concentracdo de Al e Cu, conforme foi
observado na PCA. No entanto, € preciso enfatizar que, de forma geral, ndo existe tendéncia
quanto a diferenciacdo para as demais marcas (fabricantes), uma vez que a produgdo destes
alimentos faz uso de vérios de ingredientes, muitas vezes nao adicionados nas embalagens.

Para as amostras de gatos ndo foi observado nenhuma tendéncia especifica de
agrupamento, conforme pode ser mostrado na Figura 20. Pode ressaltar também a falta de

especificacdo dos ingredientes utilizados pelos fabricante na producdo das ragdes de gatos.
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Figura 20. Dendograma para as ragdes de gatos: cdlculo da distancia Euclidiana e método de
ligagdo Ward’s.
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6. CONSIDERA COES FINAIS

O método de digestdo otimizado utilizou a combina¢do de um dcido oxidante (HNO3)
diluido e um agente oxidante auxiliar (H202) para a determina¢do da composicao mineral de
amostras de racdes de cdes e gatos. Uma porporcao da mistura reacional de reagente diluidos
(HNOs e H0,) foi otimizada a partir da utilizacdo do planejamento fatorial 22, visando o
desenvolvimento e a eficiéncia do método de decomposi¢do aplicado a racdes destinadas a
cdes e gatos com digestdao das amostras assistidas por micro-ondas.

Através do planejamento fatorial e a metodologia de superficie de resposta, foi
possivel ajustar as condi¢des operacionais do ICP OES com configuragdo axial e fixar as
condi¢des operacionais em 1,0 L min™! para a vazdo do g4s de nebulizacdo da amostra e 1,2
kW para a poténcia de radiofrequéncia empregando um planejamento fatorial 3 para duas
variaveis.

Os valores méximos de concordancia das concentracdes de S, Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn,
P, Zn, Sr, Cd, Co, Fe, Ni, Ba, Cr e V, nos materiais de referéncia variaram entre 80+4 (Cr) e
117£5% (Cd), para o método de digestao assistida por micro-ondas. A precisdo foi expressa
como desvio padrdo relativo (%RSD) foi menor que 5% exceto para Co (15%) e Ni (10%).
Logo, os valores obtidos para concordincias e %RSD indicam uma boa exatiddo e precisao,
respectivamente, para o método otimizado.

O método desenvolvido destaca-se pela determinacdo multielementar, a rapidez de
andlise, boa precisdo e exatiddo e utilizacao de dcidos diluidos, mostrando-se adequado para a
quantificagcdo de S, Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P, Zn, Sr, Cd, Co, Fe, Ni, Ba, Cr e V,em racdes
para caes e gatos.

As concentragcdes dos elementos quimicos foram comparados com valores limites
apresentados por agéncias reguladoras. Para o fésforo foram observados valores regulares em
relacdo a legislacdo brasileira. Os teores minimos da maioria dos elementos encontraram-se
abaixo do permitido pela AAFCO. Foi verificada uma pequena variagdo da concentracdo dos
fons em relagdo a destinacdo animal. Os valores maximos de Al, Cu e Sr foram observados
em ragdes para cdes e as maiores concentracdes de Fe e Zn foram notadas em racdes para
gatos. As concentracdes de Ba, Ca, Cr, K, Mg, Mn, Ni, P, S e V apresentaram valores
semelhantes em ambas as destina¢des animais.

A andlise de componentes principais foi eficiente para observar as tendéncias das

amostras de racdes para cdes e gatos consumidas no Estado de Sergipe. A matriz de dados foi
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construida, separadamente, para amostras de racOes para cdes e gatos, e 15 varidveis
(concentragdo de Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P, Zn, Sr, Cd, Co, Fe, Ni, Ba, Cr, V e S), em que as
trés primeiras PCs totalizaram uma variabilidade de 65,4% nas amostras para caes e 64,6%
em ragdes para gatos.

A partir das andlises exploratdrias utilizando PCA e HCA, pode-se concluir que as
racOes destinadas aos animais de estimacdo (caes e gatos) apresentam uniformidade, uma vez
que ndo houve tendéncia na formacdo de grupos distintos para uma possivel classificacdo,
considerando as varidveis analisadas. Com excecao da marca F2, que foi separada do conjunto

conforme a predominéncia das concentracdes de Al e Cu nas amostras destinadas para caes.

-84 -



Laboratério de Quimica Analitica e Ambiental — LQA / UFS

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Abaixo estdo apresentadas propostas de trabalhos futuros com relacdo a quantificacao

simultanea multielementar. Dentre os trabalhos futuros pode ser pensado:

Aplicar o método em amostras de racdes para cdes e gatos com outras especificidades
em relagdo a umidade.

Correlacionar as concentracdes dos elementos determinados em racgdes secas com
racdes com maiores valores de umidade.

Analisar um conjunto de amostras de ragdes de cies e gatos comercializadas em outros
estados brasileiros.

Determinar a composi¢ao de outras racdes animais.
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