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RESUMO 

 

A chia (Salvia hispanica L.) apresenta constituintes nutricionais importantes, 

caracterizando-se por altos teores de ácidos graxos e de minerais. Apesar de ser 

reconhecida como uma fonte de minerais importantes os estudos referentes à 

determinação destes ainda são escassos, possivelmente devido às dificuldades no 

tratamento da amostra, já que a chia apresenta um alto teor de matéria orgânica que 

dificulta o preparo da amostra e a determinação dos metais. Desta forma, o objetivo 

deste trabalho foi otimizar e validar a extração assistida por ultrassom como um método 

de preparo de amostra para a determinação de íons metálicos em farinhas e sementes de 

chia utilizando a Espectrometria de Absorção Atômica em Chama (FAAS). Para a 

otimização da extração assistida por ultrassom foi aplicado um planejamento fatorial 2
2
, 

em que foram estudadas a concentração de ácido nítrico como solução extratora e o 

tempo de extração no banho de ultrassom. Os resultados do planejamento fatorial 

permitiram estabelecer como condições ótimas um tempo de extração de 30 minutos e 

5% (v/v) de ácido nítrico como solução extratora para a determinação de Mn, Zn e Mg  

e se verificou que são necessários mais estudos para otimizar as condições de extração 

de Fe e Ca. Para confirmar a confiabilidade do método otimizado foi realizada a 

validação do mesmo, avaliando-se os parâmetros de linearidade, limites de detecção 

(LD) e de quantificação (LQ), precisão e exatidão, pela aplicação de diferentes métodos 

estatísticos. As curvas analíticas empregadas foram de padrão externo apresentando boa 

linearidade na faixa de concentração investigada, com valores de Fregressão > Fcritico e sem 

falta de ajuste. Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) ficaram abaixo do 

primeiro ponto da curva analítica, indicando que os analitos podem ser quantificados em 

baixas concentrações. A precisão do método foi verificada por meio das variâncias 

ponderadas entre dois métodos de preparo de amostra (digestão por via úmida e 

extração assistida por ultrassom), aplicando-se um teste-F, e os valores obtidos foram 

inferiores ao Fcritico com p > 0,05, indicando que não existem diferenças significativas 

de precisão entre os métodos de preparo de amostra comparados. A precisão também foi 

avaliada por meio dos desvios padrão relativos (RSD (%)) os quais apresentaram 

valores inferiores aos recomendados pela AOAC na faixa de concentrações investigadas 

para Mn e Zn (RDS <5,3%) bem como para Mg (RSD < 3,7%). A exatidão foi avaliada 

pela comparação com um método de referência (digestão por via úmida), aplicando-se 

um teste-t pareado e a análise de regressão linear para amostras de sementes e farinhas 

de chia. Os resultados obtidos para o teste-t indicaram que não existem diferenças 

significativas de exatidão entre os métodos comparados, uma vez que os valores 

encontrados para tobservado < tcritico com valores de p > 0,05. Além disso, a análise de 

regressão linear mostrou valores elevados de Fregressão confirmando que os modelos 

lineares para Mn, Zn e Mg são adequados e os teores destes íons metálicos apresentam 

uma correlação linear entre os métodos de preparo de amostra estudados. Desta forma, 

pode-se sugerir que a metodologia desenvolvida apresenta boa exatidão e precisão e 

pode ser aplicada no controle de qualidade de farinhas e sementes de chia com 

vantagens em relação aos métodos convencionais de preparo de amostra como rapidez, 

baixo custo operacional e redução de resíduos tóxicos.  

  

 

 

 

Palavras chave: Extração assistida por ultrassom, sementes e farinhas de chia, metais, 

espectrometria de absorção atômica por chama, validação de método. 
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ABSTRACT  

The chia (Salvia hispanica L.) provides important nutritional constituents, characterized 

by high levels of fatty acids and minerals. Despite being recognized as an important 

source of minerals the studies on the determination of these are still scarce, possibly 

because of the difficulties in the treatment of the sample, as chia has a high content of 

organic matter which makes the sample preparation and the determination of metals. 

Thus, the aim of this study was to optimize and validate the extraction assisted by 

ultrasound as a sample preparation method for the determination of metal ions in chia 

seed flour and using the Atomic Absorption Spectrometry in Flame (FAAS). To 

optimize the extraction assisted by ultrasound was applied to an experimental design 2
2
 

in which have been studied the concentration of nitric acid as the extraction solution and 

the extraction time in the ultrasonic bath. The results of the factorial design allowed set 

as optimal conditions a 30 minute extraction time and 5% (v / v) nitric acid as the 

extracting solution for the determination of Mn, Zn, Mg and found that further studies 

to optimize the Fe and Ca extraction conditions to confirm the reliability of the 

optimized method validation of the same was carried out by evaluating the linearity 

parameters, limits of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision and 

accuracy, the application of different statistical methods. The used analytical curves 

were external standard showed good linearity in the concentration range investigated, 

with Fregression values> Fcritical and without lack of fit. The limits of detection (LD) and 

quantitation (LOQ) were below the first point of the calibration curve, indicating that 

the analyte can be quantified at low concentrations. The accuracy of the method was 

verified by the variance weighted between two sample preparation methods (digestion 

by wet and extraction assisted by ultrasound), applying an test F, and the values 

obtained were lower than Fcritico with p> 0 05, indicating that there are no significant 

differences in accuracy between the sample preparation methods compared. Precision 

was also evaluated by the relative standard deviation (RSD (%)) which showed lower 

values than those recommended by the AOAC in the range of concentrations 

investigated for Mn and Zn (RDS <5.3%) as well as Mg (RSD < 3.7%). Accuracy was 

assessed by comparison with a reference method (digestion wet), applying a paired t-

test and linear regression analysis for samples of seeds and chia flour. The results 

obtained for the test-t showed no significant differences in accuracy between the 

compared methods, since the values found for tcalculated <tcritical with p <0.05 values. In 

addition, linear regression analysis showed high values of Fregressão confirming that 

linear models for Mn, Zn and Mg are adequate and the contents of these metal ions 

show a linear correlation between the sample preparations methods studied. Thus, it can 

be suggested that this methodology has good accuracy and precision and can be applied 

in the quality control of flour and chia seeds with advantages over conventional sample 

preparation methods such as speed, low operating costs and reduced toxic waste. 

 

Key words: assisted extraction ultrasound, seeds and chia flour, metals, atomic 

absorption spectrometry flame, method validation 
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CAPITULO 1. INTRODUÇÃO E OBJETIVOS 

 

1.1. INTRODUÇÃO 

 

Recentemente, há uma tendência mundial na busca de alimentos mais saudáveis. 

Dessa forma, alimentos da antiguidade têm sido redescobertos ou alimentos de outras 

culturas têm sido experimentados, como um dos caminhos para encontrar novos 

sabores, texturas e nutrientes. Dessa maneira, a ciência moderna concluiu que as dietas 

pré-colombianas eram superiores em seu valor nutricional e nutracêutico e esses 

alimentos são conhecidos atualmente como alimentos funcionais (GONZÁLEZ, 2014). 

Os alimentos funcionais tem se destacado em todo o mundo nos últimos anos 

por causa da preocupação dos consumidores em adotar um estilo de vida saudável. Um 

motivo de preocupação é o crescente número de pessoas que sofrem de doenças 

cardiovasculares (DCV), pressão arterial alta, obesidade, diabetes e outras doenças 

relacionadas (NORLAILY et al., 2012). Portanto, verifica-se uma crescente tendência 

do mercado para o consumo de alimentos funcionais, como alimentos enriquecidos com 

fibras, óleos essenciais, vitaminas, minerais, antioxidantes como os carotenoides, 

flavonoides e antocianinas, que podem contribuir para a prevenção de doenças 

cardiovasculares, respiratórias e cancerígenas, entre outras (COATES, 2002). 

O aumento do consumo de alimentos mais saudáveis e com propriedades 

funcionais no Brasil é uma prerrogativa para que efetivamente seja possível consolidar 

uma alimentação saudável e segura em várias regiões do país. O consumo da semente 

de chia tem despertado um interesse crescente devido aos inúmeros benefícios para a 

saúde que lhe são atribuídos, nomeadamente na prevenção de doenças cardiovasculares, 

diabetes, e na prevenção do ganho de peso (FERREIRA, 2013; CALDEIRA e 

VILARDO 2015).  

As sementes de chia apresentam constituintes importantes do ponto de vista 

nutricional como proteínas, lipídeos, carboidratos, fibras dietéticas, minerais, vitaminas 

e matéria seca (SEGURA-CAMPOS et al., 2014). Além disso, a chia possui uma 

quantidade elevada de compostos antioxidantes (IXTAINA et al., 2011). 

As sementes de chia, além de serem uma excelente fonte de ácidos graxos 

ômega-3, também se destacam em termos de minerais. Elas apresentam teores elevados 
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de elementos como cálcio (Ca), fósforo (P), magnésio (Mg) e potássio (K), baixo teor 

de sódio (Na) e bons níveis de micronutrientes como ferro (Fe), zinco (Zn), manganês 

(Mn) e cobre (Cu) (BOLAÑOS, MARCHEVSKY E CAMIÑADE, 2015). É importante 

ressaltar que a diferença marcante entre a chia e outras fontes de ômega-3, é seu baixo 

teor de Na e por não conter glúten (BUSOLACCHI et al., 2013; FERREIRA, 2013; 

MOHD ALI et al., 2012; MOURÃO et al., 2014; MUÑOZ et al., 2013). Portanto, para 

as pessoas que sofrem de pressão arterial elevada ou são celíacas e precisam de uma 

dieta restrita em Na e glúten, o consumo da chia e os seus derivados poderiam ser 

vantajosos (BUSILACHI et al., 2013). 

Apesar da chia ser reconhecida como uma fonte de minerais importantes do 

ponto de vista nutricional, na literatura métodos analíticos para sua determinação ainda 

são escassos. Até o momento foi encontrado somente um estudo que descreve a análise 

de minerais em sementes de chia e outros grãos por espectrometria de emissão óptica 

por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), utilizando como método de preparo de 

amostra a digestão assistida por micro-ondas (BOLAÑOS, MARCHEVSKY e 

CAMIÑA, 2015). Em vista disso, torna-se muito importante o desenvolvimento de 

novos métodos analíticos para os processos de controle de qualidade a fim de monitorar 

a composição química de alimentos como a chia (NUNES et al., 2011; TAHAN et al., 

1995). 

A maioria dos métodos de preparação de amostras convencionais mencionados 

na literatura envolvem a solubilização da matriz orgânica, fazendo uso de ácidos com 

propriedades oxidantes e peróxido de hidrogênio a temperaturas elevadas em sistemas 

abertos ou fechados para posterior análise por técnicas de espectrometria de absorção e 

de emissão atômica (MATUSIEWICZ, 2003; MATUSIEWICZ e GOLIK, 2004). No 

entanto, muitos desses processos requerem equipamentos de laboratório complexos, e 

aumentam o risco de contaminação e perdas do analito por volatilização ou pela 

adsorção nos frascos de digestão (NUNES et al., 2011).  

A preparação de amostras em alimentos é considerada como a etapa mais crítica 

e de maior custo do processo analítico (representando 61% do tempo total da análise e 

30% do erro analítico)
 
(BRANDÃO, 2010). Devido a estes inconvenientes novos 

métodos de preparo de amostra têm sido estudados como a extração assistida por 

ultrassom, a oxidação alcalina e os processos oxidativos avançados. A extração assistida 

por ultrassom se baseia na lixiviação de metais a partir de materiais em pó em 

suspensões contendo soluções ácidas diluídas (ALEIXO et al, 2004), em que as ondas 
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ultrassônicas promovem a extração do analito da matriz atuando na matéria orgânica 

presente na amostra, destruindo-a e provocando a liberação do metal de interesse 

(KORN et al.,2005; MORAES et al.,2009). A oxidação alcalina consiste na 

solubilização das amostras biológicas com o hidróxido de tetrametilamônio (TMAH) 

não exigindo o uso de energia, tais como micro-ondas nem aquecimento em placas 

(NUNES et al., 2011) e, os processos oxidativos avançados que são relativamente 

simples e eficientes, se baseiam na formação de radical hidroxila (HO•), agente 

altamente oxidante e reativo, que reage com uma grande variedade de classes de 

compostos, promovendo a decomposição destes (GROMBONI et al., 2007).   

Apesar disso, ainda são escassos os estudos voltados à determinação de minerais 

nas sementes e farinha de chia. BOLAÑOS, MARCHEVSKY E CAMIÑADE (2015) 

reportam a utilização da digestão assistida por micro-ondas para determinar os teores 

dos minerais presentes em diferentes grãos, incluindo as sementes de chia por ICP OES.  

Desta forma, com o intuito de minimizar os inconvenientes que apresentam os 

métodos tradicionais de preparo de amostra, torna-se interessante o desenvolvimento, a 

otimização e a validação de uma metodologia analítica alternativa de preparo de 

amostra que seja mais limpa e rápida do que os métodos convencionais para determinar 

Mn, Zn e Mg em amostras de sementes e de farinhas de chia utilizando-se a 

Espectrometria de Absorção Atômica em chama (FAAS) e diferentes ferramentas 

quimiométricas. 
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1.2. OBJETIVOS 

1.2.1. Objetivo geral 
 

 Otimizar e validar uma metodologia analítica de preparo de amostra rápida e que 

atenda aos princípios da Química Verde utilizando a extração assistida por ultrassom 

para a determinação de íons metálicos em chia por FAAS. 

1.2.2. Objetivos específicos 

 

 Otimizar a preparação da amostra pela extração assistida por ultrassom para a 

análise de íons metálicos em amostras de chia utilizando-se ensaios multivariados 

(planejamento de experimentos); 

 Validar o método de FAAS otimizado para a determinação de íons metálicos em 

amostras de chia pelos parâmetros de linearidade, limites de detecção e de 

quantificação, exatidão e precisão aplicando-se diferentes testes estatísticos (teste-

t, ANOVA, teste-F e regressão linear);   

 Determinar os teores dos íons metálicos em amostras de chia de diferentes 

procedências pelo método de FAAS validado; 
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CAPITULO 2 : FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

2.1. CHIA (SALVIA HISPANICA L.) 

A chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbácea anual de verão pertencente à 

família das Lamiáceas. No passado, foi um importante alimento para os astecas sendo 

cultivada em áreas montanhosas que se estendiam do centro do México até o norte da 

Guatemala (AYERZA e COATES, 2011; SILVA et al., 2012). Atualmente, é cultivada 

na Austrália, Bolívia, Colômbia, Guatemala, México, Peru, Argentina e Catamarca 

(BUSILACCHI et al., 2013). No Brasil, as regiões do oeste Paranaense e noroeste do 

Rio Grande do Sul começaram a investir no cultivo de chia nas últimas safras, 

apresentando bons resultados, apesar da falta de informação a respeito das exigências 

nutricionais da planta no Brasil (MIGLIAVACCA et al., 2014). 

