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Introducéo

Ao longo dos anos, avangos cientificos e tecnoldgicos tém aprimorado a avaliacdo da
qualidade nutricional dos alimentos, explorando informacgdes desconhecidas ou até mesmo
pouco estudadas devido a complexidade da amostra analisada. No contexto brasileiro, as
Tabelas Brasileiras de Composicdo de Alimentos (TACO e TBCA), além das recomendacbes
da Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), tem
desempenhado um papel significativo na construcdo de dados fornecendo informacoes
detalhadas sobre a composicao dos alimentos consumidos no pais, contribuindo para seguranca
alimentar e nutricional. 21

Apesar das tabelas serem essenciais para o controle da ingestdo diéria de nutrientes e
correlacionarem-se com o estado nutricional do individuo, ha situacdes em que os dados
fornecidos nédo sdo suficientes, especialmente ao analisar alimentos complexos, assim se faz
necessaria a utilizacdo de métodos analiticos avancados para averiguar os analitos presentes nas
matrizes alimentares. Esses métodos permitem uma analise mais rigorosa e precisa da
composicdo dos alimentos, identificando, quantificando nutrientes especificos, como metais e
minerais, e monitorando possiveis contaminantes. [ 4 °I

Os minerais sdo compostos inorganicos ingeridos principalmente através da
alimentacdo e desempenham importantes funcdes metabdlicas no organismo. Além disso, a
deficiéncia ou o excesso de alguns minerais no organismo humano estdo associados a varias
doencas. Dentre as principais doencas associadas ao acimulo ou falta de minerais essenciais
destacam-se a anemia ferropriva e a Hemocrematose relacionadas a deficiéncia e excesso de
ferro (Fe) e o atraso no crescimento em criangas relacionada a deficiéncia de zinco (Zn). Além
disso, 0 manganés (Mn) possui um papel importante na salde dssea, onde a falta desse mineral
pode causar varios problemas. [6: 71

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), através da Resolugdo RDC N°
269, de 22 de setembro de 2005 (Brasil, 2005), estabelece os valores de referéncia para ingestao
diaria de alguns nutrientes minerais, dentre estes Fe, Zn e Mn, 0s quais apresentam limites
estabelecidos de 14 mg, 7 mg e 2,3 mg para adultos, respectivamente. Para criangas os limites
de ingestdo para tais metais sdo 6 mg, 4,1 mg e 1,2 mg. Contudo, a ingestdo diaria de tais metais
ainda ¢ inferior ao recomendado.!

A analise de metais em alimentos é amplamente realizada em diversos laboratérios,
utilizando diferentes procedimentos de preparo de amostras e diferentes técnicas analiticas.
Dentre as técnicas mais amplamente utilizadas para a determinacdo desses metais esta a
espectrometria de emissdo atdmica, espectrometria de absor¢do atbmica, espectrometria de
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emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado e espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado. [l

Na atualidade, ha diversas metodologias propostas para a determinagdo de metais em
matrizes alimentares que utilizam procedimentos de preparo de amostras convencionais, Como
a digestdo &cida por via imida com frasco aberto em bloco digestor e a digestdo &cida por via
umida com bomba de digestdo. Contudo, esses métodos sdo laboriosos, onde demandam a
utilizacdo de reagentes concentrados e/ou com um meio de alta temperatura e pressdo, alem da
necessidade de muito tempo para ser executado. [

Dessa forma, o desenvolvimento de metodologias simples, utilizando técnicas com um
baixo custo e mais acessiveis de analise tais como a Espectroscopia de absorcdo atbmica
(FAAS), € muito importante. Assim, procedimentos de preparo de amostras simples, rapidos,
eficientes e com custos reduzidos tém sido cada vez mais utilizados para a determinacao de
metais em diversas amostras. Dentre esses procedimentos, destaca-se a extracdo assistida por
ultrassom. 431

O uso da energia ultrassdnica tem sido uma 6tima alternativa na extracdo de metais,
devido a maior rapidez durante o processo de extragdo da amostra, quando comparados com
outros métodos convencionais. Além disso, uma outra vantagem é minimizar as possiveis
perdas de elementos volateis, pois aceleram o processo de decomposicdo sem a necessidade de
aquecer a amostra. O processo de extracdo baseia-se na acdo de ondas mecanicas de baixa
frequéncia, as quais sdo responsaveis pela formacao e colapso de microbolhas ocasionando
areas pontuais de alta pressdo e temperatura na solucdo. A acdo do ultrassom facilita a extracédo
dos elementos, a sedimentacdo do material particulado em suspensdo e promove a quebra de
células vegetais. Além disso, extracdo assistida por ultrassom é de simples operacéo e eficiente
para extracdo de elementos em amostras de alimentos, ndo necessitando de longos periodos
para o preparo das amostras nem da utilizacio de altas temperaturas e pressio elevada. [ > 101

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para
determinacéo de Fe, Zn, Mn em amostras de arroz por espectrometria de absor¢do atbmica com
chama (FAAS) utilizando a extracdo assistida por ultrassom para o preparo das amostras.
Primeiramente foi realizada a otimizacdo das variaveis (tempo de extragdo, massa da amostra
e concentracdo do acido extrator), aplicando o planejamento experimental Doehlert em um mix
de 5 tipos de arroz (branco, preto, vermelho, integral e parboilizado). Ap6s obter os valores
6timos aplicou-se 0 método estudado para a determinacdo desses elementos nos 5 diferentes
tipos de arroz. Posteriormente, realizou-se a comparagao dos resultados obtidos com os valores
nutricionais informados na Tabela Brasileira de Composigéo de Alimentos — TBCA.

