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Introducao

A proteina do pescado é a mais
consumida mundialmente e sua
carne, além de ser uma fonte de alta
qualidade em aminoacidos essenciais,
apresenta baixa concentragdo de
gorduras saturadas, abundancia em
acidos graxos poli-insaturados dmega
3, vitaminas e minerais essenciais para
dieta humana (NESTEL et al., 2020).
Segundo a Associagdo Americana do
Coracéao (American Health Association —
AHA), ingerir ao menos duas por¢des de
peixe na semana pode melhorar a saude
do coragao e reduzir o risco de doenca
arterial coronariana e acidente vascular
cerebral (LI et al., 2020).

Por outro lado, ainda que o pescado
contenha nutrientes essenciais e
promova beneficios, ha também
uma preocupagdo quanto a ser uma
fonte potencial de contaminantes
como mercurio, cadmio, chumbo e
arsénio, prejudiciais aos seres Vvivos
(DOMINGO et al.,, 2007; CASTRO-
GONZALEZ;MENDEZ-ARMENTA, 2008;

FERNANDES et al, 2012). A
carne do pescado pode apresentar
residuos oriundos da exposicdo a
substancias quimicas presentes no
ecossistema aquatico, como resultado
da contaminacdo ambiental, tanto
por fontes naturais quanto por fontes
antrépicas (USYDUS et al., 2008).

A determinacdo da composicao
inorganica da carne do pescado com
fins nutricionais (ex. ferro, zinco e
manganés) ou de contaminagéo (cadmio,
chumbo, arsénio, mercurio, entre
outros) é importante para a avaliagéo da
qualidade nutricional e para a seguranca
alimentar, pois o0s contaminantes
podem ser bioacumulados por diversos
organismos da cadeia alimentar
aquatica (MALVANDI; ALAHABADI,
2019) e causar danos a saude quando
consumidos.

Os resultados fornecidos pelos
laboratorios devem ser confiaveis, sendo
que os maiores erros sdo observados



na etapa da coleta e do preparo das
amostras. O preparo e o processamento
das amostras de pescado descritos séo
considerados cruciais para a obtencao
de resultados fidedignos, evitando
tanto a contaminagdo cruzada entre
amostras quanto contaminacgdes devido
ao ambiente e aos materiais utilizados
durante a coleta e o preparo.

No caso de amostras sdlidas, como
as amostras de pescado, exceto nas
andlises in situ, as analises quimicas
sdo precedidas pela amostragem, que
deve ser criteriosamente observada,
pois uma pequena quantidade de
material (a amostra) é selecionada para
determinar a composi¢ao quimica de
uma populagdo muito maior. O ideal
seria que a porgao coletada, que sera
reamostrada no laboratério em porgoes
inferiores a 1 g, tivesse a mesma
composicao da populacdo que esta
sendo amostrada (PETERSEN; DAHL;
ESBENSEN, 2004). Porém, isso nunca
ocorre e as discrepancias dao origem as
incertezas na amostragem (RAMSEY;
THOMPSON, 2007; KRUG; ROCHA,
2019).

Pode-se afirmar que a amostragem é
um processo que consiste na selegéo e
remogao de uma pequena parte do todo,
que seja representativa e proporcione
resultados com niveis de incerteza
aceitaveis para a tomada de decisdo, ou
seja, suficiente para cumprir o objetivo
analitico (KRUG; ROCHA, 2019). A
amostragem primaria, a qual € tratada
neste documento, requer cuidados
para se evitar maiores incertezas nos
resultados.

Objetivos

Apresentar procedimentos que visam:

e Permitir o armazenamento de forma
mais adequada e por periodo mais
longo;

e Diminuir problemas relacionados a
homogeneidade das amostras;

e Reduzir a dimensao da amostra;

e Faciltar o ataque dos reagentes
durante o processo analitico, pela
diminuicdo do tamanho das particulas.

