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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos espectrométricos para a determinagcdo de
0zbnio em &4guas e elementos trago em leite de coco. A primeira etapa foi desenvolvida, no
ambito de um projeto de doutorado sanduiche, na Faculdade de Farmécia da Universidade
do Porto em Portugal e a segunda no Instituto de Quimica da Universidade Federal da
Bahia, Brasil. Na primeira parte do trabalho foi proposto um sistema de andlise por injecao
sequencial para determinacdo de O; em agua baseado na quimiluminescéncia deste com
luminol sem a presenca de catalisadores. Parametros fisico-quimicos foram estudados para
obter o melhor desempenho analitico. O ciclo analitico desenvolvido permitiu a
determinacéo de o0z6nio em 20 segundos com um consumo de 200 pL de amostra e 200 L
de luminol. O método apresentou boa precisdo (RSD < 2,9%) bons limites de deteccao e
quantificacdo foram 0,04 e 0,13 mg L™, respectivamente e a taxa de amostragem foi de
cerca de 140 determinacdes/h. O método desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de
ozonio residual em aguas e os resultados concordam a 95% de confianca com os fornecidos
pelo procedimento de referéncia, a espectrofotometria no UV-Vis e o teor de o0zbnio nas
diferentes amostras variou entre 0,21 - 1,36 mg L. O método analitico proposto representou
uma alternativa vantajosa, pois requer um baixo consumo de reagentes e produz um volume
reduzido de residuos. A segunda parte consistiu no desenvolvimento de estratégias para a
determinacdo de constituintes inorganicos em amostras de leite de coco comercializadas na
cidade de Salvador, Bahia. Para a avaliagdo multielementar foram propostos dois
procedimentos de decomposi¢do: em bloco digestor e assistido radiacdo por micro-ondas.
Também foi proposto um procedimento de extracdo assistida por energia ultrassonica (US).
As técnicas espectrométricas empregadas para determinagdo dos analitos foram:
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). A eficiéncia de
decomposicéo foi avaliada considerando os parametros acidez e teor de carbono residual.
Ferramentas estatisticas, PCA e HCA, evidenciaram que ha diferenca entre trés
fornecedores de leite de coco em relagdo aos analitos determinados apds decomposicao em
forno de micro-ondas, bem como o tipo de embalagem. Para avaliacdo do US, foram
aplicados planejamentos fatorial e Doehlert. A exatiddo das metodologias propostas foi
verificada com materiais de referéncia certificados (NIST SRM 8435 e 1549) e teste de
adicdo e recuperacdo. As faixas de concentracdo, em pg g™, para os analitos foram: Ca (10
- 138); Cu (0,15 - 1,7); Fe (0,9 — 4,9); K (97 - 1773); Mg (23 - 206); Mn (0,3 — 3,2); P (116 —
701); Zn (0,4 — 2,2); Cr (0,185 — 0,211), Na (59-1186); Ni (0,113 — 0,133) e Pb (0,0220 -
0,0296). As concentracBes dos elementos As, Cd e Co estavam abaixo do limite de
quantificagdo. Os teores dos macro e micronutrientes foram comparados com os valores
apresentados na Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (TACO) e foi possivel
perceber que as amostras analisadas apresentam composi¢des diferentes, o que pode ser
creditado aos diferentes tipos de solo e processamento. A concentracdo dos contaminantes
estava abaixo do valor maximo permitido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA).

Palavras-chave: quimiluminescéncia, luminol, 0zénio, agua, SIA, leite de coco, preparo de
amostra, ICP OES, ICP-MS.
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ABSTRACT

In this work we developed spectrometric methods for the determination of ozone in water and
trace elements in coconut milk. The first stage was developed within a sandwich PhD project
at the Faculty of Pharmacy, University of Porto in Portugal and the second one was
developed at the Institute of Chemistry, Federal University of Bahia, Brazil. In the first part of
the work was proposed a sequential injection analysis system for determination of Oj in
water on a basis of its chemiluminescence with luminol in the absence of catalysts. Physico-
chemical parameters were studied to obtain the best analytical performance. The analytical
cycle developed allowed the determination of ozone in 20 seconds with a consumption of
200 pL of sample and 200 pL of luminol. The limits of detection and quantification were 0.04
and 0.07 mg L™, respectively. The method presented good precision (RSD < 2.9%) and
sampling rate was about 140 determinations / h. The developed method was applied to the
determination of residual ozone in water and the results agree to 95% of assurance with
those provided by the reference procedure, the UV-Vis spectrophotometry and the content of
ozone in the different samples varied from 0.21 to 1.36 mg L™. The proposed analytical
method allowed a rapid ozone quantification, representing an advantageous alternative once
it requires a low consumption of reagents and produces a low volume of waste. The second
part consisted of the development of strategies for the determination of inorganic
constituents in samples of coconut milk commercialized in the city of Salvador, Bahia. For
multielemental evaluation they were proposed two decomposition procedures: in digester
block and by microwave. It was also proposed an extraction procedure assisted by ultrasonic
energy (US). The techniques employed for spectrometric determination of the analytes were:
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES) and inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS). The decomposition efficiency was evaluated
considering the parameters acidity and residual carbon content. The statistical tools, PCA
and HCA, showed that there is difference between three suppliers of coconut milk on a basis
of the analytes determined after decomposition in microwave oven and the type of
packaging. To evaluate the US procedure, factorial and Doehlert designs were applied. The
accuracy of the proposed methodologies was verified by making use of certified reference
materials (NIST 8435 and 1549) and addition and recovery test. The ranges of concentration,
in pug g*, for the analytes were: Ca (10-138), Cu (0.15 - 1.7), Fe (0.9 - 4.9), K (97 - 1773), Mg
(23-206), Mn (0.3 - 3.2), P (116 - 701), Zn (0.4 - 2.2), Cr (0.185 - 0.211), Na (59 - 1186), Ni
(0.113 - 0.133) and Pb (0.0220 - 0.0296). The concentrations of the elements As, Cd and Co
were below the quantification limit. The contents of macro and micronutrients were compared
with values presentend in Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (Taco) and it was
possible to notice that the analyzed samples have different compositions, which can be
related to the different soil types and processing. The concentration of the contaminants was
below the maximum value allowed by Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Keywords: chemiluminescence, luminol, ozone, water, SIA, coconut milk, sample
preparation, ICP OES, ICP-MS.
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Capitulo T

Desenvolvimento de sistema de andlise por
injecdo sequencial (SLA) para determinagdo por

quimiluminescéncia de ozonio residual em dguas
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JUSTIFICATIVA

O ozbnio pode ser definido como um poderoso germicida que, devido ao seu alto
poder oxidante, pode ser usado para degradar compostos organicos que promovem cor e
odor na agua, reagindo direta ou indiretamente (CHIANG et al., 2006). A oxidacdo de
compostos organicos com oxidantes como oz6nio ou radical hidroxila geralmente geram
espécies que em muitos casos sao mais facilmente biodegradaveis que as espécies
originais (SILVA e JARDIM, 2006). Para garantir a desinfec¢cdo adequada e qualidade da
agua, a concentracdo de ozénio residual tem de ser monitorada. Este monitoramento pode
ser feito através de métodos quimiluminescentes acoplados as anélises em fluxo.

Como vantagem inerente as técnicas de quimiluminescéncia pode-se citar a boa
sensibilidade-e a simplificagédo do sistema 6ptico porque nenhuma fonte de radiacao externa
€ necessaria (SU et al., 2007). Uma das vantagens dos sistemas de fluxo € que todas as
medi¢cdes sdo executadas sob condi¢cdes definidas e reprodutiveis tais que todas as

solucdes sao tratadas fisica e quimicamente na mesma maneira.
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1.1 - INTRODUCAO

1.1.1 - Quimiluminescéncia (CL)

Na natureza os fendbmenos de emissao de luz relacionados a substancias quimicas
sdo conhecidos desde a Antiguidade. As primeiras observacfes deste fendbmeno foram
realizadas em organismos vivos que emitem luz, como vagalumes, bactérias, fungos, peixes
ou insetos.

O primeiro fendbmeno luminescente, baseado na emisséo de luz produzida por uma
reacdo quimica, foi observado por Radziszewski em 1877, ao descobrir que a lofina (2,4,5-
trifenilimidazol) emitia luz verde por reagdo com 0 oxigénio, na presenca de uma base forte
(GARCIA-CAMPANA e BAEYENS, 2000). Cinquenta anos depois, Albrecht relatou
propriedades luminescentes do 5-amino-2,3-di-hidro-1,4-ftalazinadiona, o luminol.

Define-se a quimiluminescéncia como a radiagdo da emissdo eletromagnética,
usualmente no visivel ou na regido do infravermelho proximo, produzida por uma reacao
quimica (GARCIA-CAMPARNA e BAEYENS, 2001; MERVARTOVA et al., 2007). Caracteriza-
se por possuir ampla faixa linear de resposta, auséncia de efeitos de espalhamento, uma
vez que as moléculas emitem luz sem irradiag&o prévia, o que evita dificuldades decorrentes
da luz difusa e a instabilidade da fonte (DODEIGNE et al., 2000; FERREIRA e ROSSI,
2002a). Além disso, a sensibilidade e seletividade oferecidas pela espectroscopia de
luminescéncia tém encontrado amplo uso na andlise de numerosos compostos de interesse
farmacéutico, bioldgico, alimentar, ambiental e industrial (GARCIA-CAMPANA e BAEYENS,
2000; NERY e BAADER, 2001). A auséncia de uma fonte de radiacdo externa para
excitacdo diferencia a quimiluminescéncia de outro fenbmeno muito explorado em Quimica,
a fluorescéncia.

A estas caracteristicas ainda devem ser adicionadas, a simplicidade instrumental e o
baixo custo de manutencédo e analise, quando comparados com outros métodos analiticos e
possibilidade de se aplicar este método de deteccdo a um vasto nimero de espécies
naturalmente fluorescentes ou a fluoréforos formados apds reacbes de derivatizacao
(SOTOMAYOR et al., 2008).

De um modo geral, a quimiluminescéncia pode ser gerada por dois mecanismos
distintos (GARCIA-CAMPANA e BAEYENS, 2000; NERY e BAADER, 2001), a
quimiluminescéncia direta, em que dois reagentes, normalmente um substrato e um
oxidante, na presenca de um cofator, reagem originando um produto, do qual uma fragédo
serd formada num estado eletronicamente excitado e que vai regressar ao estado
fundamental com emissdo de um féton. Ja a quimiluminescéncia indireta baseia-se em um

processo de transferéncia de energia da espécie excitada para uma espécie aceptora, o
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fluoréforo, que depois emite radiacdo. A Figura 1 esquematiza os dois mecanismos da

quimiluminescéncia.

A + B + (Cofatores)

(substrato) (oxidante)
catalisador
p* intermediario ou produto
F energia
quimiluminescente
transferida
P+hv P +F*
Quimiluminescéncia ‘l’
Direta F + hv

Quimiluminescéncia
Indireta

Figura 1. Esquema representativo dos mecanismos de reagfes quimiluminescentes.
(Adaptado de GARCIA-CAMPANA, A. M.; BAEYENS, W. R. G, 2001).

Para uma reacdo quimica emitir radiagdo tem que cumprir certos requisitos: i) a
reacdo deve ser exotérmica, de maneira a produzir energia suficiente para formar uma
espécie em um estado eletronicamente excitado; ii) 0 meio reacional tem de ser favoravel
de forma a canalizar a energia para a formagéo de um estado eletronicamente excitado; iii) a
emissdao de um féton tem que ser o processo de desativacdo do produto excitado
relativamente a outros processos competitivos ndo radiantes que surgem em menor
proporcdo (GARCIA-CAMPANA e BAEYENS, 2000; SU et al., 2007).

As determinagbes quimiluminescentes sdo fortemente influenciadas por fatores
experimentais, tais como temperatura, pH, forca idnica, solvente e composi¢cdo da solucao,
que afetam o rendimento quantico e a velocidade da reacdo tendo estes que ser
controlados. Este tipo de reacdo depende essencialmente da concentracdo dos reagentes
envolvidos podendo, por isso, ser utilizadas em analises quantitativas, ja que a intensidade
da emissdo de radiacdo € proporcional a concentracdo de qualquer um dos reagentes
envolvidos na reacdo (FERREIRA e ROSSI, 2002).

Além dos fatores mencionados anteriormente h& que se considerar que um reagente
de quimiluminescéncia ndo reage exclusivamente com um analito, a seletividade atribuida a

esta técnica € relativamente reduzida, bem como a forte dependéncia temporal do sinal,
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(SANTOS et al., 2011). E por isso necessario garantir que a deteccdo seja efetuada durante
um periodo de tempo rigorosamente definido e reprodutivel.

Alguns compostos como a lucigenina, pirogalol, etanodiato de bis(2,4,6-triclofenila),
luminol, isoluminol e a luciferina participam como substratos de reacdes quimiluminescente.
No entanto, o luminol é o reagente mais comumente usado neste tipo de reacdo
(FERREIRA e ROSSI, 2002), e produz quimiluminescéncia com uma grande variedade de
oxidantes (McGOWAN e PACEY, 1995). A reacdo do luminol foi descoberta por Albrecht
em 1928 e envolve a sua oxidacdo em meio alcalino, produzindo o 3-aminoftalato no estado
excitado, o qual emite radiacdo (NAVAS e JIMENEZ, 1996). A emiss&o da radiagdo ocorre
na zona do visivel, cerca dos 425 nm, correspondendo a uma luz azul caracteristica.

A quimiluminescéncia do luminol €, hoje, uma das rea¢bes luminescentes mais
empregadas na quimica analitica quantitativa e forense. A emissao de luz, meio alcalino,
pode se intensificar grandemente sob acao catalisadora de cétions de metais de transi¢éo o
que explica a sua elevada sensibilidade & microquantidades (ug L* e ng L) dos
constituintes da reacao, ocupando assim, lugar de destaque nas andlises quimicas atuando
em sistemas de eletroforese capilar, HPLC, cromatografia gasosa e liquida (SU et al., 2007).

Os sistemas quimiluminescentes envolvendo o luminol se estendem a determinacéo
de diversos analitos, como por exemplo, cisteina em formulagdo farmacéutica (LAU et al.,
2004); cobalto (II) em amostras de alimentos e ambientais (KHADRO et al., 2009); melanina
em leite (ZANG et al, 2011); fenol em amostras de agua (LIU et al., 2012). Todavia, no que
diz respeito ao mecanismo de reag6es envolvendo o luminol, existem etapas nédo totalmente
elucidadas envolvendo a formagdo de estados eletronicamente excitados e por isso
continuam sendo objeto de pesquisa. Dentre as hipéteses defendidas existem a da
formacdo de complexos metélicos de reagentes luminescentes, de complexos entre
peroxidos e metais, de radicais livres de elevado poder de oxidacdo; uma dessas hipéteses
€ apresentada na Figura 2 (ALBERTIN et al., 1998)
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Figura 2. Proposta mecanistica para a reagdo quimiluminescente do luminol em meio
alcalino e na presenca do ion de um metal de transicdo (M™), utilizando H,O, como agente
oxidante.

Esse mecanismo indica que a agdo de um ion metédlico de transicdo sobre a
molécula de luminol, em meio alcalino, leva a formagé&o da 3-aminodiazoquinona (estrutura
1) e que o peréxido de hidrogénio em meio alcalino apresenta-se na sua forma ibnica
(estrutura 2). A partir da reacao dos dois produtos, 1 e 2, obtém-se o intermediario principal,
luminol endoperéxido (estrutura 3), que logo se decompfe gerando o 3-amino-ftalato ou
na forma eletronicamente excitada (estrutura 4) ou no estado fundamental (estrutura 5),
sendo este Ultimo o produto final da reagéo.

A maioria das aplicacdes analiticas da reacdo quimiluminescente do luminol esta
relacionada ou a quantificacdo de metais em medicamentos, amostras de alimentos e
ambientais, ou a quantificacdo de peréxido de hidrogénio em amostras ambientais e em
reacOes enzimaticas (MARQUETTE e BLUM, 2006).

1.1.2 — Anélises em fluxo

As andlises quimicas automatizadas implicam na substituicdo parcial ou completa da
participacdo humana em uma operacao ou sequéncia de operacoes.

Segundo a IUPAC (GUILBAULT e HJELN, 1998), a automatizacdo, € o uso de
dispositivos instrumentais e mecanicos para substituir, refinar, estender ou complementar o
esforco humano na execugédo de um processo onde pelo menos uma operacgao principal é

controlada sem intervencdo humana até ocorrer uma repeticdo. Estas analises
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automatizadas tém encontrado aplicacbes em diversas areas de atuacdo e, ao aliar as
caracteristicas intrinsecas da automacdo com o compromisso dos méritos analiticos,
implicam em resultados mais rapidos e confidveis. Além das vantagens mencionadas acima,
a implementacdo de metodologias automaticas ainda permite reduzir o consumo de
reagentes e amostra, tendo impacto positivo sob o ponto de vista ambiental, ja que é
possivel reduzir a producéo de residuos perigosos e diminuir a exposi¢cao dos operadores a
produtos quimicos toxicos (STADEN, 1999).

Os métodos de fluxo ndo-segmentados foram propostos em 1975. Os analisadores
sdo construidos e fundamentados na metodologia da “Analise em Fluxo”, termo genérico
recomendado para todos os métodos analiticos autométicos que se baseiam na introducao
e processamento de amostras e reagentes em fluxo em que pequenos volumes de amostra,
rigorosamente medidos, s&o introduzidos de forma intermitente num fluido transportador, o
qual procedia ao seu encaminhamento até ao detector, sem que houvesse recurso a
intercalacdo de bolhas de ar.

O primeiro método de fluxo ndo-segmentado proposto foi a Andlise por Injecdo em
Fluxo (FIA), e tinha como principal caracteristica o controle da dispersdo de um segmento
de amostra intercalada num fluxo que o transporta até ao detector. Com o acoplamento dos
computadores aos sistemas de fluxo foi possivel eliminar as deficiéncias do FIA em termos
de autonomia. Surgia assim, a segunda geracdo da andlise em fluxo, sendo designada por
Analise por Injecdo Sequencial (SIA) (RUZICKA e MARSHALL, 1990). Este método baseia-
se no principio de controle da dispersdo e manipulacdo reprodutivel da amostra, mas no
gual o modo de funcionamento é baseado no conceito de fluxo programado.

A instrumentacdo de um sistema SIA consiste de uma bomba peristaltica
bidirecional, uma Unica linha de transmissdo e uma valvula seletora. Esta valvula é o
componente principal do sistema, contendo de seis a dez portas, além de uma porta central,
que tem acesso a cada uma das outras com a rotagdo da valvula. A ligacdo da vélvula ao
sistema de propulsdo de liquidos é feita com uma bobina coletora conectada na porta
central da vélvula seletora. O controle da bomba e da valvula € feito por um computador
com um software apropriado (BARNETT et al., 1999)

Durante uma analise, volumes pré-determinados de reagentes e amostra sao
aspirados sequencialmente para o interior da bobina coletora. Revertendo-se a dire¢cdo do
fluxo, a zona de amostra é transportada em direcdo ao sistema de deteccao através de uma
bobina de reacdo, cuja fungdo é garantir um percurso analitico minimo para a sobreposicao
das zonas por efeitos de dispersdo causados por difusdo axial e radial (RUZICKA e
MARSHALL, 1990 e ECONOMOU, 2005).

25



1.1.3 - Ozbnio

O ozbnio (O3), um alétropo elementar do oxigénio formado por trés atomos deste
elemento, unidos por liga¢des simples e duplas, sendo um hibrido de ressonéncia (Figura 3)
com comprimento médio de ligacéo de 0,128 nm. O terceiro 4tomo (onde se localiza a carga
negativa) muito instavel pode desligar-se facilmente desta molécula para se ligar a de outras
substancias organicas, alterando sua composi¢do quimica. E um géas incolor e de odor
pungente (KUNZ et al., 1999), altamente reativo que ocorre naturalmente em pequenas
gquantidades em duas camadas distintas da atmosfera, a estratosfera e a troposfera. Em
concentracdes acima de 3,0 mg L*, o oz6nio pode provocar efeitos na salde apds a
inalacdo, tais como dores de cabeca, irritacdo nos olhos, nariz, garganta e na pele,

problemas respiratorios, acidez na boca e anorexia.

Figura 3. Hibridos de ressonéancia do ozénio.

O ozbnio é relativamente instavel em solucdo aquosa, com tempo de meia vida de
1,65 min a uma temperatura de 20 °C. Em fase aquosa se decompfe rapidamente a
espécies radicalares e oxigénio, o que é uma grande vantagem porque ndo gera
subprodutos téxicos. Devido a essa instabilidade, para fins comerciais, é necessario que a
sua geracdo seja feita no ponto de aplicacdo. Sendo assim, pode ser produzido pela
eletrélise do acido perclérico e descarga eletroquimica, esta denominada de método de
descarga de corona. O método de descarga de corona é o mais difundido e utilizado
praticamente em todos os ozonizadores disponiveis comercialmente, por apresentar maior
taxa de converséo de oxigénio em 0z6nio (KUNZ et al., 1999; ALMEIDA et al., 2004).

Uma das aplicacdes para o 0zénio € como agente desinfectante de agua e tem sido
usado para esta funcdo desde a virada do século XX para a degradacdo de espécies
téxicas, incluindo bactérias e virus. O o0zbnio penetra na parede celular desses
microorganismos, os destruindo mais rapidamente que o cloro (GURLEY, 1985).

Assim, tem havido um grande interesse no uso de ozOnio como uma alternativa
viavel ao cloro, ja que com o método mais comum utilizado para a desinfeccéo e purificacao
de agua potavel, a cloragdo, subprodutos podem ser formados, tais como compostos
organoclorados, o 0zénio permite uma esterilizacdo mais eficiente, frente ao cloro (SILVA E
JARDIM, 2006). Contudo, os niveis elevados de o0z6nio sdo danosos e podem ser
prejudiciais a saude humana, exigindo o monitoramento da sua concentracdo nas mais

diversas matrizes.
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1.2 - METODOS PARA DETERMINACAO DE OZONIO

O cheiro é um importante diagnéstico para detectar a presenca de 0zbdnio, 0 que
implica dizer que o primeiro instrumento para a analise de 0z6nio € o nariz. Schonbein
observou que o odor notado quando se produziam descargas elétricas na atmosfera era
similar aquele notado quando a 4gua era decomposta por uma corrente voltaica; acreditou-
se que este odor poderia ser atribuido a existéncia de um gas atmosférico de odor peculiar.
A esse gas atribuiu o nome ozénio, da palavra grega para cheiro “ozein” (RUBIN, 2001).

Os métodos disponiveis para a medicdo atmosférica de ozénio baseiam-se nas suas
propriedades fisicas ou na sua reatividade quimica consideravel, dentre eles pode-se citar a
iodometria, amperometria, titulacdo de retorno com arsénio (lll), dietil-p-fenilenediamina,
porém Mc Gowan e Pacey (1995) relataram que estes métodos néo sao confiaveis, pois sédo
altamente susceptiveis a interferéncia de outros agentes oxidantes.

A iodometria € o método adotado pela Agéncia de Protecdo Ambiental — EPA, para a
determinagdo de ozbdnio. Na iodometria os ions iodeto sdo oxidados a iodo pelo ozbnio.
Apos a formacao do iodo, o pH tem que ser ajustado para 2. Entéo o iodo liberado é titulado
com uma solucdo padronizada de tiossulfato de sodio. Alguns fatores podem interferir na
reacdo, estes sdo: pH, concentracdo de ions iodeto e tempo de reacdo. Como o iodeto
reage rapidamente, a decomposicdo do ozbdnio torna-se um fator que influencia na
determinacdo. Por este motivo, antes da titulacdo do iodo / tiossulfato, € necessério
acidificar para que qualquer ion iodato volte a iodo (GORDON, 1995).

O bis(terpiridina)ferro(ll) é oxidado a bis(terpiridina)ferro(lll) pelo ozénio em meio
acido. A reacao pode ser representada pela equacéo:

2Fe(terpy ),** + 2H" + O3 2Fe( terpy ),°* + H,O + O,

Com base nesta informacédo Straka et al., (1985) estudaram um sistema em fluxo
com difusdo gasosa para a determinacdo de ozonio residual. O ozénio € gerado por um
ozonizador através do método de corona, gas este borbulhado em agua a pH 2, ajustado
com acido sulfdrico concentrado. A técnica de difusdo de gas pode ser realizada em um
determinado periodo sem que o fluxo seja interrompido permitindo assim, que mais
amostras gasosas sejam permeadas através da membrana. A funcdo desta membrana no
sistema é reduzir interferéncias como o cloro e formas oxidadas de manganés. O peroxido
de hidrogénio ndo foi considerado interferente por ndo apresentar nenhuma resposta ha
difuséo do gas a 300 mg L™. O fon Mn (VII) ndo apresentou resposta a 500 mg L™. Sendo
assim, a técnica de membrana fornece um método para a eliminagdo de Mn (VII) como uma

interferéncia no método proposto. Foi possivel alcancar limites de deteccdo de 0,03 mg L™
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de ozénio. O método proposto apresentou uma frequéncia analitica de 65 amostras h™. A
espectrofotometria foi usada como método de referéncia.

O método colorimétrico do indigo tri-sulfonato (ITS) foi desenvolvido por Bader e
Hoigne em 1981 (CESARINO et al., 2011). E um método quantitativo e simples e substitui o
método iodométrico. O método ITS baseia-se no branqueamento do corante pelo ozénio e a
concentracdo é a diferenca na absorbéncia entre a amostra e o branco. O o0zdnio reage
guantitativamente com o ITS formando o acido antranilico como um produto secundario da
reacao.

Um procedimento para determinagdo de ozb6nio atmosférico, através do método
colorimétrico com o indigo tri-sulfonato foi desenvolvido por Li et al.,, (2008). O ar foi
amostrado em torno de um tubo de polipropileno poroso preenchido com uma solucéo de
indigo tri-sulfonato. A evaporacdo da solugdo, que sofre influencia pelo menos da
temperatura do ar, pode causar grandes erros. O problema foi resolvido adicionando um
composto formado por 0zonio e corante inerte que absorve em diferentes comprimentos de
onda. O tubo foi preenchido com uma solu¢édo adequada enquanto a luz monocromatica de
um diodo emissor de luz foi langada no liquido através de uma fibra 6ptica e detectada na
outra extremidade por uma fibra 6ptica acoplada ao fotodiodo. Como o gés, por exemplo, ar
ambiente é amostrado ao redor do tubo, os analitos permeados através da parede do tubo
causam uma mudanca de cor (formagdo ou brangueamento) e € monitorada durante o
caminho (comprimento do tubo). A solucdo resultante do clareamento rapido do indigo tri-
sulfonato pelo ozénio foi medida num comprimento de onda de 460 nm. O sistema
desenvolvido mostrou-se totalmente passivo de automacao.

Cesarino et al. (2011), prop6s a utilizagdo do reagente ITS, com medi¢cdo do produto
formado na reacdo realizado pelo método eletroquimico. O método apresentado € baseado
na reacdo do ozbénio com corante azul indigo produzindo o &cido antranilico (ATN). O perfil
eletroguimico do ATN em um eletrodo de carbono vitreo (GC) modificado com nanotubos de
carbono multicamadas (MWCNT) mostrou um potencial de pico de oxidacdo em 750 mV vs
Ag/AgCl. Um método analitico foi desenvolvido utilizando voltametria de pulso diferencial
(DPV) para determinar ATN em um intervalo de 50-400 nmol L, com limite de detecc&o de
9,7 nmol L™ Amostras de &gua ozonizada foram analisadas por GC/MWCNT e o
procedimento de recuperacdo rendeu valores entre de 96,5 e 102,3%. A escolha de um
método eletroquimico foi feita em funcdo das suas vantagens de baixo custo, alta
sensibilidade, de facil operacdo, potencial para miniaturizacdo e automacao, construcdo
simples de dispositivos portateis para fins de triagem rapida e monitoramento in situ.

