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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma diversidade de solos e climas, o que possibilita a
producdo de uma grande variedade de espécies de frutas. Dessa forma, o pais se
classifica como o terceiro maior produtor mundial destes alimentos (FACHINELLO et
al., 2008).

A elevada demanda de frutas esta relacionada com sua importancia nutricional
visto que fornecem vitaminas, minerais e fibras essenciais para a alimentacao do ser
humano (PEREIRA et al, 2016). Porém, muitos elementos essenciais e
potencialmente toxicos podem estar presentes no solo em elevadas concentracdes
devido as atividades antropogénicas como, por exemplo, o uso de fertilizantes e o
descarte de residuos industriais. Com isso, esses fatores podem contaminar o solo
e, consequentemente, as plantas podem absorver os metais através de suas raizes,
levando até o fruto, causando sua acumulagdo (LIMA et al., 2013).

Com isso, torna-se evidente a preocupacdo dos pesquisadores em quantificar
0S metais essenciais e potencialmente toxicos, levando em consideracdo as
concentracdes totais e a fracdo bioacessivel, ja que a quantidade ingerida difere da
concentracdo absorvida pelo organismo. Além disso, o avanco no desenvolvimento
de técnicas analiticas mais sensiveis e precisas permite uma quantificacdo de
elementos a nivel traco, fornecendo melhores resultados (MINEKUS et al., 2014).

Dentre as técnicas utilizadas para a determinacdo de metais presentes nas
frutas, a espectroscopia de emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES) tem se destacado por apresentar um menor custo operacional e possuir
sensibilidade adequada para as andlises quimicas, além de ser uma técnica
multielementar (DIB, 2016).

Com o aumento do consumo mundial de frutas e de sucos naturais tem-se uma
maior preocupacdo com a qualidade dos frutos produzidos. Sendo assim, esse
trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia para o preparo
das amostras de amora e posterior determinacédo da concentracéo total e da fracao
bioacessivel de Cu, Mn, Pb e Zn por MIP OES utilizando sistema multimode para
introducé&o da amostra no plasma.

2. METODOLOGIA

Foram utilizadas amostras de amora fornecidas pela Embrapa Clima
Temperado - RS. Para a decomposicdo &cida das amostras, pesou-se
aproximadamente 3,3 g de amostra e foram adicionados 5,0 mL de HNOj;
concentrado diretamente nos tubos de digestdo. Logo apds, foi acoplado um sistema
de refluxo (com recirculacdo de agua a 15 °C) e a mistura foi colocada no bloco
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digestor aquecido a 200 °C por 2 h. ApGs esse tempo, foi adicionado 1,0 mL de H,0,
e as solucdes retornaram ao aquecimento por mais 1h com o aquecimento a 150 °C.
ApoOs o resfriamento das amostras a temperatura ambiente, a solucao resultante foi
transferida para frascos volumétricos e o volume foi completado a 20 mL com &gua
desionizada. A exatiddo do método para as concentracfes totais foram verificadas
utilizando a técnica de adicdo de analito em trés niveis de concentragdes.

Foi utilizado um MIP OES da Agilent Technologies, equipado com uma
camara de introducdo de amostra multimode (MSIS), que alia a geracédo quimica de
vapor e a nebulizacdo pneumatica de solucdes liquida. Para a geracdo quimica de
vapor, foram utilizadas solu¢cdes de NaBH, 0,5 % (m/v) estabilizada em meio de
NaOH 0,5 % (m/v) e para as solucfes resultantes da mineralizacdo das amostras,
foram acidificadas com HCl a 2 % (v/v).

Para estudos de bioacessibilidade, o procedimento foi adaptado de Minekus
et al. (2014). O método consiste na simulacdo do sistema digestivo humano,
considerando trés etapas: boca, estbmago e intestino, para as quais sdo utilizados
fluidos sintéticos. Primeiramente pesou-se aproximadamente 5,0 g de amora. Na
primeira etapa foram adicionados 4,0 mL de saliva e 1,0 mL de CaCl, 7,5 mmol L™
as amostras, o pH foi ajustado a 7,0 com adicdo de NaOH 1,0 mol L*, as quais
foram posteriormente encaminhadas ao banho Dubnoff com agitacdo e
aquecimento, a 37 °C, por 10 min.

Ja na segunda etapa foram adicionados 9,1 mL de suco gastrico, 700 pL de
CaCl, 2 mmol L™ e o pH final da solucéo foi ajustado para 3, com adicéo de HCI 1
mol L™, sendo novamente encaminhadas ao banho com agitacdo e aquecimento a
37 °C, por 2 h. Na terceira etapa adicionou-se 18,5 mL de suco intestinal, 1,35 mL
de CaCl, 9 mmol L™ e o pH foi ajustado para 7,0 com adicdo de NaOH 1,0 mol L,
as quais foram encaminhados ao banho com agitacédo e aquecimento a 37 °C, por 2
h. Ao final, as amostras foram colocadas em banho de gelo por 20 min e logo apés
foram centrifugadas a 10.000 rpm durante 20 min para separacdao da parte solida
(fracdo néo bioacessivel) e retirada do sobrenadante (fracdo bioacessivel), que foi
utilizado para a determinacéo dos analitos por MIP OES.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os parametros de mérito obtidos para a determinagcédo da concentracdo total
dos analitos em amostras de amora estdo apresentados na Tabela 1. Ja os
parametros de mérito para determinagdo da concentracao dos analitos para a fracéo

bioacessivel estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 1. Pard@metros de mérito para a concentragdo total obtido por MIP OES.

