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RESUMO

Este trabalho descreve a determinagdo dos teores totais de chumbo e ferro em amostras
de carne de frango comercializadas na cidade de Juiz de Fora, Brasil. Além do teor total,
determinado nos cortes coracdo, coxa, figado, moela, peito e sobrecoxa, o0s teores
bioacessiveis de ferro nos cortes de figado e peito apds coccdo em panela de ferro
também foram determinados. Os teores dos analitos foram determinados por
espectrometria de absorgédo atdmica. Os teores de chumbo total foram determinados por
atomizacdo em forno de grafite apos dois métodos de preparo de amostra: mineralizagdo
acida assistida por microondas empregando solucdes diluidas de acido e solubilizacéo
em meio alcalino utilizando o reagente TMAH®. Em ambos os métodos de preparo ndo
foi possivel quantificar o analito, pois os teores encontrados estavam abaixo do limite
de quantificagdo. Todavia, 0s sinais de absorbancia integrada, os limites de detecgéo
(Meio é4cido: 0,097 ug kg™ e Meio alcalino: 0,099 ug kg™) e quantificacdo (Meio 4cido:
0,32 e Meio alcalino: 0,33 pg kg™) e a massa caracteristica (Meio &cido: 10 e Meio
alcalino: 13 pg) obtidos para o chumbo apds os dois preparos apresentaram a mesma
ordem de grandeza. Assim, o preparo em meio alcalino apresenta-se como uma boa
alternativa as digestfes &cidas por apresentar maior frequéncia analitica e se adequar a
andlises de rotina. Ambos os métodos para o chumbo foram avaliados em termos de
precisdo, com desvios menores que 15 %, em termos de exatiddo por meio de ensaios de
adicdo e recuperagéo, apresentando faixas entre 83 e 110 % de recuperagdo. Os teores
de ferro total e bioacessivel foram determinados por atomizacdo em chama apés
mineralizacdo acida e simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal, respectivamente.
Os cortes de visceras cruas apresentaram um teor total de ferro maior que os das
amostras de musculo, com uma diferenca de até 87 %. A exatidao e precisdo do método
foram avaliadas por ensaios de adi¢do e recuperacdo e analise de material de referéncia
certificado, com valores entre 91 e 110 % de recuperacdo e desvios menores que 5 %.
As fraces bioacessiveis em peito e figado, apos coccao em panela de ferro, foram de 23
e 56 %, respectivamente, indicando que o figado é uma boa fonte de ferro. A
Espectroscopia Raman foi utilizada para o monitoramento dos mecanismos de
solubilizacdo dos cortes de frango crus em meio alcalino. Os resultados indicam que o
TMAH® atua na decomposicdo de compostos como aminoécidos, carboidratos, lipidios
e proteinas, devido a mudangas do perfil espectral das amostras antes e apos o
tratamento. Estes dados indicam que este tipo de preparo pode ser empregado para
extracdo de metais ligados exclusivamente a estes compostos.

Palavras-chave: chumbo, espectrometria de absorcdo atdmica, espectroscopia Raman,
ferro, frango.



ABSTRACT

This study describes the determination of total content of lead and iron in chicken meat
samples commercialized in the city of Juiz de Fora, Brazil. In addition to the total
content, determined in heart cuts, thigh, liver, gizzard, breast and drumstick, iron
bioaccessible fraction in breast and liver cuts was determined after cooking in iron pot.
The analytes levels were determined by atomic absorption spectrometry. The total lead
content was determined by graphite furnace atomization after two sample preparation
methods: microwave-assisted acid digestion, using dilute acid solutions and
solubilization in an alkaline medium, using TMAH® reagent. In both preparation
methods, it was not possible to quantify the analyte because the levels found were
below the limit of quantification. However, the signals of integrated absorbance, limits
of detection (Acid medium: 0.097 pg kg™ and Alkaline medium: 0.099 pg kg™) and
quantification (Acid medium: 0.32 pg kg™ and Alkaline medium: 0.33 pg kg?) and
characteristic mass (Acid medium: 10 pg and Alkaline medium: 13 pg) obtained for the
lead after two sample preparations showed the same order of magnitude, demonstrating
that the sample preparation in alkaline medium is a good alternative to acid digestion
due to its higher analytical frequency and also it suits the routine analysis. Both methods
for lead were evaluated in terms of accuracy, with deviations smaller than 15%, and
through addition to recovery tests, with ranges between 83 and 110%. The total and
bioaccessible iron fractions were determined by flame atomization after acid
mineralization and in vitro gastrointestinal digestion simulation method, respectively.
The raw viscera cuts had total iron content larger than those of muscle samples with
differences up to 87%. The accuracy and precision of the method were evaluated
through recovery tests and analysis of certified reference material, with range between
91-110% of recovery and deviations less than 5%. The iron bioaccessible fractions in
breast and liver after cooking in iron pot were 23% and 56%, respectively, which
indicates that liver is a good source of iron. The Raman spectroscopy was used to
monitor the mechanisms of solubilization of raw chicken cuts in alkaline medium. The
results indicate that TMAH® acts in the decomposition of some compounds such as
amino acids, carbohydrates, lipids and proteins, due to changes in the spectral profile of
the samples before and after the treatment. These data indicate that this type of
preparation can be used for the extraction of metals bound exclusively to these
compounds.

Keywords: atomic absorption spectroscopy, chicken, iron, lead, Raman spectroscopy
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais que apresenta intensa atividade agricola e se destaca no
mercado internacional no que tange a producdo e exportacdo de produtos avicolas.
Segundo a Associacdo Brasileira de Proteina Animal, ABPA, em 2014 a producao
brasileira de carne de frango foi de 12,69 milhdes de toneladas, sendo 32,3 % desta
quantidade destinada a exportacdo. Os principais estados exportadores sdo Parana e
Santa Catarina, que respondem por 32,21 e 24,45 %, respectivamente, do volume
exportado sendo Minas Gerais 0 5° estado no ranking de exportagdes, com uma fatia de
4,74 %. Outro dado interessante é mostrado na Figura 1, que apresenta as exportacdes
de carne de frango por produto em 2014. Os cortes lideram as fracGes exportadas com

54,13 % do volume, seguido do frango inteiro e dos demais cortes.

Figura 1-ExportacOes brasileiras de carne de frango por produto em 2014
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Fonte: Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), 2015.

Ainda de acordo com a ABPA, o volume de exportacdes brasileiras de produtos
de frango em 2014 ultrapassou as exportacdes de paises como os Estados Unidos, China
e Comunidade Europeia. Tendo em vista a importancia econdmica deste produto para a
economia do Brasil, mostra-se a relevancia de estudos que permitam o monitoramento

da qualidade e seguranca alimentar deste tipo de produto, inclusive em funcdo de
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constituintes inorganicos, essenciais como o ferro ou tdéxicos como o chumbo (ABPA,
2015).

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho consiste no desenvolvimento de
métodos analiticos que permitam o monitoramento dos teores de elementos como Fe e

Pb em cortes de frango comercializados na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, Brasil.

1.1 ANALITOS DE INTERESSE NESTE ESTUDO

Através do processo de digestdo dos alimentos obtém-se os chamados nutrientes,
substancias fundamentais para o bom funcionamento do organismo. Estas substancias se
dividem em macronutrientes, que envolvem proteinas, gorduras e carboidratos e, em
micronutrientes, tais como vitaminas e minerais (BETTELHEIM et al, 2012). Minerais
como Cu, Fe, Mn e Zn sdo micronutrientes essenciais para a conservagdo e renovagéao
dos tecidos, para o bom funcionamento das células nervosas e por participarem de
muitas reacdes que ocorrem no organismo. Apesar da sua essencialidade, 0s
micronutrientes minerais podem tornar-se toxicos quando presentes em concentracfes
elevadas e representar riscos para a saude (MACEDO, 2002). Entretanto, elementos
como As, Cd e Pb, que ndo sdo nutrientes, sdo “contaminantes importantes” da agua e
alimentos pois mesmo em baixas concentraces causam impactos ambientais e
apresentam efeitos nocivos a salude de plantas e animais, incluindo seres humanos. Estes
elementos sdo capazes de substituir elementos essenciais em enzimas e macromoléculas
conferindo elevada toxicidade e, por isso, sdo classificados como contaminantes
(MANAHAN, 1993).

1.1.1 Ferro

Dentre os micronutrientes minerais, o ferro se destaca devido a sua elevada
importancia na nutricdo em geral. Este elemento essencial é encontrado nas células
vegetais e animais e distribuido em varios tipos de alimentos, dentre os quais se
destacam os musculos, as visceras e as leguminosas (GERMANO et al, 2002). Existem
duas formas quimicas para o ferro nos alimentos: o ferro heme ou Fe(ll) e o ferro ndo-
heme ou Fe(lll). O ferro heme esta presente no musculo bovino, em peixes, aves e
visceras e apresenta maior biodisponibilidade que o ferro ndo-heme, visto que é melhor

absorvido pelo intestino, pois ndo interage com fatores inibidores de sua absor¢do. Ja o
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ferro ndo-heme, principal forma do nutriente nas dietas, tem potencial de absorcéo
limitado por outros componentes da alimentagdo (FANTINI et al, 2008).

A essencialidade deste mineral deve-se a sua associacdo a proteinas e enzimas.
Muitos processos bioldgicos sdo intermediados por enzimas que requerem o ferro como
cofator, como a sintese de DNA e na cadeia respiratoria. Além disso, a maior parte do
ferro encontra-se ligado a hemoglobina, que é responsavel pelo transporte de oxigénio
nos tecidos (AZEVEDO et al, 2003).

Os valores diarios recomendados para ingestdo de ferro variam de acordo com a
idade e 0 sexo do individuo. Criancas de 1 a 6 anos necessitam de 6 mg de Fe/dia,
enquanto criangas na faixa etaria de 7-10 anos precisam ingerir 9 mg/dia. Para adultos a
ingestdo diaria recomendada é de 14 mg/dia Fe, enquanto gestantes e lactantes
necessitam de valores maiores, iguais a 27 e 15 mg Fe/dia (ANVISA, 2005).

De acordo com a literatura (TACO, 2011) os teores de ferro em mdsculo de
frango variam de 3 a 8 mg/100g e em visceras de frango variam de 41 a 95 mg/100g, ou
seja, até 12 vezes a mais. Entretanto, vale ressaltar que diversos fatores podem
influenciar a composicdo de um alimento, inclusive nos teores de minerais como 0
ferro, tais como raga, sexo, idade e nutrigdo do animal (OLIVIO, 2008).

Alguns autores ressaltam que apesar da ingestdao média de ferro presente na dieta
de diversas regides encontrar-se acima das recomendacdes diarias, a anemia ainda é um
dos principais problemas de satde publica no pais e no mundo. A anemia ferropriva
ocorre quando a quantidade efetivamente absorvida deste elemento é inferior a
quantidade recomendada, o que causa alteracdo nos niveis de hemoglobina sanguinea.
Por outro lado, o acumulo ou excesso de ferro é extremamente nocivo para os tecidos,
uma vez que o ferro livre promove a sintese de espécies reativas de oxigénio que sao
toxicas e lesam proteinas, lipideos e DNA (BIANCHI et al, 1992).

1.1.2 Chumbo

Dentre os contaminantes inorgénicos, o0 chumbo é reconhecido pela Organizacdo
Mundial da Satde como um dos elementos quimicos mais perigosos para a saude. Além
de nédo existirem evidéncias de que este elemento seja essencial para 0s seres vivos, 0
chumbo é excretado pela urina e pelas fezes e tende a se acumular nos 0ssos causando
uma série de alteragBes bioquimicas (WHO, 1978). Muitas destas alteracGes séo

consideradas irreversiveis e acarretam sintomas como problemas cognitivos em
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criangas, diminuigdo da fertilidade em homens, redugéo das fungdes renais, dentre
outros efeitos deletérios, incluindo o cancer (WHO, 1978; SCHIFER, 2005).

De acordo com a literatura, a intoxicacdo por chumbo ocorre principalmente
devido a contaminacdo ambiental, por particulas no ar e pela ingestdo de alimentos e
bebidas contaminados (SCHIFER, 2005; De CAPITANI, 2009). No Brasil, a
competéncia para determinacdo dos limites de residuos e contaminantes em alimentos
de origem animal é da ANVISA, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Através da
Portaria n® 42 de 29/08/2013, (BRASIL, 2013) sdo estabelecidos os limites maximos de
tolerancia para o chumbo em alguns alimentos. Os teores adotados para chumbo em
visceras e musculo de frango sdo 500 pg kg™ e 100 pg kg™, respectivamente, e séo os
mesmos regulamentados pela Comunidade Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2006) e
pelo MERCOSUL (MERCOSUL, 2011).