Em tempos pré-colombianos as sementes de chia eram consideradas um 

alimento sagrado para a população da América Central, tendo uma importância maior 

que o milho, o feijão e seus principais usos foram medicinais e alimentícios 

(BUSILACCHI et al., 2013; CEFLA, 2015). Tenochtitlan, a capital do império asteca, 

recebia anualmente grandes quantidades de sementes de chia, como tributo de nações 

conquistadas. Estas sementes eram também uma das oferendas aos deuses astecas. Com 

o declínio nas práticas religiosas, há cerca de 500 anos, o uso de sementes de chia foi 

quase extinto (AYERZA e COATES, 2004). A chia foi uma planta importante e suas 

sementes, farinha e óleo foram valorizados por seus usos medicinais, alimentícios, 

artísticos e religiosos, sendo uma das matérias-primas mais importantes até a conquista 

espanhola (HERNANDEZ e MIRANDA, 2008; CAHILL, 2004). 

 

2.1.1. Características físicas e classificação taxonômica da chia (Salvia hispanica L) 

A planta Salvia hispanica L. é sensível à luz solar, sendo a produtora de 

pequenas sementes brancas e pretas que atingem a maturação essencialmente no outono 

(IXTAINA et al.; 2011; CAPITANI et al.; 2012; FERREIRA, 2013). Apesar de a planta 

produzir os dois tipos de sementes (brancas e pretas), a maioria da produção de chia 

conta uma baixa percentagem de sementes brancas. De um modo geral, a chia 

disponível comercialmente apresenta uma mistura das duas sementes (AYERZA e 

COATES, 2011; FERREIRA, 2013; IXTAINA et al.; 2011). 

A cor das sementes varia de preto, cinza e preto manchado de branco, e a forma 

é oval com tamanho variando de 1 a 2 mm (CAHILL e PROVANCE, 2002; 
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NORLAILY et al.; 2012). A chia pode crescer até 2,0 m de altura e possui um 

rendimento médio de 250 gramas de sementes por pé, sendo a melhor época de 

produção entre outubro e novembro, onde há chuvas espaçadas e calor (COELHO E 

SALAS-MELLADO, 2014). A planta de chia é cultivada principalmente em regiões de 

clima tropical e subtropical, situadas entre 0 a 2600 m de altitude,  e tolera condições de 

salinidade e seca, entretanto não resiste a geadas (MIGLIAVACCA et al., 2014). 

A chia é uma planta herbácea cuja classificação taxonômica é apresentada na 

Tabela 1. 

  

Tabela 1. Classificação taxonômica da chia (Salvia hispanica L.) 

Reino Plantae 

Divisão Magnoliophyta 

Classe Magnoliopsida 

Ordem Lamiales 

Família Lamiaceae 

Gênero Salvia 

Espécie S. hispanica 

         (Fonte: MUÑOZ et al., 2013; CEFLA, 2015). 

 

2.1.2. Composição química e nutricional 

 

As sementes de chia apresentam constituintes importantes do ponto de vista 

nutricional como proteínas (15-25%), lipídeos (30-33%), carboidratos (26-41%), fibras 

dietéticas (18-30%), minerais, vitaminas e matéria seca (90-93%) (SEGURA-CAMPOS 

et al.,2014; NORLAILY et al., 2012).  

 

2.1.3. Antioxidantes 

 

 A chia possui uma quantidade elevada de compostos antioxidantes naturais 

como tocoferóis e polifenóis, sendo os principais compostos fenólicos o ácido 

clorogênico, o ácido caféico, a quercetina e o kaempferol (TAGA et al., 1984; 

IXTAINA et al, 2011; REYES-CAUDILLO et al., 2008). A grande quantidade de 

antioxidantes que a chia contem ajudam a reduzir os radicais livres que podem 
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ocasionar oxidações indesejáveis. Estudos recentes demonstram que os radicais livres 

ocasionam danos ao DNA, nos lipídeos, nas proteínas e em outras moléculas, 

implicando no desenvolvimento de câncer, doenças cardiovasculares e 

neurodegenerativas (MUÑOZ et al., 2013; DI SAPIO et al., 2010). A chia tem um 

grande potencial alimentício, dado que a sua oxidação é mínima, comparada com outras 

fontes de ômega-3 como a linhaça, que apresenta uma decomposição rápida devido à 

ausência de antioxidantes (TOSCO, 2004). 

2.1.4. Ácidos graxos ômega-3  

 

A semente de chia contem de 25% a 40% de óleo. Desta porcentagem 60% 

corresponde a (ômega) ω-3 ácido alfa-linolênico e 20% a (ômega) ω-6 ácido linoléico 

(NORLAILY et al., 2012). O óleo de chia concentra a maior porcentagem conhecida de 

ácido graxo α-linolênico, até 68% (AYERZA, 1995) comparado com 36% da camelina 

(Camelina sativa L.), 53% da perilla (Perilla frutescens L.) e 57% da linhaça (Linum 

usitatissimum L.) (SULTANA, 1996; GUIOTO et al., 2013; SEGURA-CAMPO et al., 

2014; AYERZA e COATES 2011). Os ácidos graxos ômega-3 são essenciais na dieta 

humana e necessitam ser consumidos já que o corpo não é capaz de sintetizá-los. É por 

isso que a chia torna-se um alimento muito atraente já que é uma das fontes naturais 

mais importantes de ácidos graxos.  

Os ácidos graxos da família ômega 3 (EPA: (eicosapentaenóico, C20:5) e DHA 

(docosahexaenóico, C22:6)) após de ser consumidos são sintetizados pelos seres 

humanos a partir do acido linolênico. Este ácido graxo é também o precursor primordial 

das prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos com atividade antiinflamatória, 

anticoagulante, vasodilatadora e antiagregante (RODRIGUES et al., 2003; PIMENTEL 

et al., 2005; MORAES e COLLA 2006). A partir da ingestão do ácido graxo ômega-3 

ocorre a biossíntese no organismo dos ácidos graxos EPA que se relaciona com 

inúmeras funções celulares que controlam mecanismos fisiológicos e patológicos no 

organismo, além da proteção da saúde cardiovascular em adultos. Além disso, o ácido 

graxo DHA tem importante função na formação, desenvolvimento e funcionamento do 

cérebro e da retina, sendo predominante na maioria das membranas celulares desses 

órgãos (MARTIN et al., 2006; COELHO et al.,2014). Além de seu papel nutricional na 

dieta, os ácidos graxos ômegas-3 podem ajudar a prevenir ou tratar uma variedade de 

doenças, incluindo doenças do coração, câncer, artrite, depressão, mal de Alzheimer, 

entre outras (MORAES e COLLA, 2006; COELHO et al., 2014). 
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2.1.5. Proteínas 
 

O percentual de proteínas da semente de chia (15-25%), semelhante ao da 

lentilha (23%), ervilha (25%) e grão de bico (21%) (OLIVOS-LUGO et al., 2010; 

IXTAINA et al., 2008), é indicativo para a sua utilização como fonte de nutrientes para 

animais e seres humanos, já que a semente contem todos os aminoácidos essenciais 

necessários para a nutrição humana (RUPFLIN, 2011; COELHO e SALAS-MELLADO 

2014).  

2.1.6. Vitaminas 

 

A semente de chia também é uma boa fonte de vitaminas (Tabela 2). Ela 

apresenta elevados conteúdos de Vitamina A e bons níveis de vitamina B e C. A 

vitamina A (retinol) é nutriente essencial, necessário em pequenas quantidades em 

humanos para o adequado funcionamento do sistema visual, crescimento e 

desenvolvimento, função imune e de reprodução (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

PEDIATRIA, 2007). A vitamina A é a mais estudada das vitaminas, já que sua 

deficiência prolongada causa hipovitaminose A que se não é tratada a tempo, acarreta 

uma síndrome ocular, a xeroftalmia, a qual poderá conduzir a um quadro de cegueira 

irreversível (RONCADA et al., 1978; SOUZA e VILAS BOAS, 2002). 

 

Tabela 2. Vitaminas na semente de chia  

Vitaminas Quantidade (mg/100g) 

Vitamina A 44,0 

Vitamina C < 30,0 

Vitamina E 0,74 

Tiamina 0,18 

Vitamina B2 0,04 

Vitamina B3 6,13 

Vitamina B6 0,10 

                        (Fonte: Bresson et al., 2009; CEFLA, 2015) 
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2.1.7. Composição mineral da chia 

A chia além, de ser uma excelente fonte de ácidos graxos, também se destaca em 

termos de minerais. Ela apresenta teores elevados de elementos como Ca (6240,8 g g
-

1
), P (7992,9 g g

-1
), Mg (3694,2 g g

-1
) e K (6658,3 g g

-1
), baixo teor de Na (10,4 g 

g
-1

) e bons níveis de micronutrientes como Fe (243,5 g g
-1

) , Zn (69,8 g g
-1

), Mn 

(30,3 g g
-1

) e Cu (22,7 g g
-1

) (BOLAÑOS, MARCHEVSKY e CAMIÑADE, 2015).  

Estas características nutricionais e químicas têm despertado o interesse 

comercial pela chia (Salvia hispânica L), sendo esta planta introduzida em vários países 

como um cultivo promissor (COATES e AYERZA, 1996). Em virtude disso, diferentes 

produtos alimentícios e medicinais têm sido preparados e industrializados a partir das 

sementes de chia (HERNÁNDEZ e MIRANDA, 2008). 

 

2.2. MINERAIS E SUA IMPORTÂNCIA NO ORGANISMO 

Os nutrientes usados na alimentação humana são classificados como 

macronutrientes (quantidade > 100 mg/dia) e micronutrientes (quantidade < 100 

mg/dia). Os macronutrientes são macromoléculas que podem ser digeridas, absorvidas e 

utilizadas como fontes de energia e como substrato para a síntese de carboidratos, 

gorduras e proteínas necessárias para manter a integridade celular do metabolismo 

(GALLAGHER, 2013) Os micronutrientes também são nutrientes necessários para 

manter a integridade celular no metabolismo; no entanto, ao contrário dos 

macronutrientes, os micronutrientes são requeridos em pequenas quantidades (na ordem 

de miligramas a microgramas) na dieta diária (TOGNON, 2012; GALLAGHER, 2013). 

Os minerais juntamente com as vitaminas pertencem ao grupo dos 

micronutrientes já que as quantidades que são necessárias na dieta são muito pequenas e 

como o corpo não pode sintetizá-los tem que ser consumidos pelo ser humano e 

animais. Os minerais são um grupo de compostos químicos de natureza inorgânica que 

são essenciais na dieta (RODRIGUEZ e MAGRO, 2008). Eles participam de diversos 

processos metabólicos do organismo, como por exemplo, na ativação enzimática, no 

equilíbrio hídrico, na contração muscular, na produção de hemoglobina, no 

fortalecimento do sistema imunológico, no balanço ácido-base e a pressão osmótica, 

entre outros (BRASIL, 2008; GROMBONI et al., 2010).  
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Os minerais são essenciais para uma ampla gama de funções metabólicas no 

organismo humano; as deficiências minerais podem causar danos graves para a saúde, e 

é por isto que os alimentos desempenham um papel chave ao fornecer esses nutrientes 

para os seres humanos (KASTENMAYER, 2007). Portanto, o conhecimento do 

conteúdo mineral nos alimentos e bebidas é importante já que eles são essenciais para a 

nutrição humana, mas podem causar toxicidade se não se tem uma ingestão adequada 

deles (ONIANWA et al., 2001; NASCENTES et al., 2004; BRANDÃO et al., 2012).  

O corpo humano tem um sistema muito eficaz para controlar a absorção de 

alguns minerais. Em estados de deficiência, o corpo absorve a maioria dos minerais do 

alimento através do intestino e reduz a excreção através da urina. Se houver um excesso 

ocorre exatamente o oposto, isto é, absorve menos e excreta mais. Entretanto, o corpo 

tem uma capacidade limitada para excretar certos minerais, de modo que o consumo 

excessivo pode causar determinados problemas de saúde, mesmo em doses 

relativamente pequenas (WILLIAMS, 2002).  

De acordo com os fatos mencionados acima na seção seguinte far-se-á uma 

discussão mais detalhada dos macro e microminerais investigados neste estudo: cálcio 

(Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), manganês (Mn) e zinco (Zn) dando-se destaque nas 

funções destes elementos no organismo e na ingestão diária recomendada.  

2.2.1. Magnésio 

O magnésio (Mg)  é o segundo cátion intracelular mais abundante e está 

envolvido em diversas e importantes reações bioquímicas (CUNHA, 2011; 

BARBAGALLO et al., 2010). O papel fisiológico do magnésio é importante, pois 

intervém para regular a atividade de mais de 300 reações enzimáticas; intervém, 

igualmente, na duplicação dos ácidos nucleicos, na excitabilidade neural e na 

transmissão de influxo nervoso (BRASIL, 2008). A recomendação dietética segundo a 

ANVISA para o magnésio é de 260 mg/dia (BRASIL, 2005b). No entanto, a ingestão 

deste macromineral está bem abaixo desta recomendação e a grande prevalência desta 

deficiência vem sendo associada a diversas doenças crônicas como estresse oxidativo, 

estado pró-inflamatório, disfunção endotelial, agregação plaquetária, resistência à 

insulina e hiperglicemia (CUNHA et al., 2011). 
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O magnésio encontra-se na maioria dos alimentos, porém, em concentrações 

variadas. São considerados alimentos com altas concentrações os vegetais escuros 

folhosos, sementes oleaginosas, cerais integrais, frutas e legumes (CHACKO et al., 

2010). Além disso, os frutos do mar e os produtos lácteos também apresentam 

quantidades significativas de Mg em sua composição (SAMPAIO et al., 2015) 

2.2.2. Cálcio 

O cálcio (Ca) é um nutriente essencial necessário em diversas funções biológicas 

tais como: constituinte de fluidos e tecidos, regulação cardíaca, estimulante da secreção 

hormonal, contração muscular, coagulação sanguínea e a mais importante, a 

manutenção da estrutura e qualidade da massa óssea (GARCIA et al., 2011). Estudos 

tem demostrado a associação entre o baixo consumo de cálcio e doenças crônicas, entre 

elas osteoporose, câncer de colón, hipertensão arterial e obesidade. Entretanto, grande 

parte da população brasileira apresenta consumo de cálcio abaixo do recomendado 

(PEREIRA et al., 2009). É por isso que diferentes empresas farmacêuticas produzem 

suplementos de cálcio para suprir as exigências diárias. Porém, estes suplementos são 

comercializados em apresentações grandes e difíceis de engolir, além de causarem com 

frequência efeitos secundários como náuseas, constipação e indigestão (GARCIA et al., 

2011). Devido a isto, se torna indispensável o conhecimento de alimentos naturais que 

possam ser uma fonte importante de cálcio. Exemplos de fontes de cálcio são os 

produtos lácteos, sardinhas, espinafre, feijão, laranja lima, e bebidas à base de soja 

(PEREIRA et al., 2009).  

