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RESUMO

As frutas e produtos derivados de seu processansd@isidontes de diversos nutrientes
essenciais ao organismo. Os sucos de fruta merdestaque entre os produtos de fruta
devido a sua popularidade e beneficios a saldean@ecimento da composicdo mineral
desses alimentos é de grande importancia paraaagaila contribuicdo na dieta e para o
controle de qualidade dos produtos. Porém, a naaidds trabalhos relacionados a
determinacdo de minerais em sucos de fruta fazl@soétodos convencionais de preparo
de amostra, como a digestdo por via Umida e atdigg®r via seca, 0S quais possuem
diversas desvantagens. Dessa forma, este traballeocomo objetivo a otimizagéo e
validacdo de uma metodologia alternativa utilizandarocesso de Foto-Oxidacdo UV no
preparo de amostra para a determinacdo de Fe, Zfneen sucos de fruta por FAAS. A
otimizacdo das condi¢cdes experimentais do procgsdeoto-Oxidacdo UV foi realizada
pela aplicacdo de um planejamento fatorfan® qual foram avaliados o volume dglt

o pH da solucéo, a concentracédo da solucdo tampa&erapo de irradiacdo UV, obtendo-
se como resposta a absorbancia das amostras ax288sncondi¢gbes estabelecidas pelo
planejamento fatorial foram aplicadas a 14 amosteasuco de fruta, as quais foram entao
submetidas a determinagcdo de Fe, Mn e Zn por FAXs®a avaliar a confiabilidade do
método desenvolvido, foi realizado um estudo dédagho, no qual foram avaliados os
parametros de linearidade, limites de deteccao @Mde quantificacdo (LQ), preciséo e
exatiddo, aplicando-se testes estatisticos apdgmiaCurvas analiticas de padréo externo
foram utilizadas para todos os elementos analisaB$juais apresentaram linearidade
adequada na faixa de concentracdo investigada,coaficiente de correlacas 0,99,
valores deF egressaz>Fecriico € Sem falta de ajuste do modelo lindag€Fcriico). Os limites

de quantificacdo (LQ) para o método de Foto-Oxiddg& ficaram abaixo do primeiro
ponto da curva analitica e apresentaram valoresomeemue o método de referéncia
(digestéo por via umida), indicando maior sensladie do método proposto. A precisdo do
método foi avaliada pela comparagdo com o métodeefdeéncia, através de um tebte-
de comparacao entre variancias, o qual indicoungueexistem diferencas significativas
entre a precisdo dos dois métodos. Também foi aaalia precisdo pela andlise da
repetitividade e precisao intermediaria, através diesvios padréo relativos (DPR) e do
valor de Horrat, sendo que todos os valores obtiftwam inferiores aos limites
estabelecidos pela AOAC (RSD (%) < 7,3 e valor aer&t < 1,3), o que indica que o
método possui precisdo adequada. A exatidao féieaeapela comparacdo com o método
de referéncia, aplicando-se um tespareado e a analise de regressao linear. Osaggslt
do testet pareado demonstraram que nao existem diferengpsficativas entre os
meétodos utilizados para a determinacdo de Fe, Mingepois em todos 0s casos
teaculads<teritico- Além disso, os resultados da regressdo linean ealores elevados de
Fregressao SUQEriram que os teores dos metais determinagos gois metodos apresentam
uma relacdo linear entre si. Também foram realig@hsaios de recuperagdo para os trés
metais analisados, obtendo-se taxas de recupesag@o85 e 108%, as quais estdo dentro
do limite estabelecido pela AOAC para a faixa deécemtracdo investigada. Esses
resultados indicam que o método proposto posstid@madequada para a determinacao
de Fe, Mn e Zn em sucos de fruta por FAAS. Sendomagpode-se concluir que o
processo de Foto-Oxidacdo UV é adequado paraanmtesito de amostras de suco de fruta
para a determinacdo de Fe, Mn e Zn por FAAS, reptardo uma alternativa mais
simples, rapida, com menor custo e menor geracacesiduos toxicos para o meio
ambiente.

Palavras-Chaves: Foto-Oxidagdo UV, preparo de amostras, suco ddafrumetais,
espectrometria de absorcao atdbmica em chama, \gioae método.



ABSTRACT

The fruits and products derived from their prooegsare sources of several essential
nutrients to the organism. Fruit juices stand ambrg fruit products because of their
popularity and health benefits. The knowledge ohemal content of these foods is
important to evaluate their contribution in dieddor quality control products. However,
most of work related to minerals determination nutfjuices makes use of conventional
methods of sample preparation, such as wet digeatid dry ashing, which have several
disadvantages. Thus, this work aimed at the opétiom and validation of an alternative
method using UV Photo-Oxidation process in sampdparation for determination of Fe,
Mn and Zn in fruit juices by FAAS. The optimizatiaf experimental conditions of UV
Photo-Oxidation process was carried out by apptinaof a 2 factorial design, which
evaluated the volume of.B,, pH of solution, concentration of buffer solutiand UV
irradiation time, obtaining the absorbance of sa®spit 280 nm.The conditions established
by factorial design were applied to 14 fruit jusamples, which were subjected to Fe, Mn
and Zn determination by FAAS. In order to evalutte reliability of the developed
method, a validation study was carried out, whichl@ated parameters of linearity, limits
of detection (LOD) and quantification (LOQ), preois and accuracy, applying
appropriate statistical tests. Analytical curvestaoted with external standard were
employed for all elements analyzed, which showezhjadte linearity in the concentration
range investigated, with correlation coefficiemt 0.99, values oF egressior>Fcritical and
without lack of fit of linear modelRjo<Fcriicar)- The limit of quantification (LOQ) values
for UV Photo-Oxidation method were below the fimbint of calibration curve and
presented lower values than reference method (Mggstion), indicating a higher
sensitivity of proposed method. The method prenisias evaluated by comparison with
reference method through &natest of variance comparison, which indicated tiiegre
were no significant differences in precision betwbeth methods. The precision was also
evaluated by the analysis of repeatability andrmégliate precision, using the relative
standard deviations (RSD) and the Horrat value,ahdalues obtained being lower than
established by AOAC (RSD (%) <7.3 and Horrat vafie3), which indicates that this
method has adequate precision. Accuracy was eealuay comparison with reference
method by applying a pairdetest and linear regression analysis. The restl{smwedt-
test demonstrated that there are no significarierdiices between the methods used for
determination of Fe, Mn and Zn, singgcuate<tcriticai- IN @ddition, linear regression results,
with high values oFegression SUggeSted that the metal content determined thyrbhethods
presented a linear relation between them. Recotestg were also performed for three
metals analyzed, with recovery rates between 851&8%, which are within the limit
established by AOAC for concentration range inggdad. These results indicate that the
proposed method has adequate accuracy for detdromred Fe, Mn and Zn in fruit juices
by FAAS. Thus, it can be concluded that UV Photadaton process is suitable for the
treatment of fruit juice samples for determinatafre, Mn and Zn by FAAS, representing
a simpler and faster alternative with lower costl &mwer generation of toxic waste to
environment.

Palavras-Chaves: UV Photo-oxidation, sample preparation, fruit je@jcmetals, flame
atomic absorption spectrometry, method validation.
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1. INTRODUCAO

As frutas e produtos de frutas sdo importanteseforde diversos nutrientes
essenciais, destacando-se pelo teor elevado deninés, minerais e compostos
antioxidantes. Por esse motivo, uma ingestdao adeguasse tipo de alimento pode
contribuir significativamente para a manutencdo uhea vida saudavel, ajudando a
prevenir muitas doencgas cronicas e degenerativasseNsentido, diversos estudos sao
realizados constantemente buscando demonstraito pésitivo em longo prazo de uma
dieta rica em frutas e verduras (KREJP@IQ@I, 2005; RIMM, 2002).

Entre os produtos derivados do processamento akas fpode-se destacar o suco de
fruta, o qual possui grande popularidade no muado tevido as caracteristicas sensoriais
agradaveis, aléem de ser fonte de hidratacdo e desvidutrientes (CARNEIRt al,
2013). O consumo de sucos de frutas tem aumentadouhimas décadas com o
surgimento dos sucos industrializados de diferetijtes e sabores, que representam maior
praticidade e combinam com o ritmo de vida aceterda sociedade atual. Com isso,
torna-se necessario o monitoramento desses prodytesto a sua contribuicdo
nutricional, estabilidade quimica e fisico-quime@ossiveis contaminacdes provenientes
do processamento ou estocagem (SILatAl, 2005; SOARES, 2004).

Os alimentos vegetais, incluindo as frutas e seusatios, sdo fontes de diversos
minerais. O conhecimento da composicdo mineral edesslimentos € de grande
importancia para avaliar sua contribuicdo na destpara o controle de qualidade dos
produtos. Os minerais apresentam diferentes fung@esorganismo e podem ser
classificados como macro ou microminerais de acaan sua essencialidade. Alguns
microminerais como Fe, Mn e Zn participam de diieze atividades metabolicas. O Fe
esta presente em quatro classes de proteinas epatcgpalmente no transporte de
oxigénio através da hemoglobina. O Mn esta relacdoncom o desenvolvimento dos
0Ss0s e com 0 metabolismo de aminoacidos, lip&licarboidratos. O Zn atua como fator
de ativacdo de varias enzimas e estabiliza a estraio DNA, RNA e ribossomos. Por
outro lado, esses elementos podem apresentar sefEiicos ao organismo quando
presentes em excesso (GUPTA e GUPTA, 2014; MILLIKAI2012; FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2008; SCHERZ e KIRCHHOFF, 200RAGA, 2005).

A determinacdo do teor de minerais em alimentogadizada principalmente
através das técnicas de espectrometria atbmicap @rispectrometria de Absorcao

Atdmica em Chama (FAAS), Espectrometria de Absorfionica em Forno de Grafite

1



(GF AAS) e a Espectrometria de Emiss&o Otica camr®h Acoplado Indutivamente (ICP
OES), as quais possibilitam a determinacdo de y&iementos em diferentes matrizes
(BRANDAO et al, 2010). A escolha da técnica adequada dependérites ¥atores como

o tipo e a quantidade de amostra disponivel, ol dgeconcentracdo das espécies de
interesse, propriedades quimicas e fisicas daaddramostra, precisdo e sensibilidade do
método, além do tempo e custo da analise (K@R&, 2008; SKOOGet al, 2001).

A técnica de Espectrometria de Absorcdo Atdbmica@mama (FAAS), embora
tenha sido descoberta a mais de 50 anos atrasa @ndmplamente utilizada em
laboratérios comerciais, na indUstria e nas unigdades. Isso se deve principalmente a sua
simplicidade, robustez, seletividade e baixo cudoaquisicdo e manutencdo quando
comparada as outras técnicas (MILLIKAN, 2012; NASOESet al, 2004).

Porém, a complexidade da matriz dificulta a deteagéo de minerais em
alimentos através de técnicas espectrométricagjalaw contetdo elevado de compostos
organicos presentes nesse tipo de amostra. Comtdsaa-se necessaria, na maioria dos
casos, uma etapa de preparacdo da amostra, angableea digestdo e extracdo do analito,
com destruicdo total ou parcial da matéria orgarttssa etapa € responsavel por grande
parte do erro nas andlises, devido a possibilidedgerdas do analito ou contaminacao da
amostra. Para a mineralizagdo das amostras norm@re@o empregados os métodos de
digestdo por via seca ou digestdo por via umidaa€icnicas convencionais, em geral,
necessitam de um longo tempo de execucao e exigditizacdo de grandes quantidades
de reagentes ou altas temperaturas, 0 que poded@amtaminacdo da amostra, provocar
perdas do analito por volatilizacdo, além de gezaiduos toxicos para o meio ambiente
(KORN et al, 2008; OLIVEIRA, 2003; HOENIG e KERSABIEC, 1996).

Considerando as inumeras desvantagens relacioaadasnicas convencionais de
preparo de amostra, tem sido observado um granigesse na busca por novas
metodologias para a determinacdo de metais emzemtdiversas. Nesse contexto, 0s
processos oxidativos avancados (POAs) representamalternativa promissora para a
decomposicdo da matéria organica. Esses meétodadvenv a formacdo do radical
hidroxila (HO), espécie altamente oxidante e reativa. A Fotadapdo UV é um exemplo
de POA que tem sido aplicado recentemente no teatmnde amostras para analise por
espectrometria atbmica. Esses métodos apresentam \@ntagens a reducdo do volume
de reagentes utilizados, menor risco de contaminagéerdas do analito, menor tempo de
execucao e reducdo da quantidade de residuos geedélm de serem mais simples e de
baixo custo (BENDICHt al, 2010; CAPELO-MARTINEZet al, 2004).



Apesar dessas vantagens, ainda é limitada a adicdg processo de Foto-
Oxidacdo UV no tratamento de amostras de alimep&va andlises espectrométricas.
Brandadoet al (2012) empregaram o processo de Foto-OxidacdonO\preparo de
amostras de suco de fruta para a determinacdo @g®ICHAAS, obtendo resultados com
precisao e exatiddo adequadas. Porém, ndo foramtestos outros trabalhos na literatura
fazendo uso dessa técnica no tratamento de amarasco para a analise elementar.
Também séo escassos o0s estudos em que sdo empregeaas metodologias no preparo
de amostras de suco de fruta. Estes fatos despartainteresse no desenvolvimento de
uma metodologia mais rapida e precisa para a diei@géo de minerais em sucos de fruta
por FAAS utilizando-se o processo de Foto-oxida¢tidd e diferentes ferramentas

quimiométricas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Otimizar e validar uma metodologia de preparo desira utilizando o processo de
Foto-Oxidacdo UV para a determinacdo de mineraenesais em sucos de fruta por
FAAS.

2.2.Objetivos Especificos

. Otimizar o preparo de amostra pelo processo de-®Gridacdo UV para andlise de
Fe, Mn e Zn em sucos de fruta por FAAS utilizanélonicas de planejamento de
experimentos;

. Validar o método otimizado para a determinacdo eleMn e Zn em sucos de fruta
por FAAS pela aplicacdo de diferentes testes ettats (test¢, ANOVA, testeF e
regressao linear) e comparacao com o método démefa (digestdo por via imida);

. Determinar os teores dos minerais essenciais Feg Kim em amostras de sucos de

fruta de diferentes sabores e fabricantes pelodoétalidado.



3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1.Frutas e Produtos de Frutas

As frutas sé@o alimentos essenciais para uma datdasel, pois sdo fontes de
diversos nutrientes como vitaminas, carotenoiddsgenais, fibras alimentares e varios
tipos de antioxidantes. A contribuicdo nutricionali depender do tipo de fruta, da
quantidade consumida diariamente e da quantidadmm@ostos biologicamente ativos.
Entretanto, a qualidade das frutas diminui comesgmca de pesticidas, metais pesados e
outras substancias toxicas provenientes de seicuitadequado (KREJPCI@t al,
2005; HOE e SIONG, 1999).

Vérios estudos indicam que a ingestao regular wtadre verduras pode ajudar a
diminuir o risco de doencas cardiovasculares, cevalsculares, alguns tipos de cancer e
outras doencas cronicas e degenerativas. Issoveeadgrande quantidade de compostos
antioxidantes presentes nesses alimentos, como asodrbico (Vitamina C), carotendides
e compostos fendlicos (BAZZANE al, 2002; RIMM, 2002; WANGet al, 1996).

As frutas possuem grande quantidade de composioiicies em sua composicao,
especialmente flavondides (incluindo flavonas, laaas, flavanonas, antocianinas,
catequinas e isocatequinas). Além da atividadeddtnte, esses compostos contribuem
para a qualidade sensorial das frutas (cor, adémmitia, amargura e sabor). Sua
concentracdo varia de acordo com a espécie, granatigacao e condicbes ambientais de
crescimento, maturacdo e armazenamento (REKHAI, 2012; WANGet al, 1996;
SIMON et al, 1992).

Em geral, o consumo de frutas é baixo em diversisep, apesar dos beneficios
associados a esses produtos. Diversos fatoresbummr para 0 consumo crescente de
produtos industrializados, que representam umanaliga mais facil e atrativa aos
consumidores. Com isso, 0 consumo de alimemtosatura como frutas e vegetais,
diminui cada vez mais. Essa tendéncia mundial aswuoo de dietas hipercaldricas, ricas
em acucares e gorduras, aumenta a incidéncia deapeomo obesidade, diabetes e
doencas cardiovasculares (LIMA e MENDES, 2013; BARR 2008; DARMONEet al,
2005). Por esse motivo, o consumo de frutas e llgasatem sido estimulado em varios
paises, com o incentivo a populacdo pela buscaabléob mais saudaveis e naturais
(SANTOS, 2015).

O Brasil tem se destacado mundialmente como gnarodiitor de frutas, incluindo
frutas tropicais e subtropicais, como mamao, mangaacuja, abacaxi, banana, goiaba,

frutas citricas, entre outras. Nesse sentido, @sitni de alimentos procura inovagdes que
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possibilitem maior aproveitamento e conservacaseteprodutos para a comercializacao.
Para isso € importante que se tenha o tratameetuado desde o momento da colheita
das frutas, incluindo boas praticas durante o nm@ousarmazenamento e transporte
(SANTOS, 2015; CENCI, 2006; SBRT, 2006).