A taxa de absorcdo do chumbo, quando ingerido associado as refei¢cdes, varia de 2
a 16 % e pode chegar a 80 % se ingerido em jejum. Criangas e gestantes podem
absorvé-lo da dieta numa taxa que varia de 45 a 50 %, valores bastante elevados dada a
toxicidade deste elemento. A absorcdo do chumbo ocorre principalmente no duodeno,
mas pode ser transportado por transporte ativo ou difusdo para outros 6rgéos. Quando
um individuo segue uma dieta pobre em elementos como Ca, Fe, P e aminoacidos
ocorre um aumento da absorcdo de contaminantes inorganicos como o Pb, pois ha uma
competicdo pelo mesmo sitio de absor¢do (De CAPITANI, 2009; GUYTON et al,
2011).

1.2 BIOACESSIBILIDADE

Um termo amplamente utilizado pela area da nutricéo é a bioacessibilidade, que se
refere a fracdo de um composto que é sollvel no trato gastrointestinal e &, por
conseguinte, disponivel para a absor¢do (GUYTON et al, 2011).

Em relacdo aos minerais, a sua absorcdo é influenciada por propriedades
bioquimicas e fisicas, tais como a sua solubilidade no organismo. Geralmente estes
elementos estdo ligados a grandes moléculas nos alimentos, como fragmentos
peptidicos de elevada massa molecular. Entretanto, para que sejam absorvidos, estes
minerais devem estar ligados a compostos de baixa massa molecular, como
aminoéacidos, quelatos ou como ions livres (GUYTON et al, 2011; JOHNSON, 2006).



A absorcdo dos minerais presentes num alimento ocorre no intestino delgado,
onde sdo normalmente pouco solUveis (meio neutro ou alcalino). Esta absor¢do pode
ocorrer por transporte ativo ou passivo. No primeiro caso, 0s ions metalicos dependem
de proteinas transportadoras causando um gasto energético, cuja energia provém da
transformacdo de moléculas de ATP (adenosina trifosfato) em moléculas de ADP
(adenosina difosfato) e fosfato. Geralmente elementos como célcio e ferro sdo
absorvidos via transporte ativo. Em contrapartida, o transporte passivo ocorre pela
passagem de ions metalicos pela membrana celular ou pelos espacos intermoleculares
sem gasto energético (em termos de ATP) e sem a necessidade de proteinas carreadoras.
Normalmente este tipo de transporte ocorre quando ha uma diferenga de concentracao
dos elementos entre os meios intra e extracelular (JUNQUEIRA, et al 2012).

Estudos para determinar fracGes bioacessiveis de um elemento sdo normalmente
realizados in vitro nos quais se deve simular todas as condicGes fisiolégicas de um
organismo assim como a sequéncia de eventos que ocorrem durante a digestdo do
alimento. Fatores como temperatura, movimentos peristalticos e composi¢cdo enzimatica
dos sucos gastrico, biliar e duodenal sdo extremamente importantes para que o estudo in
vitro reproduza as condi¢bes que ocorrem in vivo. Os extratos obtidos apos estas
simulacfes podem ser denominados digeridos e contém os minerais sollveis no meio
(fracdo bioacessivel) a serem absorvidos, de fato, pela mucosa intestinal (fracdo
biodisponivel) (HUR et al, 2011).

A literatura fornece uma série de trabalhos que permitem determinar in vitro as
fracOes bioacessiveis de diversos elementos em matrizes carneas (LUTEN et al, 1996;
CAMARA et al, 2005; PURCHAS et al, 2006; MENEZES, 2010; RAMOS et al, 2012;
TEIXEIRAS, 2014). Todavia, ndo existe uma padronizacdo do procedimento,
especialmente em relacdo a concentracdo de pepsina, enzima que participa da digestdo
estomacal. Em 1981, Miller e colaboradores (MILLER et al, 1981) propuseram um
método in vitro para determinar a bioacessibilidade de Fe em matrizes carneas e € 0
trabalho mais citado sobre o assunto.

Neste contexto, buscou-se no presente projeto uma padronizacdo em termos de
massa de amostra e concentracdo de pepsina, bem como a otimizacdo de um
procedimento robusto e exato para 0s ensaios de bioacessibilidade. Para isso, recorreu-
se ao planejamento fatorial mas tomando como referéncia o estudo desenvolvido por
Miller.



1.3 PROCESSAMENTOS TERMICOS NA CARNE

A qualidade da proteina da carne bem como o seu valor nutricional como um todo
podem ser afetados pelos tratamentos térmicos que séo aplicados, seja para conservacao
do produto, como os congelamentos, ou para 0 consumo através do cozimento. Os
principais objetivos da cocgdo dos alimentos sdo o aumento da digestibilidade e
palatabilidade, melhoramento do valor nutritivo e inibicdo do crescimento de
organismos patogénicos, bem como da formacdo de substancias prejudiciais ao
organismo. A cocc¢do de uma matriz proteica pode gerar alteragdes nas estruturas das
proteinas, no pH e na sua capacidade de reter agua. Uma forma de coc¢do consiste na
aplicacdo do calor iumido para coc¢do do alimento em &gua. Quando esta forma de
cozimento € aplicada, normalmente ocorrem perdas por dissolucdo de componentes
hidrossollveis. Todavia, estd é uma das formas de coc¢do mais utilizadas para matrizes
carneas, seja em ensopados ou em cozidos (PHILIPPI, 2003).

Durante o cozimento, o alimento permanece por algum tempo em contato com o
interior do recipiente em que € cozido e com os utensilios utilizados, podendo haver
migracdo dos elementos que constituem estes materiais para a matriz alimenticia
(PARK et al, 2000). A migracdo de metais presentes nestes utensilios pode ser
interessante quando ha caréncia dos mesmos na alimentacdo do individuo ou
preocupante quando ha migracdo de elementos essenciais ou tdxicos em concentracfes
nocivas a satude (QUINTAES et al, 2004).

Um tipo de panela muito utilizada no estado de Minas Gerais é a panela de ferro
fundido, que esta associada a prevencdo da anemia ferropriva devido a possivel
migracdo deste elemento para o alimento em preparacdo. A migracdo de minerais do
material da panela depende principalmente de fatores como o pH do alimento, o tempo
de contato, a temperatura e a quantidade de dgua usada na preparacdo (QUINTAES et
al, 2004).

Assim, neste trabalho optou-se por reproduzir, em laboratério, uma coccao por
calor umido doméstica de cortes de carne de frango utilizando uma panela de ferro
fundido artesanal para avaliar se ha migracdo deste elemento para o alimento e, assim,

avaliar o seu potencial no combate a anemia ferropriva.



1.4 TECNICAS ANALITICAS PARA DETERMINACAO DE METAIS

Segundo 0 CODEX Alimentarius (CODEX, 1999) os métodos espectroanaliticos
sdo recomendados para a determinacdo de contaminantes inorganicos e micronutrientes
minerais essenciais em produtos alimenticios. Para chumbo e ferro, os métodos
recomendados se baseiam no uso da técnica de espectrometria de absor¢do atdbmica.

A espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) é uma técnica bem estabelecida e de
vasta aplicacdo para a determinacdo de metais em diversos tipos de amostras. Baseia-se
na capacidade de atomos livres, no estado fundamental e gasoso absorverem energia
radiante, a qual é emitida por uma fonte de luz. A quantidade de radiagdo absorvida
relaciona-se a quantidade de atomos, que é proporcional a concentracdo do elemento. O
processo de atomizacdo do elemento pode ser obtido, por exemplo, através de uma
chama (F AAS) ou por atomizacao eletrotérmica, geralmente em forno de grafite (GF
AAS) (CORREIA et al, 2003).

Apesar de amplamente aplicada, a técnica de F AAS apresenta algumas
limitacGes, como o fato de ndo tolerar amostras com alto teor de solidos dissolvidos,
apresentar limites de deteccdo instrumental na faixa de miligramas por litro e apresentar
elevado consumo de amostra (usualmente 3,0 mL). Além disso, a fracdo da solugdo de
amostra que atinge a cela de atomizacdo é normalmente inferior a 10 %, mostrando uma
baixa eficiéncia da nebulizacdo. Em contrapartida, a GF AAS é uma técnica que possui
elevada detectabilidade e todo o volume de amostra inserido no interior do tubo é, de
fato, utilizado. Além disto, apresenta limites de deteccdo da ordem de microgramas por
litro, além da vantagem de necessitar de pequenas quantidades de amostra (usualmente
20 pL) e ser compativel com amostras na forma de suspensdo/emulsdo e até mesmo
solidas (SLAVIN et al, 1981). Porém, apresenta efeitos de matriz mais severos e menor
frequéncia analitica do que a F AAS, além de apresentar maiores custos especialmente
em relagéo aos gases.

Ao longo dos anos diversos avancos instrumentais tornaram os equipamentos de
AAS mais robustos. Na década de 1980, surgiu o conceito de STPF (Stabilized
Temperature Platform Furnace) (SLAVIN et al, 1981), que consiste em um conjunto de
requisitos instrumentais e operacionais que permitem melhorias nas condicdes de
andlise, obtendo métodos mais sensiveis e com menor interferéncia. Dentre as
condigdes STPF, pode-se citar a utilizacdo de tubos de grafite com revestimento

pirolitico e plataforma L’vov e a utilizagao de modificadores quimicos, que possuem a
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finalidade de diminuir a producéo de diversos compostos térmicos de ions interferentes
e/ou dificultar a volatilizacdo do analito durante a pirdlise da matriz (BORGES et al,
2005).

1.5 PREPAROS DE AMOSTRA

Para a determinacdo do teor de metais por AAS em amostras solidas normalmente
€ necessario uma etapa prévia de dissolucdo ou decomposicdo da matriz, o que
normalmente é realizado por digestdo utilizando &cidos minerais concentrados (como
HNO3;, H,SO,4, HCIO,4, HF e HCI) sob aquecimento, seja em sistema aberto (chapas e
blocos de aquecimento) ou em sistema fechado (digestdo assistida por microondas).
Além da utilizacdo de solucdes de acido concentradas, existe ainda a possibilidade de se
empregar solucdes diluidas destes mesmos acidos, especialmente quando a digestéo é
realizada em sistema fechado/ assistido por radiacdo microondas, gerando uma reducao
dos residuos, diminuicdo da periculosidade e menores valores de branco analitico.

Diversos trabalhos mostram a aplicabilidade destas solucdes diluidas para a
decomposicio de matrizes diversas e complexas como tecidos vegetais (ARAUJO et al,
2002), soja e carne bovina (GONZALEZ et al, 2009), café (CASTRO et al, 2009),
alimentos em geral (NARDI et al, 2009) e amostras com alto teor de matéria organica
(NOBREGA et al, 2012).

A utilizacdo de solucdes &cidas diluidas apresenta algumas vantagens tais como a
reducdo dos residuos, diminuicdo dos custos bem como a obtencdo de menores valores
para o branco analitico (GONZALEZ et al, 2009).

Para aperfeicoar o desempenho deste tipo de digestdo empregando solucdes
diluidas de acido nitrico a literatura propde que a digestdo seja realizada em frascos
fechados sob elevadas pressdes e temperaturas, extinguindo assim a necessidade de
utilizacdo de outros reagentes sem comprometer a eficiéncia do processo. A eficiéncia
deste tipo de digestdo é baseada no ciclo de regeneracdo do acido nitrico no frasco

reacional, como mostrado pelas equacdes 1 a 4 (CASTRO et al, 2009):

Equacéo 1- Reagdo do &cido nitrico com a matéria organica

(CHz)n + HNO3(aq) — CO; (g) + NO() + H20)



Equacédo 2- Reacdo de transformacédo de 6xido nitrico (NO) em dioxido de nitrogénio
(NO)

2NO(g) + Oz) — 2NOz(g)

Equacao 3- Reacdo de desproporcionamento de dioxido de nitrogénio (NO,) e

formacéo de &cidos nitrico (HNO3) e nitroso (HNO,).

2N02(g) + H20(|) — HNO3(aq) + HNOz(aq)

Equacédo 4- Reacgdo de decomposicao de &cido nitroso (HNO,) em oOxido nitrico (NO).

2HNO2(q) — H20() + NOs) + NO(g)

Neste processo 0 acido nitrico diluido reage com a matéria organica da amostra
gerando Oxido nitrico (NO) (Equacdo 1) que, em seguida, reage com o0 oxigénio
presente na fase gasosa, gerando didxido de nitrogénio (NO;) (Equacéo 2). Este sofre
uma reacdo de desproporcionamento em meio aquoso gerando &cidos nitrico (HNO3) e
nitroso (HNO;) (Equacéo 3). Este ultimo se decompde em 6xido nitrico (NO) (Equacao
4), que reage com 0 oxigénio da fase gasosa (Equacdo 2), formando assim mais acido
nitrico no meio reacional.