No entanto, é importante ressaltar que uma ingestão muito alta de cálcio (isto é, 

2000 mg ou mais por dia), especialmente em uma pessoa com um alto nível de vitamina 

D, é uma causa potencial de hipercalcemia; este distúrbio pode levar à calcificação 

excessiva em tecidos moles, especialmente os rins (TOGNON, 2012). A ingestão diária 

recomendada pela ANVISA em um adulto é de 1000 mg/dia (BRASIL, 2005b). A 

ingestão de cálcio (na forma catiônica, Ca
2+

) acima do limite recomendado pode inferir 

na absorção de outros cátions divalentes como Fe
2+

, Zn
2+

 e Mn
2+

 (WOOD e ZHENG, 

1997).  
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2.2.3. Ferro 

O ferro (Fe) é um micronutriente essencial que intervém em numerosos 

processos bioquímicos e fisiológicos.  Nos alimentos, o ferro encontra-se formando 

parte de dois grupos diferentes, um de ferro hémico e outro de ferro não hémico 

(DALLMAN, 1990). O ferro tipo hémico, é o que forma parte da hemoglobina, 

mioglobina e outras hemoproteínas, sendo encontrado principalmente nos alimentos de 

origem animal. O ferro tipo não hémico é aquele ferro que não se encontra unido ao 

grupo heme; basicamente está formado por sais inorgânicos deste metal e encontra-se 

principalmente nos alimentos de origem vegetal, além dos preparados farmacêuticos 

utilizados na terapia contra a deficiência deste mineral (DALLMAN, 1990; 

HARDMAN e LIMBIRD, 2001; BOCCIO et al., 2003). A carência de ferro pode ser 

devida a perdas excessivas (hemorragias digestivas, hemorroidas, ulcerações digestivas, 

hipermenorréias), a má absorção ou, ainda, à dieta diária insuficiente, causada por 

alimentação composta de gorduras, farinhas brancas e açúcar refinado, todos pobres em 

ferro (BRASIL, 2008). Além disso, estudos revelam que alimentos com alto teor de 

fitatos e ricos em compostos fenólicos podem inibir a absorção de Fe pelo organismo, 

devido à formação de complexos insolúveis que tornam este elemento menos disponível 

(FAIRWEATHER-TAIT e HURRELL, 1996).  

O Fe pode ser encontrado em alimentos ricos nesse micromineral, em alimentos 

fortificados e em alimentos contaminados com o elemento. No caso dos alimentos ricos 

em ferro, destacam-se as carnes que possuem ferro de alta biodisponibilidade (cerca de 

40% na forma heme), cujas taxas de absorção variam entre 10 e 12% para carne de aves 

e peixes e 20% e 24% para carne bovina (LARISSE et al.,1968; HAZELL, 1985; 

ALMEIDA e NAVEZ, 2002). Vale acrescentar que qualquer tipo de carne (tecido 

muscular), incluindo aqueles de mais baixo custo, possui ferro de alta 

biodisponibilidade (ALMEIDA e NAVES, 2002). A ingestão recomendada para o Fe é 

de 14 mg/dia em adultos segundo a ANVISA (BRASIL, 2005b). 

 

2.2.4. Manganês  

Para os seres humanos o Mn é um metal traço essencial e, em doses muito altas, 

um metal tóxico (BORNHORST et al., 2010). Ele é encontrado em todos os tecidos, e é 

necessário para o normal funcionamento dos aminoácidos, lipídios, proteínas e o 
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metabolismo dos carboidratos (ASCHNER e ASCHNER, 2005; ERICKSON et al., 

2007.; GUPTA e GUPTA, 2014) tendo papel importante em todos os organismos 

animais e vegetais. Nestes, ele participa das enzimas fosfotransferases (que atuam no 

crescimento das plantas) e no processo de fotossíntese (etapa de foto-oxidação da água, 

com liberação de O2 pelos cloroplastos). O Mn é o terceiro metal de transição mais 

importante em nossa dieta (após Fe e Zn) (AZEVEDO e AFONSO, 2012). Além disto, 

este elemento funciona como um antioxidante e é importante na formação dos ossos, no 

metabolismo de gorduras, na regulação do açúcar no sangue e na absorção de Ca 

(BRASIL, 2008; ANDOLFATO, 2016). Devido a presencia do Mn nos produtos 

alimentícios, a absorção deste elemento da dieta diária nos países industrializados é 

maior em comparação com a exigência diária estimada. Portanto, a deficiência de Mn é 

extremadamente rara. No BRASIL a ANVISA estabelece 2,3 mg/dia para adultos 

(BRASIL, 2005b). Os alimentos que aportam Mn são os cereais integrais, nozes, 

leguminosas, abacaxi e chás (BRASIL, 2008).  

A toxicidade crônica por Mn é mais prevalente e afeita principalmente o sistema 

nervoso central (BORNHORST et al., 2010; GUPTA e GUPTA, 2010). A exposição a 

quantidades excessivas de Mn está associada a uma variedade de perturbações 

psiquiátricas e motoras (CALNE et al., 1994; PAL et al., 1999; STREDRICK et al., 

2004; ASCHER et al., 2007). 

2.2.5. Zinco 

O zinco (Zn) é considerado um elemento traço essencial em todos os sistemas 

vivos, desempenhando um papel importante nas atividades enzimáticas, metabolismo 

dos ácidos nucleicos, síntese de proteínas, manutenção da estrutura e função das 

membranas, atividade hormonal, reprodução e maturidade sexual (TRINDADE et al., 

2012). É um mineral que se encontra amplamente distribuído em todo o corpo humano, 

porém em pequenas concentrações (1,5g a 2,5g) (FERNANDES e FREIRE, 2011; 

HAMBIDGE et al., 2008) e o organismo aproveita apenas  5% a 10% do zinco contido 

na alimentação. Estudos recentes concluíram que a carência de zinco produz 

modificações importantes no metabolismo dos ácidos graxos e pode constituir-se em um 

fator de risco à arteriosclerose. Na alimentação humana, a forma mais prontamente 

disponível de zinco é a encontrada em carne bovina, peixes, aves, leite, nozes, mariscos, 

fígado, cereais de grãos integrais. Normalmente, a ingestão de zinco correlaciona-se 
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com a ingestão de proteínas (TOGNON, 2012; BRASIL, 2008). A recomendação diária 

de ingestão de zinco segundo a ANVISA é de 7,0 mg/dia em adultos (BRASIL, 2005b). 

No entanto, em algumas fases da vida, as necessidades deste mineral estão aumentadas, 

como na gestação, infância, puberdade e senilidade (HAMBIDGE et al., 2008; 

FERNANDES e FREIRE, 2011).  

Apesar de conhecer-se a importância dos alimentos na nutrição humana e as 

funções dos minerais no organismo, ainda são escassos os estudos voltados à 

determinação dos minerais em alimentos, e por isso torna-se importante monitorar os 

níveis dos metais essenciais, principalmente daqueles alimentos que estão sendo 

redescobertos ou que são poucos conhecidos, mas que são consumidos como a chia 

(Salvia hispanica L.). Para esta finalidade, vários métodos analíticos vêm sendo 

desenvolvidos e aplicados na determinação de metais em alimentos, sendo os mais 

comumente usados: espectrometria, fluorometria, espectrometria de absorção atômica 

(AAS), electroanalíticos, cromatográficos, entre outros (KASTENMAYER, 2007; 

MONTEIRO et al., 2014).  

 

2.3. ESPECTROMETRIA ATÔMICA 

A espectrometria de absorção atômica (AAS, do inglês Atomic Absorption 

Spectrometry) é uma das técnicas mais bem estabelecidas no campo da análise 

instrumental e é amplamente utilizada para análise da composição mineral em uma 

diversidade de matrizes (biológicas, ambientais, geológicas e de alimentos), sendo 

consideradas técnicas analíticas bem sucedidas (BRANDÃO, 2012). Os métodos de 

espectrometria atômica são utilizados na determinação qualitativa e quantitativa de mais 

de 70 elementos, permitindo a detecção de partes por milhão (ppm) ou por bilhão (ppb) 

e às vezes até concentrações menores (SKOOG et al., 2005; HARRIS, 2007; COl, 

2008).  

O estudo espectrométrico das espécies atômicas só é possível se estas estiverem 

no estado gasoso, onde os átomos ou íons se encontram bem separados uns dos outros. 

Consequentemente, o primeiro passo dos procedimentos de espectrometria atômica é a 

atomização, processo em que uma amostra se volatiliza e decompõe-se em átomos e 

íons em fase gasosa (SKOOG et al., 2005; GRILO, 2009). Uma vez convertida a 
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amostra para o estado gasoso ou íons elementares são diversos os tipos de espectros que 

podem se utilizar. Na tabela 3 são apresentadas as diferentes técnicas espectrométricas e 

os tipos de espectros utilizados por estas. 

Tabela 3. Classificação dos métodos de espectrometria atômica 

Método de 

atomização 

Temperaturas de 

atomização (ºC) 

Tipos de 

espectroscopia 

Nome comum e sigla 

Plasma acoplado 

indutivamente 
6000-8000 

Emissão Espectrometria de emissão em 

plasma acoplado indutivamente 

(ICP-AES) 

Massa Espectrometria de massa de 

plasma acoplado indutivamente 

(ICP-MS) 

Chama 

1700-3150 

 

 

 

 

Absorção Espectrometria de absorção 

atômica (AAS) 

Emissão  Espectrometria de emissão 

atômica (AES) 

Fluorescência  Espectrometria de fluorescência 

atômica 

Eletrotérmico 1200-3000 
Absorção AAS eletrotérmica 

Fluorescência  (AFS) eletrotérmica 

Plasma de corrente 

continua 

5000-10000 
Emissão 

Espectroscopia de plasma de 

corrente continua DC, DCP. 

(Fonte: SKOOG et al., 2005) 

 A AAS parece ser à primeira vista, uma técnica bastante simples se comparada 

com outras técnicas de espectrometria atômica. Ainda hoje, é uma das técnicas mais 

utilizadas na determinação de baixas concentrações de elementos (RIBEIRO et al., 

2001). As duas principais modalidades usadas na análise elementar são a Espectrometria 

de Absorção Atômica com Chama (FAAS do inglês Flame Atomic Absorption 

Spectroscopy)  e a Espectrometria de Absorção Atômica com Atomização Eletrotérmica 

em Forno de Grafite (GF AAS do inglês Graphite Furnace Atomic Absorption 

Spectrometry). Essas duas técnicas diferem basicamente nas instrumentações utilizadas 

(tipos de equipamento) e nos limites de detecção e ambas se baseiam na quantidade de 

energia luminosa absorvida pelos átomos neutros no estado fundamental do elemento de 
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interesse (MILLIKAN, 2012; TOGNON, 2012; CIENFUEGOS e VAITSMAN, 2000; 

ANDOLFATTO, 2016). 

 

2.3.1. Espectrometria de absorção atômica em chama (FAAS) 

A Espectrometria de Absorção Atômica em Chama (FAAS) é a técnica mais 

antiga dentre as técnicas de AAS, tendo seu desenvolvimento em 1955, por Sir Allan 

Wash, e sua disponibilização comercial a partir de 1962. Nesta técnica a solução de 

amostra é aspirada para o interior de um sistema nebulizador/queimador (Figura 1) e 

transportada por gases até uma chama que é usualmente constituída de ar-acetileno ou 

oxido nitroso-acetileno (dependendo do elemento de interesse), onde ocorre a 

atomização dos elementos. Uma vez atomizados, estes átomos livres serão capazes de 

absorver energia eletromagnética de uma fonte de radiação externa, sendo que a 

quantidade de energia absorvida será proporcional à população de átomos na chama 

(SKOOG et al., 2005; BROEKAERT, 2001; PERONICO, 2014). 

 

Figura 1. Queimador de fluxo laminar empregado em espectroscopia de absorção 

atômica (Fonte: SKOOG et al., 2005). 

 

Usualmente, os nebulizadores mais empregados são aqueles que contam com 

uma câmara de pré-mistura, em que o aerossol é misturado com o gás comburente e 

oxidante antes de atingir o queimador. A amostra sem material particulado em 

suspensão (não necessariamente aquosa) é aspirada por um tubo capilar para dentro de 

um nebulizador pneumático, ocorrendo assim, o processo de atomização do líquido 
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dispersando-o como uma fina névoa assim que deixa o capilar. A névoa é direcionada 

em alta velocidade sobre uma pérola de vidro, na qual as gotículas se dispersam em 

partículas ainda menores. A formação de pequenas gotículas é chamada de nebulização 

(Figura 2). Forma-se, então, um aerossol, isto é, finas partículas líquidas dispersas em 

um gás. Desse modo, o nebulizador produz um aerossol a partir da amostra líquida. O 

líquido inicialmente aspirado que não consegue entrar na chama é coletado no fundo da 

câmara de nebulização e é eliminado por meio de um dreno. Esse processo apresenta 

pouca eficiência e cerca de 5 a 10% apenas da solução inicialmente aspirada consegue 

atingir a chama (VANDECASTEELE, 1997; COL, 2008; SKOOG et al., 2008; 

TOGNON, 2012; ALEIXO et al., 2004).  

 

Figura 2. Processo de produção de átomos, moléculas e íons da amostra na chama 

(Fonte: SKOOG et al., 2005). 

Por outro lado, a técnica de FAAS é utilizada para a quantificação de íons 

metálicos em alimentos. No entanto, este tipo de matriz possui um elevado conteúdo de 

matéria orgânica que pode causar problemas relacionados com o transporte da amostra, 

tais como na aspiração e nebulização, devido à sua elevada viscosidade, flutuações da 

chama e acumulação de depósitos sólidos na cabeça do queimador, devido ao alto teor 

de sólidos solúveis (BRANDÃO et al., 2012). Para evitar isso é necessário executar 

uma etapa prévia de mineralização, com o objetivo de eliminar a matéria orgânica, ou 

seja, destruir a matéria orgânica presente na matriz de forma que o analito de interesse 

possa ficar livre na solução para ser quantificado (TREJOS, 2012; SOLA-

LARRAÑAGA e NAVARRO-BLASCO, 2009). 

2.4. MÉTODOS DE PREPARO DE AMOSTRA 

Tradicionalmente, a maioria dos métodos de preparo de amostra utilizadas na 

determinação de metais em amostras de alimentos se baseiam na mineralização da 
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matéria orgânica utilizando os métodos de digestão por via úmida, digestão por via seca 

(calcinação) ou pela digestão assistida por micro-ondas (KRUG, 2006; TREJOS, 2012; 

POHL, 2009; KASTENMAYER, 2007). Porém, estes processos de abertura da amostra 

são tediosos, requerem equipamentos laboratoriais complexos, aumentam o risco de 

contaminação por manipulação da amostra e apresentam perdas de analito por 

volatilização (WELNA et al., 2011; NUNES et al., 2011; SILVA et al., 2012; 

NASCENTES, KORN e ARRUDA, 2001; POHL, 2009; ANDRADE et al., 2014; 

SZYMCZYCHA-MADEJA, WELNA e POHL, 2014). 

 

2.4.1. Digestão assistida por micro-ondas 

 

No final da década de 70, a utilização da radiação micro-ondas (MW) foi 

proposta como uma estratégia analítica para a decomposição de amostra e, 

gradualmente, está se tornando uma ferramenta comum no preparo de amostra 

(OLIVEIRA, 2003). A utilização de frascos resistentes à alta pressão e ácidos oxidantes 

concentrados proporciona excelentes e rápidas decomposições (CARVALHO et al., 

2005). No entanto, o procedimento de digestão por micro-ondas necessita de 

temperaturas e pressões elevadas, gerando elevados custos, além de risco para os 

analistas, tornando-se muitas vezes economicamente não atraente já que o equipamento 

é caro e muitas vezes inviável para a análise de rotina (NASCENTE, KORN e 

ARRUDA, 2001; KRUG, 2006; FREITAS et al., 2015). 