Mais estudos de determinagdo de ozénio através de analises eletroquimicas foram
desenvolvidos (KNAKE e HAUSER, 2002) através de um sensor amperométrico capaz de
detectar ozénio na faixa de pg L™. Eletrodos de Pt e Au previamente preparados foram

usados. O eletrodo foi montado na célula eletroquimica com o lado metalizado para frente
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ao fluxo de gés, a célula foi preenchida com solucdo acida (0,5 mol L™ H,SO,) ou basica
(0,5 mol L™ NaOH). O ozénio foi gerado através de um gerador comercial e a quantidade foi
medida iodometricamente, onde o0 mesmo era borbulhado huma solucdo contendo iodeto de
potassio e sua concentracao final foi medida por titulacdo com tiossulfato de sdodio. A
reducao dos niveis de 0zb6nio foi possivel para todas as combinacdes de eletrodos metalicos
com solucBes acidas e basicas. Os principais interferentes na determina¢do de ozénio sédo
os poluentes atmosféricos NO, NO,, SO, e CO. Os autores comprovaram que o NO e CO
nao interferem potencialmente na determinacdo do ozbnio, ja a interferéncia do SO, pode
ser atenuada por aplicacdo de um potencial mais negativo quer na solucéo acida ou basica.
Para o NO, isto ndo se aplica, sendo necessario o uso de um filtro quimico para amenizar
esta interferéncia.

A cromatografia liquida foi estabelecida como um meétodo para a determinagdo
simultanea de cloro e bromo livres e 0zénio gerado por descargas elétricas baseado na
formacdo de derivados organicos, 4-halo-2,6-dimetilfenol com 2,6-dimetilfenol (2,6-DMP)
(SHIN, 2010). A reacédo de substituicdo direta entre halogénios e 2,6-DMP foi utilizada para
a determinacdo destes analitos. Para a determinagédo de ozo6nio, foi adicionado iodeto 5 min
ap6s a adicdo de 2,6-DMP. Os limites de deteccdo foram 2,0, 3,0 e 4,0 pug L™ para
hipobromito, hipoclorito e o0zbnio, respectivamente. O método foi muito simples e
reprodutivel o suficiente para permitir a analise simultanea de cada desinfectante na agua
de superficie ou agua do mar, na presenca do mistura de desinfectantes.

Um sistema de andlises por injecdo em fluxo com detec¢éo quimiluminescente com
difusdo gasosa (GD-FIA) para determinagdo de ozénio residual foi desenvolvido por Mc
Gowan e Pacey (1995). A difusdo gasosa foi incorporada ao analisador em fluxo com o
objetivo de aumentar a seletividade e permitir que somente espécies gasosas passem,
assim, alguns produtos da reac¢éo de decomposicéo de 0z6nio néo interferirdo na medida. O
ozonio foi gerado por um ozonizador e borbulhado em uma solugdo tampéo fosfato 0,1 mol
L™ de pH 2,12, condicdes essas escolhidas para minimizar a instabilidade do ozénio. O
ozonio foi determinado espectrofotometricamente em 260 nm. Os reagentes testados foram
o dissulfonato indigo, trissulfonato indigo e luminol. O método do luminol apresentou
menores limites de deteccéo (5,20 x 10° mol L™), menos interferéncias, tempo de resposta
muito rapido e volumes muito pequenos de amostras necessarias para a analise. Para
contornar problemas com a seletividade, os autores utilizaram uma membrana de difuséo de
gas. Embora essa abordagem seja aplicavel, em principio, a eficiéncia na transferéncia de
membrana, depende da temperatura e mudangas ao longo do tempo e calibracdo com
solucdes padrao de ozbnio que ndo é uma tarefa trivial.

Baeza et al., (2005) também propuseram um sistema GD-FIA para determinacédo de

0zb6nio em aguas. O ozdnio se difunde através de uma membrana microporosa; 0 processo
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de difusdo de gas depende de dois fatores principais: caracteristicas fisicas da membrana,
tais como porosidade e geometria, e das condi¢cdes experimentais tais como vazao, tempo
de troca, temperatura, pressao e principalmente volatilidade do gas. O oz6nio neste trabalho
foi gerado por um ozonizador baseado no método de descarga de corona e solucdes
padrbes foram obtidas pela diluicAo de uma solugdo saturada de ozbnio, preparado por
borbulhamento de ozb6nio através da agua Milli-Q previamente acidificada com &cido
sulfarico a pH 2, afim de minimizar a decomposicdo do ozénio. Devido a rapida
decomposicdo do ozbnio e a sua volatilidade, a concentracdo real nas solucbes analiticas
de calibracéo foi determinada antes de ser usada. Portanto, as medidas de absorbancia no
UV em 260 nm foram usadas como um método de referéncia. O ozbdnio foi determinado
indiretamente pela exploragédo das suas propriedades oxidantes. Este foi difundido através
da membrana para um aceptor contendo ions nitrito, oxidando-os a nitrato correlacionando
com a absorbéncia do corante azéico formado com a concentracdo de 0zénio no fluxo de
doadores. A fim de avaliar o sistema proposto, duas amostras de aguas dopadas com
ozonio foram analisadas: agua potavel e agua Milli-Q, ambas acidificados a pH 2 com &cido
sulfarico. As concentracdes determinadas espectrofotometricamente foram 1,67 e 1,75 mg
L™ respectivamente, enquanto que para o sistema proposto foi de 1,50 + 0,16 e 1,65 + 0,16
mg L™ n&o apresentando diferenca significativa a 95% de confianca. O limite de deteccao
para o0zonio foi de 0,044 mg L™ e com frequéncia analitica de 60 determinagdes por hora. O
sistema proposto pode ser utilizado em uma ampla faixa de concentragbes com o risco
minimo de interferéncia de modo que ndo é necesséria a diluicdo da amostra, tornando-se
particularmente Util para sistemas de monitorizagdo continua por controle simples do tempo
de residéncia da amostra na célula de difusdo gerando assim, resposta rapida, alta
frequéncia de analise, e acima de tudo, aumento da seletividade.

Um método quimiluminescente rapido e sensivel, para a determinagéo de ozo6nio, foi
desenvolvido por Takayanagi e Dasgupta (2005) através da reacdo deste com acido
cromotropico fotoativado  (CA) (acido 4,5-dihidroxinaftaleno-2,7  dissulfénico). A &gua
ozonizada entra em contato com o CA em fluxo numa célula em formato de espiral e, de
acordo com as caracteristicas desta célula (0,05 mm diametro interno e 100 cm de
comprimento) produz um tempo de residéncia de aproximadamente 50 segundos entdo a
mistura é transportada para a célula CL. A concentracdo maxima dissolvida ozénio gerado
neste estudo foi de 1,4 mg L™. A fotoativacdo, feita por uma lampada ultravioleta, da
solugdo de CA produziu um sinal quimiluminescente cem vezes maior quando comparada a
mesma solugdo sem fotoativagdo, aumentando assim a sensibilidade. A principal
preocupacao de interferéncia é, portanto, a partir de oxidantes secundarios, nomeadamente
MnO, . Uma solucdo de permanganato de potassio, nas concentragbes 0,1 e 1,0 mol L
foram introduzidas na célula de deteccdo em vez da solu¢cdo aquosa 0zbnio e nao

observado sinal quimiluminescente. Logo, a reagcdo do CL com &cido cromotropico
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fotoativado néo tem interferéncia de MnQO,, fornecendo uma abordagem atraente para
determinacdo de oz6nio. Um limite de deteccdo de 3 pg™ foi atingido. O ozdnio foi
determinado espectrofotometricamente em 260 nm para validacdo do método proposto e
esta era feita em paralelo com o método quimiluminescente.

Metodologias quimiluminescentes baseadas em técnicas de fluxo foram efetivamente
desenvolvidas nos ultimos anos (MICHALOWSKI et al., 2001, COSTIN et al., 2003; SONG
et al., 2003, COSTIN et al., 2004, MOTYKA et al., 2007; LATTANZIO et al., 2008; LIU et al.,
2008; MING et al., 2011;).

Analise por injecdo sequencial (SIA) tem sido utilizado para a implementacéo de
procedimentos quimiluminescentes baseados na oxidacdo de luminol para a deteccdo de
substratos de enzimas oxidase que geram peréxido de hidrogénio (PANOUTSOU e
ECONOMOU, 2005). Para aumentar a producdo de radicais luminol, cations de metais de
transicdo funcionando como catalisadores foram aplicados, por exemplo, Co*'
(ECONOMOU et al., 2006; MElet al., 2007) ou em suas formas complexada (por exemplo,
ferroceno, ferricianeto) (TUCKER et al., 1994;. MIN et al., 1996). Analitos foram também
avaliados através da reacgao luminol/perdxido de hidrogénio catalisada por Mg (GAO e FAN,
2008) ou efeito de extingdo da reacdo entre o luminol e iodo (MIN et al.,, 1996) anion
superoxido ou oxido nitrico (MIYAMOTO et al., 2007). A biocatélise de oxidacdo de luminol
com H,O, e p-iodofenol também foi descrita em imunoensaios em que peroxidase foi
utilizado como analito-label (ZHANG et al. 2005).

Alguns meétodos séo reportados na literatura para determinacdo de oz6nio. No
entanto, as publicagbes sobre a determinacdo de ozbnio em fase liquida sdo bastante
limitadas quando comparadas a determinagcdo em fase gasosa. A espectrofotometria é mais
comumente empregada para a validagdo de métodos propostos devido a disponibilidade dos
instrumentos, a simplicidade dos procedimentos, velocidade, preciséo e exatiddo da técnica

gque ainda fazem desses métodos atraentes.
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1.3 - OBJETIVOS

A proposta deste trabalho foi desenvolver um método de analise por injecao
sequencial com deteccdo por quimiluminescéncia para determinacdo de ozo6nio residual em
aguas, que fosse rapido, econémico e se adequasse aos principios da Quimica Verde. O

método desenvolvido baseou-se na quimiluminescéncia do 0zénio com luminol
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1.4 - PARTE EXPERIMENTAL

1.4.1 - Reagentes e solugdes

Todas as solucBes foram preparadas com agua ultrapura (condutividade < 0,1 puS
cm™) usando reagentes de grau analitico.

Uma solucdo estoque de ozdnio foi obtida de acordo com o DIN EN ISO 7393
(Merck) pela mistura, em um baldo volumétrico de 100 mL, de 20,0 mL de uma solucéo de
KI/KIO3 (1:67 m v') com 2,0 mL de H,SO, (0,5 mol L™). Em seguida a solucdo foi mantida
em repouso por um minuto. Entdo uma solucdo de NaOH 2,0 mol L™ foi adicionada gota a
gota (aproximadamente 1 mL) até que a solugéo perdesse a coloragdo amarela (Anexo I). A
concentracdo esperada desta solucdo era de 2,00 mg L' e foi avaliada por
espectrofotometria (A= 259 nm). Esta solu¢do estoque era preparada imediatamente antes
da anélise. As solucdes padrdes de ozdnio (0,05; 0,1; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 2,00 mg L™)
foram preparadas por apropriada diluicdo da solugcédo estoque em agua.

A soluc&o de luminol 4,0x10™ mol L™ foi preparada em tamp&o fosfato 5,0x10% mol L™,

pH 12,4. Esta foi estocada em frasco &mbar e mantida sob refrigeracéo.

1.4.2 - Instrumentacgao

O sistema SIA empregado para o estudo do método analitico esta esquematizado na
Figura 4 e a Figura 5 mostra o sistema real, que consistia de bomba peristaltica Gilson
Minipuls 3, equipada com um tubo de PVC de bombeamento (1,2 mm de diametro interno) e
uma véalvula de selecdo (Vici) com 8 portas de multi-posicdes. Nas ligagbes entre o0s
diferentes dispositivos das montagens, utilizou-se tubo de PTFE, da marca Omnifit, com
didmetro interno de 0,8 mm. As medidas de quimiluminescéncia foram realizadas em um
sistema de deteccdo (40 pL de célula de fluxo) similar aos ja descritos (MIRO et al., 2005 e
OMS et al., 1996). Sinais analiticos foram registrados em um registador de agulhas BD Kipp
& Zonen 111 (Delft, The Holanda).

O controle do sistema analitico, incluindo o funcionamento da bomba peristaltica e
vélvula de selecao, foi realizado por meio de um microcomputador Pentium | e uma placa de
interface (Advantech Corp, PCL 711B, San Jose, CA). O software foi desenvolvido em
Quick-Basic 4.5 (Microsoft) que permitiu o controle da vazéo, direcao de fluxo, posicdo da
valvula, volume de amostra e reagente bem como a aquisi¢cdo de dados e processamento.

Um espectrofotdmetro Perkin Elmer, Lambda 45 UV/Vis foi utilizado para realizar as

determinacbes pelo método de comparacdo. Neste caso, uma célula de quartzo com 1 cm
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de comprimento do percurso optico foi usada. Ozonio foi gerado por um ozonizador modelo

Hailea HLO-100.

Computador

Figura 4. T: Tampéo (transportador), BP: Bomba peristéltica, VS: Valvula solenéide, HC:
Bobina de armazenamento, A: Amostra, L: Luminol, R: Reator, D: Detector
(quimiluminémetro), W: Descarte, S: Padroes.

Figura 5. Componentes do sistema SIA: 1 - Bomba peristéltica; 2 - Vélvula SIA; 3 - Sistema
de deteccdo quimiluminescente; 4 - Reator; 5 - Bombina de armazenamento; 6 - Solu¢cfes
padrdo imersas em banho de gelo (garantir uma maior estabilidade da amostra durante a
execuc¢do do ciclo analitico); 7- Registrador; 8 - Descarte; 9 - Solugdo transportadora.
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1.4.3 - Método de referéncia

Para avaliar a exatiddo dos resultados obtidos com o procedimento desenvolvido, o
ozbnio foi determinado por espectrofotometria no UV em 259 nm. Apds a ozonizacdo das
amostras parte dela era analisada no sistema SIA proposto e a outra no espectrofotdmetro
tendo o cuidado de serem analisadas simultaneamente. Para o calculo das concentracdes

de 0z6nio uma absortividade molar de 3300 mol L™* cm™ foi usada (HART et al., 1983).

1.4.4 -Procedimento de Fluxo

Componentes do sistema foram dispostos como mostrado esquematicamente na
Figura 4. A bobina de armazenamento (HC) tinha 1,5 m de comprimento. Tubos de PTFE
também foram utilizados numa configuracdo n&o linear em forma de oito (Figura 6), para
evitar uma menor dispersdo e assim obter uma maior sensibilidade. Esta configuragéo era
obtida por entrelagamento do tubo em forma de sucessivos oitos ao longo de uma malha
plastica com 2 cm de largura. A primeira etapa do ciclo compreendia a aspiragdo do
transportador (tampao fosfato pH= 12,4) para enchimento do sistema. O ciclo prosseguiu
com a aspiragdo sequencial do luminol seguido da amostra ou padrdo para a bobina de
armazenamento. Entdo, por inversdo de fluxo, a zona de reacédo foi impulsionada para o
detector quimiluminométrico e um sinal analitico proporcional a concentracéo de ozénio foi
registrado. O sistema foi entdo limpo com a passagem da solucdo transportadora. O
procedimento para determinacdo de oz6nio em amostras de 4guas estd sumarizado na
Tabela 1.

Figura 6. Reator na configuracdo néo linear em forma de oito
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Tabela 1. Procedimento em fluxo para a determinagédo de O; em agua.

Tempo Caudal )
Etapa Solucéo _— Volume (uL) Sentido
(s) (mL min™)
1* Tampao - - - -
fosfato
2 Luminol 3 30 200 Aspiragéo
3 Amostra 3 30 200 Aspiracao
4 Detector** 15 40 - Propulséo

* Etapa de enchimento do sistema com a solugcdo transportadota; ** Solucdo de

mistura propulsada ao detector.

O ciclo de analise comegou com a aspiracdo sequencial de 200 pL de luminol e 200

pL da amostra para a bobina de armazenamento.

1.5 — APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Como referido anteriormente, a metodologia desenvolvida para a determinacéo de
ozbnio em agua baseado na quimiluminescéncia deste com luminol sem a presenca de
catalisadores foi apresentada.

A fim de obter a intensidade méaxima e constante, as condi¢cdes da metodologia SIA
foram otimizadas. Parametros fisico-quimicos como volumes de amostra e reagente, ordem
de aspiracdo, pH, concentracdo do luminol, tamanho do reator e tipo de tampao foram
estudados pelo método univariado, a fim de alcancar a melhor sensibilidade,
reprodutibilidade, frequéncia de amostragem e economia de reagentes. A avaliagdo da
variagdo dos parametros foi feita através da construcdo de curvas analiticas.

Nesta se¢do também serdo descritas e discutidas a aplicagdo da metodologia
desenvolvida para a analise de amostras de agua, bem como a validacdo dos resultados
obtidos.

1.5.1- Ozonizacdo das amostras e otimizacdo dos parametros fisico-quimicos

1.5.1.1- Ozonizagao de amostras de dgua

Alguns fatores afetam a decomposi¢cdo do ozbénio na agua e assim alguns estudos
envolvendo o uso de um ozonizador foram realizados, a fim de definir as melhores
condi¢cBes de ozonizacao. Considerando que o 0z6nio apresenta a maxima estabilidade em
agua em pH 2 (Mc GOWAN E PACEY, 1995), um estudo inicial comparativo foi realizado

envolvendo a ozonizagdo de amostras de agua néo acidificadas e acidificadas. O contetdo
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de ozbénio em ambas as amostras foi monitorado espectrofotometricamente, e observou-se
gque a acidificacdo da amostra resultou em um aumento da concentracdo de ozénio de cerca
de 85%, confirmando a influéncia do pH sobre a estabilidade do 0zénio. Uma amostra de
agua acidificada foi entdo ozonizada em periodos distintos de tempo de até duas horas, e
notou-se que a concentracdo de oz6nio aumentou muito ligeiramente com o aumento do
tempo de ozonizacao até uma hora. Periodos mais longos de ozonizacdo ndo resultaram em
uma mudanca significativa na concentracdo de ozénio devido a sua rapida decomposicéo.
De fato, sabe-se que 0 0zbnio € pouco solivel em agua e se decompde muito rapidamente
em ambientes aquosos de modo que, no ponto de vista analitico, apenas o 0zénio residual
pode ser considerado. Nas condi¢Bes descritas a concentracdo maxima de ozénio foi de
cerca de 0,5 mg L™ uma confirmacdo que em meio aquoso esta espécie é instavel e que as
concentracdes mais elevadas s pode ser alcangado em condi¢cdes especificas ou seja, com
ozonizagdo sob pressdo. Assim, as amostras para andlise foram obtidos por ozonizacao
instrumental (30 minutos) de amostras de agua Milli-Q acidificada a pH 2, com &cido
fosforico. A fim de obter amostras com concentracéo de ozénio superior a 0,5 mg L™ um lote
de amostras foi enriquecido com solugdo estoque de ozbénio. As amostras obtidas por
ambos os procedimentos foram analisadas no sistema SIA e por espectrofotometria.

1.5.1.2 - Avaliag&o do volume de luminol e da amostra

Volumes de amostra e do tamanho das zonas de reagentes diferentes tém
claramente um impacto direto sobre o0 desempenho de um procedimento baseado em fluxo.
Uma descricdo clara das zonas relevantes € necessaria. O tamanho das zonas de reagente
€ muitas vezes dependente da composi¢cao e concentracdo do reagente (ZAGATTO et al.,
2002).

A oxidagdo do luminol foi o passo fundamental da metodologia quimiluminescente
desenvolvida, entdo os primeiros testes foram feitos com luminol e a solugdo padrdo de
oz6nio a fim de verificar o melhor volume de aspiracdo para que ocorresse a reagcdo de
quimiluminescéncia. Trés valores de volumes de aspiracdo (12,5; 25,0 e 50,0 pL), foram
combinados dois-a-dois. Através da Figura 7 a seguir pode-se observar que o sinal analitico
foi maior quando se aspirou 50,0 pL de cada reagente. A Tabela 2 mostra o volume de

luminol e oz6nio para cada experimento.
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Figura 7. Avaliacdo do volume aspirado de reagentes.

Tabela 2. Volumes aspirados de reagentes.

Volume (uL)
Experimentos Luminol Ozbnio
1 12,5 12,5
2 12,5 25,0
3 12,5 50,0
4 25,0 12,5
5 25,0 25,0
6 25,0 50,0
7 50,0 12,5
8 50,0 25,0
9 50,0 50,0

Ao observar que o sinal analitico foi maior ao aspirar o maior volume do oxidante e
do luminol, a influéncia do volume de luminol e solucdo estoque de 0zbdnio sobre o sinal foi
estudada na faixa entre 12,5 e 250 pL, salientado que os volumes aspirados para ambos 0s
reagentes foram os mesmos. Os estudos prosseguiram, com 200 uL para cada reagente,
pois observou-se que 0s sinais analiticos acima desse volume ndo variaram de forma

significativa (Figura 8).
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Figura 8. Avaliagdo do sinal para volumes de reagentes no sistema SIA.

1.5.1.2 — Efeito da concentracdo do luminol

A emisséo de luz apés a oxidacdo do luminol é iniciada por um forte agente oxidante
em meio alcalino produzindo o 3-aminoftalato no estado excitado (NAVAS e JIMENEZ,
1996). Logo o luminol foi preparado em tamp&o fosfato 5,0x10% mol L™, pH 12,4. Em relacéo
a sua concentracdo os estudos de otimizagéo foram realizados entre 5,0x10™ e 4,0x10™* mol
L. Os resultados mostraram que a utiizacdo de uma solu¢cdo de luminol com
concentrages acima de 2,5 x 10* mol L™ ndo conduziu a uma melhoria significativa na
sensibilidade (Figura 9). Assim, a determinac&o foi realizada com luminol 4,0x10* mol L™,

como possibilidade de garantir uma melhor oxidac&o do luminol.

Concentragdo Luminol (x 10 “mol L)
14,00
12,00 -
(2
10,00 -
€
o 800 1 25
<
£ 6,00 - m2,0
n 0,5
4,00 -
©4,0
2,00 -
0,00 h T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentracdo de O; (mg L?)

Figura 9. Efeito da concentrag&o do luminol no sinal analitico.
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1.5.1.3 — Efeito da ordem de aspiracdo dos reagentes

Em reacgbes envolvendo penetracdes de zonas multiplas, é importante investigar a
ordem aspiracdo dos reagentes e amostra. A sequencia de aspiragdo das zonas de amostra
e reagentes envolvidas na reacdo influencia diretamente o grau de sobreposicdo das
mesmas e, a0 mesmo tempo, a forma como estas se dispersam uma nas outras, com
repercussao final na intensidade e forma do sinal analitico obtido (BEYENE et al., 2004). Os
estudos relacionados com a sequéncia de aspiracdo foram conduzidos por alterar a ordem

de aspiracdo de amostra e aliquotas luminol.

Ordem de aspiragao
10,00
9,00 -
8,00 y =7,6798x + 0,9833
’ 2 _
7,00 - R?=0,999
€ i
S Ju LA
— 5,00 -
cd -
E 4,00 -1 BA-L
P 300 -
2,00 1 y = 6,7382x + 0,572
1,00 4 R? =0,9944
0,00 : , . . |
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Concentragao de Oz(mg L?)

Figura 10. Ordem de aspiracdo dos reagentes para o SIA. L-A: Luminol-Amostra; A-L:
Amostra-Luminol.

O procedimento otimizado envolveu a aspiragdo sequencial de luminol e da amostra
uma vez que esta situacdo se mostrou mais favoravel em termos de sensibilidade,
provavelmente devido a disperséo reduzida da zona de exemplo associado a sua aspiracao
antes da mudanca de dire¢édo do fluxo (Figura 10).

A aspiracdo foi subdividida em partes (luminol/amostra/luminol/amostra). Na sua
forma mais simples o reagente é injetado, por aspiracdo, seguido da amostra, em um fluxo
transportador formando uma zona de mistura, o objetivo de dividir a aspiracdo em partes era
proporcionar uma maior zona de mistura. Porém isto ndo foi possivel ser observado, o que
pode ser creditado ao fato de se tratar de uma reacéo rapida ao ponto que a segunda zona

de mistura formada ao chegar ao detector ja tenha sido extinta.
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1.5.1.4 — Efeito do comprimento do reator

Outro parametro que afeta a disperséo e, portanto, a medi¢cdo é o comprimento da
bobina de reacéo (reator). Para se ter uma melhor sensibilidade e maior altura de pico, uma
bobina de reacao de dimenséo que resulte em menor dispersao é necessaria. Foi avaliada a
influencia do comprimento do reator sobre a dispersédo da zona reacional testando-se
reatores de 5, 10 e 15 cm, na configuragéo de oito enrolado sobre uma rede plastica (Figura
11).

Reatores (cm)

8

7 _

6 4
E57 5,0
= 4 -
- ;| m10,0
(7}

, 15,0

1 _

0 T T T T

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentragdo de O; (mg/L)

Figura 11. Efeito do comprimento do reator sobre o sinal analitico.

O reator inserido imediatamente antes do detector era usado para propiciar uma
mistura final entre reagente e amostra. Inicialmente foi registrada uma maior intensidade CL
quando o reator foi aumentado o que pode ser creditado a uma mistura mais eficaz das
zonas, ao longo deste. Entretanto, para reatores com comprimento maior que 10 cm, um
decréscimo foi observado o que foi atribuido a perda mais acentuada da luz emitida antes

da amostra atingir a célula de deteccao.

1.5.1.5 — Efeito do caudal

No que diz respeito ao dispositivo propulsor, este deve permitir a reprodutibilidade
das aspiragcfes e propulsdes, na medida em que os volumes utilizados séo definidos pelo
caudal e tempo de aspiracdo ou propulsdo. Isto significa que todos o0s movimentos
conferidos por este dispositivo de inicio, paragem e inversao do sentido do fluxo tem que ser
bastante precisos para garantir a reprodutibilidade supracitada. Para a otimizacdo deste
parametro o volume da amostra e do reagente aspirado foi mantido constante alterando o

tempo de aspiracdo, de acordo com a caudal. Testou-se trés combinacdes envolvendo
41



tempo e caudal. As combinaces para tempo, em segundos e, caudal em mL min?,
respectivamente foram: 3 e 30; 2 e 40; 4 e 20. De acordo com a Figura 12 é possivel
observar ganho de sensibilidade quando foram usados um tempo de 3s e um caudal de 30
mL min™. Este aumento da intensidade quimiluminescente pode ser atribuido ao fato das
zonas de misturas serem transportadas mais rapidamente para o detector, logo, menos
radiacdo foi perdida durante o percurso na bobina de mistura. Nesta vazdo a taxa de

amostragem foi de 140 determinac¢@es /hora.

Caudal (ml min?)
16,00

14,00 A
12,00 -
10,00 A @ Tempo 3s, Caudal 30

8,00 - M Tempo 2s, Caudal 40

Sinal (cm)

6,00 - Tempo 4s, Caudal 20
4,00 -

2,00 A

0,00 T T T T T
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

Concentragdo de O, (mg L)

Figura 12. Efeito do caudal sobre o sinal analitico.

1.5.1.6 - Avaliacao do tipo e pH do transportador

Uma vez que a oxidacdo do luminol para o 3-aminoftalato com emisséo de luz sé
ocorre em meio alcalino, uma solucdo de fosfato com pH 12,4 foi testado como solucéo
transportadora no sistema SIA. Esta possibilidade foi considerada como uma alternativa a
utilizacdo de agua, que resultou em uma perda total de sinal analitico porque o pH do meio
de reagdo ndo foi suficiente para a oxidagdo do luminol. Em referéncia ao pH, observou-se
que a sensibilidade da determinacéo diminuiu cerca de 7 vezes quando foi mudado 12,4
para 10,9 unidades (Figura 13). Assim, uma solucéo de fosfato 5 x 10 * mol L ™* com pH
12,4 foi usado como transportadora no sistema SIA. Também foi testada uma solucdo de
hidroxido de potéssio (0,04 mol L™) como solugéo transportadora, no entanto os resultados
foram analogos aos da solucdo de fosfato. Optou-se pela utilizagdo desta haja visto que o

luminol foi preparo na mesma solucéo.
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pH do transportador
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Figura 13. Avaliagédo do pH do transportador.