Ainda segundo Castro e colaboradores, a eficiéncia do processo de digestao
depende das reacfes que ocorrem entre as fases liquida e gasosa além da formacéo de
NO e sua conversdo a NO,. A ocorréncia destas reacOes e eficacia deste tipo de digestao
em frascos fechados com aquecimento assistido por radiacdo microondas relaciona-se
ao gradiente de temperatura formado no interior do frasco de digestéo.

Apesar de convencionais e amplamente utilizados em rotinas, estes procedimentos
sdo longos e exaustivos, visto que demandam tempo e atencdo total do analista e sdo
mais suscetiveis a contaminacdo, especialmente quando se trata da determinagdo de
“elementos trago” (KRUG, 2010). Neste sentido, existe uma busca por procedimentos
de preparo que envolvam manipulagdo minima da amostra e menor tempo, reduzindo
perdas ou contaminacdo. Uma alternativa as digestdes acidas que se destaca na literatura
consiste na extracdo e/ou solubilizacdo de alguns tipos de amostra em meio alcalino, por
exemplo através da utilizacdo do Hidréxido de tetrametilaméonio (TMAH®). Este

reagente, que apresenta formula molecular (CH3)4NOH, é comercializado na forma de



uma solucéo alcalina (pH 13,4-14,7) a 25 % m/v em &gua ou metanol (NOBREGA et
al, 2006). A utilizagdo deste reagente é reportada como alternativa principal as digestoes
acidas para o preparo de amostras proteicas, originalmente pouco sollveis em meio
aquoso. Existem estudos em que o TMAH foi aplicado para o preparo de amostras
biologicas tais como cabelo, unhas, sangue e tecidos bioldgicos. Estes trabalhos
demonstraram que o emprego da solubilizacdo alcalina com TMAH promove uma
reducdo do tempo de preparo, com boa estabilidade da solucdo/suspensdo de amostra
obtida e dissolu¢do completa ou parcial da matriz em meio aquoso (TAN et al, 1996,
MURTHY et al, 1973, SOUSA et al, 2013). Entretanto, os mecanismos quimicos de
atuacdo deste reagente ainda sdo pouco estudados, assim como as condigdes ideais para

a sua utilizacao.

1.6 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A espectroscopia Raman baseia-se no espalhamento inelastico da radiacéo
eletromagnética que interage com as moléculas, sendo a radiacdo espalhada com uma
frequéncia diferente da incidida. Essa variacao de frequéncia corresponde a diferenca de
energia entre dois estados vibracionais da molécula (ALMEIDA, 2012).

Além de ser uma técnica versatil e rapida, possibilita determinar mais de um
componente a0 mesmo tempo, as amostras ndo precisam passar por um pré-tratamento e
ndo gera subprodutos toxicos. Desta forma, a espectroscopia Raman oferece
oportunidades analiticas para muitas areas de producdo e controle de qualidade,
inclusive de alimentos (ALMEIDA et al, 2011; REID et al, 2006). Lopez-Diez et al
empregaram a Espectroscopia Raman combinada com métodos quimiométricos para
detectar adulteracdes em azeites e outros éleos comestiveis, bem como Goodacre et al
para diferenciacdo de amostras de mel em funcéo da sua origem geografica e botéanica.
Outro estudo bastante interessante, desenvolvido por Almeida et al, comprovou a
adulteracdo de leite em po, comercializado no Brasil, por adi¢do de amido, estudo que
também empregou ferramentas estatisticas aliadas a Espectroscopia Raman.

Neste trabalho, a Espectroscopia Raman foi utilizada como uma técnica
investigativa, considerando as caracteristicas citadas anteriomente e a necessidade de se

entender melhor os mecanismos de atuacdo do TMAH®.
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos relevantes em diversos paises como China (ZHUANG et al, 1999;
DERMIBAS et al, 1999), Turquia (YILMAZ et al, 2011; KURNAZ et al, 2011), india
(KUMAR et al, 2007), Republica Checa (ZRALY et al, 2008), Arabia Saudita
(HUSSEIN et al, 2011), Finlandia (TAHVONEN et al, 1994) e Eslovénia (DOGANOC
et al, 1996) demonstraram que o teor de chumbo em mdusculo e tecidos de frango €
algumas vezes significativo. No Brasil, entretanto, existem poucos estudos sobre a
monitoracdo deste elemento em carne de frango, sendo a pesquisa de Gongalves e
colaboradores (GONCALVES et al, 2009) um exemplo. O teor de chumbo foi
monitorado em carne mecanicamente separada, que é na verdade uma mistura de partes
comestiveis de carne de frango. As amostras foram obtidas e os resultados encontrados
ficaram dentro do limite estabelecido pela Legislacdo Brasileira. Logo, a prospeccéo de
mais amostras € desejavel e, principalmente, avaliando separadamente as diversas partes
comestiveis do frango. Além disso, este tipo de avaliacdo precisa ser feita de tempos em
tempos para que se tenha acesso a dados sempre atualizados.

Em relacdo ao micronutriente mineral Fe, a sua determinacdo é de extrema
importancia visto que este é um elemento essencial para varias fungbes vitais do
organismo humano e sua caréncia vem provocando um dos problemas de salide mais
relatados no mundo. Além disso, no Brasil existem poucos estudos sobre a
determinacdo e biodisponibilidade deste elemento em produtos de frango e assim a
obtencdo de informacg6es confidveis e atualizadas sera Util para a area da nutrigéo.

Quanto ao uso da espectroscopia Raman, o fato de ser uma técnica versatil e que
ndo necessita de preparo de amostra permitiu que a mesma fosse adequada para melhor
estudar e entender o método de solubilizacdo alcalina que se empregou. Além disso, a
agua presente nos extratos das amostras solubilizadas ndo interfere nas analises,
diferentemente do que se observa com a espectroscopia no infravermelho convencional.
Todavia, ndo existem estudos nos quais essa técnica seja utilizada no monitoramento de
métodos de preparo de amostras. Logo, neste trabalho pretende-se tambem avaliar o
potencial da espectroscopia Raman como ferramenta para 0 monitoramento do preparo
das amostras através da obtencdo de espectros antes e apds os tratamentos de

solubilizacdo em meio alcalino.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

1. Desenvolver estratégias para o preparo de amostras de partes comestiveis de
carne de frango (musculo, figado, coracdo e moela) visando a determinacdo de chumbo

e ferro por espectrometria de absor¢édo atdmica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer um método analitico para preparo de amostras de partes comestiveis
de carne de frango empregando digestdo &cida assistida por radiagdo micro-ondas

para determinar os teores totais de chumbo e ferro;

2. Estabelecer um método analitico para preparo de amostras de partes comestiveis
de carne de frango empregando solubilizacdo alcalina com TMAH para determinar

0s teores totais de chumbo;

3. Utilizar a espectroscopia Raman como ferramenta para investigacdo da

solubilizacdo alcalina com TMAH.

4. Simular, em laboratério, a coc¢do doméstica das amostras de partes comestiveis
de carne de frango, em panela de ferro, para verificar se ocorre lixiviagdo deste metal

para as amostras.

5. Desenvolver e aplicar um método in vitro para estimar a bioacessibilidade de

chumbo e ferro nos cortes de frango cozidos.

6. Awvaliar os teores totais e bioacessiveis dos analitos apds coccdo em panela de

ferro e caracterizar o potencial nutricional dos cortes analisados como fonte de ferro;
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4 METODOLOGIA

4.1 VIDRARIAS E UTENSILIOS

Utilizou-se béqueres de 50 mL, baldes volumétricos de 25,00 mL, tubos tipo
Falcon de 15 e 50 mL, micropipetas de volume variavel (20-200 puL e 200-1000 pL),
almofariz e pistilo de agata, seringas descartaveis de 10 mL (Descarpack Slip, Joinville,
Santa Catarina), papel indicador de pH (J. Prolab), filtro com membrana PTFE
modificada 0,45 um (Millex LCR, Merck), fogdo doméstico (Atlas, Instruterm), gas de
cozinha  (Supergasbras, modelo P13), Termdmetro digital infravermelho
(INSTRUTHERM, TI 860), alho (Oishii), sal de cozinha (Cisne), 6leo de soja (Soya) e,
panela de ferro artesanal e colher de pau, adquiridos no comércio local.

Todos 0s materiais e vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavados com agua e
sabdo neutro e descontaminadas em acido nitrico (HNO3) 10 % v/v por 24 h e lavados

com agua deionizada.

4.2 REAGENTES

Utilizou-se solugdes padrdo de Fe e Pb 1000 mg L™*(Qhemis High Purity, Jundiai,
SP, Brasil), solu¢cdes de NH4H,PO,4 (PerkinElmer, Sdo Paulo, SP, Brasil), TMAH 25%
m/v P.A. (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), HCI 38 % P.A., H,0, 30% m/v , HNO;
65% m/v P.A. (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.), agua deionizada (Millipore, Bedford,
MA, USA), NaHCOg; (lIsofar, Duque de Caxias, Brasil), NaOH (Vetec, Sdo Paulo,
Brasil), Pepsina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), Pancreatina (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), Bile (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Utilizou-se, ainda, um
material de referéncia certificado que consiste numa mistura de carnes de frango e suina
(Meat Homogenate- NIST 1546) para avaliar a exatiddo do método proposto para 0

analito Ferro.

4.3 EQUIPAMENTOS

Utilizou-se balanca analitica (AND HR 120), banho ultrassénico (Unique
UltraSonic Cleaner, modelo USC 2800), banho termostatizado (SOLAB, modelo
Dubnoff SL-157/22), digestor de amostras por energia Microondas (Berghof, modelo
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SpeedWave Four ), Espectrometro de Absor¢do Atdmica nos modos forno e chama
(Thermo Scientific, SOLAAR M5), Espetrémetro RFS 100 FT-Raman (BRUKER, laser
Nd:YAG 1064 nm), liofilizador (Terroni, LS 3000) dessecador a vacuo (SOLAB,

modelo SL-175/60) e centrifuga (Hettich Technology, modelo universal 320).

4.4 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras comestiveis de frango (musculo e visceras) foram adquiridas
(aproximadamente 500 g) no comércio local da cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil. Os cortes de carne de frango escolhidos para este estudo foram Coracgdo, Coxa,
Figado, Moela, Peito e Sobrecoxa. Os cortes de musculo tiveram as peles, 0ssos e
gorduras visiveis retirados com atencdo para ndo descaracterizar as amostras, foram
lavados e particionados em pequenos cubos de aproximadamente 1 cms, enquanto 0s
cortes de visceras foram apenas lavados. Todos os cortes foram divididos, de maneira
aleatdria, em duas partes de aproximadamente 250 g, sendo uma analisada crua e outra
apo6s coccdo em panela de ferro. Todas as amostras foram armazenadas em sacos
plasticos sob congelamento (-50 °C) no Laboratério de Técnica Dietética e Nutricdo da
Universidade Federal de Juiz de Fora até 0 momento da secagem e posterior analise.

Os cortes crus e cozidos foram macerados em mixer comercial e, apés, levados
para secagem em estufa a vacuo a (70 + 1) °C por 72 h. Em seguida, foram novamente
macerados e acondicionados em frascos plasticos previamente descontaminados em
banho &cido (HNO3 10% v/v) e armazenados a temperatura ambiente até 0 momento da

analise.

4.4.1 Simulagéo da Cocgdo Domeéstica

Para avaliar a influéncia da coccdo nos teores dos analitos selecionados,
procedeu-se com a coccdo dos cortes de frango em panela de ferro simulando uma
coccdo doméstica. A panela de ferro, adquirida exclusivamente para este estudo, foi
inicialmente lavada com agua e detergente neutros. Para a “cura” da mesma, passou-se
6leo vegetal no interior e no exterior da panela que foi levada ao forno (pré-aquecido

por 10 min) a 180 °C por 15 minutos, sendo este procedimento realizado por uma
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semana. Apos este periodo, a panela foi lavada novamente com agua e detergente
neutros, adicionou-se cerca de 1,5 L de agua de torneira e levou-se para fervura por 15
minutos, procedimento realizado por 11 dias. Apos estes procedimentos, com a panela

seca, realizaram-se as coc¢Oes das amostras.

Aproximadamente 200 g de cada corte foi temperado com cerca de 4 g de sal de
cozinha e 3 g de alho picado. Adicionou-se na panela de ferro aproximadamente 10 g de
Oleo de soja e aqueceu-se a mesma em fogdo domestico até a temperatura de 250 °C,
aferida com termometro digital infravermelho. Em seguida, adicionou-se a massa de
corte cru (temperado) e procedeu-se com a cocgdo das amostras por 15 minutos, com
duas adi¢des de agua de torneira, totalizando 140 mL. Apds esta etapa, 0s cortes cozidos
bem como liquidos residuais da coccao foram transferidos, sem raspagem do interior da
panela, para um mixer domestico e processados. Em seguida, foram armazenados em
frascos plasticos descontaminados e congelados até o momento da secagem para
posterior determinacdo dos analitos por espectrometria de absorcdo atdmica apds

mineralizacdo em meio &cido.