Diversos produtos podem ser obtidos a partir degesamento das frutas, como
sucos, doces, geléias, frutas em calda, frutasirdésilas, entre outros. Esses produtos
conservam grande parte das propriedades nutrisiodai fruta de origem e podem
contribuir também para uma alimentacdo saudaveE(HR10et al, 2005). A qualidade
dos produtos processados depende muito dos trat@snezalizados antes e durante o
beneficiamento da matéria-prima. Dessa forma, cgssp de obtencdo dos produtos de
frutas passa por varias etapas, como manejo, pldsien selecdo, lavagem, sanitizacéo,
corte, enxague, descascamento, coccdo, secagentrifugagdo, embalagem e
armazenamento. Além disso, o tipo de processanilimado vai depender da espécie, da
variedade e das caracteristicas fisicas e fisiomiqas da fruta a ser processada
(SANTOS, 2015; SANTOS E OLIVEIRA, 2015).

3.1.1.Suco de Fruta

Um dos produtos de frutas de maior popularidadmuando todo é o suco de fruta,
cujo consumo aumentou rapidamente nas ultimas déeadas por ser uma bebida de
caracteristicas sensoriais agradaveis, aléem deommiopar efeitos benéficos a saude
(SZYMCZYCHA-MADEJA et al, 2014; FERRAREZEt al, 2010).

Considerando a legislacéo para bebidas ndo-alesdlicMinistério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) define suco cormalgea “bebida néo fermentada, ndo
concentrada e nao diluida, obtida da fruta madwé& eu parte do vegetal de origem, por
processamento tecnolégico adequado, submetida tam&ato que assegure a sua
apresentacdo e conservacao até o momento do cohssendo considerado integral o
suco sem adicao de acglcares e na sua concentgéa.nQuando adogado, a quantidade
de acucar nos sucos nao deve exceder um limit®%edb total em peso, e nesse caso o
produto recebe a denominac¢éo de suco adocado.d$Ssm, € proibida a adicdo de aromas
e corantes artificiais (BRASIL, 2009; BRASIL, 1994)

Os sucos devem apresentar coloracdo, odor e salamteristicos de cada fruta,
sendo que a composicao e o valor nutricional vadamacordo com a espécie, maturidade
e condicdes de cultivo da fruta. Eles sdo compogtoxipalmente de agua, acglcares

(glicose e frutose), acidos organicos (acido dfrimalico, tartarico, fumarico, succinico,
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entre outros), compostos fendlicos, compostosgemados (aminoacidos, polipeptideos e
proteinas) e diversos minerais. A acidez dos ssea®ve a presenca dos &cidos organicos,
que lhes conferem um pH baixo, em torno de 2 a garantem um equilibrio entre os
sabores doce e acido (PINHEIR®Dal, 2006; RIZZON e LINK, 2006; CHINNICEet al,
2005).

O processamento de sucos envolve etapas de @ewmtb, tratamento e
conservacao. Primeiramente, é feita uma selecaadosa da matéria-prima, que deve
estar em fase de maturacdo adequada e livre dantio@icoes aparentes, podriddes e
lesbes fisicas. Em seguida, esta deve ser lavadagem corrente para remocao de
sujidades e sanitizada com &agua clorada. Apos ieniig¢cdo, as frutas passam por
processos de descascamento, trituracdo e despoifmanida sequéncia, o produto €&
submetido ao branqueamento, para inibir ou minimégatransformacfes enzimaticas e
reduzir a carga microbiana, e a clarificacdo, pefin finisher, que consiste em reduzir ou
eliminar o teor de sélidos insoliveis em suspensdicsuco. Para a conservacdo sao
utilizadas principalmente as técnicas de pastetizaque eliminam os microorganismos
patogénicos, e concentracdo térmica, na qual h&gdiedda atividade de agua do produto
(SANTOS, 2015; SANTOS E OLIVEIRA, 2015).

Os sucos de fruta integrais normalmente sdo envasad garrafas de vidro, em
embalagens cartonadas ou em embalagens de pehestereftalato (PET) e, na maioria
dos casos, devem ser diluidos e adicionados deamaites do consumo (SANTOS E
OLIVEIRA, 2015).

Além dos sucos integrais, existem diferentes tiples sucos industrializados
disponiveis comercialmente, os quais possuem diesedenominacdes de acordo com a
legislacdo brasileira para bebidas. A principabctaristica que diferencia esses produtos
esta relacionada com o teor de fruta ou polpa ata,flutilizado em sua fabricacdo. Os
sucos devem atender a legislacdo especifica, estdedacordo com a definigéo,
classificagcdo, registro, padronizacdo e requisimgiualidade, devendo também atender a
legislacdo sobre rotulagem de alimentos embald€®RRAREZIet al, 2010).

Quando o suco de fruta € parcialmente desidrateddexe ser denominado suco
concentrado. J& o suco desidratado € o suco mboesdéido, obtido pela desidratagdo do
suco integral. Quando sao reconstituidos, os stmusentrado e desidratado devem conter
0s teores de solidos soluveis originais do sucegmt ou o minimo estabelecido nos

respectivos padrdes de identidade e qualidadecpdeatipo de suco (BRASIL, 2009).



A polpa de fruta é obtida pelo esmagamento de drgolposos por meio de
processos tecnoldgicos adequados. S&o considdrates polposas de origem tropical o
abacate, abacaxi, acerola, ata, abricO, acai, da@nana, bacuri, cacau, caju, caja,
carambola, cupuacu, goiaba, graviola, jenipapatjedba, jaca, jambo, mamao, mangaba,
manga, maracuja, meldo, murici, pinha, pitanga,upbp, sapoti, serigliela, tamarindo,
taperebd, tucuma e umbu. A producdo de polpas udasfrrongeladas representa uma
importante alternativa para o aproveitamento dotd$r durante a safra, permitindo sua
estocagem fora da época de producao dos frutegtura(SANTOS E OLIVEIRA, 2015;
BRUCH, 2012; BRASIL, 2000).

A partir das frutas polposas pode ser preparaddéamo suco tropical. Este é
obtido pela dissolucdo em agua potavel da polpauta polposa de origem tropical por
meio de processo tecnoldgico adequado. A quantidddena de polpa estabelecida para
0 suco tropical varia de acordo com a fruta e, emalgdeve ser superior ao estabelecido
para o néctar da respectiva fruta. Se néo for éxad Regulamento Técnico especifico, o
suco tropical deve conter um minimo de 50% (m/mpdipa de fruta. J& nos casos de
frutas com acidez alta, conteddo de polpa muiteagle ou sabor muito forte, o contetdo
de polpa ndo deve ser inferior a 35% (m/m). Existambém o suco misto e 0 suco
tropical misto, que sdo obtidos pela mistura desduamais frutas, as quais devem ser
especificadas no rétulo do produto em ordem deendscdas quantidades presentes na
mistura (BRUCH, 2012; BRASIL, 2009; BRASIL, 2003).

Além dos sucos, existem outras bebidas ndo-al@sdicbase de fruta com menor
teor de polpa e com adi¢do de 4gua, aclcar e @ditdgos como acidulante, antioxidante,
corante, aromatizante, estabilizante, conservasgpessante, entre outros. O principal
exemplo € o néctar, ou suco pronto para bebertajquese tornado cada vez mais popular
no mercado brasileiro. Ele € obtido pela diluicé&o &ua potavel da parte comestivel da
fruta, adicionado de acgUcares e outros aditivas,destinado ao consumo direto. Assim
como no suco tropical, o teor de polpa no néctaawde acordo com a fruta utilizada. No
caso do néctar de uva ou de laranja, por exempéxjgéda uma quantidade minima de
50% de polpa ou suco. Para as outras frutas odee@olpa exigido € menor. De modo
geral, quando nao estiver fixado em regulamenti®oo minimo de polpa de fruta é de
30% (m/m), exceto no caso de frutas com elevadkeadu conteddo de polpa, nos quais o
teor de polpa ndo deve ser inferior a 20% (m/m)ABR, 2012; BRUCH, 2012;
FERRAREZIlet al, 2010; BRASIL, 2009; BRASIL, 2003).



Outro exemplo de bebida a base de fruta é o refrege € semelhante ao néctar,
porém com menor teor de polpa ou suco de frutaab gpde variar de 0,02 (para refresco
de guarand) a 30% (v/v) (para refrescos de uvanjrabacaxi e tangerina). Quando nao
for especificado em regulamento, a quantidade nammpolpa ou suco de fruta deve ser
de 10% (v/v). Também existem alguns refrigerantbase de fruta, que sdo obtidos pela
dissolugdo em agua potavel de suco de fruta cogéi@adie acucar e didxido de carbono,
além de outros aditivos. O teor de suco de frudepmer semelhante ao do refresco ou
menor, de acordo com a fruta utilizada, sendo qyeaatidade maxima € de 10% (v/v) de
suco (BRASIL, 2013; BRUCH, 2012; BRASIL, 2009; BRIAS1998).

3.2.Minerais Essenciais

Os minerais sdo substancias inorganicas encontra@asatureza na forma de
oxidos, carbonatos, sulfatos, fosfatos, entre suthdguns desses minerais, considerados
essenciais, estdo presentes no organismo combineolms constituintes organicos
(aminoacidos, enzimas, proteinas, hormonios) nadode quelatos. Esses minerais sao
obtidos através da alimentacdo e estdo presenteésdas os tecidos e fluidos corporais,
exercendo importantes funcbes metabdlicas e estsit(GUPTA e GUPTA, 2014;
SOETANet al, 2010; FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2008).

Os minerais podem ser classificados em dois grup@sacordo com sua
essencialidade e quantidade encontrada no organi€so macrominerais incluem
elementos como célcio (Ca), magnésio (Mg), potadsipsddio (Na) e fésforo (P), cuja
necessidade de ingestdo € maior que 100 mg podaias microminerais ou tragos sao
necessarios em menores quantidades e incluem dtesmesmo cobre (Cu), zinco (Zn),
manganés (Mn), ferro (Fe), cromo (Cr), selénio (#&)o (I) e molibdénio (Mo) (GUPTA
e GUPTA, 2014; SOETAMNet al, 2010; SPADAet al, 2010). Os valores de Ingestao
Didria Recomendada (IDR) variam de acordo com ceraine faixa etaria. A Tabela 1
apresenta os valores de IDR de minerais para ditsgdaixas etarias segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).



Tabela 1.Valores de Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) derais.

IDR
Mineral Lactentes Criangas
(Oall (1alo Gestantes Lactantes Adultos
meses) anos)
Ca (mg) 300-400 500-700 1200 1000 1000
Fe (mQ) 0,27-9 6-9 27 15 14
Mg (mg) 36-53 60-100 220 270 260
Zn (mg) 2,8-4,1 4,1-5,6 11 9,5 7
| (Lg) 90-135 75-100 200 200 130
P (mQ) 100-275 460-1250 1250 1250 700
F (mQ) 0,01-0,5 0,7-2 3 3 4
Cu (1Q) 200-220 340-440 1000 1300 900
Se (1Q) 6-10 17-21 30 35 34
Mo (1Q) 2-3 17-22 50 50 45
Cr (ug) 0,2-5,5 11-15 30 45 35
Mn (mg) 0,003-0,6 1,2-1,5 2,0 2,6 2,3

(Fonte: BRASIL, 2005)

Os microminerais desempenham diferentes funcdesigiemas bioldgicos e sédo
encontrados em grande parte ligados as proteorasafido metaloproteinas. Dessa forma,
muitos deles fazem parte de sistemas enzimaticmssupm funcdes estruturais e de
armazenamento, ou utilizam a proteina para seransgortados a um determinado local
do organismo. Entretanto, a ingestdo de mineraigtdeve ser controlada, devido ao
efeito toxico associado a esses elementos quargkerdes em excesso no organismo
(FRAGA, 2005; ONIANWA, 2001; ONIANW-Aet al, 1999). Nesse sentido, € importante
determinar o teor de microminerais em alimentos aErantir uma ingestdo adequada
desses nutrientes. Nesse trabalho foram invessgasi@lementos Fe, Mn e Zn, os quais

sdo descritos a seguir quanto a sua funcéo edaxieino organismo.

3.2.1.Ferro (Fe)

O Fe é um micronutriente essencial para muitaglaties celulares e indispensavel
para o bom funcionamento do organismo. Devido addpde de alternancia entre os dois
estados de oxidacdo (Fe= F€"), o Fe pode servir como um co-fator para as erzima
envolvidas nas reacfes de oxidacdo-reducdo. Seepgai funcdo em sistemas bioldgicos
esta relacionada ao transporte de oxigénio pelgusacomo constituinte da hemoglobina.
Também faz parte da mioglobina, proteina ligader@xigénio nas células musculares, e

dos citocromos, complexos protéicos envolvidos nocgsso de respiracdo celular e
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geracdo de energia (TOGNON, 2012; FOOD INGREDIENTBRASIL, 2008;
WHITNEY e ROLFES, 2008; FRAGA e OTEIZA, 2002).

A absorcdo do Fe pelo organismo ocorre, em gramdie,ppela ferritina, uma
proteina de estocagem que recebe o Fe dos alimemmt@mazena nas células da mucosa
do intestino delgado. Quando o organismo precis&raleuma parte é liberada para a
transferrina, que transporta o mineral para o restacorpo (FOOD INGREDIENTES
BRASIL, 2008; WHITNEY e ROLFES, 2008).

A caréncia de Fe no organismo pode ocorrer devidmerdas excessivas, ma
absorcdo ou pela ingestao diéria insuficiente. iAcgral consequéncia da deficiéncia de
Fe €& a anemia ferropriva, que afeta principalmesriancas e mulheres na idade
reprodutiva (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2008; COST2(012). Por outro lado, o
excesso de Fe no organismo, apesar de pouco ftegi@mbém pode causar patologias,
incluindo doencgas no figado e no coracéo, canesgrdem neurodegenerativa, diabetes e
anormalidades hormonais e imunoldgicas. Essas geglipodem ocorrer devido a
ingestdo elevada de Fe através de suplementos nédirege, transfusdes de sangue
freqientes ou, principalmente, devido a hemocroseatprimaria, causada por um
distarbio genético que aumenta a absor¢cdo de Hetestino (WHITNEY e ROLFES,
2008; FRAGA e OTEIZA, 2002).

A principal fonte alimentar de Fe € o figado, sdgupor carne vermelha em geral,
frutos do mar e aves. As principais fontes vegetacs os feijdes secos e hortalicas, além
de frutas e cereais (COSTA, 2012; TOGNON, 2012).

3.2.2.Manganés (Mn)

O corpo humano contém cerca de 20 mg de Mn, sendoagmaior parte é
encontrada nos 0ssos. O Mn atua como co-fatorviesdis enzimas envolvidas na sintese
de neurotransmissores e metabolismo e é transpon@adorpo pela transferrina e pelas
macroglobulinas e albumina. Ele esta associado codesenvolvimento dos 0ssos e
cartilagens e com o metabolismo de aminoacidog]idip e carboidratos. Também atua
como ativador de enzimas relacionadas a sinteseaildos conjuntivos, regulacdo de
glicose no sangue, protecdo das células contreaiadivres e atividades neuro-hormonais
(BOWMAN et al, 2011; FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2008; WHITNEY e
ROLFES, 2008; FRAGA, 2005).

A necessidade de manganés no organismo € baisamida facilmente através da

alimentacéo, portanto a deficiéncia desse minenar& No entanto, alguns fatores da
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dieta, como os fitatos, inibem sua absorcao. Al&@sod altas ingestdes de Fe e Ca através
de suplementacdo também limitam a absorcdo de Malt&desse mineral no organismo
pode interferir no crescimento e causar anormatislatho esqueleto, disfuncdes
reprodutivas, problemas no metabolismo de lipidiasarboidratos e menor tolerancia a
glicose. A principal fonte de Mn na dieta sdo oseals integrais, além de nozes,
leguminosas, gengibre, abacaxi e chas (FOOD INGERDES BRASIL, 2008;
WHITNEY e ROLFES, 2008; FAIRWEATHER-TAIT e HURREL1,996)

A absorcdo de Mn pelo organismo se da principalenatitavés da ingestao
dietética, mas também através da inalacédo e alssdégénica. Apesar de sua importancia
nas funcdes metabdlicas, a exposicao excessiveeaetsmento gera efeito cumulativo no
cérebro. Esse fato tem sido associado com disfsngdesistema de ganglios basais, que
causa seérios problemas neurologicos semelhantegrical de Parkinson (BOWMARt
al., 2011; ASCHNER, 2000; RABINt al, 1993).

3.2.3.Zinco (Zn)

O Zn é o segundo micromineral mais abundante nansmo (perdendo apenas
para o Fe) e se encontra distribuido por todaglatas. O corpo humano possui cerca de 2
a 3 g de Zn, sendo que as maiores concentrag@ eagnatram nos musculos e nos 0SSsos.
Ele atua como fator de ativacdo de varias enziesabiliza a estrutura do DNA, RNA e
ribossomos e exerce influéncia sobre o metabolisonmonal, participando, por exemplo,
da sintese, armazenamento e liberacdo da insuipamcreas. Também auxilia na fungéo
imunoldgica, no crescimento e no desenvolvimentesgencial para a percepgdo normal
do paladar, para a cicatrizacdo de feridas, pgeducao de espermatozoides e para o
desenvolvimento fetal (TOGNON, 2012; WHITNEY e R@%, 2008; SCHERZ e
KIRCHHOFF, 2006).