  

2.4.2. Digestão por via seca 

 

A digestão por via seca, também denominada decomposição por combustão é 

utilizada em procedimentos de preparo de amostra para a determinação da composição 

mineral em amostras orgânicas. Este processo se baseia na oxidação da matéria orgânica 

em atmosfera de ar ou oxigênio em altas temperaturas, resultando em um resíduo 

inorgânico não volátil e solúvel em água ou ácidos diluídos (HOENIG, 2001; SKOOG 

et al., 2005; FLORES et al., 2007; KORN, 2010; PERONICO, 2014).  

Um dos procedimentos mais utilizados consiste em colocar a amostra em um 

cadinho (quartzo, porcelana, etc.) e aquecê-la em atmosfera ambiente, até que todo o 

material orgânico seja carbonizado, resultando em um resíduo orgânico não volátil. O 

procedimento de decomposição deve ser conduzido em um forno tipo mufla ajustando-
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se a temperatura a um valor suficientemente alto para decompor a amostra em um 

tempo razoável, sem que ocorra perdas do analito na forma de espécies inorgânicas 

voláteis. Essas perdas por volatilização tornam-se mais severas quanto mais alta for a 

temperatura usada para a decomposição. Entretanto, se não for usada uma temperatura 

suficientemente alta, a amostra não será decomposta por completo, dando origem a 

resultados não exatos (KRUG, 2006).  

As temperaturas utilizadas costumam ser entre 450 a 550 ºC a pressão 

atmosférica, sendo determinantes no caso em que os elementos de interesse são voláteis. 

Para acelerar o processo de decomposição ou mesmo evitar que perdas por volatilização 

ocorram, podem ser empregados agentes oxidantes como nitrato e óxido de magnésio. 

Assim, as cinzas resultantes podem ser dissolvidas em ácidos adequados e as análises 

podem ser desenvolvidas (HOENIG, 2001; KORN et al., 2008; COL, 2008). 

 

2.4.3. Digestão por via úmida 

 

A decomposição por via úmida com ácidos oxidantes é a mais comum dos 

procedimentos de preparo de amostra (MATUSIEWICZ, 2003). Normalmente, os 

procedimentos são realizados em frascos abertos, aquecidos em chapa de aquecimento 

ou blocos digestores, que são frascos fechados de alta pressão. A digestão ocorre a partir 

do aquecimento da amostra na presença de um ácido mineral oxidante concentrado 

individualmente ou combinado com outros ácidos ou, também com peróxido de 

hidrogênio (H2O2). Os ácidos mais usados neste método de preparo de amostra são: 

ácido clorídrico (HCl), ácido sulfúrico (H2SO4), ácido nítrico (HNO3), ácido fluorídrico 

(HF), entre outros. Se os ácidos utilizados forem suficientemente oxidantes e se o 

aquecimento for feito a temperaturas elevadas durante um período de tempo adequado 

torna-se possível oxidar completamente a maioria das amostras a partir desse método de 

digestão. Convencionalmente, quando se obtém uma solução clara e descolorida, ou 

uma total recuperação de alguns elementos tem sido tacitamente assumido que a 

oxidação da matéria orgânica foi completa, para fins práticos. Entretanto, tais 

suposições não são necessariamente verdadeiras para todos os casos (FLORES et al., 

2006). 

Em geral, os sistemas abertos são atualmente mais susceptíveis a erros 

sistemáticos. No entanto, as perdas dependem da fonte de calor utilizada e do tipo de 

evaporação (se é parcial ou total) (LINK e KINGSTON, 2000; FLORES et al., 2007). 
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No caso de sistemas abertos, o ponto de ebulição do ácido determina a temperatura 

máxima de decomposição (KORN et al., 2008; COL, 2008). É por isso que baixas 

temperaturas de digestão com ácido nítrico a pressão ambiente e, por conseguinte, a 

inadequada capacidade de oxidação são as razões para a utilização de outros ácidos ou 

misturas de ácidos (FLORES et al., 2007; OZKAN e AKMAN, 2000). O emprego de 

combinações de ácidos é sempre avaliado, pois potencializa os processos de digestão 

por via úmida, pois é possível combinar diferentes propriedades químicas ou produtos 

com maior reatividade que reagentes empregados separadamente (KRUG, 2006; 

PERONICO, 2014). 

Outro aspecto que possui elevada relevância nos procedimentos de tratamento de 

amostras por via úmida é a forma de energia empregada no sistema, uma vez que esta 

pode influenciar diretamente no tempo requerido para completar a decomposição do 

material e na quantidade de reagentes utilizados (KRUG, 2006; OLIVEIRA, 2014). 

Procedimentos de decomposição como a via úmida em sistemas abertos que utilizam 

energia térmica requerem muito tempo para converter a amostra sólida em uma solução 

e podem necessitar de constante supervisão. Além disso, consomem maior quantidade 

de reagentes e estão sujeitos a contaminações do meio externo e, principalmente, podem 

apresentar perdas dos analitos por volatilização (OLIVEIRA, 2003; PERONICO, 2014).   

 

2.5. MÉTODOS ANALITICOS ALTERNATIVOS DE PREPARO DE AMOSTRA  

Diversos procedimentos têm sido estabelecidos com o intuito de minimizar, ou 

até mesmo, evitar o processo de preparação de amostra, tendo em vista as dificuldades 

que são encontradas durante esta etapa do processo analítico com os métodos 

convencionais. Neste sentido, existe uma constante busca pelo desenvolvimento de 

metodologias de preparação de amostra que apresentem simplicidade, rapidez, utilizem 

pequenos volumes de reagentes, permitam o tratamento de um grande número de 

amostras, além de proporcionar resultados precisos e exatos (FERREIRA et al., 2010; 

BRANDAO, 2010).Recentemente, novas alternativas para melhorar o preparo de 

amostra têm sido exploradas como os processos oxidativos avançados (POAs), a 

oxidação alcalina e a extração assistida por ultrassom. 
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2.5.1. Processos oxidativos avançados (POAs) 

Os processos oxidativos avançados (ou processos avançados de oxidação), 

conhecidos pela sigla POA’s, são processos que se baseiam na geração de radicais 

livres, principalmente o radical hidroxila (·OH) que possui alto poder oxidante e pode 

promover a degradação de vários compostos principalmente orgânicos (FIOREZE, 

SANTOS e SCHMACHTENBERG, 2014; NOGUEIRA et al., 2007). Esses radicais são 

capazes de oxidar a maioria dos compostos orgânicos em dióxido de carbono (CO2), 

água e íons inorgânicos, através de reações de degradação (FERREIRA, 2016; 

GROMBONI et al., 2010; GROMBONI et al., 2007; PAPADOPOULOS, FATTA e 

LOIZIDOU, 2007). Os POAs, como método de preparo de amostra, apresentam 

algumas vantagens em relação aos métodos tradicionais como menor consumo de 

energia, baixas concentrações de reagentes e baixa temperaturas (TEIXEIRA e 

JARDIM, 2004). 

2.5.2. Oxidação alcalina  

Uma abordagem alternativa para a preparação de amostras de materiais 

biológicos é a oxidação alcalina, que faz uso de reagentes alcalinos fortes, solúveis em 

água ou em álcoois como o reagente hidróxido de tetrametilamônio (TMAH) para 

solubilizar a matéria orgânica (KORN et al., 2008; NÓBREGA et al., 2006; SILVA et 

al., 2012). Este reagente é uma base orgânica forte (pH entre 13,4 a 14,7) com a fórmula 

química (CH3)4NOH, com propriedade de solubilizar diferentes tipos de tecidos, 

estabilizando os elementos voláteis na suspensão durante meses a temperatura ambiente 

(TAO et al., 1999; NÓBREGA et al., 2006; NUNES et al., 2011). 

A solubilização com este reagente oferece uma abordagem rápida e simples para 

a obtenção de uma solução de amostra homogeneizada, que é uma vantagem distinta em 

relação aos métodos convencionais de preparação de amostra. Além disso, uma vez que 

não é necessário aquecimento ou apenas um leve aquecimento, perdas de analitos 

voláteis são minimizadas.  Outra consequência da pequena quantidade de TMAH  usada 

é a realização do preparo de amostra com menor manipulação e por isso baixos valores 

para os brancos podem ser obtidos, melhorando o limite de detecção da substância a ser 

analisada  e, portanto, a sensibilidade do método (MATUSIEWICZ e GOLIK, 2004).  
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2.5.3. Extração assistida por ultrassom 

A extração assistida por ultrassom foi recentemente proposta como uma 

metodologia alternativa aos métodos tradicionais de pré-tratamento de amostra 

(digestão por via úmida e digestão por via seca), e é atualmente um procedimento de 

muito interesse (ASHLEY et al., 2001; FILGUEIRAS et al., 2000; PRIEGO-CAPOTE e 

LUQUE DE CASTRO, 2007; DE LA CALLE et al., 2009) pois, acelera e simplifica o 

tratamento de amostras apresentado mínima contaminação, baixo consumo de 

reagentes, e geração de um resíduo mínimo da extração com relação aos métodos 

tradicionais (PRIEGO-CAPOTE e LUQUE DE CASTRO, 2007; ASHLEY et al., 2001; 

KAZI et al., 2006). 

Nos últimos anos foram publicados diferentes trabalhos que fazem uso da 

extração assistida por ultrassom para a determinação de metais em diferentes amostras, 

por exemplo, em tecidos vegetais (FILGUEIRA, et al., 2000; DE LA CALLE et al., 

2009; PEREIRA et al., 2010; FERNANDES-COSTAS et al., 2006; MADURO et al., 

2006), tecido animal (LAVILLA  et al., 2006; MANUTSEWEE et al., 2007; ARAIN et 

al., 2007; REYES et al., 2008), tecidos humanos (KAZI et al., 2006; YEBRA-

BIURRUN e CANCELA-PEREZ, 2007; YEBRA-BIURRUN e CESPON-ROMERO, 

2007;), solos e sedimentos (KRASNODEBSKA et al., 2006; STANISIC et al., 2011; 

HUANG et al., , 2007; DE VALLEJUELO et al., 2009; DE LA CALLE et al., 2011). 

O fundamento da aplicação do ultrassom em procedimentos de extração é 

baseado no conceito de se empregar uma energia externa que aumente a ação química 

de um solvente sobre o soluto. Assim, a aplicação de ondas mecânicas, como as 

ultrassónicas, que se propagam em meios materiais, deve favorecer a interação do 

solvente com a amostra sólida pela renovação das moléculas do solvente na interface 

líquido/sólido (JUNIOR et al., 2006).  

Na extração assistida por ultrassom, o processo de extração baseia-se no efeito 

mecânico de cavitação gerado pela ação de ondas mecânicas de baixa frequência (<1 

MHz). Esta região, denominada de faixa de baixa frequência e alta potência, 

proporciona a formação de pequenas microbolhas de cavitação quando a onda atravessa 

um meio líquido, ocasionando a formação de áreas pontuais de alta pressão e 

temperatura na solução facilitando o processo de extração dos elementos (LUZ, 1998; 
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JUNIOR, 2006; NEVES et al., 2009; FERREIRA, 2014; FREITAS, 2015). Este 

procedimento leva a formação de radicais livres (·OH, ·O2H, H202) com características 

oxidantes, na interface entre a bolha e o solvente, aumentando a reatividade química do 

solvente, que auxiliam, em alguns casos, no processo de decomposição de matéria 

orgânica. A ocorrência destes fenômenos na superfície das partículas da amostra auxilia 

na decomposição e dissolução do material (OLIVERA, 2003; KRUG, 2006; PRIEGO-

CAPOTE e CASTRO-LUQUE, 2007; PERONICO, 2014). Além disso, ocorre também 

a projeção de micro jatos a altas velocidades, o que fragmenta as partículas, renova suas 

áreas superficiais e diminui o tamanho de partícula (Figura 3) (DE LA CALLE, et al., 

2009; BENDICHO et al., 2012; LEITE, 2015).  

 

Figura 3. Representação da diminuição do tamanho de partícula de um sólido durante a 

ultrassonicação. A) Pequenas bolhas de gás na superfície do sólido; B) Fenômeno de 

cavitação de gás sobre a superfície do sólido; C) implosão das bolhas e divisão do 

sólido; D) Separação das novas partículas formadas (Fonte: LEITE, 2015). 

As dimensões dessas bolhas aumentam e diminuem nas consecutivas fases de 

rarefação (ciclo de baixa pressão) e compressão (ciclos de alta pressão) da onda acústica 

até que finalmente, sofrem implosão, de tal maneira, que elas podem ser consideradas 

como micro reatores, os quais podem atingir temperaturas próximas a 5000ºC e 

pressões de 1.000 atmosferas no momento do colapso (Figura 4). Durante a fase de 

rarefação, uma fração dos gases presentes no líquido é absorvida pela bolha de 

cavitação, e nos ciclos consecutivos de compressão e rarefação, a bolha tem seu 

diâmetro modificado até atingir um diâmetro crítico, acima do qual ocorre sua implosão.      

É importante ressaltar que alguns fatores podem afetar diretamente a formação, 

crescimento e colapso das bolhas de cavitação, entre eles a frequência e intensidade do 

ultrassom, caraterísticas do solvente, pressão e temperatura do meio, viscosidade e 

presença de material sólido no meio (JUNIOR et al., 2006; SEIDY e YAMINI, 2012; 

PRIEGO-CAPOTE e LUQUE DE CASTRO, 2007).  
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Figura 4. Representação dos ciclos de rarefação, compressão e implosão das bolhas de 

cavitação (FONTE: GEDANKEN, 2014).  

 

Em procedimentos de preparo de amostra utilizando as ondas ultrassônicas, os 

processadores comercialmente disponíveis mais utilizados são o banho e as sondas 

ultrassônicas.  

Nos banhos ultrassônicos (Figura 5b), o transdutor é diretamente preso no fundo 

da cuba do aparelho e a energia ultrassonora é transmitida através de um líquido, 

usualmente a água. A energia é irradiada verticalmente pelas ondas sonoras geradas na 

base do banho e transmitidas através das paredes do vaso para o frasco com a mistura 

reacional. A frequência e a potência dos banhos de ultrassom dependem do tipo e do 

número de transdutores usados na sua construção (LUZ, 1998). As principais vantagens 

do banho ultrassônico são o baixo custo do equipamento e o tratamento simultâneo de 

várias amostras. Nesse dispositivo, as ondas tem incidência indireta na amostra, ou seja, 

ela é transmitida através da água colocada dentro do equipamento. É importante 

ressaltar que os banhos ultrassônicos também apresentam desvantagens como baixa 

potência de radiação (1 a 5 W cm
-2

), distribuição não homogênea das ondas 

ultrassônicas por todo o banho, sendo necessária a verificação da região de maior 

incidência de ondas ultrassônicas (CAPELO, et al., 2005; JUNIOR et al., 2006; LEITE, 

2015). 