Um branco da cocgdo foi preparado utilizando as mesmas quantidades de todos
os ingredientes utilizados para a coc¢do das amostras e foi submetido as mesmas

condicGes de estocagem, secagem, preparo e analise.

4.4.2 Preparo empregando Digestdo Acida

Para a digestdo dos cortes crus e cozidos em meio &cido, aliquotas de
aproximadamente 250 mg de tecido seco foram pesadas em frascos de PTFE e
misturadas & 6,00 mL de uma solugdo 7,00 mol L*de HNO; destilado. Em seguida, os
frascos foram fechados e as amostras foram levadas para digestdo assistida por
microondas seguindo o programa de aquecimento apresentado na Tabela 1, conforme
sugerido pelo fabricante do digestor. (BERGHOF, 2013) O extrato obtido foi diluido

para 25,00 mL em &gua deionizada.
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Tabela 1-Programa de aquecimento da digestdo das amostras de frango assistida por

microondas
Etapa Temperatura Tempo Poténcia
(°C) (min) (%0)
1 200 46 80
2 50 1 0

Fonte: Manual de Métodos Berghof

4.4.3 Preparo empregando Solubilizacdo Alcalina (método desenvolvido)

Para solubilizacdo em meio alcalino, adicionou-se 1,0 mL de solucédo de hidrdxido
de tetrametilaménio (TMAH) 25% m/v a aproximadamente 250 mg de amostra seca.
Essa mistura foi agitada por 3 minutos e deixada em repouso, overnight. Em seguida, o
preparado foi diluido para 25,00 mL com &gua deionizada. Nestas analises foram
avaliados qualitativamente a presencga do analito e caracteristicas deste solubilizado em
relacdo a homogeneidade e estabilidade. Obtiveram-se solu¢cdes amarronzadas e/ou

amareladas sem a presenca de particulas visiveis.

Este tipo de preparo foi aplicado exclusivamente para determinacgéo dos teores de
Pb por espectrometria atbmica por atomizacao eletrotérmica em forno de grafite.

4.4.4 Ensaio de Bioacessibilidade

Como ndo existe um método padrdo para determinacdo dos teores bioacessiveis
de metais em alimentos, avaliou-se neste trabalho como as variaveis massa de amostra e
concentracdo de pepsina afetam os teores bioacessiveis de ferro em carne de frango.
Para encontrar as condi¢es 6timas para o procedimento de bioacessibilidade, fixou-se a
concentracdo de bile e pancreatina (2,5 e 0,4 % m/v, respectivamente) e variou-se a
massa de amostra (X;) e a concentracdo de pepsina (X), conforme mostrado na Tabela
2. Esta otimizacéo foi feita utilizando-se um planejamento fatorial do tipo 3. Dessa
forma foram realizados 11 experimentos, com triplicatas no ponto central para avaliar o
erro experimental e a significancia estatistica dos efeitos. Os niveis avaliados foram

baseados no método desenvolvido por Miller (ponto central), trabalho mais citado sobre
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0 assunto, e em outros trabalhos que empregaram 6 % m/v (TEIXEIRAS, 2014,
TOGNON, 2012) e 26 % m/v de pepsina (PURCHAS et al, 2006), niveis baixo (-1) e

alto (+1), respectivamente.

Tabela 2- Niveis das varidveis estudadas no planejamento fatorial 32

Niveis X1, Massa (9) X, Pepsina (%om/v)
-1 2,5 6
0 50 16
1 7,5 26

Fonte: Autoria Propria

Para a otimizacdo multivariada, utilizou-se uma amostra de peito de frango
resultante dos testes iniciais de coccdo, conforme procedimento descrito no item 4.4.1.

Para isto, pesou-se diferentes quantidades desta amostra (2,5; 5 e 7,5Q),
adicionou-se 25 mL de HCI 0,01 mol L, ajustou-se o pH para 2,0 com uma solucéo de
HCI 1 mol L™ e adicionou-se 3,2 mL de pepsina em diferentes concentracdes (6, 16 e
26% m/v). A mistura foi incubada em banho metabolico com agitacdo (Nivel 5) durante
2 horas a temperatura de 37 °C. Em seguida, ajustou-se o pH para 7 com adic¢do de
solucdo de NaOH 5 mol L™ e adicionou-se 5,0 mL de uma solugdo mistura de Bile (2,5
%m/v) e Pancreatina (0,4% m/v). A mistura foi incubada novamente por mais 2 horas
nas mesmas condicdes de agitacdo e temperatura. Apos esse procedimento 0s extratos
obtidos foram resfriados a temperatura ambiente para inibir a acdo enzimatica e filtrados
em papel de filtro comum. Em seguida foram centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos
e filtrados em filtros de 0,45 pum. Os teores dos analitos destes extratos foram
determinados em seguida por espectrometria de absorcdo atdmica. A condicdo
otimizada obtida através deste planejamento foi aplicada para outra amostra de peito e
de figado de frangos também cozidos em panela de ferro, simulando coc¢cdo doméstica
descrita anteriormente.

A fracdo percentual bioacessivel de ferro nos cortes foi calculada pela razdo entre
0 teor de ferro obtido no procedimento de bioacessibilidade pelo teor total obtido na

digestdo &cida, de acordo com a equacéo 5.
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Equacédo 5- Expressdo utilizada para calcular a fracdo bioacessivel de ferro

-1
Teor Fe mg kg™ i acessibilidade % 100
Teor Femgkg™1 .,

% Bioacessivel =

4.5 CONDICOES INSTRUMENTAIS

Os teores de Fe e Pb nas amostras de musculo e tecidos de frango foram
determinados por espectrometria de absorcdo atémica utilizando-se o espectrémetro
SOLAAR M5, modelo Thermo Scientific. Os parametros instrumentais, como
temperaturas de pir6lise e atomizagdo para o Pb (determinados por GF AAS), e
condigdes da chama para o Fe foram otimizados para os diferentes preparos de amostras

e, apods estabelecer as condi¢cdes adequadas, as amostras coletadas foram analisadas.

Para as determinacGes de Fe, a altura do queimador e o fluxo de gas (C,H,)
foram otimizadas utilizando uma solucdo padrdo 5 mg L™ Fe utilizando as funcdes
disponiveis pelo software do equipamento. A Tabela 3 apresenta as condicOes
instrumentais utilizadas para as determinagdes de Fe e Pb, tais como abertura da fenda,

comprimento de onda, entre outros.

Tabela 3-Parametros instrumentais para determinacédo de Fe e Pb por AAS.

. Fenda Corrente Altura do Vazéo do
. Comprimento da . )
Analito espectral A gueimador  Gases gas
de onda (nm) (nm) Lampada (cm) (L min)
(mA)
Pb* 217,0 0,5 4 - - -
Fe** 248,3 0,2 10 7,0 ar/ CoH, 1,2

*Determinado por GF AAS
**Determinado por F AAS
Fonte: Autoria Prépria
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4.6 FIGURAS DE MERITO

Foram realizados estudos de adicdo e recuperacdo de analitos por F AAS e GF
AAS. Para 0 Pb, este estudo foi realizado nos niveis de concentracdo 5,0 pg L™ (nivel
baixo) e 30 pg L™ (nivel alto) e para o Fe nos niveis de concentragdo: 2,0 mg L™ (nivel
baixo) e 4,0 mg L™* (nivel alto), adicionados logo ap6s a pesagem das amostras e
passando assim por todas as etapas da digestdo e/ou solubilizacdo (PANTUZZO et al,
2009). O valor da recuperacdo, R (%), foi calculado utilizando a equacéo 6, na qual C; é
a concentracdo do analito na amostra com o padréo adicionado, C, € a concentracao do
analito na amostra, C3 é a concentragdo referente a adicdo do padrdo a amostra, na

solucdo de leitura.

Equacao 6- Expressédo usada para calcular a recuperacdo dos analitos

R (%) =2 x 100

3

Utilizou-se ainda um material de referéncia certificado que consiste numa
mistura de carnes de frango e suina (Meat Homogenate- NIST 1546) para avaliar a
exatiddo do método proposto para o analito Ferro.

O branco foi utilizado (N = 10) para os célculos dos limites de detec¢do (LOD) e
quantificacdo (LOQ) obtidos utilizando o desvio padrdo (S) das medidas do branco e o
coeficiente angular (o) da curva analitica, conforme as equacdes 7 e 8. Para o
procedimento de bioacessibilidade, estes limites foram calculados de acordo com as
equacOes 9 e 10, utilizando o desvio padréo do coeficiente linear (Sy) e o coeficiente
angular (o) da curva analitica. Para calcular os valores de LOD e LOQ dos métodos
propostos, utilizou-se um fator de correcdo considerando a massa de amostra utilizada
no método e o volume final da amostra digerida, ou seja, levou-se em consideracdo o
fator de diluicdo da amostra (HARRIS, 2005).

Equacao 7- Expressdo usada para calcular o limite de deteccéo

3 XS
a

LOD =
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Equacéo 8- Expressdo usada para calcular o limite de quantificacdo

10 x S
LOQ =

Equacdo 9- Expressdo usada para calcular o limite de detec¢do do método de

bioacessbilidade

3 xS
LOD = uL

Equacéo 10- Expressao usada para calcular o limite de quantificacdo do método de

bioacesibilidade

10 x S
LoQ= —=

A sensibilidade nas condicBes dadas foi avaliada atraves do célculo da
concentragdo caracteristica (co) e da massa caracteristica (mo) para as técnicas F AAS e
GF AAS, respectivamente. Os valores foram calculados pela divisdo do valor 0,0044
pelo coeficiente angular da curva analitica. Para a massa caracteristica este resultado foi
também multiplicado pelo volume de amostra introduzido no tubo (30 pL) (WELZ,
1999; SLAVIN, 1984). A precisdo foi avaliada por meio do monitoramento do valor do

desvio padrao relativo (RSD).

4.7 ESPECTROSCOPIA RAMAN

Para compreender 0os mecanismos de solubilizacdo do reagente alcalino TMAH
para carne de frango crua coletou-se 0s espectros FT-Raman antes e ap0s este preparo.
Apo6s o preparo descrito no item 4.4.3, os extratos sem dilui¢do final foram congelados
em temperatura -80°C por 24 horas e liofilizados por 48 h, até massa constante. Em
seguida, coletou-se espectros FT-Raman de cada um dos cortes de frango crus (e apds
secagem) tanto antes como apds a solubilizacdo alcalina. Assim as alteragdes na

composigdo puderam ser identificadas.

A poténcia do laser de excitacdo, a resolugdo espectral e o numero de

acumulagdes do sinal foram ajustados para se obter a melhor relagéo sinal-ruido mas de
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forma que ndo houvesse degradacdo das amostras. Para as amostras antes do preparo, as
condigdes otimizadas para obtencdo dos espectros foram: poténcia do laser 100 mW,
resolucdo de 4 cm™ e 1024 acumulacdes. J4 para os extratos solubilizados, obtidos ap6s
a liofilizacdo, as condicGes otimizadas foram: poténcia do laser 10 mW, resolucéo de 4
cm™ e 100 acumulages, sendo cada um dos espectros coletados 5 vezes. Em todos 0s
espectros, utilizou-se os softwares GRAMS Al32 e Origin Pro 8 para o tratamento dos
dados instrumentais. Especificamente foram usados a correcdo da linha base, soma e

normalizacdo do espectro pela banda de maior intensidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONDICOES INSTRUMENTAIS

5.1.1 Programa de Aquecimento GF AAS para o Chumbo

Para a otimizacdo do programa de aquecimento empregado para determinacao
deste analito, preparou-se duas solugdes padréo de Pb 25 pg L™ simulando os diferentes
meios, 0,2 % (v/v) HNO3; ou 1,75 % (v/v) TMAH). Utilizou-se como modificador
quimico NH4H,PO4 1 % (v/v) como sugerido na literatura (SOUSA et al, 2013; Perkin
Elmer). Durante a construcao das curvas de pirélise e atomizacdo foram obtidos RSD <
10% para todos os casos. Ndo se observou formacédo de residuos carbonaceos no tubo,
em nenhum dos casos estudados, o que pode estar relacionado a baixa quantidade de
matéria organica residual no caso do meio alcalino (TMAH®).