As principais fontes de Zn s@o os alimentos ricms pgoteinas, como mariscos
(especialmente ostras), carnes, aves e figado, d&reguminosas, cereais integrais,
feijdo, nozes e laticinios (FOOD INGREDIENTES BRASI2008; WHITNEY e
ROLFES, 2008; FRAGA, 2005).

O Zn presente nos alimentos é absorvido pelo asganino intestino delgado e
armazenado pela metalotioneina, a qual libera atigia@e necessaria no sangue para que
seja transportada pelo corpo. O transporte do Ealezado pela proteina albumina e uma
parte pela transferrina (que faz o transporte dep&e organismo). (WHITNEY e

ROLFES, 2008; FAIRWEATHER-TAIT e HURRELL, 1996). taxa de absor¢do do Zn
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no organismo é afetada por diversos fatores. Sutiagi organicas sollveis e de baixo
peso molecular, como os aminoacidos e acidos arggniacilitam a absorcdo de Zn. Por
outro lado, outros compostos organicos, como atoft presentes em grande quantidade
nos alimentos vegetais, inibem a absorcdo de Zmro®unibidores incluem o alcool,
taninos, alguns antibiéticos e contraceptivos oraim disso, a biodisponibilidade do Zn
depende também de sua interacdo com outros mingraisintestino (FOOD
INGREDIENTES BRASIL, 2008; WHITNEY e ROLFES, 200BAIRWEATHER-TAIT

e HURRELL, 1996).

A deficiéncia de Zn no organismo causa sérios probk, como déficit do
crescimento, hipogonadismo, dermatites, defici€ngiasistema imunoldgico, diarréia e
dificuldade na cicatrizacdo de feridas. Ja o excdssse mineral causa vomitos, diarréia,
dores de cabeca, exaustdo e outros sintomas. Aidade do Zn pode causar também
efeitos adversos crénicos como deficiéncia na stapamunoldgica, reducdo da
concentracdo de cobre e alteracdo nas funcdesrdoeeno metabolismo do colesterol
(TOGNON, 2012; WHITNEY e ROLFES, 2008; SCHERZ e KIRHOFF, 2006;
ONIANWA, 2001).

3.2.4.Minerais nos sucos de fruta

Os sucos de fruta s@o ricos em diversos minerasnemis, destacando-se pelo
elevado teor de K, sendo que a composicao vartariiasentre eles de acordo com a fruta,
proveniéncia e tipo de processamento utilizado ZRIX e LINK, 2006; FERREIRAet
al., 2002). Na Tabela 2 sdo apresentados os teoraegrilalguns minerais em sucos de

frutas de diferentes sabores de acordo com trabalhcontrados na literatura.

Tabela 2.Composi¢cdo média de minerais em sucos de frut#detetes sabores.

Teor de minerais (1g/g)

Sabor —— Na Ca Mg Fe Zn Mn  Cu
Abacaxi 2460 182 299 208 85 2.6 6,0 0.8
Acerola 1040 208 72 80 160 08 1,0 0,3

Caju 1150 364 7,0 91 2,9 1,0 0,7 05

Goiaba 1400 200 36 49 6,7 1,8 0,9 04

Macd 1013 21 161 319 04 06 0,5 0,8

Manga 1400 172 53 102 18 2.4 1,6 06
Maracuja 2380 202 41 101 43 7.0 1,1 0,7
Pitanga 700 189 42 50 5,6 0,7 0.3 0.3

Uva 1530 32 689 645 0,8 0,2 0,6 3,0

(FONTES: RIZZON e LINK, 2006; RIZZONt al. 2005; SOAREt al, 2004)
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Considerando o consumo elevado de sucos de frutamoodo todo, o
conhecimento da composi¢cdo mineral desse tipo dieldo& de grande importancia para
avaliar sua qualidade e contribuicdo nutricionéémade assegurar que estes produtos
estejam livres de contaminagbes (SZYMCZYCHA-MADEJA WELNA, 2013;
KREJPCIOet al, 2005). De acordo com Despina-Maea al. (2011), a composicao
mineral e a determinacdo da umidade podem sezadds como marcadores de qualidade
das frutas e seus produtos para os produtoresi®tarpara as industrias alimentares de
processamento. Além dos elementos essenciaissangeede elementos toxicos, como Pb
e Cd, provenientes de pesticidas e contaminagOdseatais, pode comprometer a
gualidade dos produtos de fruta (KREJP@t@l, 2005).

Para a determinacdo da concentracdo de minera&scess em sucos de fruta sdo
utilizadas principalmente as técnicas espectrogaisni como a Espectrometria de
Absorcdo Atdmica em Chama (FAAS), a Espectrometgigdbsorcdo Atdmica em Forno
de Grafite (GF AAS), a Espectrometria de Emissaicadtom Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP OES) e a Espectrometria de Massam Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP MS) (SZYMCZYCHA-MADEJAet al, 2014; SZYMCZYCHA-
MADEJA e WELNA, 2013).

3.3.Espectrometria de Absorcdo Atdmica

A técnica de Espectrometria de Absorcdo Atdbmica$MA a mais utilizada para a
determinacdo de varios elementos em amostras hliaKygambientais, geoldgicas e de
alimentos devido a sua simplicidade, efetividadeusto relativamente baixo. Ela foi
proposta inicialmente por Alan Walsh em 1955, pos&énfoi completamente aceita pela
comunidade cientifica a partir de 1960, quando ©am@n a surgir 0S primeiros
espectrémetros comerciais (MILLIKAN, 2012; BRANDA2()10; AMORINet al, 2008).

A técnica de AAS esta baseada no fenbmeno de @osdes energia radiante por
atomos livres no estado gasoso quando estes sd@liadtos por uma fonte de radiacédo
apropriada. A absorcao atdbmica obedece a lei debedarBeer, que estabelece que a
absorbancia (logaritmo negativo do fator de trassé&o) € proporcional a concentracéo do
elemento absorvente (ROUESSAC e ROUESSAC, 2007;XVER94).

A instrumentacdo para a técnica de AAS é relativaensimples, conforme esta
representado na Figura 1. O equipamento é commpostoipalmente por uma fonte de

radiacdo eletromagnética, um atomizador, um momoador, um detector, um
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processador de sinal e um sistema computacionalfparecer os dados (SKOG&s al,
2006; WELZ, 1994).

/l'cr- [ | _
Fonte de linhas | | | = HrEmME > Proce;sador
\%ﬁ,,-f-' — de sinal
L Atomizador _
1
Monocromador l
Sistema
computacional

Figura 1. Esquema basico de um espectrometro de absorcawat@ronte: SKOOGt
al., 2006).

A fonte de radiacdo fornece radiacéo eletromagamétic um comprimento de onda
especifico a ser absorvido pelos atomos do eleneerger determinado. A lampada de
catodo oco (Figura 2) é a fonte de radiacdo madligada para AAS (TOGNON, 2012;
HARVEY, 2000).

Optically transparent

| Anode ‘ window
|
MNet J}
— Cathode M f__f:pmf — > M+ hy */
' M PR—"
Shield ‘

Figura 2. Diagrama esquematico de uma lampada de catodd-oate{ HARVEY, 2000).

Esta lampada é composta por um anodo de tungsté&mo catodo cilindrico feito
com o metal do analito ou recoberto por esse métalatodo é selado em um tubo de
vidro contendo um gas inerte, como o argbnio owized@uando um potencial é aplicado
através do eletrodo, o gas é ionizado pelo anodo. sEguida, os ions carregados
positivamente se chocam contra a superficie dodoatoarregado negativamente,

provocando o processo dputtering no qual alguns atomos do metal sdo desalojados e

15



produzem uma nuvem atébmica. Alguns dos atomoslicetdemovidos se encontram no
estado excitado e emitem radiacdo caracteristicanel@l quando retornam ao estado
fundamental (HARVEY, 2000; ROBINSON, 1982). Existtambém lampadas de catodo
oco multielementares, cujo catodo contém mais de akemento, possibilitando a

determinacao de diversas espécies utilizando a emEsnpada (SNEDDON, 1997).

Outro tipo de lampada utilizada em AAS € a lampdealescarga sem eletrodo,
que é mais intensa que a de catodo oco. Elas &&s é®m um tubo de quartzo selado
contendo um gas inerte e uma pequena quantidacet@ do analito (ou de seu sal). Esta
lampada n&o possui eletrodo, sendo energizadanparampo intenso de radiofrequéncia
ou radiacdo de micro-ondas. Ela € utilizada pddiowente para a determinacdo de
elementos com As, Se e Te, para o0s quais as laspiEdaatodo oco apresentam baixa
sensibilidade (ROUESSAC e ROUESSAC, 2007; SKG®@l, 2006).

O atomizador é responsavel por gerar atomos gaswsestado fundamental do
elemento de interesse a partir de ions e molépusentes na amostra, para que entao eles
possam absorver a radiacdo eletromagnética enpiidia lampada (TOGNON, 2012;
WELZ, 1994). A etapa de atomizacdo € consideradwia importante em analises por
AAS. Para isso, diferentes tipos de atomizadoretemoser empregados, sendo que a
chama e o tubo de grafite sdo os mais utilizadB\®DAO, 2010).

A lampada de catodo oco contendo o elemento aeterntinado emite radiacéo
eletromagnética em uma estreita faixa de compriosertte onda. Dessa forma, €
necessario selecionar um comprimento de onda dispegiara ser utilizado nas
determinacdes, de acordo com a sensibilidade diesefgssa funcdo é realizada pelo
monocromador, que separa a linha espectral deegsierdas outras linhas emitidas pela
lampada, utilizando para isso um prisma ou reddaiffacdo associado a duas fendas
estreitas que servem para a entrada e saida dgdgadiTOGNON, 2012; SNEDDON,
1997).

O detector possui a funcdo de medir a intensidadediacédo ndo absorvida pelo
analito e converter em sinais elétricos. Os detestnormalmente utilizados em AAS séo
os tubos fotomultiplicadores, os quais contém ump@esicie fotossensivel que absorve
radiacdo no ultravioleta, visivel e infravermelliéymo, produzindo uma corrente elétrica
proporcional ao niumero de fétons que atingem cthator (HARVEY, 2000; SNEDDON,
1997).

A Espectrometria de Absorcdo Atdbmica em Chama (PAAS& Espectrometria de

Absor¢cdo Atdmica em Forno de Grafite (GF AAS) sa&@oncipais exemplos de técnicas
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de AAS. A diferenga entre elas é basicamente aumgntacdo utilizada, em especial o
tipo de atomizador (chama ou tubo de grafite), ® influencia na sensibilidade da técnica
(TOGNON, 2012).

3.3.1.Espectrometria de Absorgédo Atdmica em Chama

A Espectrometria de Absorcdo Atémica em Chama (PAfaBa primeira técnica
de AAS a ser utilizada e é considerada uma té@meditica bem sucedida até os dias de
hoje. O primeiro equipamento de FAAS a ser faboceemete ao ano de 1960. Apesar
disso, a técnica continua sendo a mais utilizaddetarminacdo de metais em matrizes
diversas por sua simplicidade, boa seletividadbustez e baixo custo de aquisicdo e
operacédo, quando comparada com outras técnicas_(KIN, 2012; DIONISIO et al,
2011; AMORINet al, 2008; NASCENTE®t al, 2004).

O equipamento de FAAS é composto por um atomizdda@hama que contem um
nebulizador pneumatico. Nesse tipo de atomizadsolucdo da amostra é introduzida de
forma continua. O processo de atomizacdo estasespgeelo na Figura 3. Quando a
amostra € aspirada, ela é convertida em uma navearossol para entdo ser introduzida
no queimador. A alta temperatura da chama causapracao do solvente, formando um
aerossol de particulas secas que entdo sao \aadtB, produzindo espécies atbmicas,
moleculares e ibnicas (SKOGOgB al, 2006; PATNAIK, 2004).

Y g

- . ™
C Moléculas ) ( loms <
I -
R e R N
< = \ /
Nebulizacdo Dessolvatacio Volatilizacdo P
. =
- o2y 2, ¢ g )
Solucio Blm? . ¢ P;l_‘omos
. e i <
@ amostra A . (e ]
—= Jato gasoso Aerossol R
spray 5eCo

Figura 3. Processo de atomizacao da amostra na chama (E&@OGet al, 2006).

A chama é composta por uma mistura de gases (dagidartombustivel), cuja
composicdo e propor¢cado variam de acordo com o ekema ser analisado. O gas
combustivel mais utilizado na técnica de FAAS écetieno (GH,) e como oxidante
normalmente séo utilizados ar ou oOxido nitroso,(N A mistura GH./ar atinge

temperaturas entre 2100 e 2400°C e é utilizada glaraentos que sdo atomizados com
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mais facilidade. Ja a mistura;lz/N,O com atmosfera redutora atinge temperaturas
maiores, entre 2600 e 2800°C, e é utilizada pamehtos que formam Oxidos refratarios
(PATNAIK, 2004; SKOOGet al, 2001; WELZ, 1994).

A amostra a ser analisada por FAAS deve estar emafode solucao
preferencialmente limpida, sem material particulamo suspensdo. Mesmo assim, a
analise por FAAS esta sujeita a interferéncias @sgse ou ndo espectrais, que afetam a
precisao analitica (TOGNON, 2012).

A interferéncia espectral ocorre quando outra esg@esente na amostra absorve
radiacdo em um comprimento de onda muito préximbatala de absorcédo do elemento a
ser determinado. Porém, esse tipo de interferé&acéanente ocorre em AAS e pode ser
eliminada pela escolha de outra linha de absorgéelamento ou pelo uso de corretor de
fundo (HARVEY, 2000; CANTLE, 1982).

As interferéncias ndo espectrais incluem interf@e&n quimicas, fisicas e de
ionizag&o, as quais influenciam na intensidadeirtil do analito. As interferéncias fisicas
podem alterar os processos de aspiracdo, nebuizdedsolvatacdo e volatilizacdo do
analito (SKOOGet al, 2006).

As interferéncias quimicas sdo as mais comuns e@ dAcorrem pela presenca
de espécies que impedem ou suprimem a formacatoo®ms no estado fundamental na
chama. O exemplo mais comum €é a interferéncia daupala presenca de aluminatos,
silicatos e fosfatos na determinacéo de elememo® dMg, Ca, Sr e Ba, 0s quais podem
formar compostos dificeis de serem volatilizadoschama. Isso pode ser evitado pela
utilizacdo de agentes de protecéo, que previnamegearéncia pela formacdo de espécies
estaveis, porém volateis, com o analito, ou de tagehberadores, os quais reagem
preferencialmente com o interferente e previnem isteracdo com o analito. Outra
alternativa é a utilizacdo de uma chama de maimpéeatura, como a deld,/N,O
(ROUESSAC e ROUESSAC, 2007; HARVEY, 2000; CANTLES82).

A interferéncia de ionizac¢do ocorre quando o améliftacilmente ionizado devido a
alta temperatura da chama, diminuindo a concerirdgdatomos no estado fundamental
desse elemento. Para evitar esse problema podsilsgado um supressor de ionizacao
(como K, Na, Li, Cs ou Rb), que € uma espécie coenan energia de ionizacdo que
produz uma alta concentragdo de elétrons na chanmgye desloca o equilibrio de
ionizacdo do analito favorecendo a formacdo de @oneutros (SKOOGt al, 2006;
HARVEY, 2000).
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A técnica de FAAS é amplamente utilizada na deteagéo de minerais em
alimentos e bebidas. Para isso, devido a complégidia matriz, faz-se necesséaria uma
etapa de preparacdo da amostra, com a decomptsigbou parcial da matéria organica e
a extracao dos analitos (KORdtlal, 2008; BULDINI et al, 2002).

3.4.Preparo de amostras na determinacdo de minerais p&fAAS

Dentro do protocolo analitico, existem varias etagpaerem seguidas. Entre elas, a
preparacdo da amostra € uma das mais importadiefine boa parte do tempo e custo da
andlise. Também pode ser a principal fonte de ea® analises, devido a dissolucdo
incompleta da matriz, volatilizacdo do analito @ntaminacdo por reagentes e vidrarias
(BRANDAO, 2010; OLIVEIRA, 2003; BULDINIet al, 2002; HOENIG e KERSABIEC,
1996).

Para o preparo de amostras de alimentos normalme@&atempregados os métodos
de digestdo por via seca ou por via Umida, com copemto em sistemas abertos ou
fechados e utilizando diferentes formas de enefgésas técnicas sdo, normalmente,
bastante demoradas, necessitam de grandes volumesgkntes ou temperaturas muito
elevadas, o que causa contaminacdo da amostrdas iy analito por volatilizagédo, além
de gerarem residuos toxicos para o meio ambierit&/ERA, 2003; BULDINI et al,
2002).