1.5.1.7 — Avaliacéo de interferentes

Considerando que a metodologia foi desenvolvida para ser aplicada na analise de
amostras de agua ozonizada avaliou-se o efeito potencial de interferéncia de varias
espécies oxidantes que podem estar presentes nessa matriz.

Para esta investigacdo, solugbes analiticas de trabalho preparadas com
concentracdo fixa de ozodnio de 2,0 mg L™ com diferentes concentracdes das espécies
potencialmente interferentes foram analisados pela metodologia SIA. A espécie foi
considerada como ndo-interferéncia quando a variacédo do sinal em relacéo ao obtido na sua
auséncia foi menor do que 3%.

Os resultados mostraram que o H,O, ndo €é um interferente, mesmo em
concentragfes em torno de 5 mg L™ e que Mn (VII) apresentou um limite de tolerancia de
0,001 mg L™. Os principais componentes da solucdo de o0zénio, Kl e KIO;, também foram
estudados, e observou-se que nenhuma das espécies afetava 0s sinais analiticos nas

concentracdes em que eles foram usados para preparar a solucao estoque.

1.5.2 - Figuras de mérito

Apos a otimizagdo de todos os parametros analiticos do sistema, a metodologia
desenvolvida foi avaliada para as concentracdes de 0z6nio entre 0,05 e 2,00 mgL™ e a curva
analitica de calibracéao foi obtida (Figuras 14 a e b). A equacao da curva de calibracéo é:

CL (mV) = 8.8914(20.0058) C (mg L™)—0.2742(+0.1380), R?=0.9998
(CL: sinal de quimiluminescéncia; C: concentracdo de 0z6nio)
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Figura 14. Curva analitica de calibracéio para o ozénio (mg L™). Em a: sinal analitico, em
cm, obtido no registrador; b: sinal analitico convertido em mV.

Os limites de deteccdo e quantificacdo da determinacgéo foram 0,04 e 0,13 mg L™,
respectivamente. Estes valores sdo semelhantes aos obtidos pela maioria das metodologias
em fluxo para o mesmo fim (STRAKA et al.,1985; BAEZA et al., 2005) sendo aplicavel em
sistemas de monitoramento continuo desde concentragdo de o0zbdnio residual seja

geralmente superior a 0,05 mg L™.
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A precisdo da metodologia foi avaliada calculando a repetibilidade dos sinais
analiticos obtidos pelo ensaio de uma amostra durante um dia de trabalho e foi menor que
2,9 % (n=15).

O ritmo de amostragem, expresso em numero de determinacdes por hora, foi
estimado tendo em conta 0 tempo necessario para a realiza¢do de um ciclo analitico e foi de

140 determinacdes/h.

1.5.3 - Aplicagéo analitica

O método desenvolvido foi entdo aplicada para a analise de amostras de agua
potavel e dgua ozonizada. Quinze amostras foram preparadas por adicdo com a solucéo
guimica do 0zdnio ou por ozonizagao instrumental com o objetivo de imitar Aguas de aquario
e aquicultura, em que a monitorizagdo de ozoénio residual pode ser importante para o
controle e a eficiéncia do processo de ozonizagao.

A andlise de amostras de agua potavel mostrou, como esperado, que o conteudo de
0z0nio neste tipo de amostra esta abaixo do limite de quantificacdo da metodologia.

Para avaliar a exatiddo do método, os resultados da analise das amostras foram
comparados a aqueles fornecidos pelo método de referéncia, a espectrofotometria (Tabela
3). Os desvios relativos, expresso em porcentagem, foram menores do que 6,3%. Aplicando
teste t pareado para um nivel de confianca de 95%, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados fornecidos por ambos 0s métodos (t caculado
= 0,23; t tapulado= 2,16).

45



Tabela 3. Resultados da analise de amostras de &agua pelo

espectrofotométrica.

SIA-CL e metodologia

Amostras uv SIA Erro
(mg L™ (mg L™ relativo (%)
1 0,188 £ 0,010 0,191 + 0,004 1,4
2 0,188 + 0,008 0,200 + 0,008 6,3
3 0,129 + 0,002 0,123 + 0,003 -5,0
4 0,276 £ 0,014 0,290 + 0,008 5,0
5 0,240 £ 0,010 0,235 + 0,006 -1,9
6 0,371 £ 0,010 0,383 + 0,003 3.4
7 0,208 + 0,008 0,215 = 0,008 2,9
8 0,451 + 0,001 0,460 = 0,006 2,1
9 0,647 + 0,010 0,638 + 0,006 -14
10 0,807 £ 0,010 0,764 + 0,006 -5,3
11 0,400 + 0,010 0,379 + 0,003 -5,1
12 0,749 + 0,010 0,715 = 0,025 -4,6
13 1,304 £ 0,008 1,361 £ 0,003 4.4
14 0,412 + 0,008 0,428 + 0,009 3,9
15 0,926 + 0,022 0,892 + 0,009 -3,7

1.6 - CONSIDERACOES FINAIS

A implementacdo da reacdo de quimiluminescéncia do luminol, sem o uso de
catalisadores em um sistema SIA confirmou, mais uma vez, a possibilidade de associar,
com bons resultados, SIA com deteccdo de quimiluminescéncia. O método proposto
resultou em uma reducgdo drastica no consumo de reagentes e geracao de efluentes quando
comparada com os métodos existentes (STRAKA et al., 1985; McGOWAN e PACEY, 1995;
BAEZA et al., 2005).

Em cada ciclo de analise 0,014 mg de luminol foram consumidos e apenas 1,2 ml de
efluente foram produzidos sendo a metodologia empregada em boa concordancia com as
preocupacfes atuais da quimica verde. O procedimento SIA proposto mostrou-se mais

rapido (140 determinagdes por hora) do que a maioria das metodologias de fluxo existente
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para o monitoramento de ozénio residual que realizam entre 60 e 120 determinacdes por
hora (STRAKA et al., 1985; McGOWAN e PACEY, 1995; BAEZA et al., 2005).

O sistema SIA resultante foi simples e robusto e permitiu a anélise em tempo real do
ozbnio residual de uma forma totalmente automatizada, com intervencdo minima do
operador. Assim, € uma boa opcao para a andlise de aguas de aquario e aquicultura, em
gque as aguas sdo normalmente desincfetadas por ozonizacdo como uma alternativa para
cloracio que estda associado a formacdo de subprodutos (como halogenados,
trihalometanos e acidos haloacéticos) prejudiciais para 0os organismos vivos. Nestes casos,
a metodologia parece ser adequada para monitorizagcdo on-line de oz6nio residual com o
objetivo de controlar as condigbes de ozonizagéo.

Deve-se considerar que em sistemas de fluxo todas as medi¢cdes sdo executadas
sob condi¢Bes definidas e reprodutiveis tais que todas as solu¢des sao tratadas fisica e
quimicamente na mesma maneira. A principal vantagem do sistema SIA é o fato de
dispensar a diluicdo da amostra para ajustar o sinal analitico & faixa linear do detector. E
possivel bombear precisamente diferentes volumes de amostra mediante associacao entre
tempo e caudal. Cada porta da valvula pode ser ajustada a uma finalidade especifica, e as
combinacfes de amostra, padrdes, reagentes, e detectores ao redor da valvula pode ser

facilmente modificada para se adequar a uma analise particular.
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Capitulo 11

Estratégias para avaliacio de constituintes

inorgdnicos em amostras de leite de coco
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JUSTIFICATIVA

Os produtos industrializados ocupam uma parcela cada vez maior do mercado de
alimentos. Eles sao bem praticos, pois ja vém prontos ou semi-prontos. Além da praticidade,
os alimentos industrializados também possuem um prazo de validade bem maior do que os
produtos "in natura", tornando facil o armazenamento. Assim, o desenvolvimento de
procedimentos analiticos adequados para 0 monitoramento de nutrientes e/ou possiveis
contaminantes neste tipo de alimento é de fundamental importancia. Os produtos derivados
do coco tem grande relevancia na industria alimenticia e, dentre eles pode-se citar o leite de
coco, que € um dos principais ingredientes na culinaria nordestina especialmente na Bahia,
inexistem dados na literatura sobre o perfil da composi¢éo quimica do leite de coco. Embora
haja grande interesse nutricional sobre a composicdo, poucas pesquisas vém sendo
realizadas visando detectar as possiveis alteracbes que este pode sofrer quando o alimento

€ processado industrialmente.
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2.1- INTRODUCAO

2.1.1- Quimica dos alimentos

O corpo humano necessita de uma série de substancias para a manutencdo do
equilibrio de todas as suas func¢des vitais. Dentre estas substancias estéo as vitaminas e 0s
minerais que embora representem uma porcentagem muito pequena do peso corporal total
desempenham papéis importantes nos diferentes processos metabdlicos e enzimaticos
(ONG, 1992).

O numero de nutrientes inorganicos necessarios para humanos é impressionante,
guando comparado aos organicos. Alguns nutrientes inorgénicos sdo armazenados em um
reservatorio que pode ser aproveitado durante os periodos de caréncia alimentar. Estes sao
o ferro, calcio e fosfato. A Portaria 31 de 13/01/98 do Ministério da Saude define como
nutriente essencial toda substancia normalmente consumida para o0 crescimento,
desenvolvimento e manutencdo da salde e que ndo é sintetizada pelo organismo ou é
sintetizada, porém em quantidade insuficiente.

Parte dos elementos quimicos esta presente no organismo humano. Tais elementos
aparecem de forma combinada nas mais variadas substancias, desempenhando diferentes
fungbes. Um homem adulto, de 70 kg, apresenta em seu organismo cerca de 7 kg de
hidrogénio, 12,6 kg de carbono, 2,1 kg de nitrogénio, 45,5 kg de oxigénio (este é o elemento
quimico mais abundante no nosso corpo), 700 g de fosforo, 175 g de enxofre, 105 g de
s6dio, 140 g de potéassio, 1,0 kg de calcio, 35 g de magnésio, 2,3 g de zinco e 4,2 g de ferro.
Tratando-se particularmente dos metais e de suas fun¢des no corpo humano, destaca-se o
calcio, presente nas estruturas dsseas e no esmalte dos dentes, na forma de hidroxiapatita,
Cas(PO,)3(OH). A funcdo mais Obvia de calcio € como um componente do esqueleto. Este
calcio é ndo metabolicamente inerte. Cerca de 0,5 g deste elemento deixa 0s 0ssos e €
reposto a cada dia. Os elementos sédio e potassio contribuem para o balan¢co osmético em
membranas celulares, sendo que o segundo é também usado como um cofator por diversas
enzimas. A necessidade de ferro como um nutriente é universalmente apreciado. Seu papel
como um componente do sangue e como um nutriente necessario para prevenir a anemia €
de conhecimento comum; esta presente na estrutura de uma molécula conhecida como
hemoglobina, responsavel pela absorcédo e transporte de oxigénio no sangue. O elemento
manganés age como parte essencial das enzimas celulares que catalisam reacoes
metabdlicas importantes; cromo esta associado com o metabolismo da glicose enquanto
que cobre esta associado a producdo de energia; zinco é constituinte de enzimas celulares
e selénio faz parte da enzima glutationa-peroxidase, que tem a funcdo de proteger as
membranas celulares eliminando os radicais peroxidos do organismo. H& que ressaltar,

ainda, varios outros metais, sem 0s quais a vida humana ndo existiria. Entre eles estdo
50



cobalto, niquel, cobre e molibdénio, envolvidos em processos metabdlicos que regulam a
producdo de energia e o bom funcionamento do corpo humano (LINDER, 1991; BRODY,
1999; CHEDL, 2009).

A Tabela 4 mostra, para alguns elementos, as principais biofun¢des e consequéncias
em funcdo de sua deficiéncia. Pode-se observar que as consequéncias das deficiéncias ou
excessos de qualquer outro elemento quimico pode promover danos ao organismo humano,
de modo que um desequilibrio na concentracdo de algum destes pode até mesmo causar a
morte. Uma alimentacdo adequada se mostra uma alternativa eficaz para a manutencao do
equilibrio e bom funcionamento do organismo humano sem escassez ou acumulo de
elementos essenciais.

Nutrientes inorganicos, como por exemplo, Ca, K, Mg, Na e P perdidos na urina
devem ser consumidos na dieta para manter o equilibrio destes. Os ions metalicos que séo
secretados nos sucos gastricos e intestinais ndo sdo necessariamente perdidos do
corpo. Eles séo eficientemente reabsorvidos pelo trato intestinal (BRODY, 1999).

Alguns elementos tais como arsénio, caddmio e chumbo, ndo séo considerados
nutrientes por ndo apresentarem nenhuma fungéo conhecida no metabolismo dos vegetais,
tdo pouco de animais, se destacam pela potencial toxicidade. Arsenio € amplamente
distribuido na natureza pois pode se originar do intemperismo de rochas e solos, porém,
também pode ser inserido no ambiente através da agdo antrOpica. Cadmio e seus
compostos sdo altamente toxicos e classificam-se como carcinogénicos. Chumbo é
responsavel por efeitos adversos a salde humana, sendo suas principais fontes as
emissdes industriais, gases de exaustdo de veiculos, solos e alimentos contaminados
(OYMAK et al., 2009; TUZEN et al., 2010).
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Tabela 4. Principais biofun¢des e sua deficiéncia de alguns elementos no homem.

Elemento Funcdes Deficiéncia
Na Principal cation extracelular Alteracdes na pressao arterial
K Principal cation intracelular Alteracdes na pressao arterial
Mg Funcdes enzimaticas e clorofila Paralisia de determinados musculos
Constituinte dos 0ssos, importante ,
Ca ~ S, IMp Crescimento retardado do esqueleto
em fungbes enzimaticas
Al N&o essencial -
Pb N&o essencial, toxico -
A . Anemia e desordem do sistema
Fe Transporte do oxigénio, hemoglobina . ..
imunolégico
. S Danos na pele, impede o crescimento
Zn Funcao estrutural e enzimatica ~
e maturacdo sexual retardada.
A ~ Enfraquecimento das artérias,
Transporte do oxigénio e funcdo . )
Cu S desordem no figado e anemia
enzimatica L
secundaria
Mn Funcio enzimatica Infertilidade e diminuicdo do
& esqueleto
Mo Funcédo enzimatica e fixacao de Retardamento de crescimento celular
nitrogénio e propensao a caries
Cd Nao essencial, toxico -
Co Vitamina B, Anemia perniciosa
Ni Funcéo ainda nédo estabelecida Crescimento depressivo e dermatite
Provavelmente envolvido no : .
Cr : Sintomas de diabete
metabolismo da glucose
Hg N&o essencial, toxico -

Fonte: adaptado de LINDER, 1991; BRODY, 1999 e CHEDL, 2009.

A determinacdo de nutrientes organicos e inorganicos pode revelar o potencial
nutricional dos alimentos, bem como contribuir para a formulagéo de tabelas de composi¢éo
alimentar utilizadas no ambito cientifico. Devido a sua essencialidade, os alimentos tém sido
objeto de diversos estudos. A composi¢cao quimica destes é uma informac&o importante no
gue tange a uma populacdo. Alguns metais sdo essenciais para a nutricdo humana, outros
sdo encontrados como contaminantes nos géneros alimenticios e, a presenca de ambos

ocorre simultaneamente (ROJAS et al., 1999). A detecc¢do de As, Cd e Pb é particularmente

52



importante, porque nado sao biodegradaveis e podem se acumular nos 6rgdos vitais humano,
produzindo toxicidade progressiva (ALAM et al., 2003).

No Brasil, o projeto de elaboracdo da Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos
(TACO), desenvolvido com o intuito de gerar dados sobre a composicdo dos principais
alimentos consumidos no pais, vem contribuindo significativamente para a constru¢do desse
banco de dados que atualmente contempla 597 alimentos e estabelece valores de
referéncia para uma série de nutrientes dos quais se destacam o0s macroelementos Ca, K,
Mg, Na e P e os microelementos Cu, Fe, Mn e Zn (TACO, 2011).

2.1.2 - Leite de coco

O fruto do coqueiro, o coco, é uma drupa de grandes dimensfdes que se compde
basicamente de quatro partes: (i) invélucro espesso e fibroso (mesocarpo); (ii) casca do
caroco (endocarpo), quando maduro apresenta casco 0sseo; (ii) améndoa ou polpa
albuminosa recoberta por tegumento que juntamente com a agua constituem o endosperma;
(iv) embrido.

A améndoa do coco (polpa) é rica em lipidios, vitaminas (A, B1, B2, B5 e C), sais
minerais, carboidratos, tendo quantidades razoaveis de proteinas. As proteinas do coco sao
ricas em lisina, metionina e triptofano. A composi¢cdo quimica das frutas pode variar em
funcdo da variedade, fertilidade do solo, época do ano, grau de maturacdo ou
desenvolvimento e por¢éo do fruto (CARVALHO, 2007).

O conteudo de 6leo varia com o estado de maturagéo, sendo de 0,59% para 24,07%,
do coco verde para o coco maduro. Portanto, ao mesmo tempo vai havendo perda de agua
e elevagcdo do contetdo de Oleo. O conhecimento destas transformagfes é de grande
importancia para que se possa saber o ponto de colheita, tendo-se em vista a utilizagdo da
agua de coco ou a sua industrializagdo. O coco que se destina a industrializacdo deve ser
colhido no periodo mais proximo possivel da maturagdo completa do endosperma
(CARVALHO, 2007).

O leite de coco é definido como uma emulsédo aquosa procedente do endosperma do
fruto do coqueiro (cocos nucifera L.) maduros e sdos por processos mecanicos adequados
(ANVISA, 1978; INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004), formado de gorduras, proteinas,
acucares, sais minerais e 4gua, sendo os lipidios e a 4gua os componentes predominantes.
A acidez é no maximo de 5% e a emulsdo é viscosa, branca leitosa, com cheiro e sabor
peculiares.

Ao sair da prensa, o leite de coco é um liquido branco, viscoso, com muito ar
incorporado pela propria prensagem e um teor de gordura na faixa de 35 a 45 %. Dessa

forma este deve ser formulado de maneira a que se obtenha um produto final com teor de
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gordura em valores determinados para cada tipo: alto teor de gordura (minimo 25%), baixo
teor de gordura (13 - 16 %) e desengordurado (maximo 5%).

O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de coco verde e a regido Nordeste
destaca-se pela producéo e consumo, sendo responsavel por 75% da producdo nacional. O
pais produziu uma quantidade de 1,9 bilhdes de coco verde em 2004, ficando atras da india,
terceiro maior produtor mundial. O agronegécio do produto no Brasil destaca-se
principalmente pelo consumo do liquido do fruto in natura, porém sdo conhecidas mais de
360 modalidades de aproveitamento industrial (NETO et al., 2002).

No Brasil, o coco € usado verde para beber a agua, que é a mais pura, nutritiva e
completa bebida que a natureza produz nos tropicos. A polpa do coco maduro é um
alimento importante na culinaria dos paises tropicais. O leite ou creme obtido do coco fresco
ralado, serve como base no preparo de diversos pratos, tanto na culindria doméstica, quanto
na comercial. A Bahia é o estado brasileiro onde o coco encontra sua maior expressao.

Do ponto de vista nutricional, a analise dos componentes quimicos no leite de coco é
limitada e restrita a certos constituintes (SANTOSO et al., 1996).

2.1.3 — Procedimentos para preparo de amostras

Idealmente, no desenvolvimento de métodos analiticos, os procedimentos de
preparacdo da amostra e as técnicas analiticas empregadas para a determinagdo de macro,
micro e elementos traco devem estar em consonancia com exigéncias atuais da quimica.
Por exemplo, ser capazes de propiciar a obtencédo de resultados com maior confiabilidade,
menor consumo de reagentes e minimizacdo da quantidade e do impacto ambiental de
residuos. Além destes aspectos é necessario também levar em consideracdo a técnica
analitica a ser empregada, a matriz da amostra, os analitos de interesse e da disponibilidade
de materiais no laboratério. Em geral, se aplicam dissolucdo, extracdo, derivatizacdo e
decomposicédo (PRIEGO-CAPOTE e CASTRO, 2004).

A maioria das técnicas analiticas empregadas para determinagéo elementar utilizam
uma solugdo da matriz, na qual o analito esteja numa forma disponivel para a determinacéo.
Assim, em geral, deve-se utilizar procedimentos de preparo de amostra que levem a total ou
parcial destruicdo da matéria organica existente em grandes propor¢des na maioria das
matrizes de alimentos (OLIVEIRA, 2003). A decomposicdo pode ocorrer por via seca ou
Uumida, sendo a primeira também chamada de calcinagdo ou incineracdo e a segunda,
comumente chamada de digestéo.

A calcinacdo corresponde a eliminacdo da matriz organica mediante oxidacdo da
amostra em um forno mufla & temperatura controlada (MOMEN et al.,, 2008). As
temperaturas tipicas de incineragéo sao 450 a 550°C a pressédo atmosférica, e as cinzas sédo

dissolvidas em um acido adequado. O grau de perda por volatilizacdo é um fator limitante e
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depende (i) da temperatura aplicada, (ii) a forma em que o analito esta presente na amostra,
e (iii) o ambiente quimico na fase de incineracdo (KORN et al., 2008) . Os tempos podem
ser bastante longos, podendo levar de 2 a 3 dias a depender do procedimento (DOLAN e
CAPAR, 2002). Uma grande vantagem do procedimento de digestdo por via seca esta na
possibilidade de pré-concentracdo, isto €, digerir grandes quantidades de amostra e
dissolver a cinza resultante num pequeno volume de &cido, o que é util quando
concentracdes muito baixas sdo determinadas. A cinza resultante € completamente livre de
matéria organica, o que € um pré-requisito para algumas técnicas analiticas, como o ICP-
MS ou a voltametria (KARADJOVA, 2000).

A digestéo por via imida pode ser realizada em sistemas fechados (forno de micro-
ondas, bombas de digestdo) e/ou em sistemas abertos (placa de aquecimento, bloco
digestor) por um acido ou pelas misturas de acidos (KORN et al., 2008). A digestdo da
amostra por via Umida em sistema aberto (a pressdo atmosférica) € uma das técnicas mais
antigas e usadas para a decomposicdo de matéria organica e inorganica (KNAPP, 1991).

Nos sistemas abertos, 0 aquecimento ocorre por conducdo e a temperatura da
decomposicéo esta limitada a temperatura de ebulicdo dos agentes oxidantes utilizados. Ja
nos sistemas fechados, ha uma associa¢do entre temperatura e pressado para degradar a
matéria organica. No uso desses sistemas € preciso levar em consideragdo erros inerentes
ao sistema como, por exemplo, impureza dos reagentes utilizados que conduz a altos
valores dos brancos analiticos, manipulacdo do analista e perdas por volatilizagdo dos
analitos.

Em geral, os procedimentos para digestdo completa por via imida convencional sdo
lentos, tediosos e perigosos quando se usa oxidantes fortes. Além disso, necessita de
grande quantidade de reagentes e supervisdo constante do analista. Por outro lado,
procedimentos de digestdo assistida por micro-ondas sdo amplamente utilizados no
tratamento de amostras organicas.

Os &cidos normalmente empregados para solubilizacdo de amostras sao HCI, HNOs,
H.S0,4, H:PO, e HF, sendo as propriedades como for¢a do acido, ponto de ebulicdo, poder
oxidante, poder complexante, solubilidade dos sais e seguranca na manipulagcdo
consideradas na elaboracdo do programa de aquecimento. Em alguns casos deve-se fazer
uso de oxidantes como perdxido de hidrogénio e de sais para auxilio na solubilizacdo das
amostras. O uso de acidos oxidantes, como HNO; e/ou H,SO, é importante especialmente
para digestdo das amostras de alimentos com alto teor de carboidratos e / ou de gordura.
Além disso, as misturas de acidos nitrico/perclérico ou nitrico/cloridrico ou combinagédo de
mais de dois acidos sdo geralmente empregadas em digestdes Umidas e o uso de H,0;
pode ser necessaria quando o material da amostra é de dificil decomposicdo (MOMEN et
al., 2006).

55



z

O peréxido de hidrogénio é agente oxidante auxiliar que pode sofrer combustéo
espontanea em contato com matéria organica ou alguns metais, através de catdlise, e pode
ser convertido em radical hidroxila ("OH) (MATTOS et al., 2003). Uma alternativa, ao uso do
peréxido de hidrogénio € o uso do ozbénio como agente oxidante na etapa de preparo de
amostra, uma vez que pode ser facilmente obtido a partir da conversédo de O, e ter o mesmo
como produto da sua decomposicdo. A aplicacdo de ozbnio parece apresentar vantagens
neste aspecto, porém poucos trabalhos séo reportados na literatura.

Devido & multiplicidade de matrizes de alimentos nédo € possivel utilizar uma Unica
técnica de preparo de amostra, para tanto, varios métodos devem ser propostos, a fim de
atender a todas as demandas (BULDINI, 2002). Esta etapa de preparo é essencial para o
emprego das técnicas espectrométricas na quantificagdo de macro e micronutrientes em
alimentos (COELHO, 2001; OKADA et al., 2007).

Outro procedimento bastante utilizado no tratamento de amostras para fins analiticos
€ a extracdo ultrassonica, por se tratar de uma alternativa simples, rapida, eficiente e de
baixo custo aplicada a determinacdo de elementos em diversos tipos de amostras
empregando técnicas espectroscopicas. A extracdo é decorrente do efeito causado pela
cavitacdo acustica, em que as ondas ultrassbnicas atravessam o meio material gerando
ciclos de expansdo e compressdo. Os ciclos de expansao produzem pressao negativa no
liquido, podendo levar & formacdo de cavidades na fase liquida e consequentes bolhas.
Com os ciclos de compressao, gases e moléculas na fase vapor podem ser expelidos das
bolhas. Os sucessivos ciclos de expansdo e compressdo conduzem a um diametro critico
das bolhas de cavitagdo resultando no colapso destas, 0 que gera temperaturas (5000 K) e
pressdes (1000 atm) extremamente altas (KORN et al., 2003; SANTOS JR et al., 2006).

2.1.4 - Ferramentas estatisticas aplicadas a Quimica

O planejamento experimental € uma importante ferramenta estatistica e, devido a
sua simplicidade, vem sendo cada vez mais utilizada pelos quimicos analiticos para
diferentes amostras e propdésitos que possam conferir, ou ndo, as hipéteses da pesquisa.
Um conjunto de resultados ou observacdes é necessario para que as hipdteses possam ser
verificadas ou testadas. Com o0 uso de planejamento de experimentos baseados em
principios estatisticos, 0os pesquisadores podem extrair 0 maximo de informacgdo util,
fazendo um numero minimo de experimentos (NETO et al.,, 2010). Além do planejamento
experimental, a estatistica multivariada aplicada a quimica é frequentemente utilizada no
tratamento de dados analiticos (CORREIA e FERREIRA, 2007).

Em um sistema, os fatores podem ou nao influenciar na resposta desejada. Apés

selecionar as variaveis que sado possiveis de serem estudadas e que possam ou ndo
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influenciar no sistema, € necessério avaliar o dominio experimental e as que nao influenciam
devem ser fixadas durante o experimento (TEOFILO e FERREIRA, 2006). Neste contexto a
aplicacdo da quimiometria facilita a interpretacdo de forma mais rapida e eficiente da
crescente gama de dados originados de um sistema.