Para a determinacdo da temperatura adequada de pirdlise, fixou-se a temperatura
de atomizacdo em 1200 °C, como proposto pelo fabricante do equipamento, variou-se a
temperatura de pirdlise e coletou-se os sinais de absorbancia integrada a cada 100 °C. A
Figura 2 apresenta as curvas de pirdlise obtidas para o analito. As temperaturas
selecionadas para pirdlise do Pb foram de 800 °C e 1000 °C para os meios alcalino e
acido, respectivamente, pois estas temperaturas forneceram os maiores sinais analiticos,
indicando a separacdo térmica do analito dos concomitantes. Além disto, apds estas
temperaturas houve uma queda do sinal analitico, indicando a formacéo dos precursores
atdbmicos adequados para a atomizacdo do analito (CORREIA et al, 2003). Esta
diferenca de temperaturas evidencia um comportamento diferente para o analito nos

dois diferentes meios.
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Figura 2-Curvas de Pirélise para solugdo padrao Pb 25 pg L™ em Meio Acido (0,2 % v/v
HNO3) e Alcalino (1,75 % v/iv TMAH) (Temperatura usada para atomizagao: 1200°C)
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Fonte: Autoria Propria

Para determinar as temperaturas de atomizacdo, para cada um dos meios, as
temperaturas de pirolise selecionadas como o6timas foram fixadas e as temperaturas de
atomizacdo foram variadas. Como apresentado na Figura 3, as temperaturas
selecionadas para atomizacdo do Pb foram de 2000 °C e 1500 °C para os meios alcalino
e 4cido, respectivamente. Estas temperaturas foram selecionadas por serem as menores
temperaturas a fornecerem os maiores sinais analiticos. Assim, obtém-se uma boa
sensibilidade analitica evitando temperaturas excessivamente elevadas que gerariam
uma degradacdo precoce das paredes do tubo de grafite (CORREIA et al, 2003). Esta
diferenca sugere que o meio afeta 0 mecanismo de atomizacdo do analito no interior do
tubo de grafite. Entretanto, a literatura carece de informagdes que possam elucidar como
estes mecanismos ocorrem, o que foge aos objetivos deste trabalho.
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Figura 3-Curvas de Atomizacao para solucéo padrdo Pb 25 pg L™ em Meio Acido (0,2 %
v/v HNO3) e Alcalino (1,75 % v/iv TMAH) (Temperatura de Pirdlise: Meio Acido: 1500°C
e Meio Alcalino: 800°C)
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Fonte: Autoria Propria

De acordo com a literatura (HASSEL et al, 1991; VOLYNSKII 2003),
modificadores quimicos do grupos dos fosfatos de aménio sdo indicados para as
determinagdes de elementos como Cd, Pb, Sn e Zn. Este tipo de composto geralmente
promove um aumento da temperatura de atomizacdo do analito bem como atua na
remocao dos interferentes mais volateis da matriz durante o tratamento térmico. Para
elucidar os mecanismos de atuacao deste grupo de modificadores na atomizacao do Pb,
Wendl e Muller-Vogt utilizaram difragdo de raios-X para identificar os produtos
gerados durante o tratamento térmico de uma solucdo de nitrato de chumbo (Pb(NO3),).
A equacdo 11 elucida as reacbes observadas neste estudo. Num outro estudo, Bass e
Holcombe observaram a formacdo de fosfatos de chumbo por medidas de

Espectrometria de Massas.

Equacao 11- Mecanismo de atomizacgdo para o chumbo

PB(NO3)2(solucio) + NH4H2PO4 (ag) — Pb3(POs)2 —PbO —Pbgy —Pbapor)

A Tabela 4 apresenta o programa de aquecimento otimizado para o Pb nos

diferentes meios de preparo.
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Tabela 4-Programa de aquecimento utilizado para a determinagédo de Pb em carne de

frango apos digestdo acida ou solubilizacéo alcalina

Temperatura Rampa Tempo Fluxo de Ar
Etapa 1 4
(°C) (°Cs™) (s) (mL min™)
Secagem 100 10 30 200
Pirolise 800%/1000° 150 20 200
Atomizacio 1500°/2000° 0 3 0
Limpeza 2500 0 3 200

*Meio Alcalino, "Meio Acido; Modificador Quimico: 1% (v/v) NH4H,PO,

Fonte: Autoria Propria

5.2 PREPARO EMPREGANDO DIGESTAO ACIDA

A tilizacdo de preparos de amostra que utilizam quantidades minimas de
reagentes e geram pequenos volumes de residuos sdo compativeis com os conceitos da
Quimica Verde. Neste trabalho, adequou-se o método descrito por Sousa et al, que
empregou HNOs; 7,00 mol L' para digestdo de tecidos de ratos Wistar, para

mineralizac&o dos cortes de frango selecionados.
5.2.1 Determinacdo de chumbo nas amostras comestiveis de carne de frango
A curva analitica obtida para este analito em meio &cido empregando tubo de
grafite convencional é apresentada na Figura 4. Observa-se boa linearidade (R? =

0,9984) na faixa de trabalho estudada, 5,0 a 40 pg L™. Todas as medidas realizadas

apresentaram desvios menores que 15 %.
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Figura 4-Curva Analitica para Pb em meio acido (HNO3 1 % v/v)
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Fonte: Autoria Propria

Para avaliar os desempenhos dos tubos de grafite convencional e pirolitico,
procedeu-se com a construcdo de curvas analiticas para avaliar figuras de mérito como
linearidade e sensibilidade, empregando o programa de aquecimento apresentado na
Tabela 4. Como apresentado na Tabela 5, o tubo convencional apresentou maior
sensibilidade em termos da massa caracteristica, cujo valor foi de 10 pg, e menores
LOD e LOQ, valores iguais a 0,097 e 0,32 pg g™, em comparacéo aqueles encontrados
para 0 tubo revestido piroliticamente para as analises de Pb em meio acido. Assim,
optou-se por utilizar este tipo de tubo para as andlises seguintes, nas quais todas as
condicdes experimentais estudadas e otimizadas até aqui seriam aplicadas nas amostras
coletadas. Note que o LOQ do método em questdo € maior que o limite maximo
estabelecido pela ANVISA para o teor de chumbo em musculo de frango (0,1 pg g™) e,
neste caso, 0 mesmo nao poderia ser utilizado para andlises de rotina deste tipo de

amostra. Todavia, estes resultados podem ser utilizados como estimativas.
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Tabela 5-Figuras de mérito obtidas para Pb em meio &cido na comparacédo entre 0s
tubos de grafite convencional e pirolitico (Faixa de Trabalho 5,0 a 40 ug L™)

o LODe LODe
Coeficiente de g
Tubo de _ mo’ LOQ LOQ
_ Equacéo da Reta Determinagéo
Grafite (RZ) (pg) Instrumentais Método
(Mg L™ (Mg g™
C y =0,0136 x + 0,1077 0,9984 10 097e3,2 0,097¢0,32
P y =0,0114 x + 0,1040 0,9942 12 10e34 0,10e 0,34

%C = Convencional

°P = Pirolitico

°mo = massa caracteristica

Fator de correcdo para unidade final em massa =0,1 (0,25 g amostra/ 25,00 mL
solucéo)

Fonte: Autoria Propria

Empregando o tubo convencional e as condicdes previamente otimizadas, o
conjunto de amostras foi analisado a fim de se avaliar se as mesmas apresentavam o
analito em niveis aceitaveis ou ndo, de acordo com a legislacdo (BRASIL, 2013). Os
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 6. Os teores encontrados para o Pb nos
cortes de frango cru estdo abaixo do limite de quantificacdo do método proposto e,
portanto, ndo poderiam ser determinados nos cortes ap6s coc¢do em panela de ferro. Por
outro lado, considerando-se a relevancia do método, a exatiddo do mesmo foi avaliada.
Para isto, realizaram-se ensaios de adi¢ao e recuperacdo conforme o item 4.6, visto que
em GF AAS toda a matriz da amostra é eliminada durante a etapa de pirdlise, ndo
interferindo na determinacdo do analito. As recuperacdes médias, também apresentadas
na Tabela 6, variaram de (90 £ 1) a (106 = 1) % no nivel baixo para as amostras de
coragdo e coxa, respectivamente, e, no nivel alto, de (90 + 2) a (105 + 1) % para as
amostras de peito e moela, respectivamente. Todos os valores obtidos sdo coerentes para
esta figura de mérito com aqueles sugeridos pela literatura no nivel da concentracéo do
analito nas amostras (BRITO et al, 2003).
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Tabela 6-Teores totais e resultados dos ensaios de adi¢do e recuperacdo de Pb nos

cortes de frango crus ap6s digestao acida obtidos por GF AAS (N=3)

Teor de Pb
Amostra Teor dgle adidionado R (%)
(Mg g™) .
(Mg L7)

5,0 90+1

Coracéo <0,32
30 91+1
5,0 106 +1

Coxa <0,32*
30 101 +2
50 98+1

Figado <0,32
30 100+ 1
5,0 93+1

Moela <0,32
30 105+1
5,0 102+1

Peito <0,32*
30 90+2
Sob 50 102 +1

obrecoxa *
<0,32 30 99 + 1

*Valor estimado

Fonte: Autoria Prépria
5.2.2 Determinagdo de ferro nas amostras comestiveis de carne de frango
A curva analitica obtida para este analito em meio acido é apresentada na Figura

5. Observa-se boa linearidade (R? = 0,9969) na faixa de trabalho estudada, 0,50 a 10 mg

L. Além disso, todas as medidas realizadas apresentaram desvios menores que 5 %.
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Figura 5-Curva Analitica para Fe em meio acido (HNO3 1 % v/v)
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Fonte: Autoria Prépria

Os teores totais de ferro encontrados nos cortes crus e apos a coc¢do em panela de

ferro séo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7-Teores totais de ferro encontrados nos cortes de frango crus e cozidos em
panela de ferro apds digestdo &cida por F AAS (N=3)

Teor de Fe (mg kg™)

Amostra
Corte Cru Corte Cozido
Sobrecoxa 45+ 4 49+ 2
Coxa 61+4 26+1
Peito 62 + 10 23+3
Coracao 120+ 8 115+1
Moela 141 + 11 115+6
Figado 338+ 15 365+ 10

Fonte: Autoria Propria

Os teores totais encontrados de Fe nos cortes crus variaram de (45 + 4) mg kg™ a
(338 + 15) mg kg* para as amostras de sobrecoxa e figado, respectivamente. Estes
resultados estdo coerentes com a literatura (TACO, 2011). Todavia, ndo existem valores
de referéncia para o teor total de Fe em amostras de moela de frango, o que mostra a
relevancia e contribuicdo desta determinacdo para a area nutricional. Ja para os cortes
ap6s coccdo em panela de ferro, os teores variaram de (23 + 1) mg kg™ a (365 + 10) mg
kg™ para as amostras de peito e figado, respectivamente.

Para avaliar a exatiddo do método de digestdo acida para as determinagdes de
ferro, foram realizados testes de adicdo e recuperacdo de analitos (cortes crus) bem
como analisado um material de referéncia certificado. A faixa de recuperagédo
encontrada foi de (91 + 1) a (109 £ 1) % para o nivel alto e de (92 £ 1) a (110 £ 1) %
para o nivel baixo, Tabela 8. De acordo com a literatura (BRITO et al, 2003), estes

valores de recuperagéo sdo aceitaveis para o nivel de concentragdo estudado.
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Tabela 8-Teores totais e resultados dos ensaios de adigéo e recuperagédo de Fe nos
cortes de frango crus apos digestdo acida por F AAS (N=3)

Teor de Fe
Teor de Fe o
L adicionado R (%)
Amostra (mg Kg™) L
(mg L)

2,0 93+3

Sobrecoxa 45+ 4
4,0 91+6
2,0 110+1

Coxa 61+4
4,0 109+ 1
2,0 1071

Peito 62 + 10
4,0 106 £ 1
2,0 972

Coracao 120+ 8
4,0 93+4
2,0 103 +3

Moela 141 +£11
4,0 91+1
2,0 92+1

Figado 338 +£15
4,0 94z+1

Fonte: Autoria Propria

A recuperacdo média obtida para o CRM foi de (103 £ 2) % e o valor encontrado
é estatisticamente comparavel ao valor certificado a 95% de confianga (tcar (n=3, o=0,05) =
2,36; tabh (n=3; a=0,05) = 2,76), resultados apresentados na Tabela 9. As altas recuperagoes

encontradas indicam boa exatiddo do método proposto.

Tabela 9-Resultados obtidos para o material de referéncia certificado para ferro
analisado por F AAS. (N=3)

Meat Homogenate NIST 1546

Valor certificado Valor obtido
1 1 R (%)
(mg kg™) (mg kg™)
10,1 +0,7 10,4 +0,3 103 +2

Fonte: Autoria Prépria
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Outras figuras de mérito avaliadas para este analito estdo compiladas na Tabela
10. A concentrago caracteristica obtida para o Fe foi de 0,12 mg L™, valor maior que
aquele reportado pela literatura (0,07 mg L™) (WELZ, 1999).