Na digestdo por via seca a matéria organica éntetdak eliminada através da
calcinacdo da amostra a altas temperaturas (40@p5fesultando em uma mistura de
oxidos e carbonatos, que devem ser dissolvidos ranmacido apropriado. Esse método
pode ser aplicado a diferentes amostras e possiilileterminacéo de varios metais, com
excecdo dos mais volateis, como As, Hg e Se. A d¢emtyra de calcinacdo utilizada
depende da matriz da amostra e dos elementosm determinados e deve ser ajustada de
forma a evitar perdas por volatilizacdo, que € mcpal problema envolvido nessa
técnica. Para elementos como Pb e Cd geralmeffidéz secessaria a utilizacdo de aditivos
(nitrato de magnésio, acido sulfurico, carbonatosdéio) que previnem a volatilizacao
desses metais. Esse fator pode contribuir parantaminacdo da amostra, além de
aumentar a concentracdo de sais inorganicos, opgde ser um grande problema na
determinacdo de elementos tragco. Outros problesiasionados a digestado por via seca
envolvem a possibilidade de retencdo do analitsuperficie do recipiente utilizado, a
extracdo incompleta das cinzas, a contaminacamdatea pelo ambiente e o longo tempo

de execugédo (FSSAI, 2012; KORdWal, 2008; HOENIG e KERSABIEC, 1996).
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A digestdo por via iumida consiste na decomposigdmatéria organica presente
nas amostras por meio de agentes oxidantes e awpregoi em chapa elétrica ou blocos
digestores. Os reagentes normalmente utilizadosas#&ms concentrados, como acido
nitrico, acido sulfarico, acido perclérico, acidorédrico e acido fluoridrico, e peroxido de
hidrogénio, podendo ser utilizadas combina¢gOesedessagentes. A escolha dos agentes
oxidantes depende da composicdo da amostra e doloniéstrumental que sera utilizado
na determinacdo de metais, e deve ser levada esidecscao a forca do acido, seu poder
de oxidacéo, ponto de ebulicdo, pureza e seguramgaanipulacédo, além da solubilidade
dos sais resultantes da digestdo. O acido nitrondis utilizado como oxidante primario
na digestdo por via Umida, pois possui a vantagerfodnar nitratos sollveis em agua
durante a mineralizacdo e causa menor interferénam andlises por métodos de
espectrometria atdbmica, além de estar disponivebodalmente com alto grau de pureza.
As principais desvantagens da digestao por via @micluem o longo tempo de execucéo,
com necessidade de monitoramento constante, oaugoaddes quantidades de reagentes
toxicos e o risco de contaminacdo da amostra peibiemte (KORNet al, 2008;
OLIVEIRA, 2003; HOENIG e KERSABIEC, 1996).

A digestéo por via umida também pode ser condutiiazando o equipamento de
micro-ondas como fonte de energia. Esse métodositémbastante utilizado como uma
forma de aumentar a eficiéncia da decomposicéo ataria organica em alguns tipos de
amostra, além de reduzir o tempo de digestdo eaatigade necessaria de reagentes
oxidantes. A digestdo assistida por micro-ondasreaipientes fechados sob presséo
apresenta grandes vantagens no tratamento de amdstralimentos por ser um método
rapido, com menor risco de contaminacdo da amestla perdas de elementos volateis.
Porém, a quantidade de amostra a ser digerida denreaipiente € bastante limitada, o
que dificulta a anédlise de tracos e micro-elemenddam disso, 0 aumento excessivo de
pressao nesse tipo de sistema, especialmente ew@ahgestdo de amostras com elevado
contetdo orgéanico, pode levar a ruptura do redipigdutro fator limitante desse método é
o longo tempo de resfriamento necessario para queipiente possa ser aberto, o que
pode levar horas dependendo do tipo de equipametiiaado (SZYMCZYCHA-
MADEJA et al, 2014; KORNet al, 2008; LAMBLE e HILL, 1998; HOENIG e
KERSABIEC, 1996).

Considerando as desvantagens relacionadas asae@unvencionais de preparo
de amostras, existe uma busca constante pelo ddgemento de novas metodologias para

a determinacdo de minerais em alimentos, buscamimipar esses problemas e produzir
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resultados mais exatos e precisos. Nesse sentide;g® destacar a utilizagdo de Processos
Oxidativos Avancados (POAs) que representam unenaliiva mais limpa, eficiente e
simples no tratamento de amostras para a deterdund€ minerais através de técnicas
espectrométricas (ROCHet al, 2015; BRANDAOet al, 2012; BRANDAO, 2010).

3.4.1.Processos Oxidativos Avancados (POAS)

Os Processos Oxidativos Avancados foram utilizadwsialmente para o
tratamento de aguas e efluentes. O primeiro traballacionado foi realizado em 1886 por
De Meritens, que utilizou a combinacdo entre oz@i@adiacdo ultravioleta para oxidar
complexos de cianeto presentes na agua. Porémnsoema 1973 o termo “Tecnologias
de Oxidacdo Avancada’ passou a ser utilizado. Airpdessa época, varios trabalhos
foram publicados com a utilizacéo de diferenteshioatdes de agentes oxidantes para o
tratamento de aguas e efluentes (TEIXEIRA e JARIBO4).

Recentemente, os POAs estédo sendo aplicados tantbpreparo de amostras para
analise elementar e apresentam diversas vantagearsd@ comparados aos métodos
convencionais (digestdo por via seca e por via amidles possuem maior eficiéncia na
decomposicado de compostos organicos e necessitam deenor volume de reagentes, 0
que diminui a possibilidade de contaminagdo da &m@sa geracao de residuos toxicos,
além de consumirem menos energia em sua execugssalforma, os POAs sao
considerados como alternativas mais limpas par&mapo de amostras, contribuindo para
a quimica verde (ROCHAt al, 2013; BENDICHO et al., 2010; CAPELO-MARTINE#
al., 2004).

Os POAs tém como caracteristica comum a formacaadieais hidroxila (HO,
que sao espécies fortemente reativas, cujo potafeiaxidacdo (2,8 V) s6 € menor que o
do fltor. Devido a baixa seletividade, essas espésfio capazes de oxidar uma grande
variedade de compostos organicos a agua, diéxidar®no e ions inorganicos através de
reacOes de degradacédo. Os tipos de reacdes quernaturante o processo dependem da
estrutura do composto organico a ser oxidado. Poolemrer reacdes de abstracdo de
atomos de hidrogénio, adicdes eletrofilicas em outd&s insaturadas ou aromaticas,
transferéncia eletronica e reacdes radicalares HRB et al, 2015; GAMA, 2012;
GROMBONI et al, 2010; GOMES, 2009; NOGUEIRAt al, 2007; TEIXEIRA e
JARDIM, 2004).

Para que a oxidac&o dos compostos organicos s&ga et radicais hidroxila (HD

devem ser formados continuamente através de rego@micas e fotoquimicas, devido a
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sua grande instabilidade. Dessa forma, a formaeésed radicais pode ser acelerada pelo
uso de combinacfes de agentes oxidantes, comooogOs)i e perdxido de hidrogénio
(H20,), com radiacédo ultravioleta (UV) ou visivel (Vi®) catalisadores, como ions
metalicos ou semicondutores, 0 que caracteriza dgusa de POA (SAEID e
BEHNAJADY, 2015; GOMES, 2009; NOGUEIRAt al, 2007). Alguns exemplos séo
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3.Exemplos de Processos Oxidativos Avancados (POAS).

Processo Oxidantes
O3/H20,
Ozonizacgéao Osz/UV
O3/H,0,/UV
Foto-Oxidacao UV BO,/UV
Fenton Fe/kO,
Foto-Fenton Fe/bO,/UV
TiO/UV

Fotocatalise TiOo/H,0,/UV

(Fonte: GAMA, 2012)

Alguns trabalhos encontrados na literatura desaneveiso de POAs no preparo de
amostras de sucos de frutas para a determinacioetis. A reacdo de foto-Fenton
acoplada a radiacdo de micro-ondas foi aplicadagoomboniet al. (2010) no preparo de
amostras de sucos para a determinacao de Ba, &, G&3, Mn, Na e Sr por ICP-OES.
Com isso, foram obtidas taxas de recuperacdo sanethas observadas com o uso da
digestdo por micro-ondas convencional. Brandfal. (2012) descrevem o uso da Foto-
Oxidacao UV no preparo de amostras de sucos desfpara a determinacao de Cu, sendo
que, nas condi¢cdes otimizadas, os resultados n@&seaparam diferencas significativas
quando comparados aqueles obtidos através da abgastda. No presente estudo, foi
utilizado o processo de Foto-Oxidacdo UV no premlgocamostras, o qual é descrito a

seguir com mais detalhes.

3.4.1.1.Foto-oxidagcdo UV

O processo de Foto-Oxidacao UV foi utilizado peiapira vez por Armstrongt
al. (1966) para a determinacgéo de carbono (C), nitiog®\) e fésforo (P) em amostras de
agua. Sua primeira aplicacdo como uma etapa dérgiednento de amostras para a

determinacdo de metais foi realizada por Frimm#&Viekler (1975). Desde entdo, esse

22



processo tem sido aplicado em diversos tipos deizestpara a determinacdo de metais,
utilizando principalmente as técnicas de voltaraeti de espectrometria de absorcdo
atdbmica (BRANDAO, 2010).

Yong et al. (2006) aplicaram o processo de Foto-Oxidacdo UdMmfmnacao
UV/H,0,) no tratamento de amostras de sangue para a deedn de Cr por voltametria
catalitico-adsortiva de redissolu¢cdo (CAdSV). Osultados foram comparados com
aqueles obtidos por AAS apos a digestao por via dacamostra, sendo que ndo foram
observadas diferencas significativas. ProcessoslBantes foram aplicados por Sangbs
al. (2009) e Brandaocet al. (2012) no tratamento de amostras de vinho e suco,
respectivamente, para a determinacéo de diferemsis (Fe, Mn e Cu) por FAAS. Em
ambos os estudos o processo de Foto-Oxidacdo UYauese eficiente para o tratamento
das amostras, produzindo resultados com precis&ateldo adequadas.

A Foto-Oxidacdo UV é bastante eficiente na decompos de compostos
organicos. Esse processo faz uso de radiagdo Wtiada a reagentes oxidantes, como
03, K2$,0g8, K,Cr,0;, HNO; e, principalmente, ¥, (BRANDAO, 2010; CAPELO-
MARTINEZ et al., 2004)A taxa de degradacdo da matéria organica em urostemé
diretamente proporcional a intensidade da radidg&o ao tempo de irradiacdo e a
temperatura da amostra (BULDIMI al, 2002).

A radiacéo ultravioleta compreende a faixa de comgmtos de onda entre 100 e
400 nm, sendo classificada como UV-A (400-315 roy);B (315-280 nm) e UV-C (280-
100 nm). Na regido espectral UV-C a radiagdo aptasenergia suficiente para romper
ligagBes quimicas. Para o tratamento de amostrasaimente € utilizada radiacdo UV em
comprimentos de onda na faixa de 190-380 nm (RO@HAI, 2015; ROCHAet al,
2013).

A principal fonte de radiacdo UV utilizada em aptibes de laboratorio e
industriais é a lampada de vapor de mercurio, Aemuéde radiacdo em comprimentos de
onda entre 200 e 435 nm. Sua utilizacdo est4 oslada ao baixo custo e facilidade de
funcionamento, além de boa eficiéncia energéticapfcdo de poténcia elétrica
convertida em radiacdo) e espectral (proporcdo ddiagdo emitida no UV)
(CAVICCHIOLI e GUTZ, 2003; BULDINIet al, 2002). As lampadas de mercurio por
descarga em arco séo formadas por eletrodos maentadioterior de um bulbo de quartzo
contendo uma quantidade do metal e um gas nobren@éihmente argdnio), o qual
contribui para o aumento da corrente de elétronsrafliacdo emitida é proveniente do

relaxamento luminescente dos atomos de mercuraitaeos pelas colisbes resultantes da
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corrente de elétrons e fons no arco formado erdreeletrodos (BRANDAO, 2010;
CAVICCHIOLI e GUTZ, 2003).

As lampadas de vapor de mercurio podem ser de,baédia ou alta presséo, de
acordo com a pressao dos gases no interior do ballmue influencia diretamente no
espectro de emissédo da lampada. As lampadas de firaissdao sdo monocromaticas, com
emissdo em = 253 nm, e possuem maior eficiéncia de convalagmoténcia em radiacao
UV do que as lampadas de média e alta pressacetéinits, para compensar a baixa
intensidade luminosa das lampadas de baixa press@xessaria a construcao de bulbos
compridos, as vezes enrolados em forma de espagd, obter um maior fluxo luminoso
total. Além disso, essas fontes operam em baiapdeturas. As lampadas de média e
alta pressao, por outro lado, podem alcancar teahpes de até 600-800°C e apresentam
um espectro de emissao caracterizado por linhas aigadas e um fundo continuo que
cobre toda a regidao UV. Porém, somente cerca de @¥oténcia elétrica consumida é
convertida em radiacdo UV (SHANKA®& al, 2015; BRANDAO, 2010; CAVICCHIOLI
e GUTZ, 2003).

Durante o processo de Foto-Oxidacdo UV, variasosspéntermediarias podem
ser formadas: oxigénio singlete, radicais supemridlquilperdxido, ozonio @ radicais
hidroxila (HO), perdxido de hidrogénio @@,), entre outras. Dentre essas espécies,
acredita-se que os radicais hidroxila (H&ejam os agentes mais importantes envolvidos
na oxidacdo da matéria orgéanica, devido ao sewa@bepotencial de oxidagcdo em meio
acido (BRANDAO, 2010; CAPELO-MARTINEZ2t al, 2004).

O radical hidroxila (HQ é altamente reativo, sendo capaz de romper lggadeé
carater covalente e, em concentracao suficientde pEvar a mineralizacdo completa dos
compostos organicos presentes em uma amostraofideser gerado a partir da fotélise da
agua ou do D, pela acdo da radiagdo UV, conforme as Equacteg (BRANDAO,
2010; MACHADO 2007).

H20() + v — Hiag) + HO(ag) Equagéo 1
H2Oz(aq) + v — 2HO (aq) Equacéao 2

Em alguns casos, apenas a radiacdo UV ja € suécara a mineralizacdo da

amostra, devido a fotdlise das moléculas d@®.HPorém, para amostras mais complexas e

com concentracdes elevadas de compostos orgamicng;se necessaria a combinacao
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com reagentes oxidantes, tornando o processo apdore eficiente (MACHADO, 2007;
BULDINI et al, 2002).

O peroxido de hidrogénio ¢@a@,) é o reagente oxidante mais utilizado no processo
de Foto-Oxidacdo UV por ser um oxidante quimiceiefite e de facil manipulagcéo
(BRITTO e RANGEL, 2008). A estabilidade do,®} varia de acordo com o pH e a
temperatura. Em altas temperaturas e em meio radcdla o favorecimento de sua
decomposicdo (MACHADO, 2007). Aléem disso, é impoigadeterminar a concentracao
adequada de @, a ser utilizada em uma reacdo de Foto-Oxidacdo pdis o0 excesso
desse reagente em presenca de altas concentrag@adichis hidroxila (HQ favorece
reacbes competitivas com a formacgéo de espéciegsmeativas. Essas rea¢des produzem
um efeito inibitorio sobre a degradacédo dos congsostganicos, conforme as Equacdes 3
a 6 (TAMBOSI, 2005).

HO + H,0, — HO, + H,O Equacéo 3
H,O, + HO, - HO + H,O + O, Equacéo 4
2 HO,— HO, + O, Equacdo 5
HO,; + HO — H,0 + O Equacéo 6

A concentracdo de reagentes, o tempo de radiacae O\pH sdo os principais
fatores que influenciam na eficiéncia do processoFdto-Oxidacdo UV e devem ser
otimizados para cada tipo de amostra. Outras \&@samportantes incluem a intensidade
da radiacdo UV, distancia da fonte de radiacdo m@atdo as amostras e a temperatura
(YANGet al, 2014; BRANDAO, 2010; CAPELO-MARTINEZt al, 2004).

O uso do processo de Foto-Oxidacdo UV no tratamdat@mostras apresenta
como vantagens a utilizacdo de reagentes menao)@m pequenas quantidades, menor
risco de contaminagdo, além da possibilidade decseduzida a baixas temperaturas,
evitando perdas por volatilizacdo, e em niveis Heffacamente &cidos ou alcalinos
(BRANDAO et al, 2012; SANTOS:t al, 2009).

3.5. Aspectos gerais sobre validagdo de métodos analitc

Para que um novo método de andlise seja implamtadtaboratérios de controle
de qualidade, é necessario, primeiramente, avsdiale é adequado ao seu propdsito e se
produz resultados confiaveis. Nesse sentido, dagdio de métodos analiticos é de grande

importancia para assegurar sua aplicabilidade anedcdurante as operacdes de rotina de
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um laboratério. A validag@o deve ser consideradada se desenvolve um novo método e
também quando séo efetuadas adaptacdes em meiadqgéogalidadas, inclusdo de novas
técnicas ou uso de diferentes equipamentos (RIBEREBRREIRA, 2008; BRIT@t al,
2003).

No Brasil, a validagdo de métodos analiticos é lemgentada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelostiiuto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO). O INMETRO definealidacdo como a
comprovacao, através do fornecimento de evidéngjetiva, de que 0s requisitos para
uma aplicagdo ou uso especificos pretendidos fatandidos (BRASIL, 2011). Segundo
a ANVISA, a validagdo deve garantir, por meio dei@ss experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacfes analiticagyuaasdo a confiabilidade dos resultados
(BRASIL, 2003).