Outro dispositivo largamente utilizado para extrações assistidas por ultrassom é 

a sonda ultrassônica (Figura 5a), onde um transdutor ultrassônico é acoplado a uma 

sonda que comumente é composta por titânio que é submersa no líquido extrator que 
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contém a amostra, ou seja, a incidência da radiação se dá de forma direta. Com isso, a 

distribuição das ondas ultrassônicas ao longo da amostra é homogênea. Esse fato traz a 

grande vantagem do emprego de menores tempos de extração. Contudo, a grande 

desvantagem desse modelo é a possibilidade de gerar contaminação da amostra, se 

ocorrer a lixiviação do material da sonda, liberando partículas da mesma para a solução 

extratora. Outra grande desvantagem desse modelo é o preparo de apenas uma amostra 

por vez, o que diminui a frequência analítica (CAPELO et al., 2005; LEITE, 2015).  

 

  
Figura 5. a)Ultrassom tipo sonda com UP200Ht (Fonte: Hielscher ultrasonics 

tecnology, 2016), b) banho de ultrassom (Sppencer, modelo CD 4800) (Fonte: Arquivo 

pessoal). 

Finalmente, a escolha do dispositivo é um fator importante para a eficiência da 

extração sólido-líquido assistida por ultrassom (LEITE, 2015). Porém, não é o único 

fator importante que determina a eficiência da extração assistida por ultrassom. 

Parâmetros como quantidade e tamanho de partículas da amostra, volume de reagentes, 

concentração da solução extratora, tempo de extração, temperatura do sistema, volume 

de água no banho de ultrassom podem influenciar significativamente o tratamento das 

amostras e precisam ser avaliados para garantir a eficiência do processo (JUNIOR et 

al.,, 2006, PRIEGO-CAPOTE e LUQUE DE CASTRO, 2007; MQNUTSEWEE et al., 

2007; ALEIXO et al., 2004; PERONICO, 2014; LEITE, 2015). 

Entre as vantagens associadas à utilização de energias ultrassônicas em 

procedimentos de tratamento de amostra pode-se citar: i) menor tempo requerido para o 

preparo das amostras, ii) menor consumo de reagentes, associada a utilização de 

reagentes diluídos, iii) maior segurança, uma vez que na grande maioria os 

procedimentos são realizados em condições de temperatura ambiente, iv) permite 
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utilizar misturas de ácidos que normalmente são evitados em procedimentos que 

utilizam energia térmica e v) simplicidade de preparo e baixo custo relativo (PRIEGO-

CAPOTE e LUQUE DE CASTRO, 2007; PERNONICO, 2014).  

 

2.6. DETERMINAÇÃO DE METAIS EM AMOSTRAS ALIMENTARES 

EMPREGANDO A EXTRAÇÃO ASSISTIDA POR ULTRASSOM E A 

TÉCNICA DE FAAS  

Recentemente, na literatura podem ser encontrados alguns trabalhos que utilizam 

a extração assistida por ultrassom para a determinação de íons metálicos em alimentos e 

bebidas utilizando a técnica de FAAS. 

PERONICO et al., 2016 desenvolveram um método para a determinação de Cu, 

Mn, Ca e Mg em amostras de sementes oleaginosas utilizando como preparo de amostra 

a extração assistida por ultrassom e a técnica analítica de FAAS. Os melhores resultados 

obtidos na otimização da extração assistida por ultrassom foram 0,3 g de amostra, 10 

mL de ácido nítrico 1,40 mol L
-1

, e 10 minutos de sonicação em banho de ultrassom a 

25 ºC. De forma similar, MACHADO, BERGMANN e PISTON (2016) determinaram 

Fe e Zn em amostras de fórmulas infantis a base de leite, utilizando a extração assistida 

por ultrassom como método de preparo de amostra e a técnica analítica de FAAS. Estes 

pesquisadores encontraram como condições ótimas 0,5 gramas de amostra, 25 mL de 

ácido nítrico 15% (v/v) e tempo de extração de 5 minutos. Finalmente, FERREIRA et 

al., 2014 utilizaram a extração assistida por ultrassom para a determinação de Fe, K e 

Na em amostras de achocolatado em pó, fazendo uso da técnica analítica de FAAS; as 

melhores condições neste estudo foram 75% (v/v) de ácido nítrico, 30 minutos de 

extração no banho de ultrassom e temperatura de 50ºC.  

2.7. VALIDAÇÃO DE MÉTODOS ANALÍTICOS 

A necessidade de garantir a qualidade de medições químicas, através de sua 

comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, está sendo cada vez mais reconhecida 

e exigida (TAVARES, 2010). Por isso, para garantir que um novo método analítico gere 

informações confiáveis e interpretáveis, ele deve sofrer uma avaliação denominada 

validação (RIBANI et al., 2004). A validação tem várias definições. Segundo a 

ANVISA: “a validação deve garantir, através de estudos experimentais, que o método 
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atenda as exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos 

resultados” (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004); de acordo com a United States 

Pharmacopedia (USP): “a validação de um método analítico é o processo que fornece 

uma evidência documentada, através de estudos de laboratório, de que  o método realiza 

aquilo para o qual é indicado a fazer” (USP, 2007) e a WHO define  validação como: 

“avaliação sistemática de um procedimento analítico para demostrar que este está sob as 

condições nas quais deve ser aplicado” (WHO, 1992).  

Os parâmetros analíticos normalmente encontrados para estudos de validação de 

métodos analíticos são: seletividade; linearidade e faixa de aplicação; precisão; 

exatidão; limite de detecção; limite de quantificação e robustez. No entanto, 

dependendo da área de atuação e da técnica analítica empregada para análise, devem-se 

verificar quais parâmetros são realmente necessários no estudo de validação (RIBERO 

et al., 2008). Nos itens seguintes serão descritos alguns parâmetros de validação 

utilizados neste estudo. 

2.7.1. Linearidade e curvas analíticas 

O parâmetro de linearidade refere-se à capacidade do método de gerar resultados 

linearmente proporcionais à concentração do analito, enquadrados na faixa analítica 

especificada (BRITO et al., 2003; ICH, 1996; USP, 2007; BRITO, 2001). Essa relação 

de proporcionalidade é avaliada pela curva analítica ou curva de calibração. As curvas 

analíticas podem ser obtidas por padronização externa, em que soluções aquosas são 

preparadas a partir de uma solução padrão; por padronização interna que consiste na 

preparação das soluções padrão de concentração conhecida de um padrão interno e da 

amostra e a substância usada como padrão interno deve ser similar a substância a ser 

quantificada; e por superposição de matriz que consiste na adição do padrão da 

substância em diversas concentrações em uma matriz similar à da amostra, sendo este 

método usado para compensar o efeito da matriz ou de possíveis interferentes (RIBANI 

et al., 2004). 

Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela análise de, no mínimo, 

cinco concentrações diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 1996). Se houver relação linear 

aparente após a análise visual do gráfico, os resultados dos testes deverão ser tratados 

por métodos estatísticos apropriados. Geralmente, a linearidade é avaliada por meio do 
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coeficiente de correlação (r) e do coeficiente de determinação (R
2
). Estes dois 

coeficientes indicam o grau de ajuste dos dados a curva analítica e não devem ser 

empregados isoladamente (BRASIL, 2007; BRASIL, 2003; CARDOSO et al., 2010). 

Segundo a ANVISA o coeficiente de correlação deve ser superior ou igual a 0,99 e 

segundo o INMETRO deve apresentar valores acima de 0,90 (BRASIL, 2003; BRASIL, 

2007; RIBANI et al., 2004). O coeficiente de determinação R
2
 que determina a 

variabilidade dos dados experimentais, é geralmente usado para avaliar o ajuste de um 

modelo e, consequentemente, a qualidade da regressão; o valor deste coeficiente pode 

variar entre 0 ≤ R
2
 ≤1, ou seja, quanto mais próximo de 1 mais o modelo consegue 

descrever a variação em y e maior será a qualidade da regressão (PIMENTEL e NETO, 

1996; FERREIRA, 2016). Além disso, pode-se aplicar um teste-F para avaliar a 

significância da regressão linear, em que valores de Fregressão > Fcritico  e p < 0,05, 

indicam que a regressão linear é significativa (CARDOSO et al., 2010). Ainda, para 

avaliar se o modelo é ou não adequado, ou seja, ele se ajusta aos dados experimentais, 

pode-se aplicar um teste de falta de ajuste (do inglês Lack-of-fit), em que se espera que 

o valor de Ffalta de ajuste < Fcritico e p > 0,05. Se ambas as hipóteses forem aceitas, pode-se 

confirmar que o modelo linear é adequado para o estudo e não apresenta falta de ajuste 

e, portanto, existe linearidade na faixa de concentrações investigada na curva analítica 

(FEINBERGA e RAGUENES, 1999: ANDRADE, 2014; ANDOLFATTO, 2016). 

2.7.2. Limites de detecção (LD) e quantificação (LQ)  

Quando são realizadas medidas em amostras com baixos níveis do analito, como 

por exemplo, análise de traços, é importante saber qual o menor valor de concentração 

do analito ou da propriedade que pode ser detectado pelo método (DQU). O limite de 

detecção (LD) é a menor concentração do analito que pode ser detectada, mas não 

necessariamente quantificada, sob condições experimentais estabelecidas (ICH, 1996; 

CURRIE, 1999: BRITO, 2001; BRITO et al., 2003), enquanto que o limite de 

quantificação indica a menor concentração do analito que pode ser determinada com 

precisão e exatidão aceitáveis (BRASIL, 2003). As estimativas dos limites de detecção e 

de quantificação, no caso da utilização de métodos instrumentais  podem ser 

determinadas pelas equações 1 e 2 (BRITO et al., 2003): 

                                                
   

 
                                    Equação 1 
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                                   Equação 2 

em que:  

SB= desvio padrão das medidas do branco analítico 

b= inclinação da curva de calibração 

2.7.3. Precisão 

O parâmetro que avalia a proximidade entre várias medidas efetuada na mesma 

amostra é a precisão do processo analítico. Usualmente, é expressa como o desvio-

padrão, variância ou coeficiente de variação (CV) de diversas medidas (RIBEIRO, 

2008; BRITO et al., 2003; HUBERT, 1999; STUBBERUD e ASTROM, 1998). A 

precisão pode ser expressa pela equação 3: 

                                             ( )     ( )   
 

 
                                Equação 3 

De acordo com o INMETRO a precisão pode ser expressa em três níveis: 

repetitividade, precisão intermediária e reprodutibilidade. A repetitividade representa a 

concordância entre os resultados de medições sucessivas de um mesmo método, 

efetuadas sob as mesmas condições de medição, chamadas, condições de repetitividade: 

mesmo procedimento, mesmo analista e mesmo instrumento (RIBANI et al., 2004). A 

precisão intermediária, de acordo com a ISO 5725-3, refere-se à precisão avaliada sobre 

a mesma amostra, amostra idêntica ou padrões, utilizando o mesmo método, no mesmo 

laboratório, mas definindo exatamente quais as condições a variar (uma ou mais) tais 

como: diferentes analistas, diferentes equipamentos e diferentes tempos (BRASIL, 

2011). A reprodutibilidade estima o grau de concordância dos resultados de uma mesma 

amostra, porém variando todas as condições simultaneamente (analista, instrumento, 

laboratório e tempo), sendo esta última estimativa utilizada para a padronização de 

metodologias em estudos colaborativos (BRASIL, 2007). 

2.7.4. Exatidão  

Representa o grau de concordância entre os resultados individuais encontrados 

em um determinado ensaio e um valor de referência aceito como verdadeiro. A exatidão 

de um método analítico é geralmente avaliada por um dos seguintes procedimentos: 
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análise de material de referencia certificado (MRC), aplicação de um método de 

reconhecida exatidão e teste de adição e recuperação (THOMPSON et al., 2002; 

TAVARES, 2010; BRANDÃO, 2010). 

Materiais de referência certificados (MRC) são os materiais de controle 

preferidos, pois estão diretamente relacionados com padrões internacionais. Entretanto, 

o alto custo do MRC e a abrangência limitada de matrizes e analitos restringem seu uso 

(WESLEY, POCKLINGTON e WALKER, 1991; BRITO et al., 2003). Ensaios de 

recuperação são geralmente utilizados para avaliar a exatidão, já que a recuperação está 

relacionada com a exatidão, pois reflete a quantidade de determinado analito, 

recuperado no processo, em relação à quantidade real presente na amostra (BRITO et 

al., 2003). A exatidão também pode ser avaliada por comparação de métodos, que 

consiste na comparação entre os resultados obtidos empregando-se o método em 

desenvolvimento e os resultados conseguidos através de um método de referência. Esta 

abordagem assume que a incerteza do método de referência é conhecida (RIBANI et al., 

2004). Para avaliar a exatidão por comparação de métodos são aplicados testes 

estatísticos, que incluem a regressão linear e o test-t pareado (BRITO et al., 2003; 

SPINOLA et al., 2014; ANDOLFATTO, 2016).  
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3. METODOLOGIA 

3.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1.1. Amostragem  
 

Para o estudo de otimização foi utilizada a amostra de farinha de chia 

identificada como FC4. Para o estudo de validação e de aplicação da metodologia 

analítica foram utilizadas oito amostras de sementes de chia (SC1 a SC8) e cinco 

amostras de farinhas de chia (FC1 a FC5) provenientes de diferentes fabricantes e 

adquiridas em supermercados e outros estabelecimentos comerciais no período de 2015 

a 2016. Essas amostras foram armazenadas em suas embalagens de origem em um local 

arejado e seco até a realização dos ensaios. Após o preparo das amostras de chia 

(moagem e peneiramento) para análise dos metais por FAAS, estas foram estocadas em 

frascos fechados de polipropileno. 

As amostras de chia foram identificadas com letras e números e informações 

pertinentes destas são apresentadas na Tabela 4. 
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Tabela 4. Informações relevantes das amostras de sementes e de farinhas de chia 

ID
1 

Apresentação
2
 Procedência

3
 Lote

 

SC1  Sementes Osasco-SP 3440151 

SC2 Sementes Guarujá do Sul-SC 0062 

SC3 Sementes Bandeirantes-MS 00012814 

SC4 Sementes São Paulo-SP - 

SC5 Sementes Sertãozinho-SP 029 

SC6 Sementes Coronel Bicaco-RS 032016 

SC7 

SC8  

Sementes 

Sementes 

Porto Alegre-RS 

Curitiba-PR 

160302 

150213 

FC1  Farinha Jaragua do sul-SC 12286 

FC2  Farinha São Paulo-SP L 

FC3  Farinha Ponta grosa-PR - 

FC4  Farinha Curitiba-PR 141118 

FC5 Farinha Londrina-PR - 

 ID
1
= Identificação das amostras de sementes (SC) e de farinhas de chia (FC); 

2
 Apresentação 

comercial da chia (sementes ou farinhas), 
3 
Local de processamento e envase das amostras. 

 

3.1.2. Reagentes 

 

Em todos os experimentos foi empregada água deionizada obtida em um sistema 

de purificação de osmose reversa OS 10LX TQ50 (GEHAKA). 

Todas as soluções utilizadas ao longo do trabalho experimental foram 

preparadas empregando-se reagentes de grau analítico: ácido nítrico 65% (v/v) (FMaia, 

Brasil) e peróxido de hidrogênio 33% (m/v) (Biotec). As soluções analíticas dos íons 

metálicos Mn, Zn, Fe, Ca e Mg foram preparadas diariamente a partir de diluições de 

soluções padrão de 1000 mg L
-1

 (SpecSol). 