Tabela 10-Figuras de mérito avaliadas para o Fe por F AAS

Coeficiente Concentracéao

LOD e LOQ LODe o
3 de . Caracteristica

Equacéo da Reta . . Instrumentais LOQ" metodo
Determinagao (mg LY (mg k™) Co
m m
(R) ’ I (mg L)
y =0,0373 x +0,0069 0,9969 0,011 e 0,035 1,0e35 0,12

Fator de correcdo para unidade final em massa =0,1 (0,25 g amostra/ 25,00 mL
solucéo)

Fonte: Autoria Propria

5.2.2.1 Aspectos da cocgao

Observando o grafico de barras apresentado na Figura 6, nota-se que 0 processo
de coccdo promoveu uma reducdo dos teores de ferro total nos cortes de coracgdo, coxa,
moela e peito, com uma variacdo de 4 % (coragédo) a 63 % (peito). Entretanto, para 0s
cortes de figado e sobrecoxa obteve-se um aumento do teor de ferro total de cerca de
8%. Considerando esta uma pequena diferenca, aplicou-se um teste t de Student no
nivel de 95 % de confianca para comparar estes teores. Para 0s dois cortes, ndo se
observou diferenca significativa entre os teores obtidos nas amostras cruas e cozidas,
visto que os valores de t calculados foram menores que o valor tabelado. (figado: tea =

2,46; sobrecoxa: teaic = 1,07; tiab (N=3; a=0,05) = 2,76)
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Figura 6-Teores totais de Fe nos cortes de frango crus e ap6s coc¢do em panela de ferro

obtidos por F AAS
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Fonte: Autoria Propria

Durante a coccdo ocorrem diversas reacdes que promovem alteracdes fisico-
quimicas, trocas quimicas e estruturais nas matrizes dos alimentos. Diferentes métodos
de cozimento, as formas de transferéncia de calor, a temperatura, a duragdo do processo
e 0 meio de coc¢do causam alteracdes quimicas e fisicas que podem modificar o valor
nutricional dos alimentos, principalmente devido a perdas de vitaminas e minerais
(ROSA et al, 2006). Quando o cozimento ocorre em &gua, ou seja, quando o calor
umido é aplicado, pode ocorrer perdas por dissolucdo ou lixiviacdo de componentes
hidrossollveis. Em 2009, Gerber e colaboradores avaliaram o efeito da coccdo nos
teores de minerais, vitaminas e acidos graxos em carnes bovina e suina. Neste estudo, as
amostras foram grelhadas e cozidas em agua sem adicdo de temperos. Os autores
observaram um aumento de até 16 % dos teores totais de ferro nos cortes de carne
bovina mas ndo observaram diferencas significativas entre os teores deste mineral
encontrados nas amostras de origem suina cruas e ap6s 0s métodos de coccao.

Teixeira, em 2014, avaliou os teores totais e bioacessiveis de ferro em uma série
de alimentos, tais como verduras, legumes e figado bovino. A amostra de figado bovino
foi grelhada em diferentes temperaturas por 10 minutos e os teores totais de ferro
obtidos na amostra cozida foram menores que aqueles obtidos na amostra crua, assim

como os teores bioacessiveis deste elemento.
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Menezes em 2010 também avaliou o efeito de processamentos térmicos em cortes
de carne bovina, suina e de frango nos teores bioacessiveis de minerais incluindo o Fe.
As amostras passaram por diferentes tratamentos térmicos, como cozimento em agua,
em forno microondas, em forno convencional e grelhadas. Para os cortes de peito de
frango cozidos em &gua, 0 autor observou uma diminuicdo dos teores totais e
bioacessiveis de ferro em relacdo aos cortes crus, justificada como perdas por lixiviagao.

Os resultados obtidos neste trabalho sdo compativeis com os dados apresentados
pela literatura, todavia vale salientar que sdo poucos os trabalhos que avaliam o efeito
da cocgdo nos teores minerais em carne de frango, sendo que ndo foram encontrados

trabalhos em que a cocgéo deste tipo de amostra foi realizada em panela de ferro.

5.3 PREPARO EMPREGANDO SOLUBILIZACAO ALCALINA

Como mencionado anteriormente, este método de solubilizacdo foi aplicado
exclusivamente para as determinacbes de Pb. Como o analito ndo foi detectado nas
amostras apds o0s testes iniciais descritos no item 4.4.3, otimizou-se 0 método de
extracdo realizando-se um planejamento de experimentos do tipo Delineamento
Composto Central Rotacional 22 (DCCR), ou seja, um planejamento fatorial de dois
niveis incluindo 4 experimentos em condi¢bes axiais e 3 repeticdes no ponto central
(RODRIGUES et al, 2009; BEZERRA et al, 2008). Para isto, utilizou-se uma amostra
de figado de cobaias, Wistar Hanover, que continha o analito (material ex-vivo). Esta
amostra é proveniente de um estudo (SOUSA et al, 2013) sobre toxicologia de chumbo
em ratos desenvolvido anteriormente, num outro grupo de pesquisa e, naturalmente,
com a aprovacio de um Comité de Etica (Protocolo 1600-1).

Para isto, a massa de amostra foi fixada em 250 mg e as variaveis independentes
avaliadas foram o volume de TMAH (concentracdo fixa = 25 % m/v), x; (mL) e 0
tempo de solubilizagdo, x, (h). Um total de 11 ensaios foram realizados de forma
aleatdria (por sorteio) e os dados gerados foram processados utilizando-se o Software
Microsoft Excel. A matriz codificada contendo os niveis selecionados, assim como 0s
valores de resposta obtidos (teor de Pb em pg g™) estdo compilados na Tabela 11.
Usando um modelo quadréatico (equacdo 12), uma analise de regressdo da superficie de
resposta com unidades codificadas foi realizada para cada fator de resposta.
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Equacédo 12- Equacdo que descreve um modelo quadratico

y= ﬁﬂ +i ﬁx +i ,B*r +ZZ /5’1,1 +r i<]
=1 =1 T,

Tabela 11-Variaveis independentes e seus niveis avaliados no DCCR para a
solubilizacéo alcalina com os teores de Pb obtidos por GF AAS

Volume de TMAH

. Tempo h Teor de Pb
Ensaio mL
(X2) (g g?)

(X1)
1 -1 (1,25) -1 (6) 39
2 1(2,25) -1 (6) 29
3 -1 (1,25) 1 (10) 30
4 1(2,25) 1 (10) 39
5 0 (1,75) 0(8) 51
6 0 (1,75) 0(8) 66
7 0 (1,75) 0(8) 50
8 -2 (0,75) 0 (8) 32
9 0 (1,75) 2 (12) 27
10 2 (2,75) 0(8) 49
11 0(1,75) -2 (4) 33

Fonte: Autoria Prépria

A Tabela 12 mostra os valores calculados para os coeficientes e os valores de p
(p-valor ¢ a probabilidade da hipotese nula). Usando a = 0,05, um fator afeta a resposta
se 0s coeficientes diferem significativamente de zero e p < 0,05. Neste estudo, os
valores de p calculados indicam que as duas variaveis, volume de TMAH e tempo, ndo
tém um efeito estatisticamente significativo na resposta (valor de p> 0,05) dentro do
intervalo de niveis investigados. Além disso, o ajuste do modelo foi avaliado (ANOVA)
e o resultado ndo indicou evidéncias de falta de ajuste no intervalo de confianga de 95%
(Feaic = 9,68 € Frana3) = 19,16).
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Tabela 12-Valores dos coeficientes, desvio-padréo, teste- t e p-valor do planejamento

DCCR 22
Coeficientes Valor dos Erro-padréo t(2) p-valor
Coeficientes
bo 51,3 4.5 11,30 0,01
b1 2,8 2,6 1,11 0,38
b, -0,9 2,6 -0,34 0,76
b11 -3,6 2,0 -1,79 0,22
b2y -6,2 2,0 -3,08 0,09
b1, 4,8 4,4 1,08 0,39

Fonte: Autoria Propria

Apbs o tempo de solubilizacdo requerido para cada ensaio da Tabela 11, os
extratos foram transferidos quantitativamente para tubos de polipropileno graduados,
diluidos para 25 mL com &gua deionizada e armazenados em temperatura ambiente. Os
teores de Pb foram determinados ap6s 12 h usando as condi¢Bes instrumentais
otimizadas apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

A relagdo matematica obtida entre as varidveis avaliadas no DCCR é descrita pela
Equacdo 13. A Figura 7 apresenta a superficie de resposta construida para o teor de Pb
em figado de cobaias como funcdo do volume de TMAH (V) e do tempo de

solubilizacdo (t).

Equacao 13- Equacdo da superficie de resposta construida para o teor de Pb em figado

de cobaias como funcdo do volume de TMAH (V) e do tempo de solubilizacdo (t).

Teor Pb(ug g ™) = (51,3 £ 4,5) + (2,8 £ 2,6) V+ (-0,9 £ 2,6) t+ (-3,6 £ 2,0) V2 +
(-6,2 £ 2,0) 2 + (4,8 £ 4,4)Vt
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Figura 7-Superficie de Resposta Obtida no DCCR para o teor de Pb em figado de
cobaias em funcdo do volume de TMAH (mL) e do tempo de solubilizagéo (h)
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Fonte: Autoria Propria

Apesar das varidveis avaliadas ndo serem estatisticamente significativas para a
extracdo de Pb em figado de cobaias nos niveis estudados, a resolucdo da equacdo 13
indica que o teor maximo de Pb nesta amostra foi extraido quando se empregou 1,75
mL de TMAH (25 % m/v) e 8 h de solubilizacdo, condi¢Ges dos ensaios do ponto
central. Como o teor médio de chumbo encontrado nesta amostra (56 + 10) ug g* é
compativel com o valor encontrado para a mesma no estudo anteriormente mencionado
(57 + 2 ng g) (SOUSA et al, 2013) e, considerando-se a proximidade das matrizes,
ambas de figado animal, esta condi¢cdo 6tima foi aplicada para determinar os teores de
Pb nos cortes de frango crus. Como apresentado na Figura 8, as solu¢bes das amostras
de frango ap6s a aplicacdo desta condicdo de solubilizacdo apresentaram coloracao
amarelada ou amarronzada sem a presenca de material particulado visivel, com
formacdo de espuma ap0s agitacdo, mas que desaparecia por completo apo6s alguns

minutos (aproximadamente 3 minutos), assim como descrito por Sousa et al.
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Figura 8-Extratos das amostras de carne de frango ap6s solubilizacéo alcalina com
TMAH

Fonte: Autoria Propria

Para validar o método de solubilizacdo alcalina, avaliou-se as mesmas figuras de
mérito mencionadas para 0 método de digestdo em meio acido para compara-los,
tomando como referéncia este ultimo.

A curva analitica obtida para o Pb em meio alcalino empregando tubo de grafite
convencional € apresentada na Figura 9. Obteve-se boa linearidade (R2 = 0,9970) na
faixa de trabalho estudada, 5,0 a 40 pg L™, assim como para o meio acido, sem perdas
de sensibilidade de calibragdo. Todas as medidas realizadas apresentaram desvios

menores que 15 %.

Figura 9-Curva Analitica para Pb em meio alcalino (TMAH 1,75 % v/v)
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Fonte: Autoria Prépria

38



Assim como realizado para 0 meio acido, avaliou-se 0 desempenho dos tubos de
grafite convencional e pirolitico através da avaliacdo das mesmas figuras de mérito. O
comportamento observado para o analito dos diferentes tubos em meio alcalino foi
compativel com o observado para o meio acido, como mostrado na Tabela 13. O tubo
convencional apresentou maior sensibilidade em termos da massa caracteristica, cujo
valor foi de 13 pg, e menores LOD e LOQ, valores iguais a 0,099 e 0,33 ug g, em
comparagdo aqueles encontrados para o tubo revestido piroliticamente para as anéalises
de Pb em meio alcalino. Assim, optou-se por utilizar este tipo de tubo para as analises
seguintes. Novamente, nota-se que o0 LOQ do método desenvolvido é maior que o limite
méaximo estabelecido pela ANVISA para o teor de chumbo em masculo de frango (0,1
ug g e, neste caso, o0 mesmo também nao poderia ser utilizado para analises de rotina

deste tipo de amostra. Todavia, estes resultados podem ser utilizados como estimativas.

Tabela 13-Figuras de mérito obtidas para o0 chumbo em meio alcalino na comparacéao

entre os tubos de grafite convencional e pirolitico por GF AAS na faixa de trabalho 5,0

a40 g L*
Coeficiente LODe LODe
Tubo . d
g Equacio de mo’ LOQ LOQ
e
. da Reta Determinacdo (pg) Instrumentais Método
Grafite 1 N
(R?) (Mg L) (Mg Q™)
C*  y=0,0181x +0,0783 0.9970 13 099e33 0,099e0,33
P> y=0,0054 x +0,0440 0.9925 15 21e69  021e0,69

%C = Convencional

°P = Pirolitico

°mo = massa caracteristica

Fator de correcdo para unidade final em massa =0,1 (0,25 g amostra/ 25,00 mL
solucéo)

Fonte: Autoria Prépria

Assim como observado para 0 meio acido, os teores encontrados para Pb nos
cortes de frango crus por preparo via solubilizacdo alcalina foram menores que o limite

de quantificacdo deste método. A exatiddo foi avaliada, assim como em meio acido, por
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ensaios de adicdo e recuperacdo descritos no item 4.6. Para o nivel baixo, as
recuperacOes médias, apresentadas na Tabela 14, variaram de (88 * 2) % para a amostra
de peito a (94 + 1) % para as amostras de coracdo e moela. No nivel alto, as
recuperacdes médias variaram de (83 £ 1) a (100 £ 1) % para as amostras de peito e
coxa, respectivamente. Todos os valores obtidos sdo coerentes com aqueles sugeridos
pela literatura em termos da concentracdo do analito nas amostras (BRITO et al, 2003).