A validacdo de métodos é um requisito importantgnddica da analise quimica,
pois um método nao confiavel possui pouco valosdeor em risco toda a analise e seus
resultados (EURACHEM, 1998). Os estudos de valiolad@vem ser representativos e
conduzidos de modo que a variacao da faixa de otnag@o e os tipos de amostras sejam
adequados (RIBANEt al, 2004). Figuras de mérito como seletividade, ajust curva
analitica e determinacdo de sua faixa linear, ¢isnde deteccédo (LD) e de quantificacao
(LQ), precisao, exatidao e robustez séo indicadguestitativos do bom desempenho de
um meétodo analitico. Porém, os parametros considerpodem variar de acordo com a
técnica analitica empregada ou com o protocoloalidacdo a ser seguido e devem ser
baseados na intencdo de uso do método (RIBEIRORRERRA, 2008; RIBANIet al,

2004). Os parametros utilizados neste trabalhaledoritos a seguir.

3.5.1.Curva analitica e Linearidade

A relacdo matematica entre o sinal medido e a ctragio do analito é expressa
pela curva analitica, a qual deve conter no mirgimoo pontos que ndo incluam o ponto
zero da curva, devido aos possiveis erros assaci&HRREIRA, 2016; RIBANEt al,
2004).

A curva analitica pode ser obtida de diferentesn&s. padronizacdo externa,
padronizacao interna, simulacdo de matriz ou adigipadrdo. A escolha do método de
padronizacao vai depender do tipo de amostra aat®mca ou nao de interferéncias da
matriz nas medidas (FERREIRA, 2016; ANDRAPBEal, 2014).
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O meétodo de padronizagdo externa compara o sinahdlito de interesse com o
sinal de solu¢gBes aquosas contendo concentractiheadas do elemento e preparadas a
partir de uma solucdo padrdo. No método de padhoad interna, € adicionada as
solucbes padrdes do analito uma quantidade corshdeidim composto chamado padrao
interno. Na padronizacdo por simulacdo de matssaucdes padrédo sao preparadas em
matriz similar & da amostra para simular os efa@tosatriz ou de possiveis interferentes.
Por fim, 0 método de adicdo de padréo consisteditéi@ de quantidades conhecidas do
analito a propria amostra para a obtencao das @ sugadrdo da curva analitica, o que
elimina possiveis efeitos causados pela matrizmiazstta (FERREIRA, 2016; RIBANdt
al., 2004).

Entre os métodos citados para a obtencao da coaldiea, a padronizacao externa
€ mais vantajosa devido a rapidez, facilidade, mensto e menor gasto de reagentes
(ANDRADE et al, 2014). Porém, esse método € sensivel a errosegdarp de amostras e
de padrbes e sO pode ser utilizado quando ndo hdintegferéncias da matriz no sinal
obtido (RIBANI et al, 2004).

A linearidade corresponde a capacidade do métodofanmecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analdo amostra, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo. Ela deve ser detada pela anélise de no minimo cinco
concentracdes diferentes, estabelecidas de acond® mivel de concentracao esperado do
analito nas amostras a serem analisadas (RIB&NI, 2004; BRASIL, 2003). Além
disso, recomenda-se normalmente a realizacdo de alu&rés replicatas no mesmo dia
para os ensaios de linearidade (STOGKRI, 2009).

Para verificar a linearidade do método, deve skcamla uma regressao linear aos
dados obtidos para a curva de calibracdo. O cenfeide correlacdo linear)(é o
parametro frequentemente utilizado para estabetecermodelo linear € adequado e deve
apresentar valores préximos de 1,0, indicando meigpersdo do conjunto de pontos
experimentais e menor incerteza dos coeficientegeglessao estimados (BRASIL, 2011;
RIBANI et al, 2004; BRASIL, 2003). A ANVISA recomenda valores cdoeficiente de
correlacéo iguais ou superiores a 0,99 como aitéinimo aceitavel (BRASIL, 2003).

Por outro lado, a estimativa do coeficiente deetagéo linear ndo é suficiente para
estabelecer se um método € linear, pois seu vatfluénciado pelo intervalo dos dados e
o respectivo desvio padrdo (ARAUJO, 2009; STOC#Lal, 2009). Dessa forma, a
linearidade pode ser testada pela analise do grélec residuos obtido pela regressao

linear, sendo que qualquer tendéncia ou homegeateeidas variancias indica que o
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modelo linear ndo é adequado para o ajuste dos at®OMPSONet al, 2002). A partir

da analise de variancia (ANOVA) e de um tdstadequado pode-se verificar se a
regressao linear é significativa, onde um valofgg.uageFeritico iINdica que existe uma
relacdo linear entre as variaveis e que o coefeeiangular da reta de regressao néo é nulo
(CARDOSOet al, 2010). A linearidade também pode ser avaliada pplicacdo de um
testeF de falta de ajuste, comparando-se as varianciéatdade ajuste e do erro puro, em
que um valor dé&caiculads<Feritico iINdica que o modelo linear € adequado (CARD@EA4I,
2010; THOMPSONet al, 2002).

3.5.2.Limite de Detecc¢éao (LD) e Limite de QuantificacdQ)

A determinacéo dos limites de deteccéo (LD) e dmntiicacdo (LQ) é de grande
importancia para a analise de elementos traco oba@wos niveis de concentracdo. Porém,
quando se trata da determinacdo de espécies erant@ydes muito maiores que o LQ,
torna-se desnecessario determinar esses pararfi¢é&©4, 2012).

O limite de deteccao (LD) é definido como a menamaentracdo do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente maaatifsob condicdes experimentais
estabelecidas. Ja o limite de quantificacdo (L@) @enor concentracdo do analito que
pode ser gquantificada com precisdo e exatiddo adegu Esses parametros podem ser
calculados através do método visual, método de&elainal-ruido e método baseado em
parametros da curva analitica (RIBA&tlal, 2004; BRASIL, 2003; BRITt al, 2003).

A escolha do método deve levar em consideracaonicééanalitica utilizada e o grau de
confiabilidade estatistica necessaria (RIBEIRO RIREIRA, 2008).

O método baseado em parametros da curva analitiGa réais confiavel
estatisticamente e o mais utilizado quando se tlatgcnicas de AAS. Nesse método, 0s
valores de LD e LQ sdo determinados em termos gai@@adrao de medidas do branco
analitico, o qual é constituido de todos os reageutilizados, com excecdo da amostra e
do analito (RIBANIet al, 2004; BRITOet al, 2003). Os valores de LD e LQ podem ser

calculados a partir das Equacdes 7 e 8, respeciviam

LD = y (Equacao y
10s .
LQ = B (Equacéao 8
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em gue g € o desvio padrdo das medidas do branco e b éfiwieate angular da curva
analitica (NATA, 2012).

3.5.3.Precisdo

A precisdo de um método analitico é a medida ¢eedi&o dos valores medidos em
torno de um valor médio e esta relacionada comoairprdade entre varias medidas
efetuadas na mesma amostra. Ela é expressa, na@nialnem termos de desvio padréao
relativo (DPR), também chamado de coeficiente deag@ (CV), o qual pode ser
calculado através da Equacgédo 9 (RIBEIRO e FERREIRAS; BRITOet al, 2003).

DPR (%) =% x100 (Eq@ia®)

em que s é o desvio padréa é o valor médio do numero total de medidas.

Os limites aceitaveis para os valores de desviodpacklativo (DPR) variam de
acordo com o nivel de concentracdo do analito nasttenanalisada. A Tabela 4 traz os
limites estabelecidos pela AOAC (2012).

Tabela 4. Valores de desvio padréo relativo (DPR) esperadosfuscdo do nivel de
concentracdo do analito.

Proporcéo do analito Unidade DPR (%)
1 100% 1,3
10t 10% 1,9
10 1% 2,7
10° 0,1% 3,7
10* 100 ppm (mg/kg) 5,3
10° 10 ppm (mg/kg) 7,3
10° 1ppm (mg/kg) 11
107 100 ppb (ng/kg) 15
108 10 ppb (ng/kg) 21
10° 1ppb (ng/kg) 30

(Fonte: AOAC, 2012)

A precisao pode ser estimada em trés niveis: tyddide, precisao intermediaria e
reprodutibilidade. A repetitividade expressa a oodé@ncia entre os resultados obtidos

dentro de um curto periodo de tempo, com 0 mesratista) mesmo equipamento e no
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mesmo local (BRASIL, 2011; BRASIL, 2003). Para alee de repetitividade, a ANVISA
recomenda um minimo de nove determinacfes contadpla intervalo linear do método
(ex: trés réplicas em trés niveis de concentragicarhlito) (RIBANI et al, 2004;
BRASIL, 2003). A precisao intermediaria represemtaoncordancia entre os resultados
obtidos no mesmo laboratério, poréem em dias difesgncom analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. De acordo com a ANVISAomeenda-se um minimo de dois
dias diferentes com analistas diferentes para @Enasta da precisdo intermediaria
(BRASIL, 2003). A reprodutibilidade indica a condancia entre os resultados obtidos em
laboratoérios diferentes e é considerada importajiendo um laboratério busca a
verificacdo do desempenho de seus métodos por aeet@mparacao interlaboratorial. E
aplicada principalmente quando se deseja padronimarmetodologia analitica (BRASIL,
2011; BRASIL, 2003).

A precisao intermediaria e a reprodutibilidade podser expressas também em
termos de valor de Horrat, utilizado principalmentearea de alimentos. Para o calculo
desse parametro € utilizada a estimativa de dgscdo relativo obtido pela ANOVA, de
acordo com a Equacao 10 (AOAC, 2012).

Rlaboratério

DPRHorwitz

Horrat = (Equacéo 10)

em que DPRyoratsric € 0 desvio padrao relativo relacionado a precisarmediaria ou
reprodutibilidade obtido pela ANOVA (DRRou DPR, respectivamente) e DRRyiz € 0
desvio padrdo relativo previsto calculado pela tdemde Horwitz, de acordo com a
Equacéo 11 (AOAC, 2012).

DPRyorwitz = 207015 (Equacéo 11)

em que C é a concentracdo do analito expressa adnagdo de massa decimal. Para ser
considerado aceitavel, o valor de Horrat deve sierior a 1,3 em estudos de validacéo
intralaboratorial (AOAC, 2012).

Outra forma de avaliar a preciséao € pela comparegd@oum método de referéncia
validado. Para isso, utiliza-se um teBtele comparacdo entre variancias e o calculo do
intervalo de confianga para a razao entre vari@n(@RASIL, 2011; CANCet al, 2007).
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3.5.4.Exatidao

A exatiddo de um método indica a proximidade emtvalor medido e um valor de
referéncia considerado verdadeiro e esta relacionach o erro absoluto de uma medida.
Esse parametro pode ser estimado de trés formtstals pela analise de material de
referéncia certificado (MRC), pela comparagdo cammeétodo de referéncia ou através
de ensaios de recuperacao (NATA, 2012; RIBEIRO BRFERA, 2008; THOMPSONt
al., 2002).

Os MRC sao materiais de referéncia acompanhadasdeertificado com o valor
de concentracdo de uma determinada substancia eéngeréeza associada e devem ser
fornecidos por 6rgdos conhecidos e confidveis. Baaliar a exatiddo por meio de MRC,
este deve ser analisado por meio do método a beéada e os resultados obtidos (média e
desvio padrdo) devem ser comparados com os vatmesicados (BRASIL, 2011;
RIBANI et al, 2004). Os MRC sdo os materiais de controle pdeferpara a analise de
exatiddo de um método, pois estdo relacionados pamrbes internacionais. Porém, seu
uso é restringido pelo alto custo e abrangénciddda de matrizes e analitos (BRI'eD
al., 2003; THOMPSONMt al, 2002).

Quando nao ha disponibilidade de MRC, a exatiddte ger avaliada por meio da
comparacao entre 0 método proposto e um métodadalobmo referéncia, avaliando-se
o grau de proximidade entre os resultados obtiddespdois métodos. Para isso, séo
efetuadas analises em replicatas com os dois ngtatiizando as mesmas amostras, em
uma determinada faixa de concentracdo em que admeétecisa ser validado. Para que o
método proposto seja considerado exato, os ressltatitidos ndo devem apresentar
diferencas significativas com relacdo ao métodoraferéncia (RIBANlet al, 2004;
BRITO et al, 2003).

Ensaios de recuperacdo também podem ser utilizedasestimar a exatiddo de um
método de analise, pois refletem a quantidade derndmado analito, recuperado no
processo, em relacdo a quantidade real presentmoatra (BRITOet al, 2003). A
recuperacdo do analito pode ser estimada pelasandk amostras fortificadas com
quantidades conhecidas do mesmo e em diferentets mi@ fortificacdo (BRASIL, 2011).

A taxa de recuperacao é calculada de acordo coguacBo 12.

Ci-C,
3

C >><100 (Equacéo 12)

Recuperacéo (%) %
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em que @ € a concentracdo do analito na amostra fortific&aé a concentracdo do
analito na amostra nédo fortificada e €a concentragdo do analito adicionada a amostra
fortificada (BRASIL, 2011). Os valores aceitaveesrécuperacao podem variar de acordo

com a faixa de concentracdo do analito nas amopstyaforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5.Valores de recuperacéo esperados em funcédo dantag@o do analito.

Proporcéo do analito Unidade Recuperacdo Média (%)
1 100% 98-102
10t 10% 98-102
102 1% 97-103
10° 0,1% 95-105
10* 100 ppm (mg/kg) 90-107
10° 10 ppm (mg/kg) 80-110
10° 1ppm (mg/kg) 80-110
107 100 ppb (ug/kg) 80-110
108 10 ppb (ng/kg) 60-115
10° 1ppb (ng/kg) 40-120

(Fonte: AOAC, 2012)

O método baseado em ensaios de recuperacéo € 8 mdivado para a estimativa
de exatiddo, pois o analito adicionado ndo estésseciamente na mesma forma que o
elemento presente na amostra. Sendo assim, a paedenanalitos em uma forma mais

facilmente detectavel pode superestimar as taxescdperacao (BRASIL, 2011).

32



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostragem

Para a aplicacdo da metodologia analitica otimieadaidada, foram adquiridas 13

amostras de sucos de fruta de diferentes sabordabrcantes disponiveis em

estabelecimentos comerciais da cidade de GuaragtRvwuma amostra de suco integral

de fabricacdo artesanal (Amostra 14) provenienteidizde de Herval d’Oeste-SC. Essas

amostras foram armazenadas nas embalagens de @igantidas sob refrigeracdo (6 a

8°C) até a realizacdo das analises. Cada amosidefificada por um nimero, conforme

apresentado na Tabela 6 e na Figura 4.

Tabela 6.ldentificacdo das amostras de sucos de fruta.

Identificacao Sabor Tipo
1 Uva Suco Integral
2 Uva Branco Suco Integral
3 Maca Suco Integral
4 Maracuja Suco Concentrado
5 Abacaxi Suco Integral
6 Laranja Suco Integral
7 Péssego Suco Concentrado
8 Acerola Suco Tropical
9 Pitanga Suco Tropical
10 Cupuacu Suco Tropical
11 Tamarindo Suco Tropical
12 Caju Suco Concentrado
13 Goiaba Suco Concentrado
14 Uva Rosé Suco Integral/Artesanal
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Figura 4. Amostras de sucos de fruta de diferentes sabdegsieante (Fonte: Arquivo
pessoal).

4.2.Materiais e Reagente

Foram utilizados reagentes de grau analitico emwstod procedimentos realizad
Para o preparo de solucdes foi utilizada agua dmida obtida através do sistema
osmose reversa OS10 LX. Acido nitrico 65% (m/v)g(®-Aldrich) e peroxido d
hidrogéno 35% (m/v) (Biotec) foram utilizados no preparcs danostras. As solugd
tampao utilizadas na otimizacao do processo de-Oxidagdo UV foram preparadas cc
acetato de sodio anidro (Quimica Moderna) e adidadrico 37% (FMaia) para pH 5,
fosfato de sédio monobasico anidro (Synth) e hidroxido ddics (Synth) para pH 8,(
cloreto de aménio (Quimica Moderna) e hidroxidoadenio 30% (Vetec) para pH 10
As solucdes padrao de Fe, Mn e Zn foram prepaiagastir de solucdes estoque de 1
mg L (SpecSol).

Todas as vidrarias utilizadas foram mantidas preeige em solucdo de Aci
nitrico (5%, v/v) por no minimo 24 horas e em sdguavadas com agua deionizada |

evitar possiveis contaminacdes durante as ané

4.3.Instrumentacgao

No preparo ds amostras foram utilizados equipamentos como achdg
aquecimento (Novatecnica), balanca analitiShimadzu, modelo AUW220D) co
precisdo de * 0,0001 g, sistemas de micropipetadniat-HTL) com diferente:
capacidades, medidor de pH (HANNA, modelo g1 pH/mVmeter) equipado com u
eletrodo de vidro combinado de Ag/AgCI/KCI 3,0 nic?, e digestor UV de laboratdri
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(Figura 5) equipado com uma lampada de vapor deurier(250 W) posicionada cerca de

10 cm acima do suporte das amostras.

Figura 5. Digestor UV utilizado no preparo das amostras mwofOxidacao UV (Fonte:
Arquivo pessoal).