Material e Métodos

Todo o material utilizado no preparo
das amostras devera ser anotado com
as seguintes caracteristicas:

Reagentes, insumos e vidrarias
(descrever as marcas utilizadas, lote e
validade)

Equipamentos (descrever a marca e o
modelo dos equipamentos utilizados no
preparo das amostras)

Equipamentos de Protecao Individual
- EPIs

Durante todos os processos deve-
se enfatizar a importancia do uso dos
Equipamentos de Protecdo Individuais
(EPIs) para a protegéo dos profissionais
e para possivel a contaminagdo das
amostras.Os equipamentos necessarios
sao jalecos de algoddo de manga
comprida, luvas de borracha nitrilicas
sem amido e oculos de protegao ante
embagcante incolor.



Aspectos importantes
relacionados ao preparo
das amostras de pescados

Alguns cuidados devem ser
observados, para garantir a integridade
fisica e quimica do material coletado:

e Identificar devidamente o recipiente
(sacos plasticos, potes plasticos,
frascos, etc.) que receberda a
amostra. Cuidado especial deve
ser tomado com as amostras que
serdo armazenadas em baixas
temperaturas. Em muitos casos, a
identificacdo feita inicialmente torna-
se ilegivel durante o processo de
descongelamento;

e Garantr que as embalagens,
as ferramentas e os utensilios
empregados na coleta e no transporte
ndo contaminem a amostra,
principalmente em fungcdo das
determinagdes que serao realizadas.
Como exemplo, se for determinado
o teor de ferro, a faca utilizada para
retirar a amostra ndao pode ter sido
confeccionada com esse elemento.
Recomenda-se o uso de facas de
ceramica;

e Documentar cada etapa da coleta:

- especificar todas as caracteristicas
relevantes da area,;

- condigbes climaticas;

- data da coleta

- identificagao inequivoca da espécie
amostrada e/ou comprada;

- numero de cadastro no SisGen, em
caso de espécie nativa;

condigbes de transporte e pré-
secagem;
- no caso de amostras adquiridas em
estabelecimentos comerciais, identificar
os dados do estabelecimento e do
fornecedor da matéria prima.

e A amostra deve ser encaminhada
0 mais rapidamente possivel
ao laboratério para que possa
ser devidamente processada e
armazenada;

e Asamostras devem ser armazenadas
em sacos plasticos a prova de agua
e transferidas imediatamente para
caixas térmicas com gelo (periodo
maximo de 24 h). Caso o transporte
leve mais de 24 h, a amostra devera
ser congelada em gelo seco por um
periodo maximo de 48 h.

e O tempo entre a coleta da amostra
e a chegada ao laboratério devera
ser reportado na documentagao
quando da entrada no laboratério.
Deve-se evitar o encaminhamento ao
laboratoério aos finais de semana, a
menos que haja um pré-entendimento
entre as partes.

e A amostra que chegar ao laboratério
sem as informagdes necessarias ao
processamento e analise deve ser
recusada. E necessario conhecer
o tipo da amostra, o que deve ser
determinado e quem é o responsavel
pela solicitagéo.



Registro dos
dados da coleta

a) Nome da espécie;

b) Localizagéo (GPS) do local de
pesca ou descri¢do do local de
comercializacgao;

c) Data e horario da coleta;

d) Local em que foi coletado (mangue,
estuario, mar, etc.);

e) Tamanho (comprimento total,
comprimento padrao);

g) Massa total (g);
i) Nome do responsavel pela coleta;

j) Data e horario do recebimento da
amostra pelo laboratdrio;

k) Nome do responsavel pelo
recebimento da amostra no
laboratdrio.

Etapas laboratoriais

Limpeza e desmineralizagao

Alavagem criteriosa e cuidadosa dos
materiais e vidrarias que entrardo em
contato com o pescado é o primeiro pas-
SO para prevenir a contaminagédo com
residuos e sujeiras aderidos a superfi-
cie e demais partes dos equipamentos
empregados nas etapas seguintes do
processo.