  

3.1.3. Equipamentos e parâmetros instrumentais 

 

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram balança analítica (Shimadzu, 

modelo AUW220D), micropipetas (Labmate-HTL) com diferentes capacidades, chapa 

de aquecimento (Novatecnica), peneira (Bertel abertura de 28 Mesh), moedor de café e 
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grãos (Cuisinart, modelo DCG-20BKN), banho de ultrassom (Sppencer, modelo CD 

4800 com potência de 70 W e frequência de 42 kHz). 

Para a determinação dos íons metálicos Mn, Zn, Fe, Ca e Mg foi utilizado um 

espectrômetro de absorção atômica em chama – FAAS (Varian, modelo AA 220) 

(Figura 6) e para a atomização foi utilizada uma chama composta de ar/acetileno para 

Mn, Zn, Fe e Mg e de acetileno/óxido nitroso para Ca. Lâmpadas de cátodo oco da 

Variam e da Agilent foram utilizadas para cada elemento analisado empregando-se as 

condições operacionais recomendadas pelo fabricante do equipamento (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Parâmetros operacionais empregados na determinação de Fe, Ca, Mn, Zn e 

Mg em amostras de  sementes e de farinhas de chia por FAAS 

Parâmetros Mn Zn Mg Fe Ca 

Comprimento de onda 

(nm) 

279,5 213,9 285,2 248,5 422,7 

Corrente de lâmpada 

(mA) 

5 5 4 5 10 

Largura fenda (nm) 0,2 1,0 0,5 0,2 0,1 

Fluxo de acetileno (L 

min
-1

) 

1,50 1,50 1,50 1,5 1,5 

Fluxo de ar (L min
-1

) 3,50 3,50 3,50 3,5 3,5 

  

 

Figura 6. Espectrômetro de absorção atômica em chama (Fonte: Arquivo pessoal) 
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3.1.4.  Limpeza dos materiais 

 

Previamente ao uso, todo o material empregado foi lavado com água e 

detergente, e posteriormente enxaguado com água destilada e colocado em banho de 

HNO3 (3%, v/v) em um recipiente plástico com tampa por um tempo mínimo de 24 h. 

Após a retirada do banho ácido, o material foi lavado com água destilada e deixado em 

bandejas plásticas previamente descontaminadas. Durante todo o processo de limpeza e 

realização dos ensaios, os materiais foram manipulados em bancadas previamente 

descontaminadas com álcool em gel 70% (v/v) e para a manipulação de todo o material 

foram utilizadas luvas sem talco, para evitar possíveis contaminações com metais. 

 

3.2. PROCEDIMENTOS ANALÍTICOS PARA O PREPARO DA AMOSTRA 

A proposta do trabalho foi otimizar e validar uma metodologia analítica para a 

determinação de íons metálicos em amostras de sementes e de farinhas de chia por 

FAAS empregando-se como método alternativo de preparo de amostra a extração 

assistida por ultrassom e como método de referência a digestão por via úmida. Na 

Tabela 6, são apresentados os procedimentos utilizados para a obtenção das soluções 

para as análises dos íons metálicos Mn, Zn, Fe, Ca e Mg em sementes e farinhas de 

chia. 
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Tabela 6. Procedimentos de preparo de amostra adotados para a análise de Mn, Zn, Fe, 

Ca e Mg em amostras de sementes e de farinhas de chia. 

Métodos Procedimentos 

 

 

 

Extração assistida 

por ultrassom 

Macerar e peneirar uma quantidade em torno de 100 gramas 

das sementes ou das farinhas de chia até um tamanho de 

partícula de 600 µm 

Pesar uma massa de 0,5 gramas de sementes ou de farinhas de 

chia 

Adicionar 25 mL de HNO3 5% (v/v) em béquer de 100 mL 

Cobrir as soluções com vidro relógio 

Submeter a solução a sonicação em banho de ultrassom por 30 

minutos em temperatura ambiente 

Filtrar o sobrenadante (papel filtro qualitativo) 

Analisar o filtrado por FAAS 

 

 

 

Digestão por Via 

Úmida 

Macerar e peneirar uma quantidade em torno de 100 gramas 

das sementes ou das farinhas de chia até um tamanho de 

partícula de 600 µm 

Pesar uma massa de 0,5 gramas de sementes ou farinhas de 

chia em béquer de 100 mL 

Adicionar 10,0 mL de HNO3 (65%, v/v) 

Cobrir a solução com vidro de relógio 

Aquecer em banho de areia a 100 ºC por 4 horas 

Adicionar 4,0 mL de H2O2 33% (m/v) 

Aquecer por 4 horas até próximo da secura a 90 ºC 

Diluir para 25,0 mL com água destilada 

Analisar por FAAS 

 

3.3. OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRAÇÃO ASSISTIDA POR 

ULTRASSOM 

Um planejamento fatorial em dois níveis foi empregado com o objetivo de 

avaliar a influência das variáveis: concentração da solução extratora (%HNO3, v/v) e 

tempo de sonicação (minutos) na extração dos íons metálicos Fe, Ca, Mn, Zn e Mg de  

farinhas e sementes de chia. O planejamento fatorial completo empregado nesse 

procedimento foi 2
2
, totalizando quatro experimentos em quadruplicatas da amostra de 

farinha de chia (FC4). Na Tabela 7, são apresentadas as variáveis estudadas e os 

respectivos níveis avaliados para a otimização do preparo de amostra usando a extração 

assistida por ultrassom. 
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Tabela 7. Fatores e níveis no planejamento fatorial 2
2
 para a determinação de íons 

metálicos em farinha de chia por FAAS. 

Fatores Nível (-) Nível (+) 

a. Concentração de 

HNO3 (%, v/v) 

5 20 

b. Tempo de extração 

(min.) 

10  30  

 

Os efeitos do planejamento fatorial foram calculados pela Equação 4: 

Ef = (R+) – (R-)                                             (Equação 4) 

 

em que   ̅̅ ̅̅  e   ̅̅ ̅ são as diferenças das médias dos níveis (+) e (-), 

respectivamente, dos fatores envolvidos. Os efeitos das variáveis nos teores de íons 

metálicos em sementes e farinhas de chia foram testados para a significância estatística 

no nível de 95% de confiança pelo cálculo do erro padrão e pelo gráfico de Pareto. A 

análise estatística dos dados foi realizada empregando-se o software estatístico Minitab 

for Windows v.16.2.2 (MINITAB, 2010). 

 

3.4. ESTUDO DE VALIDAÇÃO DA EXTRAÇÃO ASSISTIDA POR 

ULTRASSOM COMO PREPARO DE AMOSTRA  

 

A validação do método de preparo de amostra usando a extração assistida por 

ultrassom para a determinação de íons metálicos em sementes e farinhas de chia por 

FAAS foi realizada pela análise dos parâmetros: linearidade, limite de detecção (LD), 

limite de quantificação (LQ), exatidão e precisão seguindo as recomendações de guias 

da Anvisa, Inmetro, AOAC e NATA. Todas as análises estatísticas foram realizadas no 

nível de 95% de confiança, utilizando o software estatístico Minitab for Windows 

16.2.2 (MINITAB, 2010). 

3.4.1. Linearidade e Curvas de calibração 

As curvas analíticas foram obtidas pelo método de padronização externa com 

dissolução dos padrões em solução aquosa. As curvas de calibração foram construídas 

dentro da faixa linear de cada elemento (Tabela 8), sendo cada ponto analisado em 

duplicata. A linearidade foi verificada pela aplicação da técnica de regressão linear e de 

um teste de falta de ajuste no nível de 95% de confiança (ARAUJO, 2009).   
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Tabela 8. Faixas lineares de Fe, Ca, Mn, Zn e Mg utilizadas para o estudo de 

linearidade. 

Metal Faixa linear (mg L
-1

) 

Mn 0,3 - 1,5 

Zn 0,2 - 1,0 

Mg 0,1 - 0,8 

Fe 0,5 - 2,5 

Ca 0,2 - 1,5 

 

3.4.2. Limites de detecção e de quantificação 

Os valores dos limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram 

estimados utilizando-se os dados da equação da curva de calibração de cada metal 

(ARAUJO, 2009). A determinação dos respectivos limites foi realizada a partir do 

desvio padrão de 10 medidas consecutivas do controle analítico (branco) e da inclinação 

(coeficiente angular) da curva de calibração de acordo com as equações 1 e 2 

(ANDRADE et al., 2014; ARAUJO, 2009; NATA, 2012; BRITO, et al.; 2003; 

ANVISA, 2003; ICH,1996). 

3.4.3. Precisão 

A precisão do método foi avaliada através da comparação das variâncias 

ponderadas (Sp
2
) de cada um dos métodos de preparo de amostra (extração assistida por 

ultrassom e digestão por via úmida), pela aplicação de um teste F e pelo cálculo de 

intervalos de confiança para a razão entre variâncias (INMETRO, 2011; 

WERNIMONT, 1985). A precisão também foi expressa em termos de repetitividade, 

onde foram preparadas cinco réplicas verdadeiras de uma amostra de farinha de chia 

(FC2) usando o procedimento descrito no item 3.2 e os resultados obtidos foram 

utilizados no calculo do RSD (%), de acordo com a equação 3.  

 

3.4.4.  Exatidão 

A exatidão do método proposto (extração assistida por ultrassom) foi avaliada 

pela comparação com um método de referência (digestão por via úmida), aplicando-se 

um teste-t pareado nas diferentes amostras de sementes e farinhas de chia e por uma 

análise de regressão linear, ambos no nível de 95% de confiança (NATA, 2012; 

WERNIMONT, 1985). 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. OTIMIZAÇÃO DA EXTRAÇÃO ASSISTIDA POR ULTRASSOM POR 

PLANEJAMENTO FATORIAL 

 

No presente trabalho com o intuito de otimizar a extração dos íons metálicos 

Mn, Zn, Mg, Ca e Fe em  farinha de chia utilizando o banho de ultrassom foi aplicado 

um planejamento fatorial (2
2
) (Tabela 9) para avaliar e determinar a influencia das 

seguintes variáveis: concentração de ácido nítrico (%, v/v) e tempo de extração 

(minutos). As variáveis: tamanho de partícula, temperatura e posição no banho de 

ultrassom permaneceram constantes. Essas variáveis foram mantidas constantes, pois 

são condições recomendadas na literatura como ótimas e podem interferir nos resultados 

se não forem controladas (NASCENTES, KORN e ARRUDA, 2012; MACHADO, 

BERGMANN e PISTON, 2016). O tamanho de partícula adotado foi de 600µm, a 

temperatura do banho foi igual a temperatura ambiente e a posição no banho de 

ultrassom da solução extratora contendo a amostra foi no centro a 0 cm do fundo. Os 

resultados do planejamento fatorial e os efeitos calculados são apresentados na Tabela 

9.  

 

Tabela 9. Teores dos íons metálicos Fe, Mn, Zn, Mg e Ca em farinha de chia e seus 

desvios padrão obtidos no planejamento fatorial 2
2
. 

Concentração de 

HNO3  

(%, v/v) 

Tempo de 

extração 

(min) 

Quantidade media (µg/g) ± desvio-padrão
1 

Fe Mn Zn Mg Ca 

5 (-) 10 (-) 51,9 ± 2,3 56,9 ± 1,0 60,3 ± 6,0 7579 ± 106 8551 ± 257 

20 (+) 10 (-) 50,3 ± 1,0 50,4 ± 1,3 51,0 ± 2,2 7663 ± 185 9083 ± 375 

5 (-) 30 (+) 56,6 ± 1,7 57,4 ± 2,0 57,6 ± 4,2 7622 ± 171 8290 ± 390 

20 (+) 30 (+) 56,7 ± 2,1 52,7 ± 1,2 56,4 ± 4,0 7711 ± 123 8590 ± 424 

1 
Desvios padrão calculados a partir das quadruplicatas dos ensaios do planejamento fatorial 

 

Os efeitos médios calculados do planejamento fatorial 2
2
 são apresentados na 

Tabela 10. 
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Tabela 10. Efeitos médios calculados e seus erros padrão para o planejamento fatorial 

2
2
 para os teores de Fe, Mn, Zn, Mg e Ca em farinha de chia. 

Efeitos Estimativas ± Erro padrão 
a,b 

Fe Mn Zn Mg Ca 

Media global  53,86 ± 0,56 54,37 ± 0,35 56,34 ± 1,08 7643 ± 37,5 8628 ± 91,5 

Efeitos principais:  

 

Concentração de HNO3 

% (v/v) (A):  

 

Tempo de extração 

(min.) (B):  

 

 

 

 

0,74 ± 1,13 

 

 

 

 

5,57 ± 1,13 

 

 

 

 

-5,60 ± 0,69 

 

 

 

 

1,43 ± 0,69 

 

 

 

-5,25 ± 2,16 

 

 

 

 

1,36 ± 2,16 

 

 

 

87,0 ± 74,9 

 

 

 

 

45,0 ± 74,9 

 

 

 

416 ± 183 

 

 

 

 

-377 ± 183 

Efeito de Interação de 

dois fatores: 

(A)X(B) 

 

0,85 ± 1,13 

 

 

0,87 ± 0,69 

 

4,04 ± 2,16 

 

3,0 ± 74,9 

 

-116 ± 183 

a 
O erro padrão dos efeitos foi calculado a partir dos desvios padrão apresentados na Tabela 6. 

b 
Efeitos maiores que 2,46 para Fe; 1,50 para Mn; 4,71 para Zn; 163,2 para Mg e 398,9 para Ca são 

significativos no nível de 95% de confiança.  

 

A partir da análise do teste-t e da análise do gráfico de Pareto no nível de 95% 

de confiança (Figura 7) foi considerada como variável significativa para a extração dos 

íons metálicos Mn, Zn e Ca a concentração de ácido nítrico (%,v/v) com valores de 

tcalculado > tcrítico e valores de p < 0,05. 
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(c) 

Figura 7. Gráfico de Pareto no nível de confiança de 95% para os efeitos padronizados 

do planejamento fatorial para a extração assistida por ultrassom dos metais a) Mn, b) Zn 

e c) Ca em farinha de chia. 

Além disso, não foi observado um efeito de interação significativo entre as duas 

variáveis estudadas na extração de nenhum dos íons metálicos avaliados. Isto significa 

que a concentração de ácido nítrico pode ser otimizada de forma univariada, pois seu 

efeito não depende dos níveis do tempo de extração e vice versa. 

Na aplicação da extração assistida por ultrassom, como preparo de amostra para 

a determinação de íons metálicos em farinha de chia por FAAS, observou-se uma 

redução do teor de Mn e Zn quando a concentração de HNO3 foi elevada de 5% para 

20% (v/v). Tanto a influência da concentração quanto a natureza do ácido na solução 

extratora são considerados os fatores mais críticos para a extração assistida por 

ultrassom e são dependentes diretamente do tipo de amostra a ser analisada (DE LA 

CALLE, et al., 2013; MACHADO, BERGMAN e PISTÓN, 2016). A concentração do 

ácido é essencial no processo de extração dos íons metálicos, uma vez que o íon H
+ 

é o 

responsável pelo deslocamento dos íons metálicos presentes na matriz sólida da amostra 

para o meio líquido extrator. Adicionalmente, a natureza do ácido empregado também 
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pode exercer um papel importante, uma vez que o seu poder oxidante pode auxiliar na 

oxidação da amostra, liberando mais facilmente os íons metálicos para a solução 

extratora (DE PAULA et al., 2013; PERONICO et al., 2016) Além disso, na literatura 

foram reportados estudos  que usam concentrações de ácido diluído para a extração 

assistida por ultrassom de íons metálicos. Lima, Richter e Muñoz (2011) abordam a 

utilização de ácido nítrico em concentrações de 50% (v/v), concluindo que em 

concentrações elevadas não há aumento significativo na extração de íons metálicos em 

fertilizantes inorgânicos. 