Para obtencédo dos espectros de varredura das asesiire 200 e 800 nm foi
utiizado um espectrofotometro de feixe simples iaar modelo UV-Visible
Spectrophotometer Cary 50 Bio e 0s ensaios do jplaeato fatorial foram realizados
com um espectrofotdbmetro de feixe simples SpectMeater, modelo SP-2000 UV.
Cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 10 mmmfotdizadas em ambos os casos.

As determinacdes de Fe, Mn e Zn foram realizadasvégs de um
Espectrofotdmetro de Absorcdo Atdmica em Chamaad&V, modelo AA-220 (Figura 6),
equipado com lampadas de catodo oco. Para a atgnifai utilizada chama composta de
ar/acetileno. Além disso, foram empregadas as ¢coadioperacionais recomendadas pelo

fabricante do equipamento (Tabela 7).
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Tabela 7.Parametros instrumentais para a determinacédo delire, Zn em amostras de
sucos de fruta por FAAS.

Parametro Fe Mn Zn
Corrente da lampada (mA) 5,0 5,0 5,0
Comprimento de onda (nm) 248,3 279,5 213,9

Largura da fenda espectral (nm) 0,2 0,2 1,0
Fluxo de acetileno (L mif 2,00 2,00 2,00
Fluxo de ar (L mif) 11,00 11,00 11,00

Figura 6. Espectrofotdmetro de Absorcao Atdmica em Chamaté-dwquivo pessoal).

4.4.Preparo das amostras de suco de fruta

Para a determinacdo de minerais essenciais em dectsita foi empregado o
processo de Foto-Oxidacdo UV no preparo de amasija, procedimento € descrito a
seguir (item 4.4.1). Esse procedimento foi realizath duplicata para cada amostra e
juntamente foram preparadas solu¢bes de contr@litiaa (brancos) contendo todos os
reagentes utilizados no preparo da amostra com¢c@sceos analitos de interesse. As
condicOes experimentais para o processo de Fowa®&o UV foram avaliadas por meio
de um planejamento fatoriaf fitem 4.4.2) para verificar a influéncia de parfnoscomo

o volume de HO,, 0 pH, a concentracdo da solucao tampéo e o tdmpoadiacdo UV.
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4.4.1.Procedimento de preparo de amostra pelo processotdéOxidagdo UV

Primeiramente, pesou-se cerca de 10,0 g de anesttana placa de Petri e entdo
foram adicionados 6,25 mL de solucdo tampaa@®MH,OH 1,0 mol * (pH 10,0) e 2,5
mL de HO, 35% (m/v). A solucdo foi submetida a irradiacdo Por 120 minutos,
conforme apresentado na Figura 7. Em seguida, @c&wlresultante foi transferida
guantitativamente para um baldo volumétrico de 25 volume completado com agua

deionizada.

Figura 7. Solugdes das amostras de suco de fruta no digé¢st@Fonte: Arquivo
pessoal).

4.4.2.Avaliacdo dos efeitos de parametros experimentaigeso processo de Foto-
Oxidacao UV

Para a aplicacdo do planejamento fatorfdbRutilizada a amostra 1 (suco de uva),
sendo que a massa de amostra foi fixada em 1(pa@bagcada ensaio. Para o ajuste do pH
foram utilizadas solucées tampao com concentragéial de 1,0 mol [*: solugdo tampao
de acetato para pH 5,0; solugédo tampéo de fosfata pH 8,0; e solucdo tampao de
amdnio/cloreto de aménio para pH 10,0 (BRANDAI, 2012; SANTOS:t al, 2009).

Os fatores avaliados foram: volume deOpl pH da solugcédo, concentracdo da
solucéo tampéo e tempo de irradiacdo UV. Como stadoi avaliada a absorbancia da

solucéo final da amostra a 280 nm, que correspangi® dos comprimentos de onda de
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absorbancia maxima.{ay) da amostra 1 (suco de uva), obtido pelo espéerearredura
UV/Visivel (de 200 a 800 nm). Também foram realasmdrés ensaios no ponto central
para estimar o erro nas medidas. Os fatores esravaiiados no planejamento fatorial séo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8.Fatores e niveis avaliados no planejamento fatgtial

Fatores Niveis
) (0) (+)
Volume de HO, 35% (m/v) (mL) 0,5 15 2,5
pH 5,0 8,0 10,0
Concentracdo da solucdo tampao (mbl L 0,05 0,15 0,25
Tempo de irradiacdo UV (min) 15 60 90

Os efeitos do planejamento fatorial foram calcutapela Equacgao 13:

Ef = (R+) - (R-) (Eqéacl3)

em queR*t e R- sdo as diferencas das médias dos niveis (+) eegpectivamente, dos
fatores envolvidos.

Os efeitos das variaveis na absorbancia da amastsaco de uva foram testados
para a significancia estatistica no nivel de 95%afdianca pelo calculo do erro padréao e
pelo grafico de Pareto. Toda a analise estatifticeealizada com o auxilio do software
Minitab for Windows versao 16.2.2 (MINITAB, 2010).

4.4.3.Método de referéncia (digestéo por via umida)

Para avaliar a precisao e exatiddo do processotedxidacdo UV foi utilizada a
digestdo por via Umida como método de referéncipn procedimento foi adaptado de
SZYMCZYCHA-MADEJA e WELNA (2013). Primeiramente, g@u-se cerca de 10,0 g
de amostra de suco de fruta em um béquer de 25@ adicionou-se 6,0 mL de HNO
65% (m/v). A solugdo foi coberta com vidro relogicaquecida em chapa elétrica com
banho de areia a uma temperatura de 80-85°C dueprtximadamente 3 horas. A
mistura foi resfriada e em seguida foram adiciosad® mL de KO, 35% (m/v) e
aguecida novamente até obter uma solucédo incotprabfoi deixada evaporar até quase a
secura. A solucao restante foi transferida qudivatianente para um baldo volumétrico de
25 mL e completou-se o volume com agua deionizada.
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4.5.Validagcdo do método de Foto-Oxidacado UV como preparde amostra

A validagdo da metodologia analitica desenvolvidea@ determinacdo de Fe, Mn
e Zn em sucos de fruta por FAAS foi realizada derd com guias orientativos da
AOAC, Anvisa, INMETRO, NATA, IUPAC, EURACHEM e agbs da literatura
(ANDRADE et al, 2014; CARDOSGet al, 2010; ARAUJO, 2009; STOCKEt al, 2009;
RIBEIRO e FERREIRA, 2008; CAN@t al, 2007; ROZETet al, 2007; RIBANIet al,
2004; BRITOet al, 2003). Dessa forma, foram avaliados parametraosocinearidade,
limites de deteccédo (LD) e de quantificacédo (LQgcjsao e exatiddo. A andlise estatistica
dos dados foi feita através do software estatiddadtab for Windows versdo 16.2.2
(MINITAB, 2010).

4.5.1.Curvas analiticas e linearidade

Para investigar a presenca de possiveis interf@a®ma matriz da amostra, as
curvas analiticas foram obtidas de duas formasediifes: calibracdo por padrdo externo
(PE), com a diluicdo de solucdo padrdao do elememaolucdo aquosa; e calibracao por
adicao de padréao (AP), com adicado do elemento Aznalat amostra de suco de fruta antes
de ser submetida ao processo de Foto-Oxidagc&o @horene o procedimento descrito no
item 4.4.1 (FERREIRA, 2016; ANDRADEt al, 2014). Nesse procedimento foram
utilizadas as amostras 1 (suco de uva) e 3 (suaragé).

As curvas de calibracdo foram construidas em difesefaixas de concentragao
para cada elemento, considerando a faixa lineartrdealho (Tabela 9). Para a
determinacédo de Fe e Mn foram utilizadas duas $aieaconcentracéo diferentes devido a

grande variacao da concentracdo desses elemestdgerantes amostras analisadas.

Tabela 9.Faixas de concentracdo utilizadas para as curvaalteacdo na determinacéo
de Fe, Mn e Zn por FAAS

Metal Faixa de concentracdo (mg L)
0,1-0,5
Fe 0,5-25
0,1-0,5
Mn 0,4-2,0
Zn 0,1-0,5
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A linearidade das curvas analiticas foi verificpgda aplicacdo de regressao linear
e de teste de falta de ajuste no nivel de 95% nftaoga. Para isso, cada ponto da curva
foi analisado em duplicata (ARAUJO, 2009; ROZ&Tal, 2007).

4.5.2.Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificac&®j]

Os valores de LD e LQ foram obtidos pelo métod@ads em parametros da curva
analitica, utilizando-se para isso a curva por f@adxterno. Para o calculo dos limites de
deteccao e de quantificacdo foram realizadas 1@dadonsecutivas do controle analitico
(branco) e entdo foram aplicadas as Equacgdes doeitBm 3.5.2 (NATA, 2012; RIBANI
et al, 2004).

4.5.3.Precisao

A precisdo do meétodo foi avaliada por meio da agho de um teste-de
comparacao de variancias no nivel de 95% de cadiaRara isso foram utilizadas as
variancias ponderadas dos resultados obtidos congétodo de Foto-Oxidagdo UV e o
método de referéncia (digestao por via imida).

Além disso, foi avaliada a precisao por meio ddisméle repetitividade e precisao
intermediaria pelo calculo dos respectivos despmdrao relativos (DPR). Para os testes
de repetitividade foram preparadas cinco réplicasladeiras das amostras 11 e 13 (de
maior e menor nivel de concentracdo dos elememespectivamente) utilizando o
procedimento descrito no item 4.4.1, as quais foaaalisadas por FAAS no mesmo dia.
No teste de precisdo intermediaria, as amostrasude de fruta foram preparadas da
mesma forma que para os testes de repetitividasalesadas por FAAS durante trés dias
consecutivos. Os desvios padrao relativos (DPREi@mhados a repetitividade e a precisao
intermediaria foram calculados por meio da Equa®ado item 3.5.3. A precisédo
intermediaria também foi expressa em termos de d&dlorrat, calculado de acordo com

a Equacao 10 apresentada no mesmo item.

4.5.4.Exatidao

A exatiddo do método proposto foi avaliada por ntkiauma comparacao entre os
resultados obtidos utilizando-se a Foto-Oxidacao eJ¥ método de referéncia (digestédo
por via Umida). Para isso foram consideradas tadaamostras analisadas, aplicando-se
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aos resultados um tedtgeareado e a analise por regressao linear no davél5% de
confianca (THOMPSONt al, 2002).

Também foi avaliada a exatiddo do método por meiertsaios de recuperacado em
dois niveis de fortificacdo para cada elementoa B0 foi utilizada a amostra 1 (suco de
uva), na qual foram adicionadas concentracdes catd®edos elementos de interesse: 0,3
e 1,5 mg [* para Fe; 0,3 e 1,2 mg'lpara Mn; 0,1 e 0,3 mg™Lpara Zn. Em seguida a
amostra foi preparada de acordo com o procedimgggorito no item 4.4.1 e entdo foi
submetida a determinacdo dos elementos por FAASesEsnsaios foram realizados em
duplicata. As porcentagens de recuperacao foraculedbs de acordo com a Equacéo 12
do item 3.5.4 (BRASIL, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Avaliagédo dos efeitos de parametros experimentai®lsre o processo de Foto-

Oxidacao UV utilizado no preparo de amostra de sucde fruta

Para avaliar as condi¢cdes experimentais do preg@samostras de suco de fruta
por Foto-Oxidagdo UV optou-se pela aplicacdo ddismanultivariada. Essa técnica
possui como principais vantagens a reducdo do mimerexperimentos, tornando a
analise mais rapida, econémica e efetiva, e alpibdade de avaliar a influéncia de varios
fatores simultaneamente, além das interacfes elgse(JALBANI et al, 2006). Com a
aplicacdo do planejamento fatorial Bi possivel avaliar a influéncia de alguns dos
principais fatores envolvidos sobre a degradacamatgria orgénica, considerando que a
técnica de Espectrometria de Absorcdo Atdmica eran@h(FAAS) exige digestdo da
amostra, com eliminacao total ou parcial da matgnganica.

A amostra 1 (suco de uva) foi selecionada paral&Zagdo dos ensaios, sendo que
a massa foi fixada em 10,0 g. O planejamento &tétincluiu como fatores o volume de
H,0, 35% (m/v) em mL, o pH da solucdo, a concentragésoilicio tampao em mof'le
o tempo de irradiacdo UV em minutos. A variacacsdegjuatro fatores em dois niveis
resultou em 16 ensaios com diferentes condicOesriexgntais, além de mais trés ensaios
no ponto central que foram realizados para estar&aro experimental. Como resposta foi
avaliada a degradacdo da matéria organica na amostdindo-se a absorbancia da
solugcdo resultante a 280 nm, correspondente a usncdmprimentos de onda de
absorbancia maxima do suco de uva. A matriz exdteglos do planejamento fatorial séo
apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Matriz do planejamento fatorial*Zaplicado na avaliacdo das condicdes
experimentais do preparo de amostra de suco deamastra 1) por Foto-Oxidacdo UV.

Volume de HO, Concentragdo Tempo de Absorbancia
Ensaios 35% (m/v) pH do Tampéao irradiacdo (A =280 nm)
(mL) (mol L™ UV (min)
1 (-)0,5 (-)5 (-) 0,05 (-) 15 1,503
2 (+) 2,5 (-)5 (-) 0,05 (-) 15 1,309
3 (-)0,5 (+) 10 (-) 0,05 (-) 15 1,389
4 (+) 2,5 (+) 10 (-) 0,05 (-) 15 1,293
5 (-)0,5 (-)5 (+) 0,25 (-) 15 1,381
6 (+) 2,5 ()5 (+) 0,25 (-) 15 1,172
7 (-)0,5 (+) 10 (+) 0,25 (-) 15 0,719
8 (+) 2,5 (+) 10 (+) 0,25 (-) 15 0,610
9 (-)0,5 (-)5 (-) 0,05 (+) 90 0,908
10 (+)2,5 (-)5 (-) 0,05 (+) 90 0,757
11 (-)0,5 (+) 10 (-) 0,05 (+) 90 0,930
12 (+) 2,5 (+) 10 (-) 0,05 (+) 90 0,784
13 (-)0,5 (-)5 (+) 0,25 (+) 90 1,050
14 (+) 2,5 ()5 (+) 0,25 (+) 90 0,720
15 (-)0,5 (+) 10 (+) 0,25 (+) 90 0,481
16 (+) 2,5 (+) 10 (+) 0,25 (+) 90 0,464
17 0)1,5 (0) 8 (0) 0,15 (0) 60 0,995
18 0)1,5 (0) 8 (0) 0,15 (0) 60 0,897
19 0)1,5 (0) 8 (0) 0,15 (0) 60 0,864

Considerando a anélise do planejamento fatofjab 2nsaio 16 foi o que resultou
no menor valor de absorbancia a 280 nm (0,464)irarao ser a melhor condicdo para o
preparo de amostra de suco de fruta por Foto-Oaalbky/.

Analisando-se o gréfico de Pareto (Figura 8) padessrceber que todas as
variaveis envolvidas no planejamento fatorial (wodude HO,, pH, concentracdo da
solugéo tampéo e tempo de irradiagdo UV) possueitogfsignificativos sobre a resposta
no nivel de 95% de confianca. Além disso, o efdéanteracdo entre a concentracao da
solucéo tampao e o pH também é significativo.
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Figura 8. Grafico de Pareto dos efeitos padronizados do Plareato Fatorial 2

Na Figura 9 é possivel verificar a influéncia dawifes avaliados no planejamento
sobre a degradacdo da matéria organica, repreaepéda diminuicdo da absorbancia a
280 nm. Uma reducdo maior da absorbancia indicamediciéncia do processo de Foto-

Oxidacao UV na digestdo da amostra.
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Figura 9. Diagrama dos efeitos principais do Planejamentorfzat?*.
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A presenca de #D, combinada a radiagdo UV aumenta a degradacdo daianat
organica devido a formacao de radicais hidroxil®JHEsta espécie oxidante altamente
reativa pode ser formada a partir da fotdlise doyypdo de hidrogénio, conforme a
Equacdo 14 (BORGHEI e HOSSEINI, 2008).

H,O, + hv — 2HO (Equacag 14

Pode-se observar na Figura 9 que o aumento dardoag&o de BD, torna o
processo mais eficiente, jA& que aumenta a prodagigadicais hidroxila (H) e,
consequentemente, a oxidacdo da matéria organica.

Com relacdo ao pH, sabe-se que a reatividade diaxigderde hidrogénio e a
capacidade de geracdo de radicais hidroxila YH© processo de Foto-Oxidacdo UV
dependem diretamente desta variavel (BORGHEI e HEDHS 2008). Em geral, o pH
acido € mais favoravel em reagbes de Foto-Oxidad&opois em meio alcalino ocorre a
formagcao de radicais hidroperoxila (K que sdo menos reativos que os radicais
hidroxila. Além disso, essa espécie pode reagir osmadicais hidroxila (Hp e HO,
residual, diminuindo a concentracdo dessas espéciesnsequentemente, reduzindo a
velocidade das reacdes de oxidacdo da matéria icagdMURUGANANDHAM E
SWAMINATHAN, 2004; LEGRINIet al, 1993). Porém, no presente estudo foi observada
maior reducdo na absorbéancia em meio alcalino (D)1 Esse resultado deve-se
possivelmente a grande quantidade de compostoficien@resentes nos sucos de fruta
(REKHA et al, 2012; RIZZON E LINK, 2006). A alcalinidade do roefavorece a
oxidacao desses compostos devido ao aumento dartoagdo de ions fenolato, os quais
sdo mais reativos que os fendis (BRITTO E RANGEL)®). Brandacet al. (2012) e
Santoset al. (2009) encontraram resultados similares para ksande amostras de sucos
de fruta e de vinho, respectivamente, utilizanffo@-Oxidacdo UV em pH alcalino.