Os resultados indicam uma boa exatiddo no método de preparo em meio alcalino.

Tabela 14-Teores totais e resultados dos ensaios de adicdo e recuperacdo de Pb nos

cortes de frango crus apos solubilizacdo alcalina obtidos por GF AAS (N=3)

Teor de Pb
Amostra Teor d?lpb adidionado R (%)
(L9 g”) .,
(Mg L)

5,0 94+1

Coracao <0,33
30 95+3
5,0 93+1

Coxa <0,33*
30 100 +1
5,0 91+1

Figado <0,33
30 95+1
5,0 94 +1

Moela <0,33
30 90+2
. 5,0 88+2

Peito <0,33*
30 83+1
Sob 50 90+1

obrecoxa *
<0,33 30 87+1

*Valor estimado
Fonte: Autoria Propria

54 COMPARACAO ENTRE DIGESTAO ACIDA E SOLUBILIZACAO
ALCALINA PARA DETERMINACAO DE CHUMBO EM CORTES DE FRANGO

Avaliando criticamente os resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que a

solubilizacdo alcalina é uma alternativa potencial ao preparo de amostras de carne de
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frango para determinacdo de metais em baixa concentragdo, como o0 chumbo,
especialmente em andlises de rotina. Este tipo de preparo apresenta uma maior
frequéncia analitica, sendo possivel o preparo de varias amostras simultaneamente, em
frasco Unico, 0 que reduz perdas por contaminacdo. Além de ndo requerer fontes de
energia e utilizar quantidades diminutas de reagente, permite a anélise de amostras em
batelada.

No caso da digestdo acida assistida por radiacdo microondas, a frequéncia
analitica é reduzida visto que a capacidade do rotor do equipamento utilizado é de
apenas 12 frascos, sendo possivel o preparo de no maximo 4 amostras por rodada,
considerando o preparo em triplicatas. Além disso, o &cido utilizado neste estudo foi
destilado, gerando custos de energia que sdo somados aos custos de energia necessaria
para o funcionamento do digestor bem como aos custos do préprio acido.

Foi possivel obter uma boa relacdo linear para o analito nos dois meios de
calibracdo, na mesma faixa de concentragdo, bem como avaliar a exatiddo de cada um
dos métodos propostos. Apesar dos teores encontrados nos dois métodos serem menores
que os limites de quantificacdo dos mesmos, 0s sinais obtidos apresentavam a mesma
ordem de grandeza. Observou-se uma detectabilidade semelhante para o analito em
ambos 0s meios utilizando dois tipos de tubos de grafite, convencional e revestido
piroliticamente. A Tabela 15 apresenta em resumo uma comparacdo de desempenho

analitico para os dois tubos estudados nas determinacdes do analito.
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Tabela 15-Figuras de mérito obtidas para Pb na comparacao entre os tubos de grafite
convencional e pirolitico por GF AAS (Faixa de Trabalho 5,0 a 40 pg L™)

LODe q
LOD e LOQ
_ Tubo de N mo° LOQ
Meio ) Equacéo da Reta Método
Grafite (pg) Instrumentais (l,lg gl)
(Mg L™)
Acid c? y =0,0136 x + 0,1077 10 0,97e3,2 0,097 e 0,32
cido
P° y =0,0114 x + 0,1040 12 1,0e3,3 0,10e0,33
C y =0,0181x + 0,0783 13 0,99e3,3 0,099 e 0,33
Alcalino
P y =0,0054 x + 0,0440 15 2,1e6,9 0,21e 0,69

%C= tubo de grafite convencional

°P= tubo de grafite pirolitico

°mo= massa caracteristica

YFator de correcdo para unidade final em massa=0,1 (0,25 g amostra/ 25,00 mL soluco)

Fonte: Autoria Prépria

As massas caracteristicas obtidas para o chumbo em meio acido e alcalino
utilizando tubo de grafite convencional foram de 10 e 13 pg e de 12 e 15 pg para o tubo
de grafite pirolitico, respectivamente. A diferenca entre estes valores é relativamente
pequena e sugere uma detectabilidade semelhante para o chumbo em ambos os meios
nas condi¢bes estudadas. Outros autores (ACAR, 2001) encontraram massas
caracteristicas entre 14 e de 46 pg para a determinacdo de chumbo em amostras
bioldgicas, utilizando tubos de grafite revestidos e outros modificadores quimicos. Estes
resultados indicam que os valores observados sdo comparaveis aos valores encontrados
na literatura. Além disso, exceto a sensibilidade da calibracdo para o tubo pirolitico em
meio alcalino, todos os demais parametros encontram-se na mesma ordem de grandeza,
para os diferentes meios, indicando que o meio alcalino pode ser usado sem perda

significativa de desempenho analitico.
5.5 ENSAIO DE BIOACESSIBILIDADE PARA FERRO

As fraces bioacessiveis de ferro obtidas através do planejamento fatorial 32 bem

como a matriz codificada contendo os niveis selecionados sdo apresentadas na Tabela
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16. Usando um modelo quadréatico descrito pela equacdo 12, realizou-se uma analise de
regressdo da superficie de resposta com unidades codificadas para cada fator de

resposta.

Tabela 16-Variévies independentes e niveis avaliados no planejamento 32 para
determinar por F AAS o teor bioacessivel de Fe em peito de frango cozido em panela de

ferro
Massa de Pepsina )
) Teor bioacessivel %
Ensaio amostra g %m/v 1 _ )
Fe mg kg Bioacessivel*

(X1) (X2)
1 -1(2,5) -1 (6) 22 30
2 0 (5,0 -1 (6) 13 18
3 1(7,5) -1 (6) 15 20
4 -1(2,5) 0 (16) 24 33
5 0 (5,0) 0 (16) 16 22
6 0 (5,0) 1 (26) 17 23
7 1(7,5) 1(26) 10 13
8 1(7,5) 0 (16) 12 16
9 -1(2,5) 1 (26) 29 39
10 0 (5,0 0 (16) 16 22
11 0 (5,0 0 (16) 15 20

*Calculada pela equacdo 1, onde Teor Fe o = 74 mg kg™
Fonte: Autoria Propria

A porcentagem bioacessivel de ferro encontrada na amostras variou de 13 a 39 %
para 0s ensaios 7 e 9, respectivamente. Os valores dos coeficientes calculados bem

como os desvios-padrdo associados e valores de p-valor sdo apresentados da Tabela 17.
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Tabela 17-Valores dos coeficientes, desvio-padréo, teste-t e p-valor do planejamento 32

para o procedimento de bioacessibilidade

Coeficientes C\ésll?criednchS Isg;\;i;; t(2) p-valor
bo 15,6 0,5 30,84 0,01 x 10
by 6,4 0,4 15,79 0,04 x 10™
b, 0,6 0,4 14l 0,29
bt 27 0,6 4,33 0,05
b2 0,5 0,6 0.58 0,62
b 31 0,5 6,22 0,03

Fonte: Autoria Propria

De acordo com os p-valores, conclui-se que neste estudo a varidvel massa de

amostra (X;) e a interacdo massa de amostra-pepsina (Xi2) apresentam um efeito

estatisticamente significativo (p-valor <0,05) no teor de Fe bioacessivel dentro do

intervalo de niveis investigados. O ajuste do modelo também foi avaliado (ANOVA) e

ndo se observou evidéncia de falta de ajuste no intervalo de confianca de 95 %. (Fcac =

1,03 e Funi2 = 19,16). Assim, obteve-se a relacdo matematica entre as variaveis

avaliadas no planejamento 32 e o teor bioacessivel de ferro, como descrito pela equagédo

14. Desta forma, construiu-se uma superficie de resposta para o teor de ferro

bioacessivel em funcdo da massa de amostra (m) e da concentracdo de pepsina (P), a

qual € apresentada na Figura 10.

Equacdo 14- Equacdo da superficie de resposta construida para o teor bioacessivel de

Fe em funcdo da massa de amostra (m) e da concentracdo de pepsina (P).

Teor Fe pioacessivel (Mg kg ™) = (15,6 £ 0,5) + (- 6,4 + 0,4) m + (0,6 + 0,4) P +

+(2,7+0,6) m?+ (0,5 +0,6) P+ (-3,1 + 0,5) mP
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Figura 10-Superficie de Resposta obtida em fungcdo da massa de amostra (m) e da
concentragéo de pepsina (P)

Teor Fe bioacessivel mg kgt

——— T 0,6
08 06 T - T
20402 o 4, ———
4 -0,4 0,6 08 1 0,6 amo

%m/v

G "
oncentra;ao de Pepsing /

Fonte: Autoria Propria

Por se tratar de uma simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal (que ocorre
num organismo Vivo), ou seja, de um sistema biolégico complexo, o objetivo da
otimizacdo multivariada ndo era obter uma resposta maxima, o que normalmente é
almejado nas aplicacdes analiticas. Neste caso, 0 objetivo deste estudo era obter uma
condicdo que reproduzisse a realidade deste organismo, em termos da capacidade de
disponibilizacdo do analito usando concentracdes fisiologicas das enzimas no meio
gastrointestinal. Assim, buscou-se uma condicdo com resultados compativeis com
teores biodisponiveis para este analito, ja reportado pela literatura para as amostras de
carne de frango.

Para o ferro, a literatura sugere teores biodisponiveis que variam de 20 a 30 %
(BORTOLINI et al, 2010). Assim, aliando os dados da literatura aos custos por analises,
Visto que a enzima pepsina possui um alto valor agregado, selecionou-se a condi¢do do
ensaio 3 (X1 =7,59 e X, =6 % m/v) como a condicdo 6tima para determinacéo do teor
bioacessivel de ferro em peito de frango. Além disso, a concentragdo de pepsina
utilizada neste ensaio € compativel com aquela utilizada em diversos trabalhos que
simulam a digestdo gastrica in vitro (TOGNON, 2012; TEIXEIRAS, 2014).

Aplicou-se a condicdo escolhida para a determinagédo dos teores bioacessiveis de

ferro em dois cortes de carne de frango: peito e figado, ambos cozidos em panela de
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ferro, como descrito anteriormente. Estas amostras foram escolhidas por apresentarem o
menor e 0 maior teor de ferro total, respectivamente.

As fracOes bioacessiveis de ferro obtidas para as amostras de peito e figado
cozidos foram de 23 e 56 %, respectivamente. A fracdo obtida para o peito de frango
estd coerente com os resultados obtidos por Menezes (2010) para este mesmo tipo de
amostra, cerca de 20 %; para o figado ndo foram encontrados trabalhos em que as
fragcdes bioacessiveis deste mineral foram determinados nesta matriz. Alem disso, estes
resultados indicam que o ferro presente no figado de frango € mais disponivel para ser
absorvido no meio gastrointestinal do que aquele presente no peito, mostrando que o
figado é, realmente, uma boa fonte de ferro.

O gréfico apresentado da Figura 11 mostra os teores totais e 0s teores

bioacessiveis obtidos para os cortes de frango cozidos.

Figura 11-Teores totais e bioacessiveis de Fe nos cortes de frango ap6s cocgdo em

panela de ferro
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Fonte: Autoria Prépria

Como ndo ha CRM’s para avaliar a exatiddo de métodos de bioacessibilidade e
por se tratar de uma matriz complexa, recorreu-se a calibragdo por adi¢do de padréo,
realizada em triplicata para cada uma das amostras escolhidas. Como medida da
sensibilidade estimou-se o valor da concentragdo caracteristica e os limites de detecgéo

e quantificacdo, que foram calculados de acordo com as equacdes 4 e 5. A Tabela 18
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apresenta as figuras de mérito avaliadas para o procedimento de bioacessibilidade.
Obteve-se uma boa linearidade (R?rigado = 0,9991 € RZpite = 0,9976) na faixa de

calibracdo utilizada para ambas as amostras.