Os resultados do planejamento fatorial indicaram que para a extração de Zn e 

Mn de farinha de chia a concentração da solução de ácido nítrico diluída de 5 % (v/v) 

tem como resultado teores mais altos destes íons metálicos, fato que concorda com o 

reportado pela literatura, já que a utilização de HNO3 concentrado (65%, v/v) como 

solução extratora resulta na supressão do sinal analítico devido ao fato que altas 

concentrações de ácido podem alterar as propriedades físico-químicas da solução da 

amostra ocasionando interferências (FERREIRA et al.,2014).   

Por outro lado, os resultados do planejamento fatorial também sugerem que o 

aumento da concentração da solução extratora de HNO3 de 5,0 para 20% (v/v) foi 

relevante para a extração de Ca em farinha de chia. Este comportamento pode ser 

explicado devido às ligações fortes entre a matéria orgânica e este elemento, já que a 

chia, por ser uma semente oleaginosa, tem um alto conteúdo de acido fítico que possui 

caraterísticas quelantes que interferem na biodisponibilidade dos minerais (MOSHA et 

al, 1995; FERREIRA, 2013),  

O ácido fítico pode ser encontrado principalmente na casca de castanhas, 

sementes e grãos (HURRELL, 2003; FERREIRA, 2013) sua molécula possui seis 

prótons fortemente dissociados com pk’s menores do que 3,5 e seis prótons fracamente 

dissociáveis com pk’s entre 4,6 e 10 sugerindo o forte potencial quelante da estrutura 

(ERDMAN, 1979; NOLAN et al., 1987; SILVA e SILVA, 1999). DENDOUGUI e 

SCHWEDT (2004) analisaram in vitro a capacidade de ligação do cálcio ao ácido fítico 

em diferentes amostras de alimentos tendo como resultado que a capacidade deste 

elemento em ligar-se a este ácido está relacionada ao pH. Além disso, quando o Ca está 

presente em concentrações elevadas pode formar complexos com 5 ou 6 cátions por 

cada molécula de fitato ([Ca]5-fitato ou [Ca]6 fitato), podendo existir outros complexos 

dependendo da concentração de Ca presente; os complexos hexa-penta-tetra e tricalcio 
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são insolúveis e os complexos mono e dicalcio são solúveis (NOLAN et al., 1987; 

DOMINGUEZ et al., 2002). Portanto, os maiores teores de Ca extraídos com o uso de 

solução de HNO3 20% (v/v) podem ser atribuídos às ligações dos complexos insolúveis 

que são formados entre o ácido fítico e o cálcio, e por isso é necessária uma 

concentração mais alta de ácido nítrico para a extração deste elemento da matriz de 

chia. É importante ressaltar que os complexos insolúveis fitato-calcio são considerados 

como os principais responsáveis da redução da biodisponibilidade de outros minerais 

como Fe e Zn, já que eles podem se ligar ao complexo fitato-calcio para formar um 

complexo ainda menos solúvel (ZHOU e ERDMAN, 1995; PLAAMI, 1997; 

DOMINGUEZ et al., 2002) 

 

Para os teores de Mg a análise do teste-t no nível de 95% de confiança 

demonstrou que nenhum dos fatores estudados é significativo (Figura 8) pois o valor de 

tcalculado < tcrítico e o valor de p > 0,05 e  como verificado anteriormente não foi observado 

um efeito de interação significativo entre as variáveis estudadas no planejamento 

fatorial também para este elemento.  
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Figura 8. Gráfico de Pareto no nível de confiança de 95% para os efeitos padronizados do 

planejamento fatorial para a extração de Mg em farinha de chia por ultrassom. 

 

Os resultados do planejamento fatorial para o teor de Fe indicaram que o fator 

tempo de extração no banho de ultrassom é uma variável significativa (Figura 9) 

obtendo-se como resultados do teste-t no nível de 95% de confiança um valor de tcalculado 

< tcritico e um valor de p > 0,05 e novamente os resultados do planejamento fatorial 

demonstraram não haver um efeito de interação importante entre as variáveis estudadas. 
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Figura 9.  (a) Gráfico de Pareto no nível de confiança de 95% para os efeitos 

padronizados do planejamento fatorial para a extração de Fe de farinha de chia por 

ultrassom. 

 

Os resultados obtidos pelo planejamento fatorial são similares aos descritos por 

FERREIRA et al (2014) e NEVES et al. (2009) os quais observaram que para a extração 

do Fe em amostras de achocolatado em pó e alimentos para peixe, precisa-se manter a 

amostra por mais tempo no ultrassom quando comparado ao tempo de extração de 

outros íons metálicos. Além disso, estes pesquisadores reportam tempos maiores que 30 

minutos para conseguir extrair o Fe das amostras estudadas, já que provavelmente as 

ligações entre o ferro e a matéria orgânica são muito fortes. Como já foi mencionado 

anteriormente a chia contém ácido fítico e ele apresenta um alto potencial quelante, 

complexando íons metálicos, tanto em solução quanto no estado sólido, e interagindo 

fortemente com os íons metálicos Fe (II) e Fe (III) dependendo do valor de pH 

(QUIRRENBACH et al., 2009). 

Alguns fatores, tais como, pH, concentração e presenca de outros minerias 

influenciam a ligação e presenca de minerais ao fitato (WYATT e TRIANA-TEJAS, 

1994; SILVA e SILVA, 1999). Nos alimentos, sob condicoes naturais, o acido fitico 

encontra-se carregado negativamente, o que lhe confere alto potencial para 

complexacao com moleculas carregadas positivamente como cations e proteinas 

(CHERYAN, 1980; SILVA e SILVA, 1999). O ácido fitico presente na chia é capaz de 

ligar-se aos cátions minerais estudados Fe, Ca, Mn, Mg e Zn e entao formar complexos 

insoluveis, dificeis de sofrer hidrolise e menos disponiveis para a absorcao pelo 

organismo, afeitando a bioacessibilide desses minerais. (SOUZA, 2015).  

Na formacao dos complexos de fitato com íons metálicos, quando maior é a 

relacao carga/raio do ion, maior é a constante de formacao do complexo, logo é mais 
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facil de ser formado. A interacao do acido fitico e seus fitatos com os cátions acontece 

pelos atomos de oxigenio e depende da natureza do ion e de sua carga (VOHRA et al., 

1965; SOUZA, 2015). O ordem da razao carga/raio para ions metalicos P
3+

 (0,068) > 

Cu
2+ 

(0,055) > Fe
2+ 

(0,032)
 
> Mn

2+ 
(0,029) > Mg

2+
= Zn

2+ 
(0,027) > Ca

2+
 (0,020) > K

+ 

(0,07) (SHRIVER e ATKINS, 2008; SOUZA, 2015).  De acordo com a relacao 

carga/raio o complexo mais facil a ser formado neste estudo seria o Fe apresentado 

ligacoes fortes com o acido fitico e dificis de quebrar demostrando uma relacoa com os 

resultados obtido do planejamento fatorial já que é necessario mais tempo de sonicacao 

para extraer o Fe das amostras de chia que para a extracao dos otros metais analisados.  

  

Finalmente, com os resultados obtidos na otimização multivariada pode-se 

sugerir que a concentração de solução extratora HNO3 5% (v/v) e 30 minutos de 

extração por ultrassom são as melhores condições para a determinação de Mn, Zn e Mg 

em farinhas de chia por FAAS. Para os outros metais verificou-se a necessidade de 

estudos mais aprofundados com relação à concentração da solução extratora para o Ca e 

com relação ao tempo de extração para o Fe.  

Posteriormente, a condição otimizada foi aplicada na determinação de Mn, Zn e 

Mg na amostra FC4 por FAAS e os resultados obtidos foram comparados com os 

determinados pelo método de referência (digestão por via úmida). Os resultados do 

método alternativo de preparo de amostra (extração assistida por ultrassom) e o método 

de referência (digestão por via úmida) são apresentados na Tabela 11.  

 

Tabela 11. Comparação entre a extração assistida por ultrassom com a digestão por via 

úmida para a determinação de Mn, Zn e Mg em farinha de chia. 

Metal 

Tipos de Preparo de Amostra (µg/g)
 a

 

Digestão por via 

úmida 

Extração assistida por ultrassom tcalculado p valor 

Mn 42,60 ± 0,63 42,28 ± 0,08 1,32 0,258 

Zn 46,64 ± 1,31 48,36 ± 0,99 1,91 0,129 

Mg 4035 ± 42,3 4136,7 ± 32,3 3,15 0,088 

a
 valores expressos como médias e desvios-padrão em µg/g.  

 

Aos resultados obtidos se aplicou um teste-t no nível de 95% de confiança para a 

comparação do novo método alternativo de preparo de amostra (extração assistida por 
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ultrassom) com o método de referência (digestão por via úmida). A análise do teste-t 

sugeriu que os métodos de preparo de amostra não têm diferenças significativas no nível 

de 95% de confiança com tcalculado < tcritico e p > 0,05 para os íons metálicos avaliados. 

Em outras palavras, as condições determinadas no planejamento fatorial para a 

extração assistida por ultrassom foram ótimas para a extração de Mn, Zn e Mg em 

amostras de chia.  Posteriormente, para o estudo de validação foi adotada esta mesma 

condição para a determinação destes íons metálicos em farinhas e sementes de chia.  

 

4.2. VALIDAÇÃO DA EXTRAÇÃO ASSISTIDA POR ULTRASSOM PARA A 

DETERMINAÇÃO DE Mn Zn E Mg EM SEMENTES E FARINHAS DE CHIA 

 

A validação de um método deve garantir, por meio de estudos experimentais, 

que o método atenda as exigências das aplicações analíticas, assegurando a 

confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). 

É relevante desenvolver e validar novos métodos analíticos para a determinação 

de íons metálicos em alimentos que apresentem resultados confiáveis e que possam ser 

implantados em laboratórios de controle de qualidade ou de fiscalização, ou 

reproduzidos em laboratórios de pesquisa. Além disso, é de grande importância o 

desenvolvimento de métodos analíticos para os processos de controle de qualidade a fim 

de controlar a composição química dos alimentos (TAHAM et al., 1995; NUNES et al., 

2011). 

4.2.1. Linearidade e curvas analíticas 

 

A calibração instrumental foi realizada por padronização externa em solução 

aquosa (PE).  Os dados obtidos nas curvas analíticas de padrão externo são apresentados 

na Tabela 12 e na Figura 4 e foram utilizados para a avaliação da linearidade. 
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Tabela 12. Parâmetros de calibração e linearidade.  

 

Metal 

Parâmetros da regressão Regressão 
a
 Falta de 

ajuste 
b
 

 Equação r  R
2
  Fobs p-valor Ffaj p-valor 

Mn A = 0,0008+0,145[Mn] (±0,004)  0,998 99,6 1861,43 0,000 2,24 0,201 

Zn A = 0,0284+ 0,377[Zn] (±0,016) 0,991 98,2 442,79 0,000 1,88 0,251 

Mg A = 0,0098+ 1,14[Mg] (±0,015) 0,999 99,8 3365,61 0,000 0,27 0,847 

a
Fcrítico (0,05;1,8) = 5,32; 

b
Fcrítico(0,05; 3, 5) = 5,41. 

 

O parâmetro de linearidade permite verificar a capacidade de uma metodologia 

analítica de demonstrar que os resultados obtidos são diretamente proporcionais a 

concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo específico (ANVISA, 2003; 

NATA, 2002; ANDRADE et al., 2014). A linearidade do método proposto foi avaliada 

pela aplicação da técnica de regressão linear e do teste de falta de ajuste no nível de 

95% de confiança (ARAUJO, 2009). 

Os resultados da análise de regressão linear (Tabela 12) sugeriram que esta é 

altamente significativa (Fcalculado > Fcrítico com p < 0,05). Além disso, o coeficiente de 

correlação linear está dentro dos limites recomendados (r > 0,99) pela ANVISA (2003) 

demonstrando haver uma possível relação linear entre a absorbância e a concentração 

(Figura 10) (BRASIL, 2011; ARAUJO, 2009). 
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Figura 10. Curvas analíticas para a determinação de A) Mn, B) Zn e C) Mg por FAAS
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Os coeficientes de determinação (R
2
) que determinam a variabilidade dos dados 

experimentais apresentaram valores elevados indicando que mais de 98% da 

variabilidade é explicada pelo modelo linear e sugerindo que menos de 2% da variação 

nos dados é explicada pelos resíduos (FREIRE et al.; 1999). 

Para verificar se o modelo linear gerado se ajustava bem aos dados 

experimentais foi aplicado um teste de falta de ajuste (Ffaj) no nível de 95% de 

confiança. Os resultados obtidos indicaram que para todas as curvas analíticas o Ffaj é 

inferior ao valor de Fcritico com p > 0,05. Assim pode-se concluir que a regressão linear é 

altamente significativa para todas as curvas analíticas estudadas, sem falta de ajuste do 

modelo linear. Portanto, pode-se afirmar que as curvas analíticas apresentam linearidade 

na faixa de concentração investigada e podem ser utilizadas para a determinação de Mn, 

Zn e Mg em sementes e farinhas de chia fazendo uso da extração assistida por ultrassom 

como preparo de amostra. 

4.2.2. Limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) 

 

Para avaliar se o método proposto possibilitaria a determinação dos íons 

metálicos Mn, Zn e Mg por FAAS nas amostras de sementes e farinhas de chia em 

baixas concentrações foram calculados os limites de detecção (LD) e de quantificação 

(LQ). O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser 

detectado, porem não necessariamente quantificado, sob as condições experimentais 

estabelecidas, enquanto o LQ representa a menor concentração do analito que o 

equipamento pode quantificar com precisão e exatidão aceitáveis (ANVISA, 2003). Os 

valores de LD e de LQ foram obtidos utilizando-se os dados da curva analítica e as 

Equações 1 e 2 apresentadas no item 3.4.2. Os resultados são apresentados na Tabela 

13. 

 

 

 

 

 

 

 

  



49 

 

Tabela 13. Comparação dos limites de detecção e de quantificação da extração 

assistida por ultrassom com a digestão por via úmida para a determinação de Mn, Zn 

e Mg em farinha de chia por FAAS. 

Limites de detecção e de quantificação (mg L
-1

) 

Metal Extração Assistida por 

Ultrassom 

Digestão por Via Úmida Faixa 

linear 

(mg L
-1

) LD LQ LD LQ 

Mn 0,016 0,054 0,072 0,240 0,3 - 1,5 

Zn 0,035 0,118 0,092 0,308 0,2 - 1,0 

Mg 0,019 0,064 0,056 0,186 0,1 - 0,8 

 

Os valores de LQ obtidos para o método de extração assistida por ultrassom 

variaram de 0,064 a 0,118 mg L
-1

 seguindo a sequencia Mn < Mg < Zn, e o mesmo 

comportamento foi observado para os valores de LD, os quais variaram de 0,016 a 

0,035 mg L
-1

. Como os valores obtidos foram inferiores ao primeiro ponto das curvas 

analíticas (Tabela 5) assume-se que os analitos podem ser quantificados com precisão e 

exatidão adequadas na faixa linear das concentrações investigadas. Por outro lado, a 

digestão por via úmida, adotada como método de referência apresentou valores de LD e 

LQ superiores aos obtidos pelo método proposto de extração assistida por ultrassom.  

