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1. INTRODUCAO

O Brasil possui um elevado consumo de frutas em seu mercado interno e
destaca-se como um dos maiores produtores mundiais. Esse consumo elevado
estd relacionado com a importancia nutricional atribuida as frutas, pois elas
fornecem vitaminas, minerais, compostos fendlicos, além de compostos
antioxidantes que auxiliam em uma dieta saudavel. No entanto, devido a
aceleracdo do desenvolvimento de areas urbanas, utilizacdo de fertilizantes e
agrotoxicos para aumentar a producdo, ocorre um acumulo de minerais no solo,
fazendo com que essas plantas possam absorver e incorporar ao fruto uma
concentragdo elevada de elementos essenciais e potencialmente toxicos
disponiveis (HUA et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

Diante disso, é necessario o desenvolvimento de metodologias analiticas
para a determinacdo da concentracdo total dos elementos. No entanto, esta
concentracdo nao indica a verdadeira informacdo nutricional estabelecida para
uma dieta saudavel, poisa quantidade total de nutrientes ingerido nao é
completamente absorvida pelo organismo. Desta forma, estudos de
bioacessibilidade determinam a concentracdo dos analitos liberados no
organismo, por meio da interacdo dos analitos com a simulacdo do sistema
digestorio humano, uma vez que a concentracao liberada no trato gastrointestinal
torna-se disponivel para absorcdo do epitélio intestinal (MINEKUS et al., 2014;
PEREIRA et al., 2016).

Considerando a importancia da determinagcdo de metais nas amostras de
mirtilo e morango, o presente estudo tem como objetivo a determinacdo da
concentragéo total e bioacessivel de Cd, Cu, Mn, Pb e Zn por MIP OES utilizando
sistema multimode para a introducdo da amostra.

2. METODOLOGIA

Amostras de morango fornecidas pela Embrapa Clima Temperado — RS e
amostras de mirtilo fornecidas por produtor local (Pelotas, RS) foram utilizadas
para o desenvolvimento do método. Para a decomposicéo acida das amostras de
mirtilo e morango foram pesadas 2,5 e 5,0 g respectivamente, diretamente nos
tubos digestores e adicionado 5,0 mL de HNO3 concentrado. Logo apos, foram
acoplados aos tubos um sistema de refluxo (com recirculagéo de agua a 15 °C) e
a mistura foi colocada no bloco digestor aquecido a 200 °C por 2 h. Apos esse
tempo, foi adicionado 1,0 mL de H,O, e as solugbes retornaram ao aguecimento
por mais 1 h no bloco a 150 °C. Apdés o resfriamento das amostras a temperatura
ambiente, a solugdo resultante foi transferida para frascos volumétricos e o
volume completado a 20 mL com agua desionizada.
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A exatiddo do método, para concentracdo total, foi verificada utilizando a
técnica de adicdo de analito em trés niveis de concentra¢des (mirtilo: 0,8; 1,6; 2,4
mg kg™ para Cd, Cu e Pb; e 12; 24; 36 mg kg™ para Mn e Zn; morango: 0,4; 0,8;
1,2 mg kg™ para Cd, Cu e Pb; e 6; 12; 18 mg kg™ para Mn e Zn).

Para as determinacdes multielementares, foi utilizado um MIP OES da
Agilent Technologies, equipado com uma cémara de introducdo de amostra
multimode (MSIS), que alia a geracdo quimica de vapor e a nebulizacdo
pneumatica de solug@es liquida para a introducdo da amostra no plasma. Para a
geracdo quimica de vapor da concentracdo total, foram utilizadas solucfes de
NaBH, 0,5 % (m/v) estabilizada em meio de NaOH 0,5 % (m/v) e nas amostras
foram adicionadas antes das leituras HCI para um concentracao final de 2 % (v/v).

Para estudos de bioacessibilidade, o procedimento foi adaptado de
Minekus et al. (2014) (PEREIRA et al., 2017). O método consiste na simulacdo do
sistema digestivo humano, considerando trés etapas: boca, estbmago e intestino,
para as quais sao utilizados fluidos sintéticos.

Para o desenvolvimento dos estudos da frac@o bioacessivel, primeiramente
pesou-se aproximadamente 5,0 g de morango e mirtilo. Na primeira etapa foram
adicionados 4,0 mL de saliva e 1,0 mL de CaCl, 7,5 mmol L™ &s 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 uL de
CaCl, 2,0 mmol L™ e o pH final da solucéo foi ajustado para 3,0 com adicdo de
HCI 1,0 mol L*, sendo novamente encaminhadas ao banho com agitacdo e
aguecimento a 37 °C, por 2 h. Na terceira etapa adicionou-se 18,5 mL de suco
intestinal, 1,35 mL de CaCl, 9,0 mmol L™ e o pH foi ajustado para 7,0 com adicdo
de NaOH 1,0 mol L™.As solucdes resultantes foram encaminhadas ao banho com
agitacdo 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 10 min para separacdo da parte solida (fracdo ndo bioacessivel) e
retrada do sobrenadante (fracdo bioacessivel), que foi utilizado para a
determinacao dos analitos por MIP OES.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtiveram-se bons coeficientes de correlagéo linear para todos os analitos
estudados (R*>> 0,99). Os limites de deteccdo do método (LDmy) para a
concentraco total foram 0,089; 0,004; 0,002; 0,032; e 0,054 mg kg™ para Cd, Cu,
Mn, Pb e Zn, respectivamente. E os limites de quantificacdo do método (LQm))
foram 0,294; 0,013; 0,008; 0,106 e 0,178 mg kg’ para Cd, Cu, Mn, Pb e Zn,
respectivamente.