A quimiometria pode ser definida como a parte da quimica que utiliza métodos
matematicos e estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e
para fornecer o maximo de informacdo quimica na analise de dados de natureza
multivariada. Esta abrange um grande numero de temas, tais como, tratamento de sinais,
planejamento experimental, otimizacdo de processos de analises e sinteses,
reconhecimento de padrdes, calibracdo, dentre outros (BEEBE et al.,, 1998; BRERETON,
2002).

O numero de parametros analisados (variaveis) nos estudos de reconhecimento de
padrdes é elevado e a representacdo grafica de todo o conjunto de dados facilita a
interpretacdo dos resultados. Alguns algoritmos foram desenvolvidos para elaborar graficos
que representem a maior quantidade possivel das informagdes contidas em um conjunto de
dados analiticos. Entre eles, destacam-se a andlise por agrupamento hierarquico (HCA) e a
andlise de componentes principais (PCA). O uso desses algoritmos tem como objetivo
principal aumentar a compreensdo do conjunto de dados, examinando a presenca ou
auséncia de agrupamentos naturais entre as amostras. Ambos sao classificados como
exploratérios ou ndo supervisionados, visto que nenhuma informagdo com relacdo a
identidade das amostras é levada em consideracdo (BEEBE et al., 1998; CORREIA e
FERREIRA, 2007).

2.1.5 - Técnicas espectroanaliticas

Dentre os diversos métodos aplicados a determinacdo de constituintes inorganicos
em alimentos, os que fazem uso das técnicas espectroanaliticas, baseadas nos fenbmenos
de absorgcdo e emissdo, sdo mais comuns devido as altas sensibilidade e seletividade
caracteristicas dessas técnicas, dentre elas destacam-se a espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
€ uma poderosa técnica de analise. O plasma é fonte de alta temperatura que minimiza
efeitos de matriz e produz sensibilidade adequada a maioria dos metais e alguns n&o-
metais, em diversas ordens de grandeza de concentracdo (de pg L™ a %) e é amplamente

utilizado em analises de matrizes complexas como é o caso dos alimentos.
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A técnica ICP OES oferece como caracteristicas: elevada sensibilidade, analise
multielementar simultdnea, rapidez, ampla faixa dinamica linear, elevadas precisdo e
exatidao e baixos limites de deteccéo.

O sucesso da espectrometria atdmica depende, frequentemente, do procedimento de
introducdo da amostra, sendo que o modo mais comum baseia-se na formacdo de um
aerossol liquido, por meio de nebulizadores pneumaticos. Para tanto, as amostras devem
estar na sua forma liquida, ou, dependendo do tipo do nebulizador, a introducéo pode ser
feita com o uso de suspensoes.

A espectrometria de massas é uma técnica analitica que permite separar espécies
ibnicas pela razao entre a massa e a carga. Essa técnica pode ser empregada em andlises
qualitativas e quantitativas e é considerada universal uma vez que se aplica a misturas de
substancias solidas, liquidas e gasosas. Os espectros gerados durante as andlises séo
obtidos de forma rapida, facilitando a sua aplicacado no controle de processos em tempo real
(GINE, 1999).

A técnica ICP-MS é altamente sensivel e permite detec¢des multi-elementares e
multi-isotépicas em amplas faixas dindmicas que chegam a nove ordens de grandeza. Outra
caracteristica desta técnica é que o processo de ionizacao € praticamente independente da
composi¢cdo da matriz da amostra (MONTASER, 1998). Entretanto, algumas amostras
podem conter espécies que interferem nas analises e para que esse problema seja
contornado, pode-se fazer uso das células de colisdo e reagdo dos equipamentos, ou de

instrumentos de alta resolucao.
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2.2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Estudos envolvendo a determinacdo de espécies inorganicas, incluindo
micronutrientes minerais devem ser considerados, pois estas espécies possuem um valor
téxico ou essencial, dependendo da concentracdo em que se encontram (DE SOUSA et al.,
2006), e o leite de coco, que € um alimento rico em minerais, precisa ser inserido nestas
pesquisas.

Devido a restricdo de base literaria sobre tratamento de amostras de leite de coco,
esta revisdo serd feita com base no preparo de amostra de alimentos com alto teor de
matéria organica, por exemplo, o leite bem como oleaginosas. Nesse contexto também
serdo inseridos trabalhos em que a matriz de estudo é a agua de coco natural ou
industrializada. O Brasil é 0 Unico pais produtor onde o coco é tratado somente como uma
fruta e ndo como uma oleaginosa (EMBRAPA).

Santoso et al. (1996) analisaram cocos maduros quanto a sua cOomposiGdo em
termos de minerais, vitaminas, fibras dietéticas, agucares, acidos organicos, composi¢cdo em
acidos graxos e aminoacidos. Os autores constataram que o constituinte chefe da agua de
cocos verdes € sacarose (cerca de 92% do total aclicar); em contraste, a polpa contém
glicose e frutose como o0s principais acucares. O conteudo total de aminoacido na agua foi
maior para 0s cocos maduros e pareceu ser uma boa fonte de minerais, como por exemplo,
0 potassio que € o constituinte predominante. A sacarose, glicose, frutose e acidos citrico e
malico, conteldos relativamente elevados nesta matriz, podem contribuir para dar o sabor
da polpa do coco. O conteudo lipidico de uma espécie de coco foi menor, mas os perfis de
acidos gordos eram similares. Antes da determinacdo foi feita uma digestdo Umida com
acido nitrico. Santana et al., (2001) relataram que a polpa do coco verde substituiu a
gordura, emulsificante, leite e estabilizador em um sorvete de chocolate, uma vez que a
composi¢do centesimal foi de 92,70% e 8,01% de umidade; 0,39% e 27,95% de gordura;
0,97% e 19,9% de proteina; 0,75% e 10,72% de cinzas; e 5,19% e 33,42% carboidratos,
respectivamente, para a polpa do coco verde e seco. A composicdo de &cido graxo é
consistente com os valores da literatura para o coco verde ando com predominancia de
acido laurico (38,05%).

Os constituintes inorganicos de diferentes oleaginosas; avelas, nozes, améndoas,
castanha de caju, castanha do Par4, pistache, amendoim, coco e sementes de abodbora e
girassol comercializados na Suécia, foram avaliadas (RODUSHKIN et al., 2008). O
procedimento analitico otimizado consistiu de digestdo assistida por radiagdo micro-ondas
utilizando uma mistura de 10 mL de HNOs e 50 pL de HF para uma massa de 1g de amostra
atingindo uma temperatura maxima de 170°C, seguido por analise multielementar por ICP-
MS. A veracidade dos resultados foi avaliada através de andlises interlaboratoriais e de

materiais de referéncia certificados de origem vegetal. Concentracdes, assim, obtidas foram
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comparadas com os dados dos rotulos dos produtos (quando disponivel) e tabelas de
composicdo de alimentos, demonstrando diferencas consideraveis, a depender dos
elementos em questéo.

No Brasil, Aleixo et al. (2000) determinaram Se em agua e leite de coco por GF AAS
usando suspensdo em uma mistura de aminas terciarias solivel em agua e empregando Pd
como modificador quimico e as temperaturas de pirélise e atomizacdo foram fixadas em
1400 e 2200 ° C, respectivamente. A concentracdo de selénio em agua de coco variou 6,5 a
21,0 ug L™ e no leite de coco de 24,2 a 25,1 pg L™. Foi possivel obter recuperacdes na faixa
entre 99,5 e 102,3%. As amostras foram apenas diluidas e inseridas no tubo de grafite, ndo
havendo acumulo de gordura no capilar do auto amostrador e também evitando o acimulo
de residuos de material organico depois da queima, melhorando dessa forma a
repetibilidade do sinal analitico. Os teores de selénio determinados nas amostras de agua
de coco e leite de coco indicam que esses alimentos podem ser Uteis como fontes de
selénio facilmente disponiveis a populacao.

De Sousa et al. (2005), avaliaram o teor de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em agua de
coco engarrafadas, consumidas no Brasil, sem uma etapa de mineralizacdo usando ICP
OES. A presencga desses elementos nesta bebida foi investigada, considerando a falta de
informagbes apresentadas pelos fabricantes. As determinacdes mostraram baixa
interferéncia de matriz e CV geralmente menor que 2%. A faixa de concentracdo em mg L™
para os analitos foi: Ca (178 - 232), Mg (87 - 129), Mn (1,8 - 3,8), Fe (0,08 - 0,18), Zn (0,2 -
0,36) e Cu (0,09 - 0,19). Considerando os valores médios pode-se estimar que a ingestéo de
300 mL de agua de coco engarrafada contribui 6% de Ca, 8% de Mg, 56% de Mn, 0,5% de
Fe, 0,6% de Zn e 2% de Cu numa referéncia de ingestao diaria desses nutrientes.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado foi
empregada para determinar Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em amostras processadas e naturais
de agua de coco (DE SOUSA et al., 2006). O preparo da amostra consistiu em uma etapa
de filtragdo seguida por uma diluicdo. Os resultados mostraram valores comuns de
concentracdo para 0s analitos presentes em amostras processadas e natural. Andlise de
componentes principais (PCA) e de agrupamentos hierarquicos (HCA) indicaram que as
amostras diferem estatisticamente quando as concentracfes de todos os analitos foram
consideradas simultaneamente. Os valores médios para a concentragdo dos analitos foram
diferentes, exceto do Mn. Além disso, os elementos Fe e Cu foram encontrados apenas nas
amostras processadas, o que é uma possivel evidéncia de contaminacdo inerente ao
processo.

Amostras de amendoim foram efetivamente digeridas por tratamento com acido
sulfarico e peréxido de hidrogénio em aproximadamente 30 min para a determinacao rapida
de ferro e cobre por FAAS (ANZANO e GONZALEZ, 2000). O procedimento constou da

pesagem de 0,5 g de amostra em um frasco Kjeldhal de 100 mL, entdo aliquotas de 1,0 a
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3,0 mL de acido sulfdrico concentrado foram adicionadas e a mistura foi aquecida por 20
min. Em seguida 8,0 mL de peroxido de hidrogénio a 30% foram adicionados gota a gota até
descolorir a solugdo. A mistura foi aquecida vigorosamente para remover o peroxido
hidrogénio em excesso. Sob condicbes Otimas, os resultados do método proposto
concordaram com aqueles obtidos pelo método AOAC. Recuperacfes variaram de 99 a
101% e o desvio padréo relativo foi de aproximadamente 1%.

O leite de soja € uma emulsdo coloidal extraida a partir da soja e, portanto, quase
todos os constituintes (proteinas, lipidios e sacarideos) das sementes estdo presentes no
leite. As concentragdes de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na e P nesta matriz foram determinadas
por ICP OES. As amostras liquidas e em pé da formulacdo, foram digeridas usando um
programa convencional em placa de aquecimento. As amostras em po6 foram preparadas de
acordo com as instrugdes da etiqueta para consumo humano. Uma aliquota de 5,0 mL da
emulsdo proteica de soja foi transferida para um erlenmeyer e foram acrescentados acidos
nitrico e sulftrico. Depois de um tempo de digestdo de 50 min, perdxido de hidrogénio foi
adicionado e aquecimento foi mantido até um volume final de 5 ml. Boa concordancia entre
os valores medidos e certificados paratodos os analtosno CRM de leite em
p6 desnatado (NIST SRM 1549) indicaram que o método era adequado para determinacdo
dos principais elementos e tracos em formulages de proteina de soja (MORTE et al.,
2007).

Ferreira et al., (2005) desenvolveram um procedimento de digestdo acida para a
determinacdo de cobre em diversos alimentos de origem animal e vegetal. A mistura de
HNO3:HCIO, (3:1 v v') foi utilizada para a digestdo das amostras em uma placa de
aquecimento até que a oxidacgdo total da matéria organica ocorresse. As concentracfes de
cobre foram determinadas por FAAS e a faixa de recuperacgéo variou de 98 a 102%. Niveis
mais elevados de cobre foram detectados em alimentos proteicos, como feijdo. Em
amostras de frutas, legumes, graos, raizes e tubérculos, o teor de cobre variou de 0,02 -
0,31 mg/100 g do produto. O maior teor de cobre foi detectado em uma amostra de figado
bovino (6,06 mg/100 g de peso Umido).

Um total de 54 amostras de leite foram coletadas de fontes comerciais no Vale do
Paraiba (SOARES et al., 2010). Como alternativa para o0 método de decomposi¢cdo da
amostra por micro-onda, a metodologia utilizada, consistiu da introducéo de 1,0 mL de leite
em um frasco de teflon. Entdo 3,0 mL de HCI 20% v v e 1,0 mL de solucdo de HNO; 20%
v v foram adicionados. Depois disso, frasco foi introduzido em uma camisa de aco
inoxidavel permitindo que o processo fosse realizado sob pressao. Tempo total de digestao
foi de 3h a uma temperatura 110° C. As concentracdes de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn foram
determinados por FAAS e Cd, Cr, Mn, Ni, Pb e Se foram determinados ETAAS. Os testes
foram realizados em material de referéncia certificado de leite em pd para validar a

confiabilidade dos dados analiticos obtidos. O teor para o Ca foi encontrado abaixo do
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recomendado pelos padrdes internacionais (1300 mg L) para todas as amostras,
possivelmente, devido a heterogeneidade da matriz e perdas na pasteurizacdo. Resultados
significativos para Pb foram encontradas em todas as amostras de leite, com valores médios
de 0,230 mg L™,

Digestdo Umida a pressdao atmosférica bem como uma andlise direta para a
determinacgdo de Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Ni e Pb em leite, queijo e chocolate foram descritos e
comparados (KARADJOVA et al., 2000). A determinacéo foi feita por voltametria catodica
pulso diferencial (DPCSV) e espectrometria de absor¢cdo atdbmica com atomizacdo
eletrotérmica (ETAAS). A digestdo Umida utilizando uma mistura de HNO3-HCIO,-H,0, foi
proposta para a decomposicao completa da matriz. A mistura de HNO3-H,O, foi usada para
0 preparo da suspensdo. A confiabilidade dos procedimentos foi verificada através da
analise de materiais de referéncia certificado Os resultados obtidos estdo de acordo com 0s
valores certificados e os desvios padréao relativos estavam no intervalo de 5-10% para a
digestdo umida e 3 - 9% para amostragem de suspensao.

Um procedimento simples e répido foi desenvolvido por Cava-Montesinos et al.
(2004) para a determinacao de As, Sb, Se, Te e Bi em amostras de leite por espectrometria
de fluorescéncia atébmica com geracédo de hidreto (HG-AFS). Amostras foram tratadas com
agua régia por 10 min em um banho de ultrassom e pré-reduzidas com KBr para a
determinacéo total de Se e Te, ou com &cido ascorbico e Kl para As e Sb. A determinacgéo
de Bi foi possivel ser feita com ou sem pré-reducdo. Os resultados obtidos pelo
procedimento desenvolvido concordaram com aqueles encontrados depois da digestéo
completa assistida por micro-ondas. O método proposto mostrou-se simples e rapido, e
apenas 1,0 mL de leite foi necessario. Os valores obtidos para limite de detec¢éo séo 2,5;
1,6;: 36 e 7,0 ng L* para As, Sb, Se, Te e Bi, respectivamente. O procedimento
desenvolvido ofereceu uma alternativa a aqueles baseados na digestdo completa da
amostra com boa precisdo para a determinacdo dos analitos em amostra de leite.

Formulagdes infantis desenvolvidas por fabricantes exige um controle rigoroso de
composi¢do, nomeadamente os elementos adicionados rotineiramente em uma tentativa de
imitar a composi¢cdo mineral do leite humano. Um total de 97 tipos de férmulas para
lactentes em p6 foram estudados por Sola-Larrafiaga e Navarro-Blasco (2009). O
desenvolvimento de um método de suspenséo rapido, simples e direto para a determinacéo
destes micronutrientes essenciais por ICP OES e FAAS foi realizado. Amostras foram
solubilizadas usando diferentes quantidades de varios solventes diferentes. Cerca de 0,4g
de amostras foram pesadas e entdo transferidas para frascos de polietileno onde foram
dissolvidas utilizando os solventes: agua ultrapura, Triton X-100, TMAH ou NH,OH
adicionados em quantidades diferentes de acordo com o experimento, em aliquotas de 25 a

500 pL. As suspensobes foram sonicadas na faixa de 2 a 5 min. A exatiddo da metodologia
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foi feita através de material de referéncia certificado NIST 1549 e por comparacdo com o
método de digestao assistida por micro-ondas utilizando uma massa de 0,4 g e 7 mL &cido
nitrico, atingindo a temperatura de 170°C. Houve boa concordancia nos resultados. Os
autores notaram grandes diferencas entre os conteddos encontrados e listados em
informacdes do rotulo.

Um procedimento de decomposicdo simples para a determinacdo de Na, K, Ca e Mg
em goma xantana foi proposto por Klaic et al., (2011). Dois procedimentos foram realizados
para se decompor as amostras usando a digestdo &cida. No primeiro procedimento as
amostras foram tratadas com HNO; concentrado a 100°C por cerca de 3 h. No segundo
procedimento, as amostras foram tratadas como descrito anteriormente. No entanto, apds 2
h de aquecimento na presenca de HNO; (altura em que apenas o material que é mais dificil
para oxidar permanece), a mistura foi resfriada a temperatura ambiente, e 2,0 mL de HCIO,4
foram adicionados cuidadosamente para promover a oxidacdo mais eficiente de material
organico. A mistura foi novamente aquecida a 100 °C por mais 1 h, e a digestdo completa foi
observada com a remocéao total do material organico. Os analitos foram determinados por
FAAS. A precisdo do método foi verificada comparando os resultados com aqueles obtidos a
partir da decomposicao pelo método convencional de calcinagdo, e ndo houve diferengas
significativas entre os resultados no nivel de confianca de 95%. Os limites de detec¢do na
amostra foram 0,011; 0,004; 0,45 e 0,001 mg g™ de Na, K, Ca e Mg, respectivamente. Os
desvios padrao relativos foram inferiores a 10%. O método proposto é simples, rapido,
reprodutivel e necessitou de menos amostra do que o método de calcinagéo.

Momen et al., (2006) relataram que a mistura HNOs/H,SO, /H,O, foi mais eficiente
para a decomposicdo em amostras de leguminosas quando comparada a mistura
HNO3/H,SO, e calcinagdo em forno mufla com Mg(NO3), e Mg(NO3),/HNOs.

E possivel observar que para a decomposi¢io de amostras com alto teor de matéria
organica € necessario um ataque acido mais enérgico; seja pela adicdo de um agente
oxidante mais forte e/ou com ponto de ebulicdo mais elevado quando se trabalha em
sistemas operam a pressdao atmosférica; ou aumentando o poder oxidante quando se

trabalha em sistemas que operam em altas pressoes.
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2.3 - OBJETIVOS

2.3.1- Objetivo Geral

Propor estratégias analiticas para a determinacdo de macro e microelemento em
amostras de leite de coco industrializado empregando diferentes técnicas de preparo da
amostra e determinacdo multielementar por técnicas espectrométricas, a fim de estabelecer
um protocolo analitico e contribuir para a tabela de composicdo de alimentos a nivel

regional.

2.3.2 - Objetivos Especificos

- Propor procedimento analitico de preparo de amostras de leite de coco empregando
aquecimento condutivo, em bloco digestor, visando determinagdo multielementar simultanea
de macro-elementos (Ca, Mg, Na, K e P) e elementos traco (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb,
Se e Zn) empregando ICP OES.

- Propor procedimento analitico de preparo de amostras de leite de coco empregando
aguecimento assistido por micro-ondas visando determinacdo multielementar simultanea de
macro-elementos (Ca, Mg, Na, K e P) e elementos trago (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se
e Zn) empregando ICP OES e ICP-MS.

- Propor procedimento analitico de preparo de amostras de leite de coco empregando
ultrassom visando determinagdo multielementar simultdnea de macro-elementos (Ca, Mg,
Na, K e P) e elementos traco (As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se e Zn) empregando ICP

OES.

- Caracterizar o leite de coco, em fungéo do tipo de embalagem e fornecedor, a partir da

andlise da composicdo mineral empregando ferramentas quimiométricas.

- Contribuir para a tabela de composicdo de alimentos a nivel regional.
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2.4 - PARTE EXPERIMENTAL

2.4.1 - Reagentes e solucdes

Foram preparadas solu¢cdes multielementares de trabalho a partir de solucbes
estoque contendo 1000 mg L™ de As, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Se e Zn (Merck,
Alemanha) e 4000 mg Lde Ca, Fe, K, Mg, Na e P (Merck, Alemanha). Foi preparada uma
solu¢gdo multielementar para As, Cd, Co, Cu, Cr, Mn, Ni, Pb, Se e Zn na concentragéo de
50,0 mg L™ e os demais de 500 mg L™. Para a determinacéo dos teores de carbono residual,
apés os procedimentos de decomposigdo, foi preparada uma solucdo de referéncia de
20000 mg L™ em carbono a partir do acido citrico.

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e &agua
ultrapura, com resistividade especifica de 18,2 MQ cm™, de um sistema de purificagéo Milli-
Q® (Millipore, Bedford, MA, USA). Foram utilizados os seguintes reagentes: acido nitrico
65% m m *(Merck, Alemanha), este foi destilado antes do uso, &cido sulfarico 98% (Merck,
Alemanha), peroxido de hidrogénio 30% v v' (Merck, Alemanha), hidroxido de sédio
(Reagen, Brasil) e acido citrico (Merck, Alemanha).

A descontaminacédo de vidrarias, frascos plasticos e materiais em geral, foi realizada
em banho &cido contendo HNO; 10% v v'*, por no minimo 12 h. Posteriormente, os materiais
eram lavados abundantemente com agua deionizada. Quando necessario, os frascos de
TEM®, utilizados no forno de micro-ondas com cavidade, eram submetidos a

descontaminacgéo em estufa a 180 °C por 3 h.

2.4.2 - Amostras e materiais de referéncia certificados

As amostras de leite de coco foram adquiridas junto a estabelecimentos comerciais
na cidade de Salvador, BA. Apesar de comercializadas neste estado a sua origem é
proveniente de outros estados. O conjunto de amostra compreendeu 13 marcas, as quais
foram designadas pelos seguintes codigos (estado de fabricagdo): MC, QL, SC, TQ
(Alagoas); DC, SB, MN (Espirito Santo); SN, CV (Paraiba), KC, BP (Pernambuco); BC e SY
(Sergipe).

Foram usados dois materiais de referéncia certificados do NIST (Gaithersburg,
Maryland, USA) SRM 8435, leite bovino integral e SRM 1549 leite desnatado. Como néo se
encontram disponiveis no mercado materiais de referéncia certificados para a matriz
estudada, esses materiais foram usados para avaliar a exatiddo dos procedimentos
analiticos propostos. O leite bovino assim como o leite de coco sdo ricos em carboidrato,

proteinas e lipidios.
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As amostras ndo sofreram nenhum tipo de pré-tratamento. As analises foram feitas
diretamente nas amostras, para que o resultado final representasse o teor dos constituintes

nas amostras da forma que elas séo ingeridas pelo consumidor.

2.4.3 - Instrumentacdo e materiais

2.4.3.1 - Digestdo das amostras em sistemas com aquecimento condutivo em bloco
digestor

As digestbes das amostras usando sistemas condutivos abertos foram efetuadas
empregando-se bloco digestor (TECNAL, Séao Paulo, Brasil), modelo TE-040/25 com
controlador de temperatura analégico e capacidade para 40 tubos micro em borossilicato

com dimensoes de 25 x 250 mm.

2.4.3.2 - Digestao das amostras em sistema assistido por radiacdo micro-ondas

Os procedimentos de digestdo em fornos de micro-ondas foram conduzidos em um
forno com cavidade modelo Ethos EZ (Milestone, Sorisole, Italia), que possui rotor para 10
frascos de 100 mL confeccionados em TFM® (PTFE modificado) e opera sob altas
temperaturas e pressdes. Esse sistema permite o acoplamento de sensores de temperatura
e pressao que possibilitam o acompanhamento do sistema de digestdo e promovem uma
maior segurancga operacional.

As solucdes obtidas apoOs digestdo, para todos os procedimentos de preparo de

amostra utilizados, foram transferidos para frascos de polietileno de 50,0 ou 15,0 mL.

2.4.3.3 - Extragao assistida por ultrassom

Para a extracdo ultrassoénica aplicada a determinagdo dos constituintes inorganicos
em leite de coco foram empregados banho ultrassénico VWR modelo 75D (Cortland, New
York, USA) e centrifuga Marconi modelo MA-1810 (Piracicaba, Brasil). Além destes

equipamentos utilizou-se papel de filtro quantitativo.
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2.4.3.4 -Determinacéo dos analitos

Para a determinacao dos analitos foi empregado o espectrbmetro de emissado éptica
com plasma de argbnio indutivamente acoplado VISTA PRO (Varian, Mulgrave, Australia)
simultdneo com arranjo axial e equipado com detector de estado solido com arranjo CCD
(dispositivo de carga acoplada) e opera em comprimentos de onda na faixa de 167 a 785
nm. Possui interface end-on gas, que com o fluxo frontal contracorrente de gas protege a
regido pré-optica de superaquecimento e remove a zona mais fria do plasma. O sistema
optico do ICP OES foi calibrado com solugéo de referéncia multielementar e o alinhamento
da tocha foi realizado com uma solucdo de Mn 5,0 mg L™. As linhas espectrais foram
selecionadas considerando-se as intensidades dos sinais de emissdo dos analitos e
sensibilidade adequada para a determinacdo de elementos em baixas e altas
concentracdes. A Tabela 5 ilustra as caracteristicas e as condi¢cdes experimentais do ICP
OES.

Tabela 5. Parametros instrumentais para as determinagdes por ICP OES.

Caracteristicas e parametros

Radio-freqiiéncia do gerador (MHz) 40
Detector CCD
Diametro interno do tubo central da 2,3
tocha (mm)

Grade de difracdo Echelle e prisma de

Policromador . s
dispersao de CaF,

Faixa de comprimento de onda (nm) 167 — 785

Cémara de nebulizacdo Sturman-Masters
Nebulizador Ranhura em V

Poténcia de medida (W) 1300

Tempo de integracdo do sinal (s) 2,0

Vazao do gas do plasma (L min™) 15

Vazao do gas auxiliar (L min™) 15

Vazéao gas de nebulizacado (L/ min) 0,70

Elementos e comprimentos de onda | As 188,980; C 193,027; Ca 396,366; Cd
(nm) 226,502; Co 238,892; Cu 324,754; Cr

267,716; Fe 238,204; K 766,491; Mg
279,553; Mn 257,611; Ni 216,555; Na
589,602; P 213,618; Pb 220,353; Se
196,026; Zn 213, 857; Y® 371,029

@ elemento utilizado com padrao interno (1,0 mg L™) em todas as anélises com H,SO,

Foi utilizado também um espectrobmetro de massas com plasma indutivamente
acoplado modelo X Series 2 (Thermo Scientific). A configuracdo do instrumento utilizou uma
camara de nebulizagcdo Peltier com pérola de impacto, tocha de quartzo de parte Gnica com

injetor de 1,5 mm e nebulizador concéntrico. O instrumento foi operado nos modos padréo e
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CCT (Collision Cell Technology, célula de colisdo que utiliza 8,0% (v/v) H, em He como gas
da colisdo) com comutacdo automatica. Os isétopos estudados foram determinados pelos
modos de operacdo: padrdo (Cd e Pb) e CCT (As, Co, Cr, Cu, Ni e Se). Uma solucéo
contendo Sc, Rh, Tl, In, Ge e Bi foi usada como padrdo interno para normalizacdo de

resultados. As condicfes operacionais do instrumento sdo mostradas na Tabela 6.

Tabela 6. Parametros operacionais para as determinagdes por ICP-MS.

Caracteristicas e parametros

Poténcia incidente (W) 1350

Vaz&o argdnio nebulizador (L min™) 0,87

Vazao argénio plasma (L min™) 13,0

Vazao arg6nio auxiliar (L min™) 0,7

Modo de analise Peak jump

Sweeps 100

Dwell time 10

Fluxo gas CCT (mL min™) 6,5

|sétopos 52Cr, ®Mn, *°Co, *®Ni, °Ni, %cu, %Cu,
64Zn, GGZn, 75AS, 7886, soSe’ lllCd*,
208Pb*

* |s6topos determinados sem CCT.