: a1 2 LDm) LQm)
Analito Faixa Linear a (Mg kg'l) (Mg kg'l)
Cu 25 -200 pg L™ 250 (L ug™t) 0,999 0,0043 0,0144
Mn 0,1-5mg L™ 73.500 (L mg™?) 0,999 0,0024 0,0081
Pb 25-200 pg L™ 9,24 (L pg™) 0,999 0,0316 0,1054
Zn 0,1-5mg L™ 23.438 (Lmg?) 0,999 0,0538 0,1794

LD(my: Limite de detec¢do do método; LQm):Limite de quantificagdo do método.
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Tabela 2. Parametros de mérito para a concentracao da fracdo bioacessivel obtidos

por MIP OES.
. Faixa Linear 1 2 LDm) LQm)
Anaiito worh  ACH) R mgkgh  (mgkg?)
Cu 25 - 200 237 0,998 0,0194 0,0647
Mn 25 - 200 64 0,999 0,0092 0,0306
Pb 25 - 200 7,61 0,999 0,0471 0,1571
Zn 25 - 200 21,95 0,994 0,0505 0,1683

LD(m): Limite de deteccdo do método; LQm):Limite de quantificagéo do método.

Avaliando-se os dados obtidos, pode-se observar que as curvas de calibracao
apresentaram boa linearidade, com coeficientes de correlacéo linear satisfatorios (R?
= 0,99). A metodologia foi validada utilizando a técnica de adicdo de analitos e os
resultados obtidos estdo expressos na Tabela 3. Observa-se através dos resultados
gue se obteve uma boa recuperacdo dos analitos adicionados na faixa de 87 a
131%. Além disso, foi possivel verificar uma boa reprodutibilidade dos resultados, ja
gue em meédia os valores de desvio padrao relativos (RSD) obtidos para todos
analitos estudados foram inferiores a 5,0 %, garantindo assim, a confiabilidade dos
resultados.

Tabela 3. Concentracdo total para a amostra de amora. Resultados expressos em

mg kg™. (n=3)
Analitos Adicao Amora Recuperacéao (%)

0 0,994 + 0,028 -
Cu 0,6 1,69 + 0,06 116
1,2 2,04 £0,02 87
1,8 3,09 £ 0,04 116

0 18,9+ 0,08 -
Mn 9 29,6 £ 0,86 119
18 40,0+ 0,5 117
27 512+24 120

0 0,257 +£ 0,007 -
Pb 0,6 0,855 + 0,009 100
1,2 1,65+ 0,05 118
1,8 2,61+0,01 131

0 1,88 £ 0,09 -
7 9 11,7+£0,5 109
18 21,6 +0,2 109
27 334+14 117

*média * desvio padréo

Em relagédo aos resultados referentes a bioacessibilidade, apenas o Cu e Mn
apresentaram valores de porcentagem bioacessivel (26 e 24 %, respectivamente),
que é em relacdo a concentracdo total, assim € possivel observar quanto desses
analitos estdo sendo liberados da amostra para ser absorvido pelo organismo. Ja
para 0 Zn e para o Pb as concentracdes bioacessiveis ficaram inferiores ao LD,
demonstrando que estes analitos ndo apresentam riscos de contaminagao para o
ser humano.

Considerando o limite recomendado de ingestéo diaria para Cu, Zn e Mn, as
concentracbes sao: 0,86, 9 e 2 mg, respectivamente (PEREIRA et al., 2016).
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Relacionando as concentracdes determinadas com o consumo recomendado pela
OECD (2015), que € de 100 g de frutas e legumes, as concentracdes ficaram abaixo
do limite de ingestao recomendado.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, 0 método de decomposi¢cdo acida com
sistema de refluxo para determinacdo de Cu, Mn, Pb e Zn mostrou-se adequado
para quantificacdo da concentracdo total desses analitos em amostras de amora por
MIP OES. Em relacdo a concentracdo bioacessivel, os valores ficaram abaixo dos
limites de ingestéo diaria recomendada para os analitos essenciais. Contudo, Pb néo
apresentou concentracdes bioacessiveis, demonstrando assim, que ndo haveria
risco ao ser humano. Com esse trabalho, é possivel observar que a amora é
importante para uma dieta saudavel, uma vez que, ela contribui para ingestdo de
alguns elementos essenciais.
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