Os materiais e vidrarias utilizados
nos procedimentos do tratamento e
conservagao de amostras de pescado
deverdo ser previamente lavados
com solucdo de detergente neutro a
2% vl/v (Figura 1). Em seguida, para a
desmineralizagdo (descontaminagao),
todo o material lavado é colocado em
banho de HNO, 10% v/v por 24 horas
(Figura 2). Este banho devera ser
mantido fechado. A seguir o material
é retirado do banho e lavado no

minimo trés vezes com agua ultrapura
(resistividade 18,2 MQ cm).

Figura 1. Lavagem com detergente neutro
2% viv.

Figura 2. Material em banho acido (HNO,
10% v/iv).

Foto: barlos Alberto da Slva

Foto: Carlos Alberto da Siva



Secagem dos materiais e

vidrarias

Em seguida, os materiais e as
vidrarias podem ser colocados para secar
em ambiente controlado sem poeira.
Alguns protocolos indicam a secagem
em estufa a temperaturas baixas (40/50
°C), porém pode ocorrer contaminagdes
provenientes do material de fabricacao
da estufa. O ideal é que a secagem seja
feita em uma capela de fluxo laminar, que
impede a contaminagdo do ambiente.
Modelo alternativo para a secagem é
apresentado na Figura 3. Construida
em material polimérico (polipropileno),
possui ventiladores na parte superior,
sendo que o ar insuflado passa por filtros
e é direcionado para a saida da capela,
na parte inferior. Duas lampadas de
infravermelho proporcionam o aumento
na velocidade de secagem. Deve-se ter
a precaucgao de secar a vidraria limpa
separadamente de outros materiais
(amostras ou reagentes no mesmo
ambiente) para evitar a contaminagéo
apos a lavagem. Todo o material limpo
e seco devera ser mantido em bandejas
plasticas recobertas com plastico
filme ou dentro de sacos plasticos
de polietileno estéreis até o seu uso,
evitando o acumulo de poeira e contato
com outras substancias quimicas.

Figura 3. Capela construida em polipropileno
para a secagem do material.

Filetagem e
armazenamento inicial

Filetagem

A conservacdo do pescado refri-
gerado ou congelado, a depender do
tempo para iniciar o processamento, &
importante para a manutencdo e nao
degradacgao da qualidade da carne e de
6rgaos alvos das andlises.

Foto: Carlos Alberto da Slva



Deve-se tomar cuidado durante o
processamento para evitar a contami-
nacdo das amostras. Schmitt; Finger
(1987) demonstraram que a contami-
nacao de amostras de carne de peixe é
provavel, a menos que sejam tomados
os devidos cuidados, como trabalhar em
local previamente limpo e com materiais
descontaminados. Potenciais fontes de
contaminagao incluem poeira, instru-
mentos, utensilios, superficies de traba-
Iho e recipientes que podem entrar em
contato com as amostras (GUIDANCE,
2000).

Inicialmente, €& necessaria a
identificacdo da espécie do peixe e
a medicdo de suas caracteristicas

morfométricas como  comprimento,
altura e largura bem como sua massa.
No caso especifico de peixes, além
da massa, é utilizado o comprimento
total e/ou comprimento padrdo. Para
moluscos (ostras e mexilhdes) utiliza-se
a massa, altura e largura da concha.
Esses procedimentos podem ser feitos
com auxilio de uma balanca, régua
milimetrada ou paquimetro, como
observado na Figura 4. Em seguida, &
dado inicio a filetagem do musculo do
peixe, o qual é cortado com o auxilio
de uma faca, com fio de corte liso,
no formato de pequenos cubos, para
facilitar o armazenamento e o processo
de liofilizag&o (Figura 5).

Figura 4. Identificagdo das caracteristicas do peixe (massa e comprimento).

Fotos: Carlos Alberto da Siva
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Figura 5. Musculo do peixe filetado em
formato de cubos.