2.4.3.5 - Determinacé&o da acidez e carbono residual dos digeridos

Para determinar a acidez final, foram feitas titulacdes acido-base dos digeridos para
0s procedimentos propostos. A titulagdo foi realizada com uma solugdo padronizada de
hidroxido de sédio (0,1077 mol L™) e indicador fenolftaleina (1,0 % m v' em etanol). Os
padrdes da curva analitica de calibragdo foram preparados com a mesma concentracdo
acida para cada procedimento de digestédo. O teor de carbono residual foi determinado por
ICP OES usando solugdo de acido citrico para o preparo das solugbes analiticas de

calibrac&o para carbono.

2.4.4 - Procedimentos experimentais

2.4.4.1 - Digestao das amostras em bloco digestor

O procedimento consistiu na pesagem de aproximadamente 50 g de amostra
seguida da adicdo de 3,0 mL de H,SO, concentrado; 4,0 mL de HNOj; concentrado e
destilado, antes de submeté-las ao aquecimento. As amostras foram aquecidas a uma

temperatura maxima de 200 °C, sendo que durante esta etapa as mesmas permaneciam por

68



30 minutos a cada temperatura programada (100, 150 e 200°C) totalizando assim um tempo
médio do procedimento de duas horas e trinta minutos. Ao atingir a temperatura maxima
programada foram adicionados 15,0 mL de H,O, 30% v v*, em aliquotas de 1,0 mL. A
mistura permaneceu em aquecimento até reducdo de volume (~ 5 mL). Os digeridos foram

aferidos com agua ultra-pura até 20,0 mL.

2.4.4.2 - Digestao das amostras em forno de micro-ondas com cavidade

Foram pesadas cerca de 500 mg de amostra diretamente nos frascos de PTFE do
forno de micro-ondas com cavidade. Antes de iniciar o programa de aquecimento foram
adicionados 3,5 mL de HNO; concentrado e 3,5 mL de agua ultra-pura, esperando
aproximadamente 30 min para que ocorra uma reacao prévia e ap0s esta etapa adicionou-
se 1,0 mL de H,0, 30% v v''. Os frascos foram selados e colocados dentro da cavidade e o
programa de aquecimento usado esta descrito na Tabela 7. Os digeridos foram aferidos com
agua ultra-pura até 20,0 mL.

Tabela 7. Programa de aquecimento em forno de micro-ondas com cavidade

Etapa t (min) P (W) Texterna (°C)
1 5 500 120
2 3 750 120
3 10 1000 210
4 20 1000 210
Ventilagao 10 - -

2.4.4.3 - Extragao assistida por ultrassom

Aproximadamente 1,0 g de amostra de leite de coco foram pesadas em tubos de
centrifuga em seguida avolumou-se para 20,0 mL com &cido nitrico 4% v v e esta mistura
foi sonicada por 10 min. Apds a sonicacao a amostra foi centrifugada por 5 minutos a 2000

rpm e filtrada.
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2.5 — AVALIACAO DE PROCEDIMENTO DE DIGESTAO COM AQUECIMENTO
CONDUTIVO

A decomposicao por via Umida se destaca pela alta eficiéncia e empregabilidade nos
laboratérios de Quimica Analitica e esta pode ser feita sob agquecimento condutivo a pressao
atmosférica em chapa elétrica ou bloco digestor.

A decomposicdo por via umida em frascos abertos para a digestdo de matéria
organica é um dos procedimentos mais antigos e utilizados. Nesses sistemas, a temperatura
da decomposicdo esta limitada a temperatura de ebulicdo dos agentes oxidantes utilizados.
Ha que se considerar que o uso de apenas um acido muitas vezes pode ndo ser suficiente
para decomposi¢do de algumas substéncias, logo a combinac¢do de dois ou mais &cidos é
geralmente utilizada, uma vez que a interacdo em misturas acidas podem gerar compostos
intermediarios instaveis que venham acelerar a decomposi¢édo (KRUG, 2008).

A digestdo de materiais organicos por via Umida é comumente feita com o
aquecimento da amostra em um meio acido mineral oxidante com peroxido de hidrogénio.
Assim é possivel oxidar completamente a maioria das amostras deixando os elementos em
formas inorgénicas simples e faceis de serem determinadas. Geralmente, o &cido nitrico
pode ser utilizado, considerando que este possui um forte poder oxidante. Porém a limitacéo
do uso deste &cido é o seu baixo ponto de ebulicdo, em torno de 120°C. Para que a digestéo
ocorra em frascos que operam a pressdo atmosférica, recomenda-se a adicdo de uma
aliquota de acido sulfarico, que tem ponto de ebulicdo de 330 °C, aumentando assim a
temperatura do meio reacional, possibilitando a decomposi¢cdo de glébulos de gordura
(KRUG, 2008; KORN et al., 2008).

O aguecimento condutivo, empregando chapa ou bloco digestor, apresenta a

vantagem do baixo custo.

2.5.1 - Otimizagao do procedimento de preparo de amostra de leite de coco em bloco

digestor

Foram avaliados trés procedimentos de digestdo em bloco digestor. Para o
desenvolvimento dos procedimentos e posteriormente sua otimizacao foi usada a amostra
“SC.

Os procedimentos investigados utilizaram acido nitrico e sulfdrico e posterior adicdo
de peréxido de hidrogénio. Cerca de 5 g de amostras foram submetidas ao programa de
aguecimento como descrito item 2.4.4.1. Os procedimentos foram codificados por BL1, BL2
e BL3, e diferenciaram entre si pelas quantidades de reagentes usadas. Na Tabela 8 sdo
apresentadas as quantidades de reagentes usadas nos procedimentos de decomposicéo de

5 g das amostras.
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Tabela 8. Procedimentos de decomposicéo de leite de coco avaliados no bloco digestor.

Procedimento HNO; (mL) H,SO, (mL) H,O, (mL)
BL1 4,0 3,0 15,0
BL2 3,0 2,0 10,0
BL3 2,0 2,0 10,0

A eficiéncia dos procedimentos de decomposicéo foi avaliada pelo aspecto visual do
digerido, teor de carbono residual e acidez residual. A reprovacdo na avaliacdo do aspecto

visual do digerido desobrigava a avaliagdo dos parametros de eficiéncia de decomposicao.

A digestdo do leite de coco pelos procedimentos BL2 e BL3 nao foi adequada, devido a

presenca de material fuliginoso em suspensdo, enquanto que foram obtidos digeridos

limpidos com o procedimento BL1. A Figura 15 o aspecto visual destes digeridos.

Figura 15. Aspecto visual dos digeridos obtidos para os procedimentos BL1, BL2 e BL3 no

bloco digestor.

Diante do exposto o procedimento BL1 foi adotado como o procedimento no bloco

digestor.
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2.5.2 — Apresentacdao e discusséao dos resultados

2.5.2.1 - CondicBes experimentais de operacdo do ICP OES

A espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado é uma
técnica analitica robusta, porém erros sisteméticos podem comprometer os resultados das
andlises desenvolvidas por esta técnica. Esses erros podem estar associados a alteracdes
instrumentais como problemas no transporte, nebulizacdo e erros associados as amostras
como diferencas entre os padres e as amostras, principalmente quando associados a
viscosidade (PROJAHN et al., 2004) . O método da padronizacdo interna baseia-se na
medida da razdo de um ou mais sinais analiticos do(s) analito(s) em questao) dividido(s) por
um ou mais sinais de referéncia de elementos previamente selecionados (padrdo interno). O
objetivo principal do padrdo interno é melhorar a exatidao e precisdo das medidas analitica
(GROTTI et al., 2003).

O padréao interno escolhido deve possuir propriedades fisico-quimicas semelhantes
as do analito, ser soluvel nas solugdes analiticas e amostras e ndo deve interferir na
determinacdo do analito (PROJAHN et al., 2004; FERNANDES et al., 2003). Estudos feitos
relacionando o uso de itrio como padrdo interno indicaram uma diminuicdo nas
concentracdes dessas solugbes em que o padréo interno ndo foi adicionado. O uso do
padrdo interno é essencial nos digeridos que contém acido sulfdrico, porque sua alta
viscosidade afeta a eficiéncia no transporte de solugéo para o plasma, resultando em uma
diminuicdo da intensidade da emissdo do analito (SANTOS, 2006; KORN et al., 2010).
Deste modo, a todos os digeridos obtidos em meio de &cido sulfurico foi adicionado itrio (Y)
como padr&o interno de modo que a sua concentraco final fosse de 1,0 mg L™,

As linhas espectrais (Tabela 5) foram selecionadas considerando-se as intensidades
dos sinais de emissao dos analitos e do sinal de fundo, o desvio padrdo das medidas e a
sensibilidade adequada para a determinacdo de elementos presentes em altas e baixas

concentragﬁes nas amostras.

2.5.2.2 — Efeito do tempo de integracdo do sinal nas determinacdes por ICP OES

Aumentando-se o tempo de integracdo do sinal espera-se um aumento na
sensibilidade. Trés tempos de integracdo do sinal (1, 2 e 3 s) foram investigados objetivando
avaliar a influéncia desta variavel sobre o desempenho do equipamento empregado neste
trabalho. Para tal estudo foi utilizada uma curva analitica para As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn,
Ni, Se e Zn em meio de &cido sulfirico 3,0 mol L. Na Tabela 9 estdo os coeficientes

angulares para estes analitos nos tempos avaliados no presente trabalho.
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Tabela 9. Coeficientes angulares em func&o do tempo de integracdo na determinacao por
ICP OES.

Tempo de integracéao 1s 2s 3s
Analitos a R? a R? a R?
As 391 0,9996 401 0,9998 352 1,000
Cd 32722 1,000 33660 1,000 29435 1,000
Co 7131 0,9998 7255 0,9998 6479 0,9998
Cr 3737 1,000 3933 0,9999 3749 1,000
Cu 18315 1,000 19049 0,9999 16676 1,000
Fe 22177 0,9999 22642 1,000 19826 1,000
Ni 4136 1,000 4273 0,9999 3765 1,000
Mn 88387 1,000 90418 1,000 79467 1,000
Pb 887 0,9985 1028 0,9986 821 0,9965
Se 361 0,9993 378 0,9998 332 0,9999
Zn 18315 1,000 19049 0,9999 16676 1,000

Pode-se observar que as inclinagbes das curvas apresentam a seguinte ordem
decrescente na sensibilidade com a variagdo do tempo de integragdo do sinal: 2s>1s>3s.
Porém néo foi verificada diferencga significativa para a sensibilidade a 95% de confianca, o
gue implica também dizer que ndo houve mudancga significativa para o sinal dos elementos.
Apenas a linha mais sensivel foi apresentada, no entanto o comportamento é analogo para
as demais linhas. Apesar de néo ter havido diferencga significativa para a sensibilidade e os
sinais optou-se por usar o tempo de integracdo de 2 s, pois este foi 0 que apresentou menor
coeficiente de variancia. Os coeficientes de variancia obtidos foram nas faixas de 3,0 a 7,0
para 1s; 2,7 a 4,1 para 2s e 3,4 a 6,5 para 3s de integracdo. Arsénio, Cd, Co, Cr, Pb e Se
estavam abaixo do limite de quantificag&o.

Um estudo semelhante foi desenvolvido por Gonzalez et al.( 2010), em que na
construcdo de espectrdbmetro de emissdo atdmica com atomizagcdo eletrotérmica em
filamento de tungsténio verificou-se quatro tempos de integracdo do sinal: 100, 200, 300 e
500 ms para determinacéo de calcio. Com esse estudo foi possivel observar que para 100
ms a intensidade do sinal de emissao para Ca foi inferior aos demais tempos de integracao
e, que a intensidade do sinal de emisséo foi duplicada para tempo de integracdo de 200 ms

e diminuiu para tempos superiores de integracao.
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2.5.2.3 - Avaliacao da eficiéncia dos procedimentos de digestéo

A eficiéncia do processo de digestéo realizado no bloco digestor foi avaliada através
da determinac¢éo do teor de carbono residual (RCC) e da acidez residual.

Nos procedimentos onde se utiliza acidos minerais inorganicos, estes devem ser
oxidantes o suficiente para destruir a matéria organica das amostras deixando os analitos
disponiveis em solucdo representativa, e essa etapa pode ser demorada e complexa
utilizando um grande volume de &cido. A digestdo consiste basicamente na eliminacdo do
carbono sob a forma de CO, quebrando a cadeia carbdnica. O teor de carbono residual é
um importante parametro para a avaliacdo da eficiéncia de um procedimento de digestédo
acida para a digestdo de matéria organica, pois a depender do procedimento a ser seguido,
a oxidacdo ndo € completa, ou até mesmo alguns compostos organicos que sejam estaveis
ou se formem, podem ainda estar presentes nos digeridos (GOUVEIA et al.,, 2001,
NOBREGA et al., 2001; KRUSHEVSKA et al., 1992).

Para determinagdo do teor de carbono residual normalmente usa-se solugfes de
uréia como padrao, pois se trata de um composto alifatico (GOUVEIA et al., 2001), no
entanto, a uréia pode ser substituida pelo acido citrico (FLORES et al., 2008). Apos a
digestédo das amostras o teor de carbono residual foi determinado por ICP OES e os
resultados estéo na Figura 16.

RCC

Figura 16. Valores médios (n = 3) de RCC obtidos nos procedimentos de digestéo de leite
de coco em bloco digestor.
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O estabelecimento de uma metodologia adequada para a determinacdo de carbono
residual € fundamental para a investigacdo de um procedimento para digestdo de amostras
que contenham alto teor de matéria organica. O percentual médio de carbono residual nas
amostras de leite de coco investigadas foi de 0,06 + 0,04% m m', deste modo, o
procedimento investigado mostrou-se eficiente para a decomposicdo da amostra avaliada,
considerando os baixos valores obtidos para o teor de carbono residual.

A acidez residual titulada (digerido apds diluicdo para 20,0 mL com agua ultrapura)
para a digestdo em bloco foi, em média, de 2,59 + 0,04 mol L™. A acidez final também foi
determinada antes da afericéo e a média para esta foi 11,64 + 0,45 mol L™.

Digeridos com baixa acidez residual sdo recomendaveis para determinacdes
elementares empregando técnicas espectrométricas, tendo como consequéncia ganho no
poder de deteccdo, uma vez que ndo se faz necessaria uma diluicdo adicional das
amostras. Para a técnica ICP OES é aconselhavel a introdugdo de solu¢cdes com acidez
menor que 10% v v, principalmente quando se trabalha com equipamentos com vis&o axial.
Vale salientar que solugdes com acidez residual elevada podem danificar os componentes
do equipamento, como por exemplo, o sistema de introducdo de amostras. Além disso,
solucdes com diferentes viscosidade e tensao superficial, levam as mudancas nas taxas de
aspiracdo e nebulizacdo, enquanto a densidade e volatilidade afetam o transporte do
aerossol através da camara de nebulizacdo (TODOLI e MERMET, 1999). Pode-se inferir
gue a acidez residual para os digeridos em bloco digestor, esta expressa em termos de
acido sulftrico, pois praticamente quase todo acido nitrico adicionado ja ndo esta mais
presente em solugdo, uma vez que este procedimento atingiu temperaturas acima de 200
°C.

2.5.2.4 - Validacao do procedimento proposto empregando aquecimento condutivo

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de sua
comparabilidade, exatiddo e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), validacdo
consiste em se confirmar por exame e fornecimento de evidéncia objetiva que 0s requisitos
especificos para um determinado uso pretendido sédo atendidos (ABNT NBR ISO, 2005). As
principais caracteristicas de desempenho de um método analitico incluem: seletividade e
especificidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccao e limite de quantificacao, precisdo
e exatidao. Sempre que possivel, os materiais de referéncia certificados devem ser

utilizados no processo de validagcdo de um método de ensaio.
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2.5.2.4.1 — Avaliacao do efeito de matriz

Um dos erros mais frequente de um método € o devido aos efeitos de matriz. Os
resultados analiticos podem ser influenciados pela composicdo da matriz determinacdes
empregando ICP OES (TODOLI et al., 2002). Os componentes da matriz podem modificar
as caracteristicas térmicas do plasma e a distribuicdo espacial das espécies emitidas. Os
efeitos fisicos mais importantes estdo relacionados as propriedades como densidade,
viscosidade, tensédo superficial e volatilidade da matriz.

Os efeitos de matriz causados por concomitantes podem ser identificados de acordo
com as variacdes no processo de nebulizacdo; no transporte do aerossol, e na excitacdo do
analito (TODOLI e MERMET, 1999; PAREDES et al., 2006). O teste de efeito da matriz pode
ser realizado aplicando a técnica de adicdo de analito, também chamada de adicdo padréo,
para uma solucdo teste derivada do material tipico investigado (THOMPSOM, 2002). A
avaliacdo é feita por comparacéo dos coeficientes angulares das curvas analiticas usuais e
os coeficientes das curvas de adi¢cdo de analito empregando testes estatisticos (VOGEL,
2002).

A investigacdo do efeito da matriz resultante do procedimento de digestdo sobre o
sinal dos analitos foi realizada para as determinacdes por ICP OES. Avaliou-se a influéncia
dos digeridos da matriz digerida de leite de coco sobre o sinal dos elementos As, Cd, Cr, Cu,
Fe, Mn, Ni, Pb, Se e Zn. A comparac¢do das inclinacdes obtidas com as curvas analiticas
usuais e as curvas que usam a adicdo do analito (Tabela 10) ndo indicou nenhuma
diferenca significativa, a 95% de confianca; o que implica que a determinacdo dos
constituintes em amostras de leite de coco pode ser realizada com curvas analiticas de

calibracdo preparadas em meio do &cido sulftrico diluido.
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Tabela 10. Comparacdo dos dados de regressdo usando solucdes padrdo em acido
sulfarico e no digerido da matriz empregando-se ICP OES axial.

Elemento Curva em meio de acido Adicao de analitos na solucéo da
sulfarico diluido matriz
Equacbes r? Equacbes r?
As y = 344x + 23 0,9992 y = 341x + 27 0,9993
Cd y = 28569x + 100 0,9993 y = 27470x + 158 1,000
Co y= 6582x - 147 0,9992 y=6530x - 126 0,9991
Cr y = 3468x - 13 0,9993 y =3231x - 20 0,9993
Cu y = 11796x + 507 0,9998 y = 11246x + 3870 0,9996
Fe y = 20330x + 1382 0,9995 y =19832x + 17329 0,9994
Mn y =15478x + 181 0,9994 y = 15112x+ 11240 0,9999
Ni y =3295x + 4 0,9992 y = 3436x + 234 0,9998
Pb y=771x+ 72 0,9997 y=779%x + 81 0,9993
Se y =300x + 40 0,9998 y =319x + 33 0,9993
Zn y = 15603x -364 0,9995 y =15735x + 10860 0,9996

2.5.2.4.2 — Limites de deteccédo e de quantificagcéo

O limite de deteccdo (LOD) representa a menor concentracdo de substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando um
determinado procedimento experimental. Ja o limite de quantificacdo (LOQ) representa a
menor concentracdo da substancia em exame que pode ser medida (ABNT, 2005).

Foram obtidas as estimativas dos limites de detec¢éo considerando o desvio padréao
das intensidades de 10 ensaios do branco analitico. Os valores dos LOD e LOQ, expressos
em mg L e em pg g, referentes o procedimento empregando bloco digestor para os

elementos determinados estdo na Tabela 11.
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Tabela 11. Limite de deteccdo e quantificacdo para a determinacdo dos analitos apés
digestao em bloco digestor.

Analitos LOD(mgL") LOQ(mgL" LOD(ugg’) LOQ (ugg™h)

As 0,037 0,123 0,147 0,491
Ca 0,065 0,215 0,258 0,858
Cd 0,010 0,033 0,040 0,132
Co 0,015 0,050 0,061 0,200
Cu 0,011 0,036 0,043 0,145
Cr 0,014 0,046 0,055 0,184
Fe 0,053 0,177 0,212 0,706
K 0,049 0,164 0,197 0,656
Mg 0,013 0,043 0,051 0,170
Mn 0,010 0,033 0,039 0,130
Na 0,017 0,057 0,068 0,226
Ni 0,013 0,044 0,052 0,175
P 0,086 0,286 0,342 1,142
Pb 0,021 0,069 0,082 0,274
Se 0,043 0,143 0,172 0,573
Zn 0,015 0,051 0,061 0,205

2.5.2.4.3 — Faixalinear de trabalho

A faixa linear de trabalho para os elementos As, Cd, Cu, Co, Cr, Fe, Mn, Ni, Pb, Se
e Zn considerando detecgdo por ICP OES correspondeu a 0,1 a 50 mg L™ Para os
macroelementos correspondeu a 0,5 a 50,0 mg Lt para K, Mg, Na e P; 0,5 a 30,0 mg Lt

para Ca e 250 a 2000 mg L™ para carbono.

2.5.2.4.4 — Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetitividade, realizando-se dez ensaios
dos procedimentos propostos para a digestéao de leite de coco. A amostra SC foi empregada
nestes ensaios. No procedimento de digestdo em bloco a estimativa do coeficiente de
variancia (CV) para macroelementos variou entre 1,3 e 2,2 %, para 0s microelementos esta
variacédo foi entre 1,3 a 3,2%.

Os resultados indicam que, a precisdo do procedimento de digestdo em bloco
aplicado a determinacdo de macro e microelementos em leite de coco por ICP OES

apresentam CV baixos.
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2.5.2.4.5 — Exatidao

Define-se exatiddo do método como sendo o grau de concordancia entre o resultado
de uma ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. Os
processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo, entre outros:
uso de materiais de referéncia certificado, participagdo em comparacoes interlaboratoriais e
realizacdo de ensaios de recuperacdo (INMETRO, 2006).

Devido a falta de material de referéncia certificado de leite de coco a exatiddo do
procedimento em bloco digestor nas condi¢cfes otimizadas foi verificada com materiais de
referéncia certificados de leite bovino integral e desnatado SRM NIST 8435 e 1549,
respectivamente. Amostras do CRM foram tratadas com o procedimento proposto em bloco
digestor. As concentracdes médias dos analitos sdo mostradas na Tabela 12. O teste t
pareado, ao nivel de 95% de confianga, foi aplicado para comparagdo dos resultados
obtidos pelos dois métodos. O teste estatistico revelou ndo haver diferencas significativas (p

> 0,05) entre as médias de micro e macroelementos.

Tabela 12. Determinacdo da composi¢cdo dos materiais de referéncia certificados NIST
SRM 8435 e NIST SRM 1549 por ICP OES apo6s digestdo em bloco digestor (média % IC,
n=3).

NIST SRM 8435 NIST SRM 1549
Elementos Valor certificado Valor obtido Valor certificado Valor obtido
Ca (%) 0,922 + 0,049 0,947 + 0,096 1,300 + 0,050 1,302 + 0,002
K (%) 1,363 + 0,047 1,393 + 0,012 1,69 + 0,03 1,70 + 0,02
Mg (%) 0,0814 + 0,0076 0,0813 + 0,0004 0,120 + 0,003 0,119 + 0,002
Na (%) 0,356 + 0,040 0,386 + 0,011 0,497 £+ 0,01 0,519 + 0,04
P (%) 0,780 + 0,049 0,814 + 0,062 1,06 + 0,02 1,07 £ 0,007
Cu (mg Kg™) 0,46 + 0,08 0,41+ 0,01 0,7+0,1 0,71+ 0,05
Fe (mg Kg™) 1,80 + 1,10 1,73 + 0,05 1,78 + 0,10 1,62+ 0,64
Mn (mg Kg?) 0,17 + 0,05 <0,13 0,26 + 0,01 <0,13
Zn (mg Kg?) 28,0 +3,1 27,0+1,3 46,1+ 2,2 425+1,3

A exatidao do procedimento também foi avaliada pelo teste de adicao e recuperacéo
do analito para a estimativa de recuperacgdo, através da adicao de quantidades conhecidas
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dos mesmos, em quatro niveis de concentragdo: 0,5; 1,0; 2,0 e 50 mg L' para
determinacdo por ICP OES de forma a abranger a faixa de concentragdo dos analitos na
matriz.

Tabela 13. Teste de adicdo e recuperacdo em quatro niveis de concentracao para
microelementos com deteccado por ICP OES (n=3).

Niveis de concentracdo mg L™

Elemento 0,5 1,0 2,0 50
Recuperacédo %
As 971 972 1021 1031
Cd 1051 1051 1021 1011
Co 1001 1021 98+1 98+1
Cr 1021 1031 1001 99+1
Cu 1041 1031 92+1 93+1
Fe 1032 108 £ 2 1091 1032
Mn 103 +2 104 +1 96 +1 97 +2
Ni 1041 1051 98+1 98+ 2
Pb 99+1 100 + 2 103+ 3 99+ 3
Se 1021 99 +5 96 + 3 98+1
Zn 1061 107+ 2 1081 1052

Os valores obtidos para o percentual de recuperagdo nos quatro niveis de
concentracdo para as determinagfes por ICP OES estdo mostrados na Tabela 13. Pode-se
constatar a alta eficiéncia do procedimento, considerando que foram obtidos percentuais de

recuperacao na faixa de 92 a 108%.

2.5.2.5 - Aplicacdo do procedimento com aquecimento condutivo em bloco digestor

Uma vez validada a metodologia proposta, partiu-se entdo para a aplicacao analitica
nas amostras de leite de coco comercializadas na cidade de Salvador, Bahia. Antes, porém,

foram feitos estudos preliminares de estabilidade da amostra.
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2.5.2.5.1 — Avaliacéo da estabilidade da amostra de leite de coco

Os alimentos pereciveis sdo aqueles que devem ser mantidos em condicbes
especiais de temperatura para a sua conservacao, pois pode ocorrer o desenvolvimento de
germes se ndo forem guardados na temperatura recomendada pelo fabricante (ANVISA).
Apesar dos aditivos presentes no leite de coco, este se encaixa na categoria de perecivel.
Os fabricantes recomendam que a embalagem depois de aberta seja mantida sob
refrigeracéo e que o conteddo seja consumido em até sete dias.

E de suma importancia levar em consideracdo que o objetivo deste estudo é apenas
avaliar a estabilidade da amostra na otimizacdo do procedimento proposto, uma vez que a
amostra refrigerada tem sua consisténcia alterada e que estes dois fatores, temperatura e
viscosidade, podem afetar os resultados. Durante este periodo ndo houve mudanca
aparente no aspecto visual do leite de coco, porém € importante destacar que apenas a
avaliacdo visual ndo € suficiente para concluir que este alimento, mantido sem refrigeracéo
apos abertura da embalagem, possa ser consumido sem que ofereca algum risco a saude
humana. Um segundo objetivo deste estudo é avaliar se ha variagdo na composicdo
elementar entre as amostras de diferentes lotes.

Foram adquiridas trés amostras de lotes diferentes da marca “SC”. Apds abertas, as
embalagens foram mantidas a temperatura ambiente por 10 dias. Os trés lotes,
denominados de A, B e C, tinham datas de fabricagéo distanciando em média de 30 dias. A
data de fabricagdo mais antiga € a amostra do lote A.

As amostras foram submetidas ao procedimento de digestdo empregando bloco
digestor, descrito no item 2.4.4.1, no 1°, 2° 3° 4° e 10° dias apdés a sua abertura e 0s
constituintes nutricionais Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na , P e Zn foram determinados por ICP
OES. O resultado esta na Figura 17.

De posse dos dados aplicou-se a analise de variancia (ANOVA) fator Unico com um
nivel de 5%, para avaliar uma possivel diferenca significativa das concentracbes dos
analitos nos diferentes dias de analise para um mesmo lote e em um mesmo dia para os
diferentes lotes.