A metodologia foi validada utilizando a técnica de adicdo de analitos que
apresentaram boas recuperacgdes, na faixa de 90 a 120% para mirtilo e 80 a 111%
para morango, para todos os analitos estudados. Para o Cd, as concentragoes
foram inferiores ao LD em todas as amostras avaliadas. Os resultados das
concentracgOes totais nas amostras estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Concentracdo total para as amostras de morango e mirtilo.

Resultados expressos em mg kg™. (n=3)
Concentragdao, x + SD

Analito Morango 1 Morango 2 Morango 3 Morango 4 Mirtilo
Cu 0,311+0,014 0,376 +£0,014 0,207 +0,009 0,386+ 0,017 0,466 + 0,001
Mn 2,63+0,10 3,72+0,16 2,71 +£0,17 3,21 £ 0,07 26,1+0,4
Pb 0,145+0,011 0,149 + 0,006 < LD(m) <LQm) 0,290 + 0,005
Zn 1,81 +0,19 1,54 + 0,04 1,40 £ 0,04 1,80 + 0,05 0,656 + 0,023

Média + desvio padréo.

Para os morangos as concentracdes foram proximas entre si, porém para
Pb as amostras 3 e 4 apresentaram concentragoes abaixo do LDy € LQm). Ja o
mirtilo, para os analitos Cu, Mn e Pb, apresentou valores de concentracao
superioresque 0s morangos.

Além da determinacdo da concentracdo total dos analitos, também é de
extrema importancia a avaliacdo da fracdo bioacessivel, que consiste na
determinacdo de analitos que serdo liberados para posterior absorcdo pelo
organismo. Os LD, para a concentragéo bioacessivel foram 0,019; 0,009; 0,047
e 0,050mg kg™ para Cu, Mn, Pb e Zn, respectivamente. Os resultados da Tabela
2 sao referentes a concentracdo bioacessivel, referente a fracéo liquida.

Tabela 2 - Resultados das concentracfesbioacessiveis das amostras de
morango e mirtilo obtidos por MIP OES. Resultados expressos em mg kg™. (n=3)

Mirtilo, x £ SD Morangol, x + SD
Analito [Bioacessivel] % [Bioacessivel] %
Cu 0,205 + 0,013 44 < LD(m -
Mn 16,3 + 0,27 62 0,952+ 0,073 36
Pb < LD(m) - < LD(m) -
Zn < LD(m - 0,441+ 0,018 26,8

%: Porcentagem bioacessivel.

Os valores das porcentagens expressos, para cada fracao, sdo em relacao
a concentracao total, assim € possivel observar quanto de cada elemento esta
sendo liberado.

Considerando o limite recomendado de ingestao diaria para Cu, Mn e Zn as
concentracdes sao: 0,86; 2; e 9 mg, respectivamente (PEREIRA et al. 2016). Para
Pb o limite recomendado de ingestdo diaria é de 0,1 mg Kg* o qual foi
estabelecido pela Unido Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2016).
Relacionando as concentragfes determinadas com o consumo recomendado pela
FAO/WHO (FAO, 2015), que é de 100 g de frutas e legumes, as concentracdes
bioacessiveis ficaram abaixo do limite de ingestdo recomendado.

Com os resultados € possivel observar que existe uma variacdo na
porcentagem bioacessivel, somente Mn obteve-se resultados para ambas as
amostras. Para Cu, apenas no mirtilo foi encontrada fragdo bioacessivel. Para Zn,
apenas no morango foi encontrada fracdo bioacessivel. Além disso, para o Pb as
amostras apresentaram valores de concentracdo total, mas nao existe
bioacessibilidade para esse analito, ndo demonstrando riscos de contaminagao
para o ser humano. Para Cd a concentracdo bioacessivel foi inferior ao
LDm)como observado na concentracdo total. A precisdo, expressa como O
desvio-padrao relativo (RSD, %) foi verificado, e os valores foram inferiores a 5 %,
em meédia.
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4. CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos, o0 método proposto de decomposicao acida
com sistema de refluxo para determinagéo de Cd, Cu, Mn, Pb e Zn mostrou-se
adequado para quantificacdo da concentracdo total desses analitos. As
concentragbes bioacessiveis encontradas nas amostras ficaram abaixo dos
limites de ingestédo diaria recomendada, sendo assim, € possivel observarque as
amostras sdo complementares para uma dieta ideal, jA que para alguns
elementos essenciais sdo bioacessiveis, além disso, Cd e Pb, sdo considerados
potencialmente tdéxicos, ndo se mostrarambioacessiveis nessas frutas, nao
colocando em riscos a saude do consumidor. No entanto, ndo deve ser
descartada a necessidade de controle dos analitos nas amostras de frutas, ja que
esses e outroselementos podem se tornar um risco a saude do consumidor se
sua concentracao extrapolar os limites maximos permitidos de consumo diario.
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