Armazenamento Inicial

Apds as amostras serem devidamente
filetadas é necessario armazena-las para
a liofilizagdo. A amostra é transferida
para os frascos de armazenamento

vazios, desmineralizados conforme
descrito  anteriormente, secos e
identificados. Essa identificagéo

deve conter informacgbes referentes a
amostra, provenientes da coleta, tais
como tipo de organismo, identificagéo
original e data da coleta (Figura 6).
Posteriormente, cada frasco é pesado
em balanga analitica (sensibilidade de
10“ g) para que seja anotada a massa
umida (amostra com umidade natural)
e armazenadas a temperaturas < -20
°C. O periodo de armazenamento
maximo antes da liofilizagdo dependera
do objetivo da analise, sendo de no
maximo 28 dias para a determinagao de
mercurio, 6 meses para outros metais
e 1 ano para contaminantes organicos
(GUIDANCE, 2000).

Liofilizacao das amostras

A liofilizagdo é uma técnica de
secagem que retira a umidade contida
nos materiais sem a necessidade
de aquecé-los. O principio fisico da
liofiizagcdo é a sublimagdo, que ¢é a
passagem direta do estado soélido para
0 gasoso, sem a passagem pelo estado
liquido. Para que o processo ocorra, a
amostra é congelada e seca sob vacuo,
sem ocorrer o seu descongelamento.
A liofilizagcdo €& recomendada para
preservar as  caracteristicas da
substancia de interesse, tais como
materiais termossensiveis, materiais
biolégicos (fungos, enzimas, tecidos,
sangue, etc.), insumos farmacéuticos
(antibidticos, vacinas e soros), alimentos
(sucos, carnes, legumes e frutas) e
produtos quimicos, preservando as
amostras de forma mais adequada que
outras técnicas de secagem (RATTI,
2001).

Antes de se iniciar um novo processo
de liofilizagdo € importante remover
toda a agua do processo anterior que
permaneceu no condensador de gelo
e, entdo, fechar as valvulas de saida e
de ventilagdo. As amostras colocadas
dentro dos frascos para serem liofilizadas
deve ter uma espessura maxima de 2
cm, para que sejam adequadamente
liofilizadas. A seguir s&o congeladas
em meio de nitrogénio liquido (-196
°C) e levadas para o processo de
liofilizacdao. O tempo necessario para a
secagem é influenciado pela espessura
e caracteristicas da amostra, como



Foto: Carlos Alberto da Slva

percentual de umidade, composicao
quimica  (lipideos, percentual de
agucares, etc.), area superficial (amostra
moida ou integral), etc., podendo levar
de 48 horas até uma semana (Figura 6).
Normalmente, para o tipo de amostra
avaliado (tecido de peixe), a liofilizagao
das amostras é realizada a pressao
aproximada de 400 yHg por um periodo
de 78 horas. Apdés a finalizagdo do
processo € necessario observar se
o0 material esta corretamente seco
(Figura 7) e pesado novamente, para
que seja anotada a massa do material
seco e quantificar o teor de umidade
da amostra. Em seguida, a amostra é
transferida para frasco apropriado e
armazenada em dessecador até que
seja iniciado o procedimento de moagem
e peneiramento (Figura 8).

Amostras

Figura 6.
liofilizador.

organizadas no

Figura 7. Amostras secas ap0s liofilizagao.

Figura 8. Amostras de ostras liofilizadas e
identificadas, prontas para serem moidas e
peneiradas.

Foto: Carlos Alberto da Slva

Foto: Carlos Alberto da Slva
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Moagem e peneiramento

Moagem

Para a moagem deve ser usado um
moinho com laminas e corpo em ago
inoxidavel (Figura 9A) ou, alternativamente,
um processador de alimentos doméstico
com poténcia minima de 400 W e de
facil limpeza, laminas em aco inoxidavel
e corpo plastico atdéxico e com alta
resisténcia a abrasao (Figura 9B), utilizado
exclusivamente para essa finalidade. Caso
a determinagdo de cromo ou niquel seja
requerida deve-se preferir o processador,
uma vez que pode ocorrer contaminagao
por possivel abrasdo do ago inoxidavel. A
moagem é mais efetiva se realizada com
adicdo de nitrogénio liquido. Também
s80 necessarias placas de Petri de vidro
lavadas em banho acido, espatulas e papel
toalha branco para limpeza.