De acordo com a ANOVA, para um mesmo lote ndo foi observada diferenca
significativa entre os cinco dias diferentes para todos os analitos, exceto para Fe, nos trés
lotes analisados, a 95% de confianca. A Tabela 14 a seguir mostra o resultado para os
testes estatisticos comparando a concentracdo dos elementos para um mesmo dia entre 0s

trés lotes.
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Tabela 14. Resultados da ANOVA fator Unico para os diferentes lotes de leite de coco.

Variavel F Valor-p Feritico
Ca 34,47 5,13. 10" 5,14
Cu 9,54 0,0137 5,14
Fe 0,52 0,624 5,14

K 2,73 0,158 5,14
Mg 36,19 1,06. 102 5,14
Mn 28,13 0,0019 5,14
Na 15,40 0,0132 5,14

P 18,91 0,0046 5,14
Zn 44,04 2,59. 10 5,14

Através da decomposi¢do das variancias, € possivel se constatar que o valor de
Fcaculado Para todos os elementos, exceto Fe e K, é maior que o valor de F o, aSSiMm como 0
p-valor foi inferior a 0,05, indicando que existe diferenca significativa para a concentracéo
destes elementos para as diferentes amostras analisadas. Estes resultados podem
corroborar com informacéo que diz que a composicéo da agua de coco e da polpa depende
de fatores como a variedade da palmeira, grau de maturacdo e natureza do solo no qual o
fruto cresceu (SANTOSO et al., 1996).
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Figura 17. Concentracédo média (ug g*) dos analitos para os trés lotes avaliados em funcéo dos dias de analise (n=3).
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2.5.2.5.2 — Aplicacdo do procedimento em amostras de leite de coco

Para aplicacdo do procedimento de decomposicdo proposto empregando bloco
digestor, foram utilizadas 15 amostras de leite de coco. Os digeridos foram diluidos com
agua ultrapura em frascos volumétricos até 20,0 mL e aplicada correcdo por padrao interno
com itrio para a determinacdo de macro, micro e elementos traco. Os resultados estdo na
Tabela 15 bem como as faixas de concentracdo para todas as amostras.

O valor nutritivo do coco varia de acordo com seu estado de maturacao,
apresentando de maneira geral bom teor de sais minerais, como por exemplo, K, Nae P. O
elemento predominante em todas as amostras foi o K, seguido de Na, P, Mg e Ca. Segundo
a literatura, as concentragfes de K nos alimentos vegetais sdo muito mais elevados do que
de Na (BRODY, 1999).

O leite de coco industrializado se encaixa na categoria de alimentos com baixo teor
de Na (< 200mg/100g). Na etapa de producdo do leite de coco € permitido o uso de
conservadores, espessantes, acidulantes, estabilizantes e antioxidantes de acordo com a
legislacdo federal especifica. Porém, h&d que se considerar que o teor de sédio neste
alimento pode ser proveniente dos aditivos a base de sddio permitidos que séo, de acordo
com o rotulo de alguns fornecedores, o espessante, carboximetilcelulose sodica; os
conservantes benzoato de sodio e metabissulfito de sédio. Atualmente, tais substancias vém
sendo cada vez mais utilizadas pela indastria alimenticia, uma vez que é crescente a
demanda por alimentos quimicamente estaveis e seguros, de maior durabilidade. A amostra
SN apresentou um teor de sddio cerca de duas vezes maior que a média das demais
amostras.

Para avaliar a origem do teor de sédio, duas amostras de leite de coco (A e B)
obtidas a partir do coco seco, foram processadas de maneira artesanal. O teor de sédio
obtido foi pelo menos cinco vezes inferior comparado as amostras industrializadas. As
concentracdes médias dos demais analitos estdo expressas, juntamente com as outras
amostras, na Tabela 15.

Foi possivel observar que ha uma pequena diferenca na composi¢éo inorganica de
uma amostra tradicional para light. Isto pode ser creditado ao fato de ndo se tratar de
amostra de um mesmo lote e, alimentos light sédo aqueles que apresentam a quantidade de
algum nutriente ou valor energético reduzido quando comparado a um alimento
convencional. Sdo definidos os teores de cada nutriente e ou valor energético para que o
alimento seja considerado light (ANVISA).

A determinagéo de Pb e Cd em amostras de alimentos é dificil devido a fatores como
baixa concentracéo e efeito de matriz (OYMAK et al., 2009). Dentre os elementos As, Cd,
Co, Cr, Ni, Pb e Se, sO foi possivel quantificar Ni em algumas amostras e, a sua

concentracdo estava na faixa de 0,20 a 0,23 pg g™*. Considerando a temperatura maxima
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adotada no procedimento propostos, perdas por volatilizacdo sdo esperadas para elementos
volateis. Como mencionado por Sturgeon e Mester (2002) perdas de elementos volateis
estdo relacionadas com a complexidade da amostra, por exemplo, o tipo de ligac&o entre os
compostos de matriz e elementos. Para este estudo em especial ndo houve perda por
volatilizacdo, uma vez que foi possivel obter boas faixas de recuperacéo ao fazer o teste de
adicao.

Santoso et al. (1996) avaliaram o teor de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn em
amostras de coco verdes e maduros e em outra espécie amplamente consumida na
Indonésia. O teor de todos os analitos variou em fungéo do estagio de maturacéo, e faixa de
concentracdo (ug g™*) foi (300 a 2900) Ca; (6,19- 36,2) Cu; (25,6 - 43,6) Fe; (6800 - 44700)
K; (1200 - 4300) Mg; (16,4 - 42,9) Mn; (200 - 1000) Na; (1800 - 3900) P e (17,5 - 36,5) Zn .
Os autores relatam que essencialmente, a composi¢cao da agua de coco ou da carne varia,
dependendo de fatores como a variedade do coqueiro (palma), grau de maturidade e da
natureza do solo sobre o qual o de coco é cultivado.

A composicdo quimica de oleaginosas, dentre elas o coco, foi avaliada por
Rodushkin et al., (2008). A concentracdo média, em ug g*, para cada elemento determinado
foi de 80 para Ca; 11 para Cu; 31 para Fe; 9300 para K; 1550 para Mg; 30 para Mn; 380
para Na; 0,25 para Ni; 1900 para P e 18 para Zn.

Os resultados desses dois estudos sdo compativeis entre si e, mostram mais uma
vez que o potassio é o elemento majoritario no coco. No entanto, para as amostras de leite
de coco do presente estudo, os resultados foram inferiores, o que era de se esperar uma
vez que 0 coco é prensado para retirar o sumo e a fibra (bagaco) € destinada a fabricacao

de outro produto.
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Tabela 15. Concentracdo, em pg g™, para amostras de leite de coco decompostas em bloco digestor (média + desvio padréo, n=3).

Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn
BC 90,5+1,6 0,25+ 0,01 1,23 + 0,07 463+7 43,8+0,8 0,64 +0,02 365+4 116 +2 0,41+0,01
BP 453+2,9 1,64 +0,01 4,23+0,10 1655+14 213+2 1,83+ 0,02 528+1 353+10 2,22+0,04
CV, 61,4+0,14 0,691+0,004 1,88+0,03 738+16 87,1+19 1,278+0,003 572+28 340+8 0,55%0,06
DC, 10,11+150 0,52+0,08 2,14+0,28 551+9 77,2+0,8 1,20+0,04 3879 9%+1 099+0,13
DCy 20,4 +0,31 0,99 £+ 0,02 3,13+0,10 932+ 11 130+ 2 2,60 + 0,03 365+4 208+6 0,93+0,01
KC 15,6 + 0,6 0,15+0,01 0,91 £ 0,04 105+2 256+12 0,35+0,02 326 +7 125+1 0,37 £0,02
MN 9,46 £+ 0,34 0,309+0,007 1669+0,006 335+5 40,0+10 0,84+0,01 427 + 6 187+5 0,68 £0,02
QL 44,5 + 0,35 0,97 £ 0,02 570+£0,10 1540+27 199+2 2,60 + 0,03 484 +8 332+3 2,99+0,10
SB 140+1,1 0,60 + 0,04 1,40 £ 0,22 418+11 76,6+38 1,14+0,07 376 +18 276+11 1,16+0,07
SC, 53,9+0,7 0,84 + 0,03 3,07+0,13 1141+43 126 £ 4 1,67 £ 0,02 507+11 189+2 1,80+0,03
SC, 53,1+2,0 0,94 + 0,01 3,20+0,19 1067+52 121+4 1,63 +£0,02 468+14 180+6 1,75+0,04
SCt 44,6 + 0,19 1,50+ 0,01 4,88+0,18 1789+ 1 199+1 3,239+0,019 489+3 209 +2 3,091 + 0,004
SCr 50,3+0,9 1,57+ 0,01 490+0,03 1970+35 199+3 3,14 £ 0,02 669 * 6 226 +1 2,59+0,04
SN 88,9+04 0,448+0,002 1,49+0,04 654+5 67,3+3,0 0,754+0,003 1186+17 144+2 1,075+ 0,006
SY 107 +1 0,59 + 0,02 3,00+0,12 874+1 84,1+06 1,48+0,02 378+ 1 287+2 1,31+0,02
TQ 57,1+ 0,5 0,96 + 0,01 384+0,18 1237+14 1061 1,86 £ 0,01 563 + 6 193+2 2,07+0,01
A 308+1,4 1,37 £ 0,04 405+0,09 1183+57 1677 1,64+004 593+14 262+18 1,87+0,05
B 17,6 +0,2 1,45+ 0,04 577 £ 0,24 968 + 8 261+ 9 4,43 + 0,09 172 +2 3001 2,89 +0,07
FAIXA 9,46 - 107 0,15- 1,45 0,91-5,77 105-1970 25,6-261 0,35-3,24 59,3-1186 96-353 0,37 -3,09

Os indices L e T significam light e tradicional respectivamente
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De acordo com Tabela TACO (2011) a composicao quimica média do leite de coco
industrializado por 100 g de parte comestivel é 6,0 mg para Ca; 0,16 mg para Cu, 0,5 mg
para Fe; 144 mg para K; 17,0 mg para Mg; 0,24 mg para Mn; 44,0 mg para Na; 26,0 mg
para P e 0,3 mg para Zn. Com os resultados obtidos constata-se que ha uma variacéo
grande na composicdo quimica entre as amostras, sendo que, de um modo geral, amostra
SC é que apresenta maior teor dos elementos, seguida da amostra BP e as amostras MN e
KC apresentaram 0s menores teores para a maioria dos analitos. Entretanto, a média da

concentracao de todas as amostras esta de acordo com os dados desta tabela.

2.5.2.6 — Avaliacao de procedimento alternativo usando aquecimento em bloco

digestor e 0zdnio como agente oxidante auxiliar

O ozbnio pode ser empregado como agente oxidante auxiliar em procedimentos de
preparo de amostra, apresentando-se como uma alternativa, ao uso do peroxido de
hidrogénio. Porém €& um agente oxidante ainda pouco empregado na decomposicdo de
amostra, apesar de seu poder oxidante, de ser rapidamente obtido e com elevado nivel de
pureza e ser ambientalmente amigavel (SANTOS, 2009). O objetivo deste procedimento
alternativo foi avaliar o efeito da ozonizacdo na decomposicdo acida das amostras leite de
coco com aguecimento condutivo em bloco digestor. Este procedimento foi testado nas
amostras SCy e SC,

O procedimento BL2 com as quantidades de reagentes (Tabela 8) foi retomado, sendo
que antes de submeter a amostra ao procedimento de aguecimento, como descrito no item
2.4.4.2 deste capitulo, eram ozonizadas pela passagem de ar por um ozonizador Hailea
HLO-100, cujo fluxo era enderecado diretamente a 50 mL da amostra durante 1 h.

Com este procedimento alternativo foi possivel obter digeridos limpidos, ao contrario
do que foi apresentado na Figura 12. O teor dos analitos desta amostra foi comparado
agueles obtidos pelo BL1. Os resultados estdo mostrados na Tabela 16.

Estes resultados demonstraram efeitos benéficos da inclusao de etapa preliminar de
ozonizagdo para a decomposicdo da amostra, visto que os procedimentos BL1 e BL2
diferiam apenas pela ocorréncia dessa etapa. Por outro lado, 0 consumo de reagentes para
BL1 foi significativamente maior que para BL2. Os teores de carbono e acidez residual para
BL1 foram, respectivamente, de 0,105 + 0,009 % e 3,30 mol L™; enquanto que para BL2
esses foram de 0,088 = 0,009 % e 1,85 mol L™, respectivamente. Os resultados n&o

diferiram de forma significativa a 95% de confiancga.
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Tabela 16. Concentracdo em pg g™ para amostras de leite de coco decompostas pelos
procedimentos BL1 e BL2 (média + desvio padréo, n=3).

SCq
BL1 BL2 BL1 BL2
Elementos
(com ozbnio) (com ozbnio)

Ca 56,8 £ 5,4 58,4 +1,0 53,9+0,7 536 +1,4
K 1098 £ 51 1053 =+ 25 1141 + 143 1058 + 24
Mg 129+2 122+8 126 +4 120+ 3
Na 525+ 24 543 + 10 507 + 11 510 + 15
P 202 +5 19914 1892 186+ 2
Cu 0,89 £ 0,01 0,84 £ 0,04 0,83+0,04 0,84 + 0,03
Fe 3,29+ 0,10 3,48 £ 0,30 3,12+0,19 3,07+0,13
Mn 1,80 £ 0,02 1,83+ 0,03 1,64 + 0,02 1,67 £ 0,02
Zn 1,92+0,01 1,95 +0,02 1,80 + 0,03 1,83+ 0,06

Entretanto este procedimento ndo pode ser validado devido as dificuldades
relacionadas a repetibilidade. Os digeridos obtidos em estudos posteriores apresentaram, ao
final do procedimento, material fuliginoso e aglomerados de gorduras, ou durante a digestao
foi verificada projecdo das amostras, o que inviabilizou a continuidade desta investigacao.
Estudos complementares estdo em andamento de forma a se obter uma condi¢do adequada
para este procedimento.

Espera-se que a oxidagdo de compostos organicos com oxidantes como o 0z6nio
gere espécies mais facilmente biodegradaveis. O ozénio reage de forma direta com
moléculas orgénicas ou inorganicas por adicdo eletrofilica. O ataque eletrofilico pode
acontecer a atomos com uma densidade de carga negativa ou a ligagbes duplas ou triplas
do tipo C-C, C-N, N-N (CHIANG, 2006).

De acordo com a Tabela TACO (2011), a cada 100 g de leite coco contém 13,09 g de
acidos graxos saturados e 1,09 g de insaturados, ou seja, cerca de 1% dessa matriz é
constituida por compostos insaturados o0s quais o 0zonio poderia estar atacando. A Figura

18 traz a estrutura quimica dos acidos graxos presentes no leite de coco.
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Figura 18. Estrutura quimica dos acidos graxos presentes no leite de coco.

Com o uso do 0zdnio como agente oxidante auxiliar previamente antes de submeter
as amostras aos procedimentos de decomposi¢cdo ndo € esperado que o teor de matéria
organica diminua, no entanto, espera-se que grandes cadeias carbdnicas sejam convertidas

em espécies de menor cadeia, sendo assim, mais susceptiveis ao ataque acido.

2.5.3 - Consideracfes Finais

O procedimento para digestdo por via imida em bloco digestor de amostras de leite
de coco apresentou desempenho adequado, considerando o baixo teor de carbono residual
e, devido a sua simplicidade e baixo custo, € um procedimento alternativo que pode ser
aplicado a determinagcdo de macro e micro elementos empregando técnicas
espectroscopicas. O procedimento proposto se mostrou, preciso e exato quando aplicado a
material de referéncia certificado.

Foi necesséario adicdo de acido sulfarico para aumentar a temperatura do meio
reacional e poder decompor essa matriz em sistemas abertos que contém um alto teor de
acucar e gordura.

A composi¢do inorgénica diferiu entre as amostras analisadas o que pode ser
creditado ao fato de serem produzidas em diferentes estados, e deve-se considerar a
influéncia do tipo, estagio de maturacéo do coco, bem como solo no qual foi cultivado. Outro
aspecto para se levar em consideracao na diferenca dessa composicao é qualidade do leite
de coco comercializado. Dentre as amostras estudadas, as que tiveram maior teor

nutricional foram as que apresentaram maior valor agregado e o inverso também se aplica.
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2.6 — AVALIACAO DE PROCEDIMENTO ASSISTIDO POR MICRO-ONDAS

O uso da radia¢do micro-ondas veio acelerar a etapa de pré-tratamento de matrizes
organicas e inorganicas. A primeira utilizacdo da energia micro-ondas na area de preparo de
amostras foi em 1975 (ABU-SAMRA et al., 1975). Com a utilizac&do da radiacdo micro-ondas
como fonte de aquecimento, o tempo de digestdo de amostras é reduzido, pois nos sistemas
convencionais, a energia € transferida para a amostra por conduc¢éo e como os frascos sao
pobres condutores o processo de transferéncia é lento e, somado a isso ainda tem o fato de
gue as correntes de conveccao dentro da solucao fazem com que, apenas parte do liquido
se encontre ha temperatura ideal. No caso do sistema assistido por micro-ondas, a
transferéncia de energia ocorre quase que simultaneamente para todas as moléculas da
solucéo, acelerando o processo (OLIVEIRA, 2003).

A tecnologia voltada para o emprego das micro-ondas no preparo de amostra
visando a determinacdo elementar por espectroscopia atdbmica tem se mostrado bastante
interessante devido ao maior controle sobre o sistema (SNEDDON et al., 2006). Atualmente
os sistemas podem ser identificados como: fornos de micro-ondas em cavidade e com
micro-ondas focalizadas. Frequentemente os sistemas pressurizados sdo associados aos
fornos com cavidade e os sistemas a pressdo atmosférica, aos sistemas com micro-ondas
focalizadas.

A execucdo de procedimentos de digestdo sob pressdo e temperaturas elevadas
permite a utilizacdo de acidos diluidos sem perda na eficiéncia de digestdo (BIZZI et al.,
2010). No entanto, essa eficiéncia depende da composicao quimica original da amostra e da
temperatura utilizada durante o processo de digestdo. Quando acido nitrico concentrado é
empregado carboidratos sao rapidamente decompostos a 140 °C, enquanto as moléculas de
proteina sdo decompostos em 150 °C e lipidicas requerem cerca de 160 °C (GONZALEZ et
al.,2009). A utilizacdo de acidos diluidos em procedimentos de decomposi¢éo por via imida
em sistemas fechados tem despertado o interesse da comunidade cientifica (BlZZI et al.,
2010; CASTRO et al., 2009; GONZALEZ et al., 2009).

Acredita-se que o produto principal de reacdo, quando empregado &cido nitrico
concentrado é o NO,. Por outro lado, em solu¢des de &cido nitrico diluido h4 uma producéo
preferencial de NO. Neste caso, durante a oxidacdo da matéria organica pelo &cido nitrico,
NO é produzido e reage com O, na fase gasosa gerando NO,. Depois, o0 NO, formado pode
ser reabsorvido na fase liquida levando a formacdo de NO3; e HNO,. Este ciclo de reacéo
prossegue até o completo consumo do O, na fase gasosa (KRUG, 2008).

Uso de acidos diluidos para digestdao de materiais de plantas em forno de micro-
ondas com cavidade foi avaliado por Araudjo et al. (2002). Uma vantagem adicional é a
menor quantidade de residuo gerado quando se trabalha com solugdes de acido diluido.

Varios parametros sao relevantes quando um sistema fechado assistido por micro-ondas é
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promovido a: massa da amostra, tipo de acido, o volume de reagentes, as concentracdes
mistura oxidante, temperatura, pressao e tempo de aguecimento. Procedimentos em que se
usa baixo volume de &cidos ou soluc@es diluidas de &cido geralmente exigem H,O, como
agente oxidante auxiliar. A adicdo de peréxido de hidrogénio tem sido investigada, e uma
diminuicdo em ambos os residuos solidos e o RCC foi observado para digeridos de

amostras obtidas usando um maior volume deste reagente.

2.6.1 — Estudos preliminares de digestdo em forno de micro-ondas com cavidade

Neste trabalho foi estudado o efeito de duas concentracdes acidas no programa de
digestdo de amostras de leite de coco em forno de micro-ondas com cavidade. Os estudos
preliminares foram feitos com a amostra SC. Testou-se duas concentragfes para o0 acido
nitrico (12,2 e 6,2 mol L™) sendo considerada a diluicdo com H,0, e H,O. Em todos os
frascos foi adicionado 1,0 mL de H,O, 30% (v v') de modo que volume total de reagentes
foi fixado em 8,0 mL para todos os experimentos. O programa de aquecimento descrito na
Tabela 7 do item 2.4.4.2 foi aplicado para as duas condi¢gbes investigadas. As
determinagfes de C, Ca, Cu Fe, K, Mg, Mn Na, P e Zn foram realizadas empregando ICP
OES. A acidez residual foi determinada através de titulacdo acido-base, utilizando uma
solugcédo de NaOH padronizada.

O forno de micro-ondas com cavidade empregado nos experimentos usa alta
pressao e recipientes fechados e é adequado para os procedimentos de lidar com massas
de amostra orgénica normalmente inferior a 0,5 g para evitar a presséo excessiva e efeitos
indesejaveis (COSTA et al., 2009).

2.6.2 — Apresentacdo e discusséo dos resultados

2.6.2.1 — Acidez residual e teor de carbono residual

A eficiéncia do procedimento foi avaliada através da acidez e do teor de carbono

residual dos digeridos e os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17. Acidez e teor de carbono residual apés decomposicdo em forno de micro-ondas
com cavidade (n=3).

Acidez inicial RCC Acidez residual Consumo de HNO;
(mol L™ (%mm™ (mol L™ (%)
12,2 11,24 + 2,33 6,04 + 0,08 49,5
6,2 16,16 £ 1,10 3,56 + 0,56 57,8
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A acidez titulavel residual média do procedimento de digestdo com HNO;z; 6,2 mol Lt
foi cerca de 40% menor que o valor obtido para o procedimento com acido concentrado 12,2
mol L. Os teores médios, % m m™, de RCC ndo variaram significativamente. Apesar da
maior concentracdo de carbono nos digeridos do procedimento com HNO; 6,2 mol L7,
aplicando-se o0 teste t pareado, ndo foi observada diferenca significativa para a

determinag&@o multielementar nas duas concentragdes acidas estudas (Figura 19).
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Figura 19. Concentracdo média, em pg g*, para amostras “SC” de leite de coco
decompostas em forno de micro-ondas com cavidade.

A reducdo de volumes de amostra e de reagente é uma tendéncia na analise
instrumental. Isto é (til para evitar ataque quimico de pecas dos equipamentos, como por
exemplo, o nebulizador, cAmara de nebulizagdo e tocha em ICP OES. Assim, a digestédo da
amostra deve ser adequada de acordo com a técnica analitica empregada (ARAUJO et al.,
2002). Para a digestdo das amostras em forno de micro-ondas com cavidade foi adotada a
concentracdo de 6,2 mol L™ de HNO..
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Idealmente, um procedimento mostra-se eficiente para a decomposicao
considerando que baixos valores para o teor de carbono residual sejam obtidos. Levando-se
em consideracdo o percentual de carbono residual obtido para as amostras digeridas no
bloco digestor esse foi na faixa de 100 a 500 vezes menor comparado aquele obtido no
procedimento com forno de micro-ondas com cavidade (Tabela 18), entretanto, os teores de
RCC obtidos na digestéo assistida por micro-ondas néo foram interferentes na quantificacédo

dos analitos.

Tabela 18. Valores médios (n = 3) de RCC (% m m™) obtidos nos procedimentos de
digestao de leite de coco em bloco digestor e forno de micro-ondas com cavidade.

RCC
Amostras MW BL
BC 3,37 +0,23 0,03+0,01
BP 15,40+ 1,26 0,11 + 0,02
CV, 10,08 + 0,27 0,04 £ 0,01
DC 14,34 + 0,95 0,03 £ 0,01
KC 3,41 £ 0,27 0,04 +£ 0,01
MC 9,88+ 0,54 0,03+0,01
MN 6,95 + 1,26 0,07 £ 0,02
QL 10,80 + 1,48 0,04 £ 0,01
SB 3,45+ 0,35 0,013 + 0,001
SC 15,81 + 0,98 0,15+ 0,02
SN 9,76 £ 0,62 0,05+ 0,01
SY 5,67 + 1,30 0,012 + 0,001

Gouveia et al., (2001) relatam que concentracdes elevadas de carbono residual
podem causar interferéncia nhas medidas do ICP OES, devido aos efeitos de auto-absorc¢éo,
entretanto, digestdes assistidas por micro-ondas de amostras de figado bovino e soja
resultaram em digestdes parciais da fragdo organica, mesmo assim néao foi verificado este

tipo de interferéncia.

2.6.2.2 — Validacao do procedimento proposto empregando forno de micro-ondas

Para a validacdo do procedimento proposto foram determinados os seguintes
parametros de desempenho: efeito de matriz, limites de deteccdo e de quantificacdo, faixa

linear de trabalho, precisdo e exatidao.
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2.6.2.2.1 — Avaliacao do efeito de matriz

A presencga de compostos organicos na amostra afeta imediatamente as condigcoes
de equilibrio do plasma (THOMPSON, 2002). Portanto, os efeitos de matriz podem
influenciar a seletividade da técnica. A avaliacdo € feita por comparacdo dos coeficientes
angulares das curvas analiticas usuais e os coeficientes das curvas de adicdo de analito
empregando testes estatisticos.

Foram preparadas curvas analiticas em HNO; 3,5 mol L™ na faixa de concentracéo
de 0,1 a 4,0 mg L™ para os microelementos e 0,5 a 30,0 mg L™ para os macroelementos. A
comparacao das inclinacdes obtidas com as curvas analiticas usuais e as curvas que usam
a adicdo do analito ndo indicou nenhuma diferenca significativa, no nivel da confianca de
95%, ndo sugerindo efeito de matriz para o Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn. Os

coeficientes angulares estdo mostrados na Tabela 19.

Tabela 19. Coeficientes angulares das curvas analiticas de calibracdo para o estudo do
efeito de matriz usando solu¢des padrdo em &cido nitrico e nos digeridos SC e MN
empregando-se ICP OES.

Solucgéo padrdo em Adicdo de analitos na solucéo da
acido nitrico matriz

Analitos SC MN
Ca 2x10° 2 x 10° 2x10°
Cu 23733 24298 22742
Fe 31453 32413 31539

K 9224 9609 9455
Mg 366713 328368 375654
Mn 132369 134768 129307
Na 89166 89820 88030

P 1060 1094 1089
Zn 27891 28607 27670

2.6.2.2.2 — Limites de deteccdo e quantificacéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados considerando o desvio
padrdo relativo para as intensidades de 10 ensaios do branco analitico submetidos aos
procedimento de preparo tal qual como as amostras. Os valores de LOD e LOQ para a

determinacé&o por ICP-MS e ICP OES e estdo nas Tabelas 20 e 21, respectivamente.
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Tabela 20. Estimativa dos limites e detecgao e quantificagao para ICP-MS.

Analitos LOD (ng g™ LOQ (ng g™
As 1,5 5,2
Cd 0,7 2,2
Co 3,8 12,7
Cr 15,3 50,9
Cu 3,6 12,1
Mn 13,3 441
Ni 2,7 8,9
Pb 49 16,2
Se 0,8 2,6
Zn 32,5 108,4

Tabela 21. Estimativa dos limites e deteccéo e quantificacdo para ICP OES.

Analitos LOD(mgL") LOQ(mgL") LOD(ugg') LOQ (ugg?