Tabela 18-Figuras de mérito do procedimento de bioacessibilidade para Fe em cortes
de frango. Detecgéo por F AAS e calibracgdo por adicdo de padrdo

o Concentragéao
Coeficiente LOD e LOQ LOD%e o
L Caracteristica
Amostra de Determinacéo Instrumentais LOQ meétodo c
0
R? mg L™ mg kg™
(R?) (mg L") (mg kg™) (mg LY
Figado 0,9991 0,58e1,9 29e9,9 0,20
Peito 0,9976 0,37e1.2 19e6,3 0,16

®Fator de correcéo para unidade final em massa: 5,1 (7,5 g amostra/ 38,00 mL solug&o)

Fonte: Autoria Propria

Os valores de LOD, LOQ e os valores de concentracdo caracteristica obtidos para
as determinacfes das fracdes bioacessiveis sdo maiores que aqueles obtidos para as
determinaces de ferro total. Isto pode ser justificado pelo fato dos extratos obtidos ap6s
a simulacdo da digestdo gastrointestinal conterem um teor maior de matéria organica
(sais e enzimas), o que pode influenciar na leitura das amostras devido ao elevado teor
de solidos dissolvidos (LEME, 2015). Todavia, foi possivel quantificar as fracdes
bioacessiveis de ferro ja que os teores encontrados para as amostras foram maiores que
0 LOQ do método.

Para avaliar o potencial da carne de frango como fonte de ferro, calculou-se as
quantidades de figado e peito de frango necessarias para fornecer a ingestdo diaria de
ferro recomendada pela Anvisa, de acordo com 0s grupos mostrados anteriormente. O
grafico de barras mostrado na Figura 12 mostra estas quantidades calculadas em fungédo
do teor total de ferro, bem como dos teores bioacessiveis deste elemento, ambos
determinados nas amostras de peito e figado ap6s o cozimento em panela de ferro feita

neste trabalho.
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Figura 12-Quantidade de figado e peito de frango cozidos em panela de ferro que
devem ser ingeridas diariamente de acordo com as recomendagdes da ANVISA
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Fonte: Autoria Prépria

Como os teores totais e bioacessiveis de ferro no figado foram maiores, as
quantidades para ingestdo didria conforme recomendado para este corte sd0 menores
que as necessarias para peito, fazendo do figado uma boa fonte deste elemento. A
ingestdo diéria deste corte, considerando esta a Unica fonte de ferro e o teor bioacessivel
encontrado, deve variar de 27 g para criangas de 1 a 6 anos & 121 g para gestantes. Em
contrapartida, para atingir as recomendacdes diarias, criancas na mesma faixa etaria
devem consumir 462 g de peito de frango e gestantes 2077 g, valores elevadissimos e
fora da realidade de qualquer dieta. Entretanto, vale salientar que estes dados mostram
uma estimativa das ingestdes necessarias de carne de frango mas que nao refletem uma
dieta saudavel e balanceada, em que ha outras fontes de ferro na alimentacéo, tais como

feijao e outras leguminosas.

5.6 ESPECTROSCOPIA RAMAN

A Figura 13 apresenta os espectros FT-Raman obtidos para os cortes de frango
crus e secos coletados conforme descrito no item 4.5. E possivel notar que os cortes
apresentam ligeiras diferencas no perfil espectral, justificadas pelas diferencas de
composicao centesimal dos tecidos. Observa-se que a amostra de coragdo apresenta um

perfil espectral bem diferente dos demais cortes de visceras, especialmente em relacéo a
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banda na regi&o de 1300 cm™. Além disso, as amostras de coxa e sobrecoxa apresentam

uma banda na regido de 1600 cm™ e que ndo foi observada no espectro da amostra de

peito.

Figura 13-Espectros FT-Raman obtidos para os cortes de frango crus e secos antes do

Intensidade Raman (u. arbit.)

tratamento de solubilizag&o alcalina

3500

3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm'l)

Fonte: Autoria Prépria
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A Tabela 19 apresenta uma tentativa de atribuicdo dos principais modos
vibracionais observados nos espectros dos cortes de frango antes e apds a solubilizacéo

alcalina, cujos espectros sao apresentados nas Figuras 14 a 19.

Figura 14-Espectros FT-Raman obtidos para coracdo de frango antes e apds a
solubilizacéo alcalina
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Fonte: Autoria Propria
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Figura 15-Espectros FT-Raman da amostra de figado de frango antes e apos a

Intensidade Raman (u. arbit.)

solubilizacéo alcalina
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Fonte: Autoria Propria
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Figura 16-Espectros FT-Raman obtidos para moela de frango antes e apos a

Intensidade Raman (u. arbit.)

solubilizacéo alcalina

— Antes da solubilizacdo alcalina
— Ap0s a solubilizacdo alcalina
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Fonte: Autoria Propria
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Figura 17-Espectros FT-Raman obtidos para coxa de frango antes e ap6s a

solubilizacéo alcalina
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Figura 18-Espectros FT-Raman obtidos para peito de frango antes e apos a

solubilizacéo alcalina
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Figura 19-Espectros FT-Raman obtidos para sobrecoxa de frango antes e apos a
solubilizacéo alcalina
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Tabela 19- Tentativa de atribui¢do dos principais modos vibracionais

observados para os cortes de frango antes e apés a solubilizacéo alcalina

(v= estiramento; vass= €Stiramentoanti-simétrico; vsym= estiramento simétrico; & =

torcédo)

Namero de Onda (cm™)

Atribuicéo Tentativa

Componente

3040 v(C-H) Proteinas/ Carboidratos

2987 Vass (CH3) Lipidios

2035 Vass (CH2) Proteinas/ Carboidratos

2896 Vsym (CH3) Proteinas/ Carboidratos

2853 Vsym (CH2) Lipidios
Proteinas/

221 vcH) Carboidratos/Lipidios

1744 v (C=0) Fosfolipidios

1660 Vass (C=0) Amida | Proteinas

1612 v (C=C) Tirosina e Triptofano

1544 Amida Il Proteinas

1448 0 (CHp) Proteinas/ Lipidios

1342 6 (C-H) CarboIiD(;:)a;[t(ie(Jl2/a Ifi/pidios

1307 d (CHz) Amida Il Proteinas

1088 v(C-C) CarboIiD(;?a;[t(ia(Jl:/a Ifi/pidios

1000 0 (anel) Fenilalanina

950 Vass (C-N) TMAH

880 0 (anel) Triptofano

756 Veym (C-N) TMAH

700 v (C-S) Aminoécidos

Fonte: Autoria Prépria

Analisando todos os espectros, conclui-se que o reagente alcalino TMAH parece
apresentar um mecanismo de atuacao diferente para cortes de masculo e visceras.

Comparando os espectros das amostras de visceras, antes e ap0s o tratamento
alcalino, observa-se que o reagente alcalino parece atuar na solubilizagdo seguindo um

mecanismo similar para os trés cortes investigados. Para as amostras de coragdo e
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moela, observa-se que apos a solubilizacdo ndo foram observadas bandas vibracionais
relacionados a aminodcidos, carboidratos, lipidios e proteinas, principalmente nas
regides 3500-2500 cm™, 1750-1500 cm™ e 1400-1080 cm™. Entretanto, para a amostra
de figado, observa-se apenas uma diminuicéo de intensidade das bandas nas regides de
3040, 2987 e 2935 cm™, relacionadas & carboidratos, lipidios e proteinas
(MOVASAGHI et al, 2007). Nota-se ainda uma intensa diminuicdo de intensidade da
banda localizada na regido de 1450 cm™ atribuida & torcdo do grupo CHj relacionada &
modos vibracionais de carboidratos, lipidios e proteinas (MOVASAGHI et al, 2007;
CAMPOS et al, 2014). Estas alteragbes espectrais indicam que o TMAH® atua na
decomposicgéo parcial desses compostos.

Duas bandas, nas regides de 750 e 950 cm™, também sdo observadas nos
espectros das amostras apos a solubilizacdo e sdo atribuidas aos estiramentos simétrico
e assimétrico da ligacdo C-N, respectivamente, (MICHAUD et al, 1998), de residuos do
reagente TMAH®. Estes modos vibracionais foram observados nos espectros dos
demais cortes de frango ap6s a solubilizagdo, exceto a banda 950 cm™ para coxa e
sobrecoxa, indicando que a liofilizagdo ndo eliminou totalmente este solvente (TMAH®)
dos extratos.

Para os cortes de musculo, comparando 0os modos Vvibracionais observados antes e
apos a solubilizacdo alcalina, conclui-se que o0 reagente atua mais vigorosamente na
solubilizacdo de aminoacidos, carboidratos, lipidios e proteinas, visto que a maioria dos
modos vibracionais relacionados a estes compostos ndo sdo observados nos espectros
apoés o tratamento, quando comparado ao seu mecanismo para as visceras. Para as
amostras de peito e coxa, observa-se ainda uma reducdo de intensidade da banda na
regido de 1450 cm™ atribuida & torgdo do grupo CH, relacionada & modos vibracionais
de carboidratos, proteinas e lipidios; este modo vibracional ndo é observado no espectro
da amostra de sobrecoxa ap6s a solubilizacdo. Para os trés cortes, a banda em 700 cm™
atribuida ao estiramento C-S de aminoacidos também aparece ap6s a solubilizagdo com
maior definicdo (MOVASAGHI et al, 2007).

Todos os espectros dos cortes de frango, apds a solubilizagdo, apresentam uma
banda na regido de 1088 cm™ atribuido ao estiramento C-C. Este modo vibracional
apresenta maior intensidade nos espectros apos o tratamento. Este fato pode indicar que
antes do tratamento houve uma sobreposi¢cdo de modos vibracionais levando a uma
baixa relagdo sinal/ruido do modo e, apds a solubiliza¢do de grande parte da matriz da

amostra, esta relacdo aumentou e a banda pdde ser visualizada com mais clareza.
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Estudos anteriomente citados neste trabalho indicam que o TMAH® atua
principalmente na solubilizacdo de amostras com elevado teor de proteinas. As
diferencas observadas nos perfis dos espectros das amostras de frango, antes e apos o
tratamento alcalino, indicam que este reagente também pode atuar na decomposicao de
compostos como aminodcidos, carboidratos e lipidios, mas de maneira parcial, visto que
algumas bandas vibracionais caracteristicas destes compostos ainda sdo observadas apos
o tratamento. Isto indica que este reagente pode atuar na extracdo de metais ligados

preferencialmente a estes componentes.
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6 CONCLUSOES

Demonstrou-se neste trabalho o potencial da solubilizacdo alcalina para o preparo
de amostras de partes comestiveis de frango em relacdo ao tratamento tradicional
(digestao total). O método empregando TMAH foi otimizado multivariadamente e as
figuras de mérito avaliadas comprovam a aplicabilidade deste com boa eficiéncia e
adequacdo a andlises de rotina de visceras de frango, visto que é possivel preparar
amostras em batelada com minima manipulacdo, reduzindo as chances de
contaminagdo. Todas as amostras avaliadas neste trabalho apresentaram teores de Pb
abaixo dos limites estabelecidos pela legislagéo brasileira e internacional.

Além disso, otimizou-se um método de digestdo total utilizando acidos diluidos
que se mostrou aplicavel para a determinacdo dos dois analitos de interesse com boas
exatidao e precisdo. Quanto ao micronutriente estudado, Fe, observou-se que as visceras
apresentam um teor total deste em quantidade bem superior do que as porgdes de
musculo e isto foi observado tanto nas amostras cruas quanto nas amostras cozidas.

Demostrou-se também que, nas condi¢cdes estudadas, o tubo de grafite
convencional pode substituir, sem perda de desempenho analitico, o tubo de grafite
revestido piroliticamente, que é mais caro. Isso favorece o uso do método desenvolvido
para analises de rotina, como as analises regulatorias preconizadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento, por exemplo.

Um procedimento para determinagdo dos teores bioacessiveis de ferro em carne
de frango foi desenvolvido e aplicado para duas amostras, figado e peito, cozidos em
panela de ferro utilizando calor dmido. Uma otimizacdo multivariada deste ensaio
permitiu estabelecer as varidveis que afetaram, in vitro, o teor bioacessivel deste
micronutriente. Estas varidveis foram massa de amostra e sua combina¢do com a
concentracdo de pepsina. Com essa avaliacdo estabeleceu-se um método robusto e exato
para esta finalidade. Apds a aplicacdo do método, obteve-se a fracdo bioacessivel para
figado e peito de 56 e 23 %, respectivamente, evidenciando que o figado é realmente
uma excelente fonte de ferro.

Por fim, verificou-se o potencial da Espectroscopia Raman como ferramenta de
monitoramento do preparo das amostras envolvendo a solubilizagéo alcalina, visto que
foi possivel diferenciar as amostras “in natura” das amostras tratadas com base em
mudangas de modos vibracionais de macronutrientes. Os estudos mencionados neste

trabalho indicam que o TMAH® atua como um agente solubilizante de proteinas e, 0s
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resultados gerados neste estudo, indicam que o mesmo pode, ainda, solubilizar
compostos como amino&cidos, carboidratos, lipidios e proteinas. Esses resultados
comprovaram que a solubilizacdo com TMAH® é parcial para as amostras de tecido de

frango, atuando também como um extrator para as espécies possivelmente associadas a

estes compostos.
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