Na auséncia de um processador as
amostras liofilizadas podem ser trituradas
em almofariz (gral) com pistilo de agata ou
porcelana, utilizado exclusivamente para
trituracdo de tecidos bioldgicos. Nesse
caso, para facilitar a moagem, adicionar
nitrogénio liquido no almofariz juntamente
com a amostra, que deve ser triturada o
maximo possivel (Figura 10). Apos cada
moagem é feita a limpeza do moinho ou
processador com auxilio de pincéis de
fibra sintética, jatos de ar provenientes de
compressor de ar isento de 6leo (Figura
11) e papel toalha branco umedecido com
etanol, para limpeza de possiveis residuos
de lipideos. Todo material deve ser limpo.
Caso haja quantidade suficiente, sugere-
se descartar uma primeira por¢gdo moida
durante a troca de amostras. E indicado
também que as amostras sejam agrupadas
por espécies para evitar contaminagao
cruzada e facilitar a moagem ou a
trituracdo. A seguir a amostra € moida e,
assim, estara pronta para ser peneirada.

Fotos: Carlos Alberto da Slva

Figura 9. Moinhos utilizados para a moagem do material: Laboratorial (A) e
processador de alimentos doméstico (B).
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F|gufa 10. Amostra triturada com auxilio de
processador de alimentos doméstico.

Figura 11. Compressor de ar sem odleo
usado na limpeza das peneiras de nylon e
processador de alimentos.

Peneiramento

Imediatamente apés a moagem, a
amostra é peneirada em peneira de tela
de nylon de 200 a 250 um e posicionada
sobre uma placa de Petri (Figura 12). Na
confecgcdo das peneiras séo utilizados
dois aros de PVC®, sendo um de 3,0 cm
e outro de 1,5 cm de largura (cortados
de cano de PVC® branco de 10 cm

1

de diametro) onde a tela de nylon é
fixada entre os dois aros. Assim como
na moagem, O peneiramento € feito
uma amostra por vez, sendo que entre
cada amostra € necessaria a limpeza do
material com o emprego do compressor
de ar isento de 6leo. O fluxo de ar do
compressor deve ser direcionado o0 mais
préximo da peneira tanto do lado interno
quanto no lado externo e nas laterais.
A seguir deve-se passar um papel
umedecido com etanol nas peneiras,
para que nao haja nenhum resquicio da
amostra na tela de nylon.

A amostra peneirada é colocada
em saquinhos plasticos individuais
com vedacao tipo ‘zip lock’ (Figura 13)
e identificada. Ao final de cada grupo,
deve-se proceder a uma lavagem mais
cuidadosa ou mesmo a troca da peneira
para evitar contaminagéo cruzada entre
amostras de diferentes espécies.

o

Figura 12. Amostra depois de peneirada,
com a porgao fina na placa de Petri e residual
na peneira.

Foto: Carlos Alberto da Slva
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Conservacao e

armazenamento
Apbés as etapas de moagem e
peneiramento, as amostras sao

transferidas para saquinhos plasticos
identificados (Figura 13) e armazenadas
em dessecador (por ja se encontrarem
liofilizadas) em ambiente com
temperatura controlada (£ 20 °C) até
o0 momento de serem analisadas.
Alternativamente as amostras poderao
ser congeladas (em freezer < -20 °C).

Figura 13. Amostras processadas em
saquinhos com vedagao ‘zip lock’.

Consideracoes finais

Dentre as etapas da analise de
elementos traco em matrizes bioldgicas
como a de pescado, a preparagéo
das amostras € a que demanda maior
tempo e que pode gerar o0s erros
mais relevantes. Os procedimentos
de limpeza e desmineralizacdo de
vidrarias e utensilios usados nos

cortes, preparagdo e trituracdo das
amostras devem ser criteriosos para
evitar contaminagdo cruzada entre as
diferentes espécies de peixes.
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