As 0,009 0,031 0,366 1,221
Ca 0,043 0,142 1,708 5,695
Cd 0,003 0,008 0,100 0,334
Co 0,006 0,018 0,220 0,734
Cu 0,001 0,004 0,040 0,155
Fe 0,006 0,021 0,248 0,825
K 0,079 0,264 3,160 10,54
Mg 0,026 0,086 1,029 3,430
Mn 0,002 0,006 0,075 0,250
Na 0,028 0,094 1,125 3,750
Ni 0,001 0,004 0,045 0,150
P 0,058 0,195 2,336 7,787
Pb 0,004 0,013 0,158 0,526
Se 0,022 0,073 0,880 2,933
Sn 0,016 0,055 0,656 2,187
Zn 0,005 0,017 0,200 0,669

Estes limites, em mg L™, foram menores que aqueles obtidos pelo procedimento de
decomposicdo em bloco digestor. Isto se deve ao fato de que, quanto menor a quantidade
de reagentes utilizados, menor sera o branco analitico podendo alcangar assim menores

limites de deteccédo e quantificacéo.
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2.6.2.2.3 — Faixalinear de trabalho

A faixa linear de trabalho para os elementos Cu, Fe, Mn e Zn considerando detecgao
por ICP OES correspondeu desde o limite de quantificacdo para cada analito a 5,0 mg L™ e
para Ca, K, Mg, Na e P a faixa linear de trabalho foi até 50,0 mg L™. Para os elementos As,
Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Pb esse, considerando a deteccdo por ICP-MS a faixa linear
correspondeu a faixa entre o limite de quantificaco a 20,0 pg L™.

2.6.2.2.4 — Precisao

A precisao foi avaliada em termos de repetitividade, realizando-se dez ensaios dos
procedimentos propostos para a digestdo de leite de coco e avaliando coeficientes de
variagdo em percentual. As amostras SC e MN foram empregadas nestes ensaios. Foram
obtidos valores de CV menores que 4,5% para todos os analitos nas amostras analisadas,
com excecao do Mn (6,2%) para a amostra MN considerando a deteccdo por ICP OES
(Tabela 22).

Tabela 22. Coeficiente de variacdo para os analitos apos deteccado por ICP OES.

CV (%)
Analitos SC MN
Ca 2,9 4,1
Cu 4,1 2,3
Fe 3,6 4,5
K 2,6 4.4
Mn 3,7 6,2
Mg 2,7 2,7
Na 2,7 2,5
P 3,0 2,8
Zn 3,1 2,7
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2.6.2.2.5 — Exatidao

E possivel avaliar a exatiddo de um método através das comparacdes com método
independente. A exatiddo do método proposto foi verificada por comparacdo com o0s
resultados obtidos por decomposicdo em bloco digestor e testes de adicdo e recuperagéo
dos analitos para a estimativa de recuperagdo, através da adicdo de quantidades
conhecidas dos mesmos, em trés niveis de concentracéo: 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™ de forma a
abranger a faixa de concentracéo dos analitos na matriz.

No capitulo anterior, de acordo com testes estatisticos, percebeu-se que ha uma
possivel diferenca na composicdo quimica do leite de coco em diferentes lotes, sendo
assim, tomou-se o cuidado de usar a mesma amostra nos dois procedimentos para a
validacao.

Seis amostras de leite de coco foram digeridas em forno de micro-ondas como
descrito no item 2.4.4.2 e os resultados foram comparados com aqueles obtidos na
decomposi¢do em bloco digestor. Os analitos foram determinados por ICP OES para ambos
os procedimentos. A Tabela 24 mostra o teor médio para os analitos determinados e, de
acordo com testes estatisticos ndo houve diferenca significativa na concentracdo de todos
0s elementos, exceto Mn para as amostras BP e MC, a 95% de confianca.

A amostra selecionada para os testes de adicao e recuperacao foi a SC. As aliquotas
das solucdes estoque dos analitos foram adicionadas ao meio reacional antes da execucgao
do procedimento de decomposicdo, de forma a fazer um acompanhamento de todas as
etapas do processo analitico.

A Tabela 23 contém os valores obtidos para o percentual de recuperagdo nos trés
niveis de concentracdo para as determinacdes por ICP OES. De acordo com 0s percentuais
obtidos, 92 a 107%, pode-se concluir que o procedimento proposto é eficiente e adequado

para a determinacdo destes elementos em amostras de leite de coco.
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Tabela 23. Teste de adicdo e recuperacdo em trés niveis de concentracdo para
microelementos com detecgé&o por ICP OES (n=3).

Recuperacao (%)

Niveis de concentracéo (mg L™

Analitos
0,5 1,0 2,0
As 101 +3 106 + 4 103+1
cd 99 +2 104 +1 102 +1
Co 99 + 2 105+ 1 98 +1
Cr 100 £ 2 106 + 1 100+ 1
Cu 101 +1 107 +1 92+1
Fe 102 +1 107 £ 2 102 +1
Mn 101 +2 103 +1 96 +1
Ni 100+ 1 104 +1 98 +1
Pb 101 +1 107 +1 102 +3
Se 99 +2 104 +1 96 + 3
7n 108 + 1 104 +1 102 +1
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Tabela 24. Comparacéo da concentracdo média, em pg g, para amostras de leite de coco decompostas em bloco digestor (BL) e em forno de
micro-ondas com cavidade (MW) (n=3).

Elementos (ug g™)

Amostras Proc. Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Se Zn
BL 453+29 1,64 £ 0,01 4,23+ 0,10 1655+14 213%2 1,83+ 0,02 528+1 353+10 < 0,57 2,22 +0,04
BP MW 447+ 1,7 1,57+ 0,12 3,81 +0,19 1688+ 8 214+ 8 3,57+0,10 5237 349+8 < 2,60* 2,41+ 0,12
BL 61,4+0,14 0,691 + 0,004 1,88 £ 0,03 738+16 87,1+19 1,278+0,003 572+28 340%8 < 0,57 0,55+ 0,06
VL MW  625+0,01 0,612+ 0,013 1,44+ 0,14 734+14 865+3,8 1,351+0,024 576+11 344%2 < 2,60* 0,59+0,01
BL 20,4 +0,31 0,99 + 0,02 3,13+0,10 932 +11 130+ 2 2,60 + 0,03 365+4 208 £ 6 < 0,57 0,93+0,01
DCr MW 20,1 +0,53 0,94 + 0,04 3,11 + 0,06 943 + 14 125+ 2 3,03 + 0,07 376 + 4 210+ 3 < 2,60* 1,02+ 0,01
BL 51,5+0,3 0,80 + 0,05 2,67 +0,18 1090+ 24 113+4 1,73+0,01 501+14 2087 < 0,57 0,77 + 0,02
Me MW 514+14 0,77+0,01 2,76 £ 0,04 1041 +13 1073 2,10+ 0,01 574+ 3 211+4 0,052+0,002 0,73 0,05
BL 946+0,34 0,309+0,007 1,669+0,006 335+5 40,0+1,0 0,84+0,01 427+6 1875 < 0,57 0,68 £ 0,02
MN MW 9,95+ 1,05 0,265+ 0,022 <0,82 343+22 40,7+2,2 0,86 0,06 428 + 3 186+ 6 <2,60* < 0,67
BL 446 +0,2 1,50 = 0,02 4,88 + 0,18 17892 199+1 3,23+ 0,03 490+ 3 209 £ 2 < 0,57 3,86 + 0,09
SCr MW 45,1+0,5 1,54 + 0,04 4,87 +£0,48 1781+12 202+4 3,88+ 0,45 490+ 6 213+6 0,351+0,039 3,79+0,04

Em destaque os analitos que foram quantificados por ICP-MS.

Os indices L e T significam light e tradicional respectivamente.

* Este limite esta expresso em ng g™
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2.6.2.3 — Aplicagcdo do procedimento de digestdo em forno de micro-ondas com
cavidade

O procedimento para decomposicdo de amostras de leite de coco industrializado em
forno de micro-ondas com cavidade utilizando &cido nitrico diluido (6,2 mol L™) foi
empregado para avaliar a composicdo multielementar de 25 amostras, além das seis
amostras que foram empregadas para a validacdo do método, comercializadas na cidade de
Salvador, BA. No conjunto das 25 amostras, 18 foram aplicadas na analise quimiométrica
considerando a disponibilidade comercial de embalagens diferentes para um mesmo
fornecedor.

Os resultados para as concentragdes dos analitos, expressos como média e desvio
padréo de trés replicatas, considerando deteccdo por ICP OES e ICP-MS, estdo mostrados
na Figura 20 e na Tabela 25 a seguir.
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Figura 20. Concentracdo média, em ug g™, para Cr, Ni e Pb apds deteccdo por ICP-MS
(n=3).
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Tabela 25. Concentragdes (ug g™) de macro e microelementos presentes no leite de coco com deteccdo por ICP OES e ICP-MS apos
decomposic¢do em forno de micro-ondas com cavidade (média + desvio padrdo, n=3).

Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Se Zn

BC 118+ 1 <0,14 <0,82 768+4 76,0+£2,0 <0,25 471 x4 206 £ 2 <2,93 < 0,67
BP 447+ 1,7 1,57 +£0,12 3,81+0,19 1688 £ 8 214+ 8 3,57+£0,10 523+7 349+8 < 2,60* 241+£0,12
CVL 62,5+0,01 0,612+0,013 1,44+0,14 734+£14 86,5+£3,8 1,351+0,024 576+11 344 + 2 < 2,60* 0,59+ 0,01
DCt 20,1+£0,53 0,94 +0,04 3,11 £ 0,06 943 £ 14 125+ 2 3,03 £ 0,07 376 £ 4 210+ 3 < 2,60* 1,02 £ 0,01
KC < 5,70 <0,14 <0,82 310+£1 554+24 0,899+0,054 420+1 168,5+0,5 <2,93 < 0,67
MC 51,4+£1,4 0,77+0,01 1,38 £ 0,01 1028+23 1101 0,27 £0,01 574+ 3 2114 0,052 + 0,002 0,75+ 0,02
MN 9,95+£1,05 0,265+ 0,022 <0,82 343+£22 40,722 0,86+0,06 428 + 3 186+ 6 < 2,60* <108*
QL 40,6 £ 2,5 1,51 £ 0,04 6,2+0,3 1835+33 2914 3,03 £ 0,05 574+ 7 287 t4 0,161 + 0,023 2,65 £ 0,08
SB <5,70 <0,14 <0,82 5499+9 895+10 0,65%x0,03 514 £ 11 2884 <293 <0,67
SCL 53,9+0,7 0,96 = 0,02 3,09 0,49 998 + 30 125+ 4 1,03 £ 0,04 545 £ 16 194+ 6 0,351 + 0,039 1,58 + 0,08
SCq 459+ 0,14 1,54 + 0,04 4,87 + 0,48 1781+ 7 201+2 3,881+0,003 490x6 213+6 0,108 + 0,007 3,00+ 0,48
SN 89,2+1,8 <0,14 1,22 + 0,04 754+13 63,0+£0,2 <0,25 1275 £ 29 145+ 3 <293 <0,67
SY 106 £ 2 0,548 + 0,006 1,62+0,14 1110+ 7 132+ 2 1,04 £ 0,03 5877 236 £5 0,168 £ 0,036 0,330 £ 0,005

Em destaque os analitos que foram quantificados por ICP-MS.

Os indices L e T significam light e tradicional respectivamente.

* Limites expressos em ng g™.
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As concentracfes obtidas para os analitos estudados estiveram nas faixas (g
g?): Ca (20,1 — 118), Cu (0,265 — 1,57), Cr (0,061 — 0,493), Fe (1,22— 6,2), K (310 —
1835), Mg (40,7 — 201), Mn (0,27 — 3,88), Na (376 — 1275), Ni (0,06 — 0,19), P (145 —
349), Pb (0,022 - 0,27), Se (0,052 — 0,351) e Zn (0,33 — 3,00). As concentracdes para
As, Cd e Co estiveram abaixo do LOQ obtido para o método proposto. Na amostra SN
o teor de sddio foi cerca de duas vezes maior que a média encontrada nas demais
amostras.

Arsénio, Pb e Cd séo elementos toxicos e causam efeitos adversos a saude
humana e sua presenga generalizada no ambiente vem de atividades antrOpicas
(VINAS et al., 2000). No Brasil, em 1990, o Ministério da Saude reviu os niveis de
toler&ncia para chumbo em alimentos; diminuiu os niveis de aceitabilidade de chumbo
de 8,0 mg Kg™ para 0,8 mg Kg™ para a maioria dos alimentos (Brasil, 1990). Para o
cadmio a legislagéo brasileira estabelece como limite maximo de tolerancia 1,0 mg Kg°
! (ANVISA, 1998). Todavia as concentracdes encontradas para estes elementos nas
amostras de leite de coco ndo oferecem risco a saude dos consumidores. A presenca
de contaminantes inorganicos no leite de coco pode ser explicada por uma potencial
contaminacdo durante o cultivo, transporte, condicdes de armazenamento e/ou
durante o processamento industrial.

A maioria das frutas e os vegetais sdo fontes pobres de selénio, mas o coco
pode ser uma boa fonte deste elemento. Na determinacdo de Se um problema
frequentemente encontrado € a sua baixa concentracdo, sendo necessario o uso de
técnicas sensiveis e seletivas (ALEIXO et al.,, 2000). Na maioria das amostras
analisadas o teor de selénio estava abaixo do limite de quantificacdo tanto do ICP
OES quanto do ICP-MS.

A ANVISA define valores constantes para a ingestao diaria recomendada (IDR)
de proteinas, vitaminas e minerais que devem ser consumidos para atender as
necessidades nutricionais (ANVISA, 2004). Os valores de IDR para alguns elementos

em adultos estdo mostrados na Tabela 26.
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Tabela 26. IDR de nutrientes para adultos.

Elementos IDR para adultos

Ca 1000 mg

Cu 900 pg

Cr 35 g

Fe 14 mg

Mg 260 mg

Mn 2,3 mg

P 130 mg

Se 34 ug

Zn 7 mg

Avaliacdo de quanto o leite de coco pode contribuir para esta ingestdo diaria
ndo é€ trivial, pois este alimento ndo é consumido separadamente, ainda assim uma
porcdo de aproximadamente 200 gramas, embalagem mais comumente
comercializada, contribui para o IDR com 1% de Ca; 1,4% de Cr; 30% de Cu; 7% de
Fe; 13% de Mg; 21% de Mn; 40% de P; 1% de Se e 9% de Zn.

2.6.2.4 — Aplicacdo de ferramentas estatisticas em amostras de leite de coco

ap6s decomposicédo assistida por micro-ondas

A aplicagdo de ferramentas estatisticas como, por exemplo, a analise por
componentes principais e a analise hierarquica de agrupamentos é de fundamental
importancia para melhor explorar e entender a grande quantidade de dados numéricos
gue vém sendo gerados com o aperfeicoamento das técnicas instrumentais. Desta
forma, analises quimiométricas exploratérias utilizando dados obtidos por técnicas
espectrométricas como o ICP OES, tém sido amplamente empregadas como
ferramenta para a discriminacdo entre conjuntos de amostras.

Os métodos quimiométricos para reconhecimento de padrdes néo
supervisionados tém como objetivo identificar classes ou agrupamentos naturais dos
dados sem a imposicdo prévia de relacdes entre estes, independente do alvo da
modelagem, a exemplo a PCA e HCA. Nos métodos supervisionados o conhecimento

das classes é usado para desenvolver um modelo, com o objetivo de classificar futuras
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amostras (BEEBE et al.,1998). Os métodos multivariados PCA e HCA possuem
fundamentos tedricos bem diferentes, podendo ser aplicadas independentemente e de
forma complementar. Podem ser empregados quando o interesse € verificar como as
amostras se relacionam, isto €, o quanto as amostras se assemelham, segundo as
variaveis selecionadas. Muitos trabalhos recentes empregaram estes métodos para a
classificacéo de alimentos usando a composicdo mineral em termos de macro, micro e
elementos traco (FERNANDEZ-TORRES et al., 2005; DE SOUSA et al., 2006; FILHO
et al., 2007; ANUNCIACAO et al., 2011).

Foram adquiridas 18 amostras com a seguinte distribuicdo: 6 amostras de cada
marca, trés no total e, dentro desse conjunto, 3 tinham embaalgem tetra pak e 3 de
garrafas de vidro. Todas as 18 amostras eram de diferentes lotes. Uma vez que nao
houve diferenga significativa, em termos de concentracdo dos analitos, para o
procedimento executado no bloco digestor em relagdo forno de micro-ondas com
cavidade; optou-se por fazer o estudo estatistico neste em fungcéo das vantagens de
menor quantidade de amostra bem como reagentes.

Neste trabalho foi empregada a analise exploratéria preliminar dos dados
obtidos, utilizando-se da analise de componentes principais para indicar a existéncia
de alguma separagdo das amostras de leite de coco de diferentes fornecedores e
embalagens. Cada amostra foi caracterizada por um conjunto de varidveis:
concentracdo dos metais analisados, 0s quais constituem seus descritores quimicos.

A determinacgédo de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn foi realizada por ICP
OES. Esses nove analitos foram selecionados como variavéis. Para as amostras, foi
construida uma matriz de dados de 9 colunas e 54 linhas. Para os conjuntos de
amostras cada réplica foi considerada como amostra a fim de aumentar a
representatividade das amostras e diminuir erros que sdo gerados aleatoriamente. Os
resultados foram separados de acordo com o fornecedor de cada amostra e a analise
de dados foi executada usando o software Statistica 7.0. O método empregado para o
pré-processamento foi o auto-escalonamento uma vez que havia diferentes ordens de
magnitude de concentracdo dos elementos, além de todas as variaveis possuirem
igual importancia em se tratando da possibilidade de discriminar as amostras.

A Tabela 27 representa 0s pesos das variaveis originais nas trés primeiras
componentes principais e as variancias explicadas por cada componente. De acordo
com os dados pode-se observar que as duas primeiras componentes descrevem

94,25% da variancia total dos dados.
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Tabela 27. Pesos das varidveis para as duas primeiras componentes principais.

Variavel PC1 PC 2

Ca -0,943314 0,144740

Cu -0,960440 -0,203374

Fe -0,933541 -0,254713

K -0,972933 0,099292

Mg -0,972036 -0,195006

Mn -0,904713 0,208550

Na -0,926658 0,336891

P -0,969769 -0,223572

Zn -0,946086 0,111490
Variancia total (%) 89,87 4,38
Variancia acumulada (%) 89,87 94,25

Todos o0s elementos analisados sao varidveis dominantes na primeira
componente principal (PC1) que representa 89,87% da variancia total. Tais elementos
estdo correlacionados e apresentam peso negativo. Tendo como base a segunda
componente principal (PC2), observa-se, na Tabela 27, que esta componente €&
responséavel por apenas 4,38% da variancia total. De acordo com a informagéo obtida
a partir desta componente, verifica-se que as variaveis Ca, K, Mn, Na e Zn apresentam
peso positivo estando correlacionados. Ja os elementos Fe, Mg, P e Cu estao
correlacionados apresentando peso negativo e estdo anticorrelacionados com o0s
anteriores. A segunda componente principal ndo apresenta habilidade classificatoria,
logo as informacdes a seguir serdo abordadas em relagdo a primeira componente
principal.

O gréfico de escores apresentado na Figura 21 representa as duas primeiras
componentes principais (PC1 x PC2). Verifica-se que ha uma formacé&o de trés grupos.
Fazendo-se uma interpretagdo simultanea dos graficos de pesos e escores, tem-se
gue quanto mais negativos forem os valores de escores para as amostras, maiores
serdo os teores dos analitos de peso negativo. Desta forma, observa-se que as
amostras “SC” apresentam maiores concentragdes dos elementos estudados, seguida
pelas amostras “DC” e depois “MN”. E possivel perceber uma separagdo sutil no tipo
de embalgem para as trés marcas. As amostras de garrafa apresentam uma tendéncia
de uma menor concentracdo dos analitos, uma vez que as amostras GS e GD tendem
para o lado de score positivo em PC1. A este comportamento pode ser creditado que

haja uma possivel adsor¢édo dos elementos no vidro.
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Figura 21. Gréfico de Scores PCl x PC2 para as amostras de leite de coco
analisadas.

A avaliacdo dos dados obtidos neste trabalho através da andlise de
agrupamento hierarquico foi realizada com base nos dados auto-escalonados, assim
como na PCA. Empregou-se o método de Ward's com distancias Euclidianas para
calcular as distancias entre os pontos e as similaridades entre as amostras. O
procedimento de aglomeracéo hierarquica foi empregado para estabelecer os grupos
de amostras. A Figura 22 apresenta o dendrograma obtido a partir da HCA das
amostras analisadas.

Os resultados obtidos a partir da PCA foram corroborados pela HCA onde se
observa a formacéo de trés grupos, cada um deles correspondente a um fornecedor.
As amostras MN se assemelham as amostras da marca DC e, gue quanto menor for a

distancia entre as amostras maior a similaridade entre elas.
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Figura 22. Dendrograma obtido para amostras de leite de coco submetidas a HCA.

Os valores de concentracdo determinados, bem como a ferramenta estatistica
utilizada foram capazes de demonstrar tendéncia de separacdo das amostras. As
técnicas de PCA e HCA demonstraram que, em relacdo aos elementos determinados,
h& diferenca da composicao mineral do leite de coco em funcdo da marca e tipo de

embalagem.

2.6.2.5 - Avaliagdo de procedimento alternativo usando forno de micro-ondas

com cavidade e oz6nio como agente oxidante auxiliar

O objetivo deste procedimento alternativo foi avaliar a utilizacdo de 0zdnio em
substituicdo ao peroxido de hidrogénio, uma vez que o produto da decomposi¢do
deste é atrativo no aspecto ambiental e pode levar a um nivel menor de contaminagéo.
A ozonizagéao prévia de 30 mL de amostra de leite de coco foi feita por um ozonizador
durante 15 minutos. ApoOs esta etapa cerca de 500 mg desta amostra foram
submetidas ao programa de aquecimento como descrito no item 2.4.4.2 em forno de

micro-ondas com cavidade. Os resultados foram comparados com o0s obtidos
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empregando o procedimento com &cido nitrico diluido validado neste capitulo, em
termos da capacidade de extracdo dos analitos e estdo mostrados na Tabela 28. Este
procedimento foi aplicado na amostra SC. Os digeridos obtidos apresentaram-se
limpidos. Os teores de acidez e de carbono residual para ambos os procedimentos
estdo na Tabela 29.

Tabela 28. Concentracdo média (ug g*) para os dois procedimentos em forno de
micro-ondas com cavidade. (n = 3)

Analitos HNO;3; + H,0, HNO; + O,
Ca 49+ 3 50+ 2
Cu 1,18+ 0,01 1,31+ 0,04
Fe 57+04 5,20 + 0,08
K (178 + 2)x10 (160 £ 5)x10
Mg 224 + 4 224 +3
Mn 2,1+0,2 2,2+0,1
Na 522 +7 500+ 7

P (53 £ 1)x10 (48 £ 2)x10
Zn 34+0,1 3,64 £ 0,08

Tabela 29. Teores de acidez e de carbono residual para os dois procedimentos (n=3).

Parametros HNO; + H,0, HNO; + O3
RCC % (m m™) 8,8+0,6 16 +1
Acidez (mol L™ 40+0,4 41+0,4

Foi possivel quantificar os analitos de interesse com o procedimento onde se
aplicou o ozénio. Testes estatisticos indicaram que houve diferenca significativa entre
os dois procedimentos para Cu, Fe, K e P, a 95% de confianca. Esta diferenca pode
ser creditada a heterogeneidade da amostra de leite de coco; definida na literatura
como uma emulsdo, e que na trata-se uma suspensdo, uma vez que cerca de 5 g de
sélidos estdo presentes a cada embalagem de 200 g. Desta maneira, o 0zénio pode
ser usado para substituir de forma eficiente o peréxido de hidrogénio para
determinacdo de Ca, Mg, Mn, Na e Zn. No entanto, mais estudos sao necessarios
para se estabelecer procedimento alternativo usando forno de micro-ondas com

cavidade e 0z6nio como agente oxidante auxiliar.
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Santos (2009) avaliou o efeito da associacdo de 0zbénio a solucdes de HNO;
para a decomposicdo de diferentes matrizes biologicas em sistema fechado e
auxiliado por micro-ondas. Solu¢des de &cido nitrico foram ozonizadas por 10 minutos
e em seguida repousadas pelo mesmo intervalo de tempo, estas por sua vez foram
empregadas para a digestdo de cerca de 250 mg de amostras em forno de micro-
ondas com cavidade onde o volume final da mistura oxidante, quer com O3z ou H,0O,,
foi de 8 mL. Como forma de avaliar a eficiéncia de decomposi¢do da matéria organica
aspectos visuais dos digeridos e teor de metais extraidos em diferentes condi¢cfes de
digestdo foram empregados. Este trabalho foi aplicado a amostras de alimentos para
avaliar o teor de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Os resultados indicaram que a extragdo dos
metais foi eficiente para 95% de confianca, exceto para Zn e, que 0 0zonio substituiu
com vantagens o H,O, como agente oxidante auxiliar, quando se comparou 0s teores

dos elementos traco e acidez residual.

2.6.3 — Consideracdes Finais

O sistema desenvolvido para digestdo de amostras de leite de coco com acido
nitrico diluido em forno de micro-ondas com cavidade mostrou-se exato, preciso e
robusto para a determinacdo multielementar de macro e micro-elementos por ICP OES
e ICP-MS. E uma alternativa promissora ao preparo de amostras, uma vez que
promove um menor consumo de reagente, uma maior seguran¢a operacional e
minimiza a geragao de residuos, considerando a menor acidez residual dos digeridos.

A utilizacdo das técnicas de reconhecimento de padrées PCA e HCA para os
resultados obtidos nas amostras de leite de coco comercializadas em
estabelecimentos da cidade de Salvador, BA, permitiu observar diferencas entre os

trés fornecedores em termos da concentracdo dos constituintes inorganicos.
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2.7 — AVALIACAO DE PROCEDIMENTO DE EXTRACAO ASSISTIDA POR
ULTRASSOM

A busca por novos procedimentos que sejam rapidos, de facil execucgéo e
gue demandem menores quantidades de reagentes, tem sido um dos grandes
propulsores da pesquisa na area de Quimica Analitica nos ultimos anos. Neste
aspecto, processos de lixiviagdo baseados na extracdo de um ou mais elementos por
um &cido e/ou por um agente oxidante sdo Uteis, pois implicam na solubilizacdo dos
analitos no solvente de lixiviagdo, sem a decomposicdo total da matriz da amostra.
Assim, &cidos concentrados nao precisam ser usados, o que conduz a um baixo
consumo destes reagentes, a uma reducdo dos vapores nocivos gerados e a um
menor gasto de tempo no tratamento da amostra, devido a eliminagéo das etapas de
manipulacao.

O planejamento fatorial € uma importante ferramenta estatistica, porque
possibilita investigar o efeito das variaveis experimentais e de suas interagdes sobre a
resposta analitica. Devido a sua simplicidade, vem sendo cada vez mais utilizada
pelos quimicos analiticos para diferentes amostras e propésitos (NETO et al., 2010). A
metodologia de superficies de resposta (MSR) consiste em um grupo de técnicas
matematico-estatisticas utilizado para andlise e modelagem de problemas nos quais
uma resposta particular € funcdo de diversas varidveis, sendo o principal objetivo
otimizar esta resposta. As superficies representam uma boa maneira de ilustrar
graficamente a relacdo entre diferentes varidveis experimentais e as respostas,
oferecendo valiosas informag¢des sob o comportamento destas variaveis na regiao
estudada. A MSR é constituida de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento.
Estas etapas devem ser repetidas tantas vezes quanto forem necessarias e possiveis,
com o objetivo de atingir uma regido 6tima da superficie estudada, geralmente um
ponto de maximo ou minimo (NETO et al., 2010).

As matrizes de planejamento mais conhecidas e usadas em metodologia de
superficie de resposta sdo as do composto central, Box-Behnken e Doehlert
(FERREIRA et al., 2007a). Os planejamentos Doehlert e Box-Behnken requerem um
ndamero menor de experimentos (N). Para o planejamento Doehlert (N = k* + k + 1) e
Box-Behnken (N = 2k(k — 1) + Co), onde k € o niumero das variaveis em estudo e Cy 0
namero de pontos centrais (FERREIRA et al., 2007b).