Para garantir o controle do pH do meio foi utiliaadolucdo tamp&o, cuja
concentracao interfere significativamente no preceate Foto-Oxidagcdo UV. O excesso de
solucdo tampédo pode interferir no processo, prodiozireacdes indesejaveis, o que
diminui a eficiéncia na digestdo da amostra. Ptnodado, uma concentracdo muito baixa
da solucdo tampao pode ser insuficiente para taampormeio. Foi observado que o
aumento da concentracdo da solucdo tampdo de @@5 25 mol ' aumenta a
eficiéncia do processo, pois assegura que o pwaEs§oto-Oxidacdo UV seja realizado

em pH mais adequado para a degradacdo da magéisica na amostra de suco de uva.
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O tempo de irradiagcdo UV também exerce uma imptatefiluéncia na eficiéncia
do método, ja que a irradiagdo UV promove a formaigiradicais hidroxila (Hpa partir
do peroxido de hidrogénio (B,) (BORGHEI e HOSSEINI, 2008;
MURUGANANDHAM E SWAMINATHAN, 2004). Sendo assim, urtempo maior de
irradiacdo UV aumenta a formacao de radicais hithrd¥dO) e proporciona uma taxa
maior de degradacdo da matéria organica. Nessdoefiu observada uma diminuicao
bastante significativa na absorbancia quando o defop aumentado de 15 para 90
minutos. Porém, para verificar se esse tempo @eliacdo UV era suficiente para a
digestdo da amostra de suco de fruta, foi realiaatoestudo do processo de Foto-
Oxidacado UV variando o tempo em intervalos de 1Butes. Como respostas foram
avaliados os teores de Fe, Mn e Zn determinadosFp&S, buscando-se a maxima
liberacdo desses elementos na solucdo da amostraesDitados sdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Resultados do estudo do tempo de irradiacdo UV mocepso de Foto-
Oxidacao UV para a determinacdo de Fe, Mn e Znuam de uva por FAAS.

Tempo de irradiacdo UV

Concentragéo de Metais (pg/mL)

(min) Fe Mn Zn
90 3,578 £ 0,012 2,033 +0,034 0,946 + 0,020
105 3,867 £ 0,009 2,418 + 0,051 1,017 £ 0,001
120 4,899 + 0,403 2,550 £ 0,060 1,208 + 0,028
135 4,932 £ 0,335 2,531 + 0,005 1,284 + 0,070

Analisando os resultados obtidos (Tabela 11), med@erceber claramente um
aumento na concentracdo dos metais Fe, Mn e Zmdquariempo de irradiagédo UV foi
aumentado até 120 minutos. Porém, entre 120 e i88am, ndo ha diferenca significativa
entre os valores obtidos de concentracdo dos etemgas= 0,09 ep = 0,937 para Feqps
= 0,45 ep = 0,699 para Mnty,s = 1,43 ep = 0,290 para Zn). Portanto, pode-se concluir
que o tempo de irradiacdo UV de 120 minutos é isufie para a liberacdo dos metais Fe,
Mn e Zn presentes na amostra de suco.

Além dos efeitos principais, também foi observado efeito de interacdo entre a
concentracdo da solugdo tampao e o pH (Figuraol@e indica que essas variaveis ndo
podem ser otimizadas de forma independente.
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Figura 10. Grafico de interacdo entre a concentracdo da sohagdpédo e o pH.

Como pode ser observado no grafico da Figura 10c@meentracdes baixas da
solucdo tamp&o (0,05 molY), o pH interfere pouco no processo, ja que fordmidos
valores muito préximos de absorbancia em pH 5 elpHPorém, aumentando-se a
concentracéo do tamp&o para 0,25 mibl & pH 10 se torna mais eficiente na degradacéo
da matéria organica, produzindo um valor de absai&ignificativamente menor que em
pH 5.

Sendo assim, foi realizada uma avaliacdo do pHm#st@a 1 (suco de uva) com a
utilizacdo das diferentes concentracGes de soliagdpdo pH 5 e pH 10, medindo-se o pH
antes e apés a irradiagdo UV de 90 minutos (Td®laPara isso foi utilizada uma massa
de 10,0 g de amostra, com pH inicial de 2,48, a falam adicionados 2,5 mL de®}
35% (m/v) e volumes de solugcédo tampéo pH 5 e phetQltando nas concentracdes de
0,05 e 0,25 mol L.

Tabela 12.Avaliagéo do pH da amostra 1 (suco de uva) no peacde Foto-Oxidagdo UV
com diferentes concentracdes de solucao tampaoegptbl0.

~ Concentragao da pH da amostra
pH da Solucéo ~ ~ —— ——
Tampbao Solugdo Tampéao Antes da Apoés irradiacao

P (mol LY irradiacédo UV Uv*
50 0,05 3,41 2,79
’ 0,25 4,31 4,05
0,05 3,50 2,86
10.0 0,25 9,30 4,20

*Tempo de irradiacdo UV: 90 minutos
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Conforme os resultados apresentados na Tabela dde-g®8 observar que o
aumento da concentracdo da solucdo tampédo pH Suzprpduca variagdo no pH da
amostra de suco de uva por estar mais proximo denidl da amostra (2,48). Além
disso, foi verificado que o meio acido ndo € addquaara o processo de Foto-Oxidacéo
UV com esse tipo de amostra e, portanto, 0 aungatooncentracdo da solucdo tampéo
pH 5 interfere pouco na degradacdo da matéria maaRor outro lado, utilizando-se a
solucéo tampao de pH 10, a absorbancia da amastiaud significativamente com o
aumento da concentracdo da mesma. Isso ocorreeponga concentracdo de 0,05 mdi L
da solucao tampédo de aménio/cloreto de aménio rs@diédente para tamponar o meio, ja
que a amostra de suco possui pH &cido, devido aemga de &cidos organicos,
principalmente os acidos tartarico, malico e atr{®IZZON E LINK, 2006). Porém,
aumentando-se a concentracdo da solugéo tampa6,p&armol L* foi possivel atingir um
pH préximo de 10, o qual mostrou-se mais adequada p tratamento desse tipo de
amostra. Ao final do processo o pH torna-se aca@mente devido & producéo de 4cidos
organicos e inorganicos provenientes das reacoesximcdo (MODIRSHAHLA e
BEHNAJADY, 2006).

Um estudo foi realizado para verificar o comportatoedas outras amostras
analisadas com relacdo a concentracdo hidrogeni@piando submetidas ao processo de
Foto-Oxidacdo UV. Para isso foram utilizadas asdo@es oOtimas encontradas no
planejamento fatorial (0,25 molLde solucdo tampdo pH 10, 2,5 mL de peréxido de
hidrogénio e tempo de irradiacdo UV de 90 minut@spH das amostras foi determinado
antes e apoés a irradiagdo UV, medindo-se também mipial, conforme apresentado na
Tabela 13.
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Tabela 13.Avaliacdo do pH das amostras de sucos de fruta esidies ao processo de
Foto-Oxidacao UV.

pH
Amostra Inicial Antes da Apbés irradiacao
irradiacdo UV* Uv=**
1 2,48 9,30 4,20
2 2,93 9,57 2,90
3 3,09 9,61 3,11
4 2,53 5,29 4,45
5 2,74 9,43 3,48
6 3,19 9,16 3,55
7 3,45 9,39 3,78
8 2,80 9,18 5,86
9 2,53 9,21 4,65
10 2,33 9,16 4,69
11 1,98 8,54 4,03
12 2,72 9,36 4,76
13 2,83 9,49 4,36
14 3,31 9,60 2,80

*Com adic&o de 0,25 mollde solucdo tamp&o NBI/NH,OH (pH 10)
**Adicdo de 2,5 mL de KO, 35% e irradiacdo UV de 90 minutos

Como pode ser observado na Tabela 13, todas astramale suco de fruta
analisadas possuem pH &cido, que variou de 1,98aBom a adicéo de 0,25 mof Ha
solucdo tampédo de amonio/cloreto de amoénio foiipekatingir um pH alcalino (entre
8,54 e 9,61) para a maioria das amostras, com &xabxg; suco de maracuja, o qual passou
para um pH de 5,29. Outro estudo foi realizado pemaficar o efeito de pequenas
variacbes de pH sobre a concentracdo determinalmuh@rais Fe, Mn e Zn (Tabela 14).
Para isso variou-se o pH da amostra 1 entre 8 anids de submeté-la ao processo de
Foto-Oxidacao UV.

Tabela 14.Efeito da variacdo do pH da amostra 1 (suco de owaprocesso de Foto-
Oxidacao UV sobre as concentracdes de Fe, Mn eef@mrdinadas por FAAS.

Concentracédo de Metais (ug/mL) * Intervalo de conéinca

PH Fe Mn Zn

8,0 0,764 £ 0,199 1,354 £ 0,022 0,625 + 0,022
8,5 0,777 £ 0,166 1,355 + 0,017 0,625 + 0,012
9,0 0,694 + 0,057 1,378 £ 0,015 0,632 + 0,035
9,5 0,736 £ 0,181 1,380 £ 0,025 0,632 + 0,027
10,0 0,678 £ 0,057 1,348 £ 0,012 0,637 + 0,015
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De acordo com os resultados Tabela 14 ndo foram observadas variag
significativas na concentragd de Fe, Mn e Zn nas diferentes condi¢cdes de pt
amostra, considerando os respectivos intervalosodéanca. Isso demonstra que o
alcalino entre 8 e 10 é adequado para a aplicaggwatesso de lto-Oxidacdo UV em
sucos de frutando havendo necedade de um controle rigoroso do pH do meio reati

Considerando os resultados do planejamento fatz* e da otimizacdo do tem
de irradiacdo UV, as condi¢cdes experimentais elsgleidas para o pparo de amostra de
suco de fruta por Fot®xidagéo UV foram: 2,5 mL de,O, 35% (m/v), 0,25 mol * de
solugéo tampéo pH 10,0 e tempo de irradiacdo U¥2@eminutos. Essas condic¢des for
utilizadas no estudo de validagdo do método padlaterminacdo de Fe, Mn e Zn |
FAAS.

A Figura 11mostra as solucbes amostra 1 (sucoeduva) antes e apos se
submetidash irradiagcdo UV. Poc-se percebeclaramente a reducdo de cor da am
apos o processo de Fai¢idacdo UV, o que evidencia a quebra de ligacéesothpistos
organicos e a digest@ta amostra. Isso pode ser comprovado pelos espatFigura 12
referentes a mesma amo, onde pode ser observada uma reducéo da aredrabppos

0 processo de FotOxidagdo UV devido a decomposicao dos compost@nargs

Figura 11. Solucdo da amostra de sude uva(a) antes da irradiacéo UV e (b) apc¢
irradiacéo UV.
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Figura 12. Espectros de absorcdo molecular UV/Visivel obtigirs a amostra 1 (suco de
uva) antes e apds o processo de Foto-Oxidagdo UV.

5.2.Estudo de validag&o do processo de Foto-Oxidagédo WWdmo preparo de amostra

para a determinagéo de Fe, Mn e Zn em sucos de faut

A validacdo do meétodo desenvolvido foi realizadaapgarantir que 0 mesmo
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas agaal foi designado e produza
resultados confiaveis (BRASIL, 2003). Para issoairfor avaliados os parametros

linearidade, limites de deteccédo e de quantificagéerisdo e exatidao.

5.2.1.Curvas analiticas e linearidade

As curvas analiticas para a determinacdo de Fe,eMgn foram obtidas por
padronizacdo externa, em solucdo aquosa, e paicadi padrdo, em matriz de suco de
fruta submetida ao processo de Foto-Oxidacdo USe Estudo foi realizado para verificar
a presenca ou auséncia de interferéncia de maisiamalises por FAAS. Foram utilizadas
duas faixas de concentracdo para as curvas aaslitics elementos Fe e Mn, uma faixa
menor (0,1 a 0,5 mg 1 e uma faixa maior (0,5 a 2,5 mg'le 0,4 a 2,0 mg L
respectivamente) e apenas uma faixa de concentpagdm® Zn (0,1 a 0,5 mg?), devido
a faixa de concentracdo do elemento na amostraicte Bara as curvas de adicado de
padrdo, a amostra 3 (suco de maca) foi utilizaddana menor de concentragéo e a
amostra 1 (suco de uva) na faixa maior, considerandiferenca no teor dos elementos
nessas amostras. Os dados obtidos para as curyasld® externo (PE) e de adicao de

padrédo (AP) dos trés elementos sdo apresentadiabed 15.
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Tabela 15.Curvas analiticas de padrédo externo (PE) e adigdpadirdo (AP) para a

determinacao de Fe, Mn e Zn por FAAS.

Metal Tipo de calibracao

Equacao*

PE (faixa menor)
AP (faixa menor)
PE (faixa maior)
AP (faixa maior)

Fe

A= -0,0035 + 0,1209 (+0,0036) [Fe]
A=0,0425 + 0,1177 (+0,0165) [Fe]
A= -0,0034 + 0,0654 (+0,0021) [Fe]
A=0,0510 + 0,0727 (+0,0100) [Fe]

PE (faixa menor)
AP (faixa menor)
PE (faixa maior)
AP (faixa maior)

A=-0,0003 + 0,2799 (x0,0109) [Mn]
A=0,1175 + 0,2753 (+0,0286) [Mn]
A= -0,0058 + 0,1574 (+0,0084) [Mn]
A=0,1568 + 0,1653 (+0,0221) [Mn]

PE

Zn AP

A=-0,0110 + 0,3810 (+0,0304) [Zn]
A=0,0705 + 0,3176 (20,0490) [Zn]

*Intervalo de confianga dos coeficientes angulapgesentado entre paréntesis.

Comparando-se os coeficientes angulares das canedisicas de padrdo externo e

adicado de padréo e os respectivos intervalos digaoga (Tabela 15) para cada elemento

analisado, € possivel afirmar que ndo ha diferemgaficativa entre eles e, portanto, o

suco de fruta ndo apresenta efeito de matriz. Diess®, as curvas analiticas de padréo

externo podem ser utilizadas para a determinacdeéedd&in e Zn em suco de fruta por

FAAS aplicando-se a Foto-Oxidagédo UV no preparauh@stra, conforme ilustrado nas

Figuras 13 a 17. Este fato representa uma granttagem para o método, pois aumenta a

freqUéncia analitica e diminui os custos da angiseDRADE et al, 2014).
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0:1 0',2 0',3
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0,4 05

Figura 13. Curvas analiticas de padrao externo (PE) e adiggadrao (AP) com faixa
menor de concentracdo para a determinacao de FARS.
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Figura 14. Curvas analiticas de padrao externo (PE) e adiggadrao (AP) com faixa
maior de concentragéo para a determinagao de HeAZS.
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Figura 15. Curvas analiticas de padrao externo (PE) e adiggadrao (AP) com faixa
menor de concentracdo para a determinacdo de MBARSSB.
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Figura 16. Curvas analiticas de padrao externo (PE) e adiggadrao (AP) com faixa
maior de concentragéo para a determinagédo de MRAWS.
53



0,254 —e— PE
—=— AP

0,20+

0,157

Absorbancia

0,05+

0',1 0',2 0',3 0',4 0',5
Concentragéo de Zn (mg/L)

Figura 17. Curvas analiticas de padréo externo (PE) e adigegadrdo (AP) para a
determinacao de Zn por FAAS.

Para avaliar a linearidade das curvas de padra@nexfoi aplicada a andlise de
regressao linear e o teste de falta de ajusteved aé 95% de confianca (Tabela 16).

Tabela 16. Resultados da andlise de regressao linear paraudoeda linearidade na
determinacao de Fe, Mn e Zn por FAAS.

Metal Parametros de Regress&o Falta de Ajusté’
r RZ Fregresséo p'Valor Ffaj p'Vald
Fe (faixa menor) 0,999 99,9 5963,00 0,000 0,32 0,811
Fe (faixa maior) 0,999 99,8 5072,72 0,000 2,25 0,200
Mn (faixa menor) 0,999 99,8 3522,39 0,000 0,26 0,853
Mn (faixa maior) 0,998 99,6 1864,11 0,000 0,52 0,688
Zn 0,995 99,0 834,09 0,000 3,61 0,100

Feritico(0,05:1.8= 5,32 Ferttico(0.05:3.5) = 5,41

De acordo com os resultados observados na Tabelpob@-se afirmar que a
regressao linear € significativa para as curvafitmaa de padrdo externo dos metais Fe,
Mn e Zn, poisFregressac>>Feriticor COMP < 0,05. Os valores do coeficiente de correla¢gio (
que ficaram acima de 0,99, indicam uma possivekaa linear entre a absorbancia e a
concentracdo para 0s metais avaliados (BRASIL, R08Bm disso, os valores do
coeficiente de determinacdo?Rugerem que mais de 99% da variacéo das respustas
ser explicada pelo modelo linear e o restante pedatribuido aos residuos (FREIRE
al., 1999).