Os valores de LD e de LQ obtidos para a digestão por via úmida para Zn e Mg 

foram superiores ao primeiro ponto das curvas analíticas destes íons metálicos, 

demonstrando a dificuldade da digestão por via úmida em quantificar estes analitos em 

baixas concentrações na faixa linear estudada. As possíveis razões para este 

comportamento são a utilização de quantidades elevadas de reagentes e de um tempo 

longo de aquecimento, o que pode levar a contaminação dos brancos analíticos e ao 

aumento dos limites de detecção e de quantificação.  

É importante ressaltar que os limites de quantificação do método proposto de 

extração assistida por ultrassom apresentaram valores inferiores aos do método de 

referência possivelmente por limitar o uso de reagentes em altas concentrações e por 

não utilizar peróxido de hidrogênio, diminuindo a possibilidade de contaminação dos 

brancos analíticos e aumentando a sensibilidade da metodologia.  
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4.2.3. Exatidão e Precisão 

 

Na Tabela 14 são apresentadas as concentrações médias e os desvios padrão dos 

teores de Mn, Zn e Mg nas amostras de sementes e farinhas de chia utilizando o método 

de referência (digestão por via úmida) e o método proposto de extração assistida por 

ultrassom. Testes estatísticos como o teste-t pareado, a regressão linear e o teste-F de 

comparação de variâncias ponderadas foram aplicados aos teores dos íons metálicos 

investigados obtidos nas amostras de sementes e farinhas de chia por FAAS.
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Tabela 14. Teores médios e respectivos desvios padrão de Mn, Zn e Mg nas amostras de sementes e farinhas de chia obtidos pelo emprego de 

métodos de preparação de amostras distintos (método de referência e extração assistida por ultrassom). 

Concentração media (µg/g) ± DP 
a,b 

                           

Amostra 

Mn Zn Mg 

Digestão por 

Via Úmida 

Extração Assistida 

por Ultrassom  

   Digestão por  

Via Úmida 

Extração Assistida por 

Ultrassom 

Digestão por 

Via Úmida 

Extração Assistida 

por Ultrassom 

SC1 65,32 ± 4,11 63,09 ± 0,73 44,43 ± 0,51 45,83 ± 0,60 4283 ± 179 4430 ± 320 

SC2 34,16 ± 0,24 34,26 ± 0,16 72,58 ± 3,23 83,04 ± 3,19 3898 ± 426 3600 ± 5,4 

SC3 61,22 ± 0,60 63,16 ± 0,46 80,52 ± 6,47 70,57 ± 0,34 4048 ± 42 4072 ± 58 

SC4 26,11 ± 0,45 28,53 ± 0,11 77,40 ± 0,61 75,02 ± 0,02 3384 ± 25 3425 ± 58 

SC5 36,97 ± 0,04 40,49 ± 0,31 54,86 ± 1,20 76,69 ± 1,46 4741 ± 0,8 4456 ± 250 

SC6 34,22 ± 0,04 38,01 ± 0,26 55,48 ± 0,36
 

55,88 ± 1,20 4032 ± 86 3615 ± 29 

SC7 95,58 ± 3,14
 

82,58 ± 0,52
 

79,30 ± 1,51 77,81 ± 1,54 4371 ± 46 4454 ± 2,4 

SC8 49,19 ± 1,40 47,49 ± 0,53 74,71 ± 0,16 74,20 ± 4,83 3877 ± 20 3819 ± 104 

FC1 49,98 ± 0,54 52,54 ± 0,67 52,51 ± 2,55 55,85 ± 0,65 4425 ± 8,0 4450 ± 47 

FC2 72,75 ± 1,52 71,80 ± 0,44 79,30 ± 1,51 77,81 ± 1,54 3416 ± 81 3452 ± 67 

FC3 65,33 ± 1,07 73,40 ± 0,19 79,86 ± 1,49 76,78 ± 0,19 4312 ± 268 4369 ± 46 

FC4 42,35 ± 0,36 42,29 ± 0,01 45,85 ± 0,47 49,09 ± 0,36 4035 ± 42 4154 ± 32 

FC5 30,98 ± 0,11 32,98 ± 0,29 93,64 ± 1,00 98,79 ± 0,91 3648 ± 151 3390 ± 69 

 
a 
Os desvios padrão foram calculados a partir de duplicatas de cada um dos métodos de preparo de amostra. 
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4.2.3.1. Precisão 

 

Para verificar a confiabilidade do método de extração assistida por ultrassom foi 

realizado o estudo de precisão por meio da comparação das variâncias ponderadas do 

método de referencia (digestão por via úmida) e da extração assistida por ultrassom, 

aplicando-se um teste-F apropriado, utilizando-se diferentes amostras de sementes e de 

farinhas de chia. Além disso, foi avaliada a repetitividade expressa em desvios padrão 

relativos (RSD (%)), e os resultados são apresentados na Tabela 15.  

 

Tabela 15. Dados do estudo de precisão (teste-F e intervalos de confiança) do método 

de referência e a extração assistida por ultrassom para a determinação de Mn, Zn e Mg 

em farinhas e sementes de chia 

Metal Estimativas de Precisão Repetitividade  

Fcalculado p-valor Intervalo de 

confiança 

(RSD%) 

Experimental 

(RSD%) 

Recomendado 

Mn 14,70
 

0,000 4,7 -45,8 1,05 5,30 

Zn 1,58 0,420 0,5-4,9 3,80 5,30 

Mg 1,22 0,729 0,4-3,8 3,25 3,70 

Fcritico (0,05;13;13) = 3,18 

 

Uma das formas de avaliar a precisão adotada neste estudo consistiu na 

aplicação de um teste-F que considera a razão entre as variâncias amostrais ponderadas 

do método proposto e do método de referência, juntamente com os intervalos de 

confiança para a razão entre as variâncias (WENIMONT, 1985; CANO et al., 2007; 

MILLER e MILLER, 2002). Os resultados da analise do teste-F sugerem que não 

existem diferenças significativas entre a precisão do método proposto em relação a do 

método de referência para a determinação dos íons metálicos Zn e Mg, já que os valores 

de Fcalculado   foram inferiores ao valor de Fcrítico, com p > 0,05. Por outro lado, o 

resultado do teste-F para a determinação de Mn sugere que existem diferenças 

significativas entre a precisão do método de referência (digestão por via úmida) e o 

método proposto (extração assistida por ultrassom), pois Fcalculado > Fcritico com p < 0,05 

e o intervalo de confiança para a razão das variâncias ponderadas apresentou limite 

inferior maior que 1,0 (Tabela 15).  
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Para verificar se a extração assistida por ultrassom seria um método de preparo 

de amostra mais preciso que o método de referência (digestão por via úmida) foi 

aplicado o teste-F de comparação das variâncias ponderadas monocaudal (MILLER e 

MILLER, 2002). Os resultados obtidos demonstraram que a extração assistida por 

ultrassom tem menores desvios padrão ponderados do que o método de referência, pois 

Fcalculado = 14,70 é maior do que o valor do Fcritico (0,05;13,13) = 2,62 com p < 0,05. Desta 

forma, pode-se confirmar que o método de extração assistida por ultrassom apresenta 

precisão adequada para a determinação de Zn e Mg e melhor precisão para a 

determinação de Mn em amostras de sementes e farinhas de chia por FAAS. As 

diferenças obtidas entre os métodos de preparo de amostra podem ser explicadas pelo 

fato da digestão por via úmida apresentar perdas do analito por volatilização devido ao 

elevado tempo de digestão e à necessidade de grandes volumes de reagentes 

aumentando os desvios padrão do método de referência (BRANDÃO, 2010). 

As estimativas de repetitividade também foram consideradas apropriadas para 

todos os íons metálicos estudados, uma vez que os valores encontrados de RSD (%) 

foram inferiores aos valores recomendados pela AOAC na faixa das concentrações 

investigadas (AOAC, 2012). Desta forma, pode-se sugerir que o preparo de amostra 

utilizando a extração assistida por ultrassom apresenta precisão adequada para a 

determinação de Mn, Zn e Mg em amostras de sementes e farinhas de chia por FAAS. 

 

4.2.3.2. Exatidão 

 

Neste estudo a exatidão foi avaliada por meio da comparação dos teores de Mn, 

Zn e Mg obtidos pelo método de referência com os valores obtidos pela extração 

assistida por ultrassom, realizando-se a aplicação de testes estatísticos (teste-t pareado e 

a análise de regressão linear) no nível de 95% de confiança. Na Tabela 16 são 

apresentados os dados obtidos a partir da comparação dos métodos nas diferentes 

amostras de sementes e farinhas de chia.  
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Tabela 16. Resultados da avaliação da exatidão do método de extração assistida por 

ultrassom para a determinação de Mn, Zn e Mg em sementes e farinhas de chia. 

 Teste-t pareado 

Metal t calculado p-valor Intervalos de confiança para a 

determinação das médias 

Mn 0,51
 

0,617 (-2,15) - 1,51 

Zn 1,38 0,179 (-5,27) - 1,04 

Mg 1,38 0,178 (-29,4) - 150,1 

a 
t critico (0,025; 13) = 2,160 

 

A análise do teste-t pareado (Tabela 16) sugere que não existem diferenças 

significativas no nível de 95% de confiança entre os teores de Mn, Zn e Mg 

determinados pela extração assistida por ultrassom em relação aos resultados obtidos 

pelo método de referência, pois os valores de tcalculado  foram menores do que o valor de 

tcritico com valores de p > 0,05. 

A exatidão do método de preparo de amostra usando a extração assistida por 

ultrassom também foi avaliada pela técnica de regressão linear aplicada aos resultados 

apresentados na Tabela 16. Esta técnica permite identificar a presença de erros 

aleatórios e sistemáticos, os quais podem afetar a exatidão dos métodos (MILLER e 

MILLER, 2002). 

Os resultados apresentados na Tabela 17 demonstraram que os modelos lineares 

para Mn, Zn e Mg são adequados e os teores destes íons metálicos apresentam uma 

correlação linear entre os métodos de preparo de amostra avaliados (método de 

referência e a extração assistida por ultrassom), o que pode ser confirmado pelos 

elevados valores de Fregressão, que variaram entre 212,6 e 36,82 com valores de p < 0,05. 
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Tabela 17. Dados da análise de regressão linear no nível de 95% de confiança para a 

avaliação da exatidão da extração assistida por ultrassom  para a determinação de Mn, 

Zn e Mg em chia por FAAS 

Metal Fregressão p-valor Coeficiente da reta de regressão 

± Erro padrão 

tobservado p-valor 

Mn 212,6
a 

0,000 
Inclinação: 1,12 ± 0,08 14,58

b 
0,000 

Intercepto: -6,41 ± 4,15 1,55
b 

0,150 

Zn 36,82
a 

0,000 
Inclinação: 0,93 ± 0,15 6,07

b 
0,000 

Intercepto: 3,13 ± 10,99 0,28
b 

0,781 

Mg 49,81
a 

0,000 
Inclinação: 0,99 ± 0,14 7,06

b 
0,000 

Intercepto -43,8 ± 572,1 0,08
b 

0,940 

a
Fcritico(0,05;1,13)= 4,67; 

b
tcritico (0,025;13)= 2,160 

 

Para verificar a significância dos coeficientes da regressão linear (intercepto e 

inclinação) foi aplicado um teste-t aos mesmos, no mesmo nível de confiança. Os 

resultados obtidos indicaram que as inclinações das retas de regressão para todos os íons 

metálicos investigados são estatisticamente iguais a 1,0, pois os valores de tcalculado 

foram maiores do que os valores de tcritico com valores de p < 0,05 e são estatisticamente 

iguais a 1,0. 

A avaliação do intercepto sugere que não havia significância estatística destes, já 

que os valores de tcalculado foram menores do que os valores de tcritico com valores de p > 

0,05. Estes resultados comprovam que ambos os métodos de preparo de amostras 

(digestão por via úmida e a extração assistida por ultrassom) não são afetados de forma 

significativa por erros sistemáticos (Figura 11). 
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Figura 11. Comparação por regressão linear dos métodos de preparo de amostra de digestão por via úmida e da extração assistida por ultrassom 

para os metais Zn, Mn e Mg em amostras de sementes e farinhas de chia. 
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A Figura 11 ilustra uma relação funcional linear entre os métodos de preparo de 

amostra (digestão por via úmida e a extração assistida por ultrassom) aplicados para a 

determinação de Mn, Zn e Mg em sementes e farinhas de chia por FAAS. A partir destes 

resultados pode-se sugerir que a extração assistida por ultrassom, como método de preparo 

de amostra, apresenta uma boa exatidão para determinação de Mn, Zn e Mg em sementes e 

farinhas de chia por FAAS. 
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5. CONCLUSOES 

 

De modo geral, a extração assistida por ultrassom como método de preparo de 

amostra para a determinação de Mn, Zn e Mg em amostras de sementes e farinhas de chia 

por espectrometria de absorção atômica em chama (FAAS), mostrou-se adequada já que os 

parâmetros avaliados no estudo de validação (linearidade, limites de detecção e de 

quantificação, precisão e exatidão) encontraram-se dentro dos critérios recomendados pela 

literatura. Além disso, planejamento fatorial permitiu a otimização do método de extração 

assistida por ultrassom para a determinação de Mn, Zn e Mg em sementes e farinhas de chia 

por FAAS, estabelecendo como condições ótimas um tempo de extração igual a 30 minutos 

e uma concentração de  solução extratora de HNO3 5% (v/v). No entanto, para a 

determinação dos íons metálicos Fe e Ca verificou-se que ainda é necessário otimizar as 

condições de concentração da solução extratora e do tempo de extração, requerendo estudos  

mais aprofundados.   

Os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que a extração assistida por 

ultrassom é vantajosa em relação ao método de referência (digestão por via úmida) devido 

principalmente a sua simplicidade, baixo custo operacional e impacto ambiental para a 

análise de Mn, Zn e Mg em amostras de sementes e farinhas de chia por FAAS. É 

importante ressaltar que a extração assistida por ultrassom é uma metodologia muito mais 

rápida já que só faz uso de 30 minutos de extração para a determinação de Mn, Zn e Mg em 

amostras de chia comparada com o método de referência que utiliza 8 horas de digestão. 

Além disso, este método de preparo de amostra apresenta uma valiosa contribuição para a 

química verde, pois faz uso de pequenos volumes de reagentes e não faz uso de temperatura, 

gerando menos resíduos perigosos e tóxicos para o ambiente e proporcionando maior 

segurança para o analista. 

Finalmente, a extração assistida por ultrassom produz resultados precisos e exatos, 

fatos que tornam atrativa a implantação desta metodologia de preparo de amostra em 

laboratórios de controle de qualidade, e de órgãos de fiscalização de alimentos. 
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