Neste trabalho foram desenvolvidos planejamentos experimentais visando
a otimizacdo da extragdo ultrassbnica. As determina¢fes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, P e Zn foram realizadas empregando ICP OES. Foram aplicados planejamento

fatorial completo de dois niveis com quatro variaveis e planejamento Doehlert com
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duas variaveis. Em todos os processos de otimizacéo foi utilizada a amostra de leite

de coco MC.

2.7.1 - Otimizacao do procedimento de extracdo assistida por ultrassom

A principio testou-se diluicdes de 0,25; 0,5 e 1,0 g de amostra de leite de coco
com &cido nitrico 2% v v' para 20,0 mL. Estas amostras foram introduzidas
diretamente no ICP OES com o intuito avaliar o quanto plasma resistia de forma
estavel a quantidade de matéria organica introduzida. Ndo houve extin¢gdo do plasma
para as massas testadas, sendo que para a massa de 1,0 g os resultados foram mais
concordantes com os obtidos em digestédo acida. Sendo assim, adotou-se essa massa
e essa diluicdo para o desenvolvimento dos estudos posteriores.

Para avaliagdo da extracio foi proposto um planejamento fatorial 2* com
réplicas no ponto central. As varidveis estudadas, baseadas em estudos
desenvolvidos dentro do grupo de pesquisa, foram: concentragdo de &cido nitrico,
tempo de sonicacdo, tempo e velocidade de centrifugagcdo. Os niveis superior (+),

inferior (-) e central (0) para cada uma estédo na Tabela 30.

Tabela 30. Valores das variaveis estudadas no planejamento fatorial.

Variaveis ) (0) (+)

HNO; (% v v') 2 3 4

Tempo de sonicagdo (min) 5 7,5 10

Tempo de centrifugacéo (min) 5 10 15
Velocidade de centrifugacédo (rpm) 2000 3000 4000

Depois de centrifugadas as amostra formavam trés fases o que impossibilitava
em alguns casos a retirada da fase liquida, portanto, optou-se por mais esta etapa de
filtracdo. A formacé&o das trés fases pode ser vista na Figura 23.

ApOs execucdo do planejamento fatorial, foi desenvolvido planejamento
Doehlert, a fim de que pudessem ser obtidas as condicdes O6timas para a

determinac&o dos analitos empregando-se ICP OES.
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Figura 23. Aspecto do extrato apés centrifugacéo (a); sobrenadante soélido (a)

Percentuais de extragcdo dos analitos foram usados como resposta dos
planejamentos experimentais. Os percentuais de extragédo foram calculados tomando-
se como referéncia os teores dos analitos obtidos no procedimento de decomposicdo
em bloco digestor. Os dados experimentais foram processados empregando-se o

programa Statistica 7.0.

2.7.2 — Apresentacdao e discusséo dos resultados

2.7.2.1 — Resultados do planejamento fatorial para otimizacdo do procedimento

de extragcdo usando ultrassom

Ap6s execucdo dos experimentos do planejamento fatorial 2%, a concentracdo
dos analitos foi determinada empregando ICP OES. A Tabela 31 traz a percentagem
de extracdo para os elementos avaliados, que encontram-se nas seguintes faixas: Ca
(73 a 107%); Cu (74 a 92%); Fe (58 a 83%); K (81 a 101%); Mg (78 a 99%); Mn (72 a
87%); Na (85 a 110%); P (91 a 106%) e Zn (67 a 86%). Os maiores percentuais de
extracao para a maioria dos elementos foram obtidos no nivel superior das variaveis
concentracdo acida e tempo de sonicacdo; adicionalmente ao menor tempo e
velocidade de centrifugacdo. Esta informacédo é confirmada pela resposta global (RG),
que expressa, de forma cumulativa e normalizada, as eficiéncias de extracdo

considerando a resposta individual de todos os analitos.
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Tabela 31. Matriz do planejamento fatorial 2* aplicado & extracéo assistida por ultrassom de leite de coco, percentuais de extracéo dos analitos

e resposta global.

Extracéo (%)

Exp. HNO3 TS TC VC Cu Fe Mn Zn Ca K P Mg Na RG
1 ) ) ) ) 90 70 87 85 101 101 101 99 108 8,67
2 (+) ) ) ) 91 66 86 85 88 93 93 91 100 8,20
3 ) (+) ) ) 83 66 79 78 90 90 93 88 96 7,90
4 (+) +) ) ) 92 83 88 86 94 99 105 99 110 8,84
5 ) ) (+) ) 86 65 83 82 87 92 95 91 100 8,07
6 (+) ) (+) ) 83 74 77 76 84 87 93 86 95 7,79
7 ) +) +) (-) 85 62 80 81 95 93 98 92 99 8,07
8 (+) +) (+) ) 84 71 81 79 107 89 95 88 96 8,15
9 ) ) ) (+) 82 69 78 76 86 90 95 88 96 7,85

10 (+) ) ) (+) 74 64 68 67 78 82 88 80 88 7,11
11 ) (+) ) (+) 76 58 71 70 73 81 85 78 85 6,98
12 (+) +) ) (+) 87 82 83 82 96 96 106 97 107 8,63
13 ) ) (+) (+) 87 62 85 84 85 94 100 94 102 8,19
14 (+) ) (+) (+) 76 65 73 71 76 85 91 82 88 7,30
15 ) (+) (+) (+) 83 68 79 78 87 89 94 88 96 7,87
16 (+) +) (+) (+) 88 81 85 83 84 94 104 93 102 8,43
17 0 0 0 0 78 62 72 72 86 83 90 81 88 7,35
18 0 0 0 0 83 73 79 77 83 89 99 89 95 7,94
19 0 0 0 0 83 67 79 77 80 88 98 88 95 7,80

TS: tempo de sonicacéo; TC: tempo de centrifugacéo; VC: velocidade de centrifugacédo; RG: resposta global
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No dominio experimental estudado, as variaveis investigadas ndo foram
significativas (P > 0,05) para a extracdo de Fe, Mn, Mg e P, a Figura 24a traz o
diagrama de Pareto para o Mn. A interacao concentracao acida e tempo de sonicagéo
foi significativa (P < 0,05) para Ca, Cu, K, Na e Zn, isto pode ser confirmado para o Na
através do diagrama de Pareto (Figura 24b). Os resultados também foram analisados
considerando a RG. Como resultado da andlise observou-se que a interacdo
concentracdo acida e tempo de sonicacdo foi significativa (P < 0,05), com valor
positivo associado (Figura 24c). Ou seja, maior concentracdo acida e tempo de
sonicacao, proximas ao nivel superior, indica que a extracao dos analitos, de um modo

geral, é favorecida (Figura 24d).
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Figura 24. Diagrama de Pareto (a) para o Mn; (b) para o Na; (c) para a RG e curvas
de nivel da RG (d) obtidos no planejamento Doehlert aplicado extracéo assistida por
US em amostras de leite de coco.

De acordo com os resultados do planejamento fatorial, foram selecionadas as

variaveis e respectivos niveis para o planejamento Doehlert. A escolha das variaveis,
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concentracdo de HNO; e tempo de sonicacgdo teve como base o fato de que, para a
maioria dos elementos, a interacéo entre elas teve efeito significativo. Com respeito a
estas variaveis o dominio experimental do planejamento Doehlert foi deslocado em
relacdo ao planejamento fatorial 2%, porque os resultados indicavam melhores
recuperacdes para o nivel maximo dessas duas variaveis. Por motivos operacionais, o
volume inicial de HNO; foi o fator estudado em cinco niveis e o tempo de sonicagao,
em trés niveis. A matriz do planejamento e 0s percentuais de extracao obtidos para os
analitos estdo descritos na Tabela 32. O tempo e velocidade de centrifugagéo foram 5
min e 2000 rpm, respectivamente.

A execugdo de um novo planejamento depende, sobretudo, dos resultados
obtidos pela aplicacdo do critério de Lagrange para a fungéo da resposta estimada. A
localizagdo de um ponto 6timo (maximo ou minimo) com a zona experimental inclusa
no planejamento deve necessitar do deslocamento do planejamento inicial para a
regido onde a resposta 6tima é esperada (ZOUGAGH et al., 2000).

Diante dos resultados, foram definidas as condicdes experimentais para
validagdo e aplicacdo do procedimento de extragdo dos analitos em 1,0 g de amostra
de leite de coco empregando US. As condi¢cdes de concentracdo acida e tempo de
sonicacdo, do meio extrator, foram respectivamente: 4% v v*' e 10 mim (Tabela 33).
Ou seja, optou-se pelos valores intermediarios das variaveis investigadas no
planejamento. Os percentuais de extragao estiveram na faixa de: 91 a 127% para Ca;
73 a 93% para Cu; 85 a 98% para Fe; 91 a 104% para K; 100 a 112% para Mg; 81 a
91% para Mn; 92 a 108% para Na; 93 a 121% para P e 82 a 93% para Zn. Maiores
recuperacdes foram obtidas para a maioria dos analitos nas condi¢cdes do experimento
1 do planejamento Doehlert. Os resultados deste planejamento também foram
avaliados em termos da resposta global e a observagéo dos percentuais de extracao é

mais visivel quando se utiliza RG (Tabela 32).
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Tabela 32. Matriz do planejamento Doehlert e percentuais de extracdo assistida por US para os analitos em amostras de leite de coco.

Extracao (%)

HNO3 TS
Exp. (%vv?') (min) Ca K Mg Na P Cu Fe Mn Zn RG
1 4 10 109 104 112 108 93 73 98 90 93 8,41
2 6 10 91 96 103 98 100 93 95 91 91 8,25
3 5 13 127 95 102 98 97 78 89 83 86 8,14
4 2 10 108 94 101 93 107 82 86 87 90 8,08
5 3 7 95 98 106 100 113 85 91 87 89 8,26
6 5 7 107 91 100 92 112 77 85 81 82 7,86
7 3 13 98 96 104 98 121 84 89 85 88 8,24

TS: tempo de sonicacao; RG: resposta global

Tabela 33. Valores criticos obtidos através da superficie de resposta do planejamento Doehlert em fungéo da RG.

Valor minimo Valor critico Valor méaximo

Concentracdo HNO; (% v v?') 2,0

Tempo Sonicag¢do (min)

7,0

3,98
10,4

6,0
13,0
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As superficies de resposta para Mn e Na em termos de percentual de extracao

e considerando a resposta global estdo apresentadas na Figura 25.

o

RG

INES

N~N~N®©o®

ro®

Figura 25. Superficie de resposta para Mn, Na e RG no planejamento Doehlert.

Uma caracteristica importante do planejamento Doehlert é a possibilidade de
variar os fatores estudados em diferentes niveis, aplicando-se, da forma mais
conveniente, 0 numero maior de niveis para o fator mais significativo, ou mesmo, para
aquele que, operacionalmente, apresenta maior facilidade de variacdo, além de
apresentar vantagens como necessidade de poucos pontos experimentais para sua
aplicacdo e alta eficiéncia (FERREIRA et al., 2002b, 2003, 2004).

2.7.2.2 —Validacéo do procedimento de extragdo assistido por US

Para avaliar o efeito de matriz na determinacdo dos analitos foram
preparadas curvas analiticas em meio de &cido nitrico 4% v v, assim como foram
preparadas curvas de adicdo de analito no meio de seis amostras apds o

procedimento de extracdo. As faixas de concentracdes estudadas foram de 0,1 a 3,0
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mg L* para Cu, Fe, Mn e Zn; e 1,0 a 20,0 mg L™ para Ca, K, Mg, Na e P. Os

coeficientes angulares (a) estdo mostrados na Tabela 34. No total de 13 marcas de

leite de coco disponivel, foram escolhidas seis marcas para realizar esse estudo,

que apresentam composi¢do quimica semelhante as demais, seguindo informacdes

que constam nos rotulos.

Tabela 34. Comparacdo dos dados de regressdo usando solugdes de referéncia

preparadas em acido nitrico e na matriz apés procedimento de extracao.

Coeficientes angulares das curvas analiticas

Meios Cu Fe Mn Zn Ca K P Mg Na
AC 22656 33755 138142 30543 2,00E+06 11083 594 345696 110586
KC 22041 34583 138646 30240 2,00E+06 11771 595 354789 100925
MN 20923 31503 129721 28670 2,00E+06 11939 560 332168 107748
SB 21593 32891 133976 29546 2,00E+06 11968 565 339826 100697
SY 22528 33980 139118 30541 2,00E+06 11719 605 347438 102352
BC 21714 33549 135245 29578 2,00E+06 11365 598 338660 104622
SC 20263 30232 124674 27166 2,00E+06 7674 474 239050 93015

AC: meio &cido; demais siglas equivalem as amostras avaliadas.
A Tabela 35 a seguir mostra a razdo para os coeficientes angulares nos
meios investigados considerando a solugéo acida (AC) como base.
Tabela 35. Razao para os coeficientes angulares.
Razéo
Cu Fe Mn Zn Ca K P Mg Na
KC 0,97 1,02 1,00 0,99 1,00 1,06 1,00 1,03 0,95
MN 0,97 0,95 0,94 0,97 1,00 1,08 0,94 0,96 0,97
SB 0,95 0,97 0,97 0,97 1,00 1,08 0,95 0,98 0,97
sy 0,99 1,01 1,01 1,00 1,00 1,06 1,02 1,01 0,97
MC 0,96 0,99 0,98 0,97 1,00 1,03 1,01 0,98 0,95
e 0,89 0,90 0,90 0,89 1,00 0,69 0,80 0,69 0,84

Segundo a literatura, (RAMOS e ALVAREZ-COQUE, 2001), para que a matriz

ndo interfira na determinacdo dos elementos a razéo entre as inclinagbes das curvas
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preparadas no meio da matriz e em solu¢do acida tem que ser préxima a unidade.
Com os dados da Tabela 35 percebe-se que ha um maior efeito de matriz para a
amostra SC para todos os elementos, com excecdo do Ca. Isto pode ser creditado ao
fato desta amostra ser mais concentrada visualmente. Para o célcio a inclinagdo foi a
mesma para todos os meios avaliados. Os coeficientes angulares para as curvas
analiticas em meio HNO; 4% v v* e em meio da matriz foram comparados ao nivel de
95% de confianga, ndo sendo constatada diferenca significativa para os elementos
avaliados.

Os limites de deteccédo e quantificacdo, para a maioria dos elementos, foram
relativamente proximos, quando se compara com 0s procedimentos de digestao. Os
valores de LOD e LOQ obtidos estdo na Tabela 36.

Tabela 36. Estimativa de limite de deteccdo e quantificagdo com detecgdo por ICP
OES ap0s extracao assistida por US.

Analitos LOD (ugg?) LOQ (ugg?)

Ca 0,738 2,461
Cu 0,080 0,266
Fe 0,251 0,836
K 0,374 1,248
Mg 0,296 0,987
Mn 0,032 0,107
Na 1,031 3,502
P 0,353 1,178
Zn 0,220 0,735

A precisdo, em termos de repetitividade dos procedimentos nas condi¢cbes
otimizadas, foi avaliada considerando dez ensaios da amostra. Os valores de CV %
obtidos foram, em geral, compativeis com o0s obtidos pelos procedimentos de
digestdo: Ca (4,1); Cu (1,7); Fe (3,6); K (2,6); Mg (2,2); Mn (4,0); Na (4,3); P (3,1) e
Zn (3,9).

Para checar a exatiddo do procedimento proposto foi utilizado material de
referéncia certificado de leite bovino desnatado NIST SRM 1549. As concentragfes
médias dos analitos estdo na Tabela 37. O teste estatistico revelou ndo haver
diferencas significativas a 95% de confianga entre as médias de micro e

macroelementos. Os elementos Cu, Fe e Mn ndo puderam ser determinadas uma vez

119



que, nas condic¢des utilizadas para a extracdo (0,25 g/20 mL), as concentracoes finais

destes analitos estavam abaixo dos limites de quantificagdo do método.

Tabela 37. Determinacdo da composicdo do material de referéncia certificado NIST

SRM 1549 por ICP OES ap6s extracdo com ultrassom.

NIST SRM 1549

Elementos Valor certificado Valor obtido
Ca (%) 1,300 + 0,050 1,243 + 0,028
K (%) 1,69 + 0,03 1,68 + 0,06
Mg (%) 0,120 + 0,003 0,110 + 0,005
Na (%) 0,497 + 0,01 0,485 + 0,06
P (%) 1,06 + 0,02 0,85 + 0,01
Cu (mg Kg™) 0,7+0,1 <LOQ
Fe (mg Kg™) 1,78 £ 0,10 <LOQ
Mn (mg Kg™) 0,26 + 0,01 <LOQ
Zn (mg Kg™) 46,1+ 2,2 41,3+0,9

A exatiddo do método proposto também foi verificada por comparagcao com os

resultados obtidos por decomposicdo de quatro amostras em bloco digestor. Os

resultados estdo na Tabela 38. N&o houve diferenca significativa a 95% de confianga

para os elementos avaliados.
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Tabela 38. Comparacdo da concentracdo média, em pg g™, para amostras de leite de coco decompostas em

extracdo com ultrassom (US).

bloco digestor (BL) e por

Elementos
Amostras Proc. Ca Cu Fe K Mg Na P Zn
BL 38,7+1,0 1,34+ 0,01 5,44 + 0,06 1544 + 12 1961 518+ 1 335+9 3,50 £ 0,09
BP usS 36,8+ 1,2 1,31 £ 0,06 5,38 + 0,07 1545 + 49 1955 516 + 3 324+24 3,23+0,24
BL 78,4 +0,1 0,634 + 0,003 1,98 + 0,03 623 + 31 83,5+47 586 + 40 1336 1,44 + 0,05
Vi us 76,3+0,9 < 0,266 1,99+0,12 608 +1 86,1 +0,7 596 + 11 1391 1,29+ 0,12
BL 445 + 0,35 0,97 + 0,02 5,70+ 0,10 1540 + 27 1992 484 + 8 332+3 2,99+0,10
QL us 44,0 + 1,56 0,92 + 0,06 5,52 + 0,03 1545 + 34 1954 480 + 12 334 +7 2,80+0,15
B BL 5,79 £ 0,77 0,52 + 0,02 1,54 £ 0,09 406 + 18 56,9+ 3,1 360 + 34 95+9 0,96 + 0,06
usS 5,81 +0,54 < 0,266 1,53+0,14 410+ 8 56,8 + 2,5 373+ 17 9814 < 0,735

O indice L significa light.
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2.7.2.3 — Aplicacéo do procedimento assistido por US

O procedimento de extragdo foi aplicado em 14 amostras de leite de coco
ressaltando, porém, que as amostras aplicadas pertenciam a lotes diferentes
daquelas aplicadas aos procedimentos de digestdo (Tabela 39).

As melhores condigbes para extracdo ultrassbnica sdo dependentes das
interacdes analito-matriz, do tipo de matriz e da técnica de quantificagdo usada
(TADEO et al., 2010).

O procedimento proposto assistido por US e usando, como meio extrator,
solucdo diluida de &cido nitrico, foi adequado para a determinacdo dos analitos nas
amostras investigadas. O perfil das amostras, em termos da composicdo quimica
inorgénica, se repete como revelado nos procedimentos de decomposicao acida.

Foi necessaria uma etapa adicional, a filtrag&o, pois no final da centrifugagéo
observou-se a formag&o de um sobrenadante sodlido para todas as amostras, o que
dificultava a retirada da fase liquida. Nesta etapa adicional tem-se a retencdo de
glébulos de gordura da matriz, o que se torna atrativo uma vez que evita um possivel
depdsito de matéria organica na tocha durante a analise dessas amostras.

Os planejamentos fatorial e Doehlert foram satisfatérios para se avaliar o

sistema e se definir as condi¢cdes experimentais otimizadas, no dominio estudado.

122



Tabela 39. Concentracdes (Ug g*) dos analitos presentes nas amostras de leite de coco apds extracdo assistida por US (média + desvio

padréo, n=3).
Amostras Elementos
Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Zn

BC 131 +9,10 < 0,266 0,86 + 0,01 649 + 2 555+1,4 < 0,107 385+ 4 81,4+05 2,42+0,05
BP 36,8+1,23 1,31+0,06 5,38 £ 0,07 1545 + 49 195+5 1,84 + 0,08 516 + 3 324+24 3,2310,24
CV, 76,3 +0,92 < 0,266 1,99+0,12 608 + 1 86,1+0,7 0,22+0,01 596 + 11 139+1 1,29+0,12
CVq 529+194 0,77 £0,07 5,35+0,36 1367 + 25 189+7 1,54 +0,10 495 +7 341+14 3,07+0,18
DC, 7,63+0,83 < 0,266 1,72+0,12 455 + 13 61,9+15 0,30+0,01 334 +7 105+3 0,77 £ 0,08
DCy 244+1,02 0,41+0,10 2,64 £0,14 772+ 6 112 +1 1,00 + 0,03 316 +1 193 4 1,32+0,25
KC 10,7 + 0,34 < 0,266 0,99 + 0,08 272+ 8 422+13 < 0,107 361+ 10 67,1+2,.2 <0,735
MC 42,1+2,67 0,28+0,02 2,27 £ 0,04 914 +9 102+ 3 0,67 £ 0,05 459 + 15 160+ 3 1,27 + 0,20
MN 40,0 £ 2,51 < 0,266 2,20+ 0,04 345 + 27 50,4+ 0,9 < 0,107 355+ 12 843+29 1,65+0,28
SB 5,81 +0,54 < 0,266 153+0,14 410+ 8 56,8+2,5 0,54+0,04 373+17 98+4 <0,735
SN 76,4+ 1,94 < 0,266 1,18 + 0,06 429 + 14 58,7 £ 2,0 <0,107 625+ 3 89+3 1,26 £ 0,22
SY 115+1,12 0,366 +0,001 2,64+0,19 925+4 96,1+0,3 0,58+0,01 512+ 3 156+ 1 1,16 + 0,10
QL 440+156 0,92+0,06 5,52+ 0,03 1545 + 34 195+ 4 1,84 +0,10 480 + 12 334+7 2,80+0,15
TQ 56,7+2,81 0,29 +0,04 2,68 + 0,20 961 + 40 104 +3 0,44 + 0,04 446 + 15 180+5 2,09 +£0,15
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2.7.3 — Consideracdes Finais

A utilizagcdo da energia ultrassonica em procedimentos de extragdo caracteriza-se
por ser simples, eficiente, de féacil operacdo e baixo custo, promovendo recuperacdes
quantitativas para varios elementos. Entretanto, a extragdo quantitativa depende fortemente
da interacdo dos analitos com a matriz. Contudo, embora 0s métodos assistidos por
ultrassom sejam promissores, ha que considerar que as variaveis que influenciam na
extracdo dos analitos sejam avaliadas visando extracfes quantitativas. Neste contexto, a
otimizacdo multivariada é uma potente ferramenta, uma vez que as variaveis que afetam a
extracdo de macro e micro-elementos, bem como suas interacbes podem ser estudas de

forma a se obter os valores 6timos de cada variavel para todos os analitos investigados.
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2.8 — AVALIACAO DOS PROCEDIMENTOS DESENVOLVIDOS

Todas as estratégias de preparo de amostra empregadas neste trabalho
possibilitaram uma melhor compreensdo sobre a digestdo de amostras de leite de coco,
sendo desenvolvidos procedimentos verséateis para este tipo de matriz. Na Tabela 40 séo
comparadas as condicbes experimentais e alguns parametros dos procedimentos de
preparo de amostra propostos para determinacdo de macro, microelementos em leite de

coco industrializado por técnicas espectroscopicas.

Tabela 40. Comparacgéo das caracteristicas e condi¢cdes experimentais dos procedimentos
propostos para determinacdo de macro, micro e elementos traco em leite de coco. As siglas
se referem aos procedimentos em bloco digestor (BL); micro-ondas (MW); ultrassom (US).

Parametros BL MW us
Massa de amostra (Q) 5,0 0,5 1,0
HNO; (mL) 4,0 3,5 0,8
H,SO, (mL) 3,0 - -
H,0, 15,0 1,0 -
Temperatura (°C) 200 210 ~ 30
Tempo de preparo da amostra 3h 38 min 15 min
Operacéo antes da medida diluicdo para os - filtrac&o

macroelementos

Conc. &cida final (mol L™) 3,0 (H,SOy) 4,0 (HNO3) 0,8 (HNO3)
Diluicé&o final (mL) 20,0 20,0 20,0
Carbono residual médio 0,05 9,08 -
(%mm™)

O sistema de digestao utilizando aquecimento condutivo em bloco digestor é uma
alternativa simples e de baixo custo para a decomposi¢cdo de amostras de leite de coco,
porém foi o procedimento que teve o maior consumo de reagentes e mais demorado. O
consumo de reagentes, neste caso, estava diretamente ligado a massa de amostra usada.
O bloco digestor suporta até 40 tubos o que poderia ser vantajoso em termos de frequéncia
analitca, no entanto, usar o nimero total de tubos torna-se inviavel em termos de praticidade
principalmente no que tange a adicédo de perdxido de hidrogénio.

A digestéo assistida por micro-ondas reduz significativamente o tempo de preparo de

amostra, quando comparado aos procedimentos convencionais. Vantagens no procedimento
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em forno de micro-ondas com cavidade e uso de &cido nitrico diluido, quando comparado ao
procedimento tradicional (acido concentrado) foram observadas. Apesar dos digeridos
obtidos por este procedimento apresentarem maior teor de carbono residual, isto ndo foi um
fator limitante para as determinacdes dos analitos por ICP OES. Em contrapartida, foi
necessario o emprego de duas técnicas espectroanaliticas para a quantificacdo dos
elementos uma vez que a limitacdo da massa afetou a sensibilidade na determinacéo de
alguns analitos por espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado.
Hé& que se considerar também a limitagcdo quanto a massa de amostra a ser aplicada neste
tipo de procedimento, uma vez que a pressdo gerada esta associada ao volume de gas
produzido durante a decomposicdo da amostra .

A minimizacdo da etapa de preparo de amostra € outra vantagem adicional da
técnica de analise direta. Em adi¢éo, outras vantagens como o baixo consumo de reagente
em condi¢Bes mais brandas de temperatura e presséo, diminui contaminacdo das amostras,
bem como residuos laboratoriais. O baixo custo de equipamentos de ultrassons e seu uso
simples também s&o levados em consideracdo. Uma possivel fonte de contamina¢cdo no
procedimento desenvolvido neste trabalho é a etapa de filtragdo apresentando-se como uma
desvantagem.

Sabe-se que as tabelas de composicdo de alimentos sdo importantes instrumentos
para nutricionistas e profissionais de areas afins. Entretanto, existem variacdes significativas
entre os valores reportados por diferentes paises, diferentes regibes e diferentes
localidades, portanto é adequado que os paises/regibes envidem esforcos para construir
suas proprias tabelas, haja visto que a importancia dos alimentos e de uma dieta equilibrada
a saude humana tem sido enfatizada nos ultimos tempos. De um modo geral, a populacgéo,
tem-se preocupado cada vez mais com a qualidade dos alimentos consumidos, tanto em
relacdo ao seu aspecto nutricional quanto aos possiveis efeitos que possam afetar
diretamente a qualidade de vida.

Para tracar um perfil de um determinado tipo de matriz, seja ela alimenticia ou néo, o
ideal é que se apligue um maior nimero possivel de amostras. Neste trabalho foram
avaliadas 13 marcas de leite de coco. Um total de 73 amostras foram analisadas
englobando os trés procedimentos propostos indicando que o leite de coco pode ser uma
boa fonte de micronutrientes. De acordo com um levantamento feito, no Brasil, sdo
comercializadas 17 marcas de leite de coco. Apesar das amostras serem comercializadas
na cidade de Salvador e a Bahia ser o maior produtor de coco no Brasil, nenhuma marca

tem sua fabricacéo realizada neste estado.
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