Para confirmar a linearidade das curvas analiticasgalizado um teste de falta de
ajuste a 95% de confianga (Tabela 16). Em todosasses, os valores d&, foram
menores que o0s valores Bgiico, cOMp > 0,05, indicando que a falta de ajuste néo é
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significativa no nivel de confianca adotado e, @utid, 0 modelo linear pode ser ajustado.
Dessa forma, as curvas analiticas de padréo examaisadas podem ser utilizadas para a
determinacao de Fe, Mn e Zn por FAAS.

A significancia dos coeficientes lineaa) (e angular If) das curvas analiticas de
padrdo externo foi avaliada pela aplicacdo de wsteteno nivel de 95% de confianca
(Tabela 17).

Tabela 17.Avaliacdo estatistica dos parameteo® b das curvas analiticas de padréo
externo para a determinacao de Fe, Mn e Zn por FAAS

Curva analitica Parametro a Parametrob
tcalculado* p'Vanr tcalculado* p-valor
Fe (faixa menor) 6,76 0,000 77,22 0,000
Fe (faixa maior) 2,22 0,057 71,22 0,000
Mn (faixa menor) 0,18 0,860 59,35 0,000
Mn (faixa maior) 1,21 0,262 43,18 0,000
Zn 2,51 0,036 28,88 0,000

* critico(0,025:8)= 2,31

Conforme os resultados da Tabela 17, é possivahafique o parametrb
(coeficiente angular) é significativo para todas casvas analiticas analisadas, pois
tealculade>teriicon cOM p < 0,05. Com relacédo ao coeficiente linear, os tadak do teste
estatistico indicam que o parametro é significapaca as curvas de Fe com faixa menor
de concentracdo e Zn, pdigculado>teriticoo COMP < 0,05. J4 para as curvas de Fe com faixa
maior de concentracdo e Mn nas duas faixas de cvacéo o parametra (coeficiente
linear) ndo é significativo, poitaiculads<teriico, cOmM p> 0,05, indicando que a curva

analitica passa pela origem= 0).

5.2.2.Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificac&@J

Os valores de limite de deteccdo (LD) e de quaagiio (LQ) estdo fortemente
ligados a sensibilidade do método. O LD refere-seeaor concentracao do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente ipaalatife o LQ é a menor concentracéo
do analito que pode ser quantificada na amostrdTBFRt al, 2003). Sendo assim, esses
parametros foram determinados, de acordo com aacbgs 7 e 8 do item 3.5.2, para os
dois métodos de preparo de amostra utilizados {Batdacdo UV e digestdo por via
umida) como forma de avaliar a sensibilidade. Qsltados sdo apresentados na Tabela
18.
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Tabela 18.Resultados do estudo de sensibilidade do método gdeterminacdo de Fe,
Mn e Zn por FAAS.

Foto-Oxidacédo UV Digestao por Via Umida
Metal LD o) LD Lo
(mg LY (mg LY (mg LY (mg LY
Fe 0,0171 0,0571 0,1351 0,4502
Mn 0,0046) 0,0155 0,0042 0,0142
Zn 0,0162 0,0539 0,0805 0,2683

Os valores de LD e LQ determinados (Tabela 18jzatido o processo de Foto-
Oxidacdo UV no preparo de amostra foram infericsesprimeiro ponto das curvas
analiticas para os trés metais (0,1 my,Lo que indica que os analitos podem ser
quantificados com precisdo e exatidao adequadtsxaade concentracao investigada. Por
outro lado, utilizando a digestao por via umideereggs 0 Mn apresentou valores de LD e
LQ inferiores ao primeiro ponto da curva analitiemquanto para Fe e Zn foram
encontrados valores elevados de LD e LQ. Issoanglie® 0 método ndo é adequado para a
determinacdo desses metais com precisdo e exadaoaixos niveis de concentragéo.
Com isso, pode-se dizer que o processo de FotoaQ&wd UV apresenta maior
sensibilidade que o método de referéncia utilizédigestdo por via umida) para a
determinacao de Fe, Mn e Zn por FAAS. Esse resujpade ser explicado pela utilizacao
de menor volume de reagentes no processo de Fatag@o UV, o que diminui a

possibilidade de contaminacéo da amostra, auments®im a sensibilidade do método.

5.2.3.Precisao e Exatidao

As Tabelas 19, 20 e 21 apresentam as concentragédms e 0S respectivos
desvios padrdo de Fe, Mn e Zn nas amostras dedsuitata obtidas utilizando o processo

de Foto-Oxidac&o UV e a digestdo por via iUmidanepgro de amostra.
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Tabela 19.Concentracdes meédias de Fe obtidas em amostragaes fruta utilizando a
Foto-Oxidacédo UV e a digestao por via imida no gmeple amostra.

Amostra Concentracédo de Fe (ug/mL) = SD
Foto-Oxidacéo UV Digestao por Via Umida

1 1,199 £ 0,026 1,271+ 0,189
2 2,913 + 0,058 3,075+ 0,101
3 0,315 + 0,028 <LQ

4 3,401 + 0,009 3,415 + 0,285
5 3,791 + 0,036 3,728 + 0,048
6 0,775 = 0,060 <LQ

7 2,726 £ 0,072 2,755 + 0,060
8 1,111 + 0,062 <LQ

9 3,040 = 0,050 3,266 + 0,140
10 1,855 + 0,018 1,751 +0,129
11 8,136 + 0,340 8,520 + 0,451
12 0,872 + 0,113 <LQ

13 0,585 + 0,071 <LQ

14 9,361 + 0,313 9,324 £+ 0,456

Tabela 20.Concentracbes meédias de Mn obtidas em amostragdels fruta utilizando a
Foto-Oxidacédo UV e a digestao por via imida no gmeple amostra.

Amostra Concentragdo de Mn (ug/mL) £ SD
Foto-Oxidacédo UV Digestao por Via Umida
1 1,401 £ 0,012 1,473 £ 0,009
2 0,737 + 0,007 0,784 + 0,002
3 0,365 = 0,004 0,401 + 0,019
4 1,314 + 0,002 1,321 £ 0,019
5 14,228 + 0,101 14,732 £ 0,190
6 0,327 + 0,049 0,169 + 0,016
7 0,554 + 0,005 0,624 + 0,012
8 0,516 + 0,005 0,332 + 0,004
9 0,759 + 0,026 0,679 + 0,002
10 1,131 £ 0,058 0,965 + 0,004
11 1,019 + 0,037 1,012 £ 0,014
12 0,530 = 0,003 0,536 + 0,012
13 0,536 + 0,012 0,450 £ 0,011
14 0,566 + 0,009 0,694 + 0,037
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Tabela 21.Concentracdes médias de Zn obtidas em amostragdels fruta utilizando a
Foto-Oxidacdo UV e a digestdo por via imida no gmeple amostra.

Amostra Concentracdo de Zn (ug/mL) = SD
Foto-Oxidacéo UV Digestao por Via Umida
1 0,920 + 0,018 1,063 £ 0,131
2 0,410 = 0,006 <LQ
3 0,160 + 0,001 <LQ
4 1,789 £ 0,018 2,134 + 0,010
5 0,854 + 0,026 0,830 + 0,039
6 0,603 = 0,040 <LQ
7 1,482 + 0,079 1,391 £ 0,062
8 1,048 £ 0,007 0,966 + 0,051
9 2,016 £ 0,044 1,628 + 0,059
10 1,112 + 0,090 0,918 £ 0,116
11 2,371 +£0,225 2,398 + 0,227
12 0,684 = 0,105 <LQ
13 0,930 + 0,054 0,810 £ 0,091
14 2,579 £ 0,048 2,632 £ 0,036

Como pode ser observado nas Tabelas 19 e 21,res t® Fe nas amostras 3, 6, 8,

12 e 13 e de Zn nas amostras 2, 3, 6 e 12 obtmosacdigestdo por via umida ficaram

abaixo do limite de quantificacdo (LQ). Por essetivop essas amostras foram

desconsideradas nos estudos de precisédo e exdtiddétodo proposto para esses metais.

5.2.3.1.Precisao

A precisdo do método de Foto-Oxidacdo UV otimizaidd avaliada por

comparacdo com a digestdo por via Umida utilizeselain testé& de comparacdo de

variancias no nivel de 95% de confianca. Para fesam utilizadas as variancias

ponderadas obtidas para cada método, considerardifeeentes amostras de suco de fruta

analisadas. A precisdao também foi avaliada em terdeo repetitividade (r) e precisao

intermediaria (PI), considerando-se os desviosguadlativos (DPR %) correspondentes e

o valor de Horrat obtidos para amostras em doigisiide concentragdo distintos. Os

resultados do estudo de preciséo sao apresentad@bela 22.
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Tabela 22.Resultados do estudo de precisdo do método paeteamdnacao de Fe, Mn e
Zn em sucos de fruta por FAAS utilizando a Fotodagao UV.

TesteF r Pl Valor de

Metal DPR (%) DPR (%) Horrat
Intervalo de e ¢ R P o ;
Fcalculado P valor confiangaF 2 1 2 1 2

Fe 2,07 0,310 0,502-8,131 329 154 331 193 041 0,53
Mn 1,08 0,922 0,354-3,142 203 187 3,79 338 0,72 0,90
Zn 1,35 0,641 0364-5,031 2,75 163 458 385 081 0,74

— .b — . — .d : =
aFcr_itico(o,_os;g,g)— 4,03; Feritico(0,05:14,14)= 3.72yCFcritico_(O,OS;lo,lo)— 2,86; Intfervalo de confianga para a razao das
variancias no nivel de 95% de confiariféiyel baixo de concentracddlivel alto de concentracio

Os resultados do teskesugerem que nao existe diferenca significativaeeat
precisdo dos dois métodos para a determinacaoré&wsnietais, pois em todos 0s casos
Fealculado <Fcriico € P > 0,05. Isso pode ser confirmado pelo intervalacdefianca para a
razéo das variancias ponderadas, o qual possue linferior a 1,0 (CANGCet al, 2007).
Com isso, pode-se dizer que a utilizagcao do procgsd-oto-Oxidacdo UV no preparo de
amostra produz resultados com precisédo similar @wao de referéncia utilizado para a
determinacao de Fe, Mn e Zn.

Com relagdo as estimativas de repetitividade (s),valores de desvio padréo
relativo (DPR) obtidos, que variaram de 1,54 a &2%ram considerados adequados,
uma vez que estao abaixo do limite maximo estaioelgaela AOAC (2012) para a faixa
de concentracao investigada, que é de 7,3%. O mped®se afirmar das estimativas de
precisao intermediaria (Pl), que foram avaliadgsadir do valor de Horrat. Os valores
obtidos para os trés metais, que variaram de 0,419@, sdo inferiores ao limite
recomendado de 1,3 (AOAC,2012). Dessa forma, peddizer que o método possui

precisdo adequada para a determinacéo de Fe, MemAucos de fruta por FAAS.

5.2.3.2.Exatidao

Para avaliar a exatiddao do método proposto, ostaees obtidos para as amostras
analisadas foram comparados com o método de refaréplicando-se um testgareado
no nivel de 95% de confianga. Também foram reabzashsaios de recuperagdo em dois
niveis de fortificacdo, utilizando para isso a ameaod (suco de uva). A Tabela 23
apresenta os resultados obtidos no estudo de @sata@método.
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Tabela 23.Resultados do estudo de exatiddo do processo deCxidacdo UV para a
determinacao de Fe, Mn e Zn em suco de fruta p&SA

Testet pareado Ensaios de Recuperacgéo

Concentracdo
Metal | adicionada Recuperacao (%)
tcalculado p-valor (mg L-l)
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2
Fe 1,24 0,230 0,3 15 90,5 101,2
Mn 0,42 0,676 0,3 1,2 107,9 91,4
Zn 0,74 0,467 0,1 0,3 85,6 97,7

%teritico(0,025:8)= 2,31; eritico(0,025:13)= 2,16 erttico(0,025:9)= 2,26

Os resultados do testepareado (Tabela 23) sugerem que ndo h& diferenca
significativa entre as concentracfes de Fe, Mn elfidas pelos dois métodos de preparo
de amostra (Foto-Oxidacdo UV e digestdo por viadajinno nivel de confianca adotado,
pois em todos 0S cast§iculad<tcritico € P> 0,05. Com isso, pode-se afirmar que nao existe
diferenca de exatiddo entre os métodos analisados.

Os ensaios de recuperacéo realizados também iadidara exatiddo do método de
Foto-Oxidacao UV, pois as taxas de recuperacadastgue variaram de 85,6 a 107,9%,
estdo dentro dos limites estabelecidos (80-110%8) pdaixa de concentracao investigada
(AOAC, 2012).

Para confirmar a exatiddo do método proposto, filicada uma analise por
regressao linear aos resultados apresentados hakta3d9, 20 e 21, no nivel de 95% de

confianca. Os resultados estdo demonstrados ndal2be nas Figuras 18, 19 e 20.

Tabela 24. Resultados da analise de regressdo linear parégagimlda exatiddo do
processo de Foto-Oxidacdo UV como método de prejmeomostra.

Coeficientes da Reta de

Metal Fregressao p-valor Regressao + Erro Padréo lesbutadn p-valor
e oo e ate oo
el
m amar oo RS RURRE O e

*Feritico(0,05:1,16)= 6,55;Feriico(0,0511,24/= 5,72; Feritico0,05:1,18= 5,87 Yeriico(0,02516)= 2,12; Yeriico(0,0252)= 2,086;
terttico(0,025;18)= 2,10
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Figura 18. Comparacéo por regressao linear entre o procesSotdéOxidacao UV e a
digestéo por via Umida no preparo de amostra pdeseaminacdo de Fe por FAAS.
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Figura 19. Comparacéo por regressao linear entre o procesSotdeOxidacao UV e a
digestéo por via Umida no preparo de amostra pdeseaminacdo de Mn por FAAS.
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Figura 20. Comparacéo por regressao linear entre o processotdéOxidacao UV e a
digestéo por via Umida no preparo de amostra pdeseaminacdo de Zn por FAAS.
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Os valores dé&egressacObservados na Tabela 24 sugerem que os teores diénFe
Zn obtidos por ambos os métodos de preparo de eamagtesentam uma relacdo linear
entre si no nivel de confianca utilizado. Isso pseleobservado também pelos graficos das
Figuras 18 a 20, que demonstram um bom ajusterlieetite os resultados dos dois
métodos.

Além disso, foi aplicado um testepara verificar a significancia dos coeficientes
linear (intercepto) e angular (inclinacdo) da regé®. De acordo com os resultados
(Tabela 24), é possivel afirmar que os valoresndenacao sdo estatisticamente iguais a
1,0 para os trés metais, ptigculado>teritico (P < 0,05), enquanto os valores dos interceptos
sao estatisticamente iguais a 0, fgisuiado<tcritico (P > 0,05).

A partir desses resultados pode-se dizer que osdogtde preparo de amostra
investigados (digestdo por via Umida e Foto-Oxidad®) ndo sédo afetados de forma
significativa por erros sistematicos. Estes fatasmgrovam que o método de preparo de
amostra pelo processo de Foto-Oxidagdo UV prodsulteglos com boa exatidao para a
determinacao de Fe, Mn e Zn em sucos de fruta pASE
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6. CONCLUSAO

O processo de Foto-Oxidacao UV mostrou-se adequagweparo de amostras de
sucos de fruta para a determinacédo de Fe, Mn ®ZRAAS. Esse método possui diversas
vantagens em relacdo aos meétodos convencionaisy somplicidade, rapidez, menor
custo e menor geracdo de residuos toxicos.

Com a aplicagdo de analise multivariada na otinligado método de Foto-
Oxidacao UV foi possivel visualizar a influénciasdatores envolvidos, assim como 0s
efeitos de interacéo entre eles, além de redumiimero de ensaios necessarios quando
comparado a otimizacdo univariada. Dessa formanfastabelecidas com o planejamento
fatorial 2 as condicbes experimentais adequadas para o prdpaamostras de suco de
fruta por Foto-Oxidacdo UV, sendo um volume deOH35% (m/v) de 2,5 mL,
concentracéo de 0,25 mol*lde solucdo tampao NBI/NH,OH com pH 10 e tempo de
irradiagao UV de 120 minutos.

O estudo de validacédo realizado comprovou a efigédo método, ja que os
parametros avaliados (linearidade, limites de démce de quantificacdo, precisdo e
exatidao) ficaram dentro dos critérios recomendaedss literatura.

De acordo com o estudo de otimizacdo e validagdondepdologia de Foto-
Oxidacao UV como preparo de amostra para a detagdinde Fe, Mn e Zn em sucos de
fruta por FAAS, torna-se viavel a sua utilizacaolaboratorios de controle de qualidade e
indUstrias, pois este é capaz de produzir residtadatos e precisos, além de apresentar
maior sensibilidade quando comparada aos métodogegoionais de preparacdo de
amostra. Assim, o processo de Foto-Oxidacdo UVesgmta uma alternativa eficaz no
tratamento de diferentes amostras para a deterdunde metais por FAAS, com baixo
consumo de reagentes e utilizacdo de reagentessneenwsivos, proporcionando maior

seguranca ao analista e menor poluicdo do meioesutebi
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