A relevancia deste trabalho estd profundamente alinhada com a necessidade do
monitoramento das espécies quimicas nos alimentos, contribuindo para a avaliagdo da
seguranga alimentar e para prevencéo de riscos. As implicagfes préaticas dos resultados obtidos
podem influenciar de maneira significativa nas metodologias de analises em amostras de arroz.

Material e Métodos
Dentre os reagentes utilizados na extracéo assistida por ultrassom e na digestdo acida
por via umida incluem-se o Acido Nitrico P.A (Aldrich Chemical Co.), com pureza de 70% e
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Perdxido de Hidrogénio P.A (NEON Co.) com pureza de 35%. Para determinacdo das
concentragdes dos analitos a partir das absorbancias foi aplicado o método do padrdo externo,
com isso foram utilizadas as solucdes-padrao para AAS de Fe, Zn e Mn de 1000 mg-L™* (Sigma-
Aldrich, Suica), diluidas nas seguintes concentragdes: 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2 e 3 mg-L™.

As solucdes foram preparadas em vidrarias previamente descontaminadas em banho de
acido nitrico (HNO3) 5% v.v! por 24 horas, utilizando para posterior enxague agua deionizada.

Utilizou-se amostras de arroz comercial de 5 tipos, (parboilizado, integral, branco e
preto), adquiridas no comercio local do municipio de Jequié — BA. Todas as amostras foram
submetidas h&d um pré-preparo, no qual houve a secagem das amostras em 70°C na estufa (SL-
100 - Estufa de Secagem e Esterilizacdo - Solab). Posteriormente, foram trituradas com grau e
pistilo e peneiradas para homogeneizagdo e aumento da superficie de contato e armazenadas
em tubos tipo Falcon graduados de 15 mL com tampa de rosca (Corning) até 0 momento das
extragoes.

No procedimento de extracdo um equipamento de banho ultrassom (Cristofoli, Campo
Mourdo - PR) foi utilizado para promover as extragdes. Adicionou-se cerca de 2,8 L de agua a
cuba do equipamento de ultrassom, na qual tubos conicos graduados de centrifuga foram
colocados, um por vez, sempre na mesma posicdo (no centro da cuba de ultrassom) para
promover a extragdo. As quantidades de amostra (0,2 g), concentragdo de HNO3 (5 mol-L™?) e
tempo de ultrassom (25 min.) foram previamente estabelecidos ap6s otimizagéo simultanea do
método com planejamento experimental Doehlert.

A extracdo foi realizada em 5 tipos de arroz (parboilizado, integral, vermelho, branco e
preto). Todo procedimento foi realizado em triplicata, as amostras foram pesadas em balanca
analitica (SHIMADZU/MARTE ANALITICA - MODELO ATX-224R) mediu-se
aproximadamente 0,2 g e adicionou aos tubos cénicos. Em seguida, foram adicionados entre
1490 pL de solucdo extratora (HNO3) e 3510 pL de &gua deionizada formando uma solugéo
de 5 mol-L?, os tubos foram submetidos a um banho de ultrassom a 25 minutos a uma
temperatura de 25°C. Apos, os tubos foram retirados do banho ultrassénico e filtrados com
auxilio de um papel filtro C41(Unifil) e os filtrados foram centrifugadas a 3500 rpm por cinco
minutos e o sobrenadante retirado e avolumado em tubos tipo Falcon em 10 mL e utilizado
para quantificacdo de Mn, Zn e Fe através da técnica de espectrometria de absor¢céo atdbmica
com chama (FAAS).

Para a digestéo acida das amostras por via umida, aproximadamente 0,2 g de arroz foram
pesados e transferidos para tubos de Kjeldahl. Em seguida, foram adicionados 2,0 mL de HNO3
e 1,0 mL de H202. As amostras foram aquecidas em um bloco digestor, inicialmente a 25°C e
depois a temperatura foi aumentada e estabilizada em 110°C por 2 horas. ApGs o processo de
digestdo, as solugdes resultantes foram filtradas e diluidas até 10 mL em tubos tipo falcon com
agua deionizada, para posterior analise. A quantificacdo de Fe, Mn, Zn foi feita por
espectrometria de absor¢éo atbmica com chama, o método do padrao externo foi aplicado com
solugBes padrdes desses metais com concentragdes variando entre 0 e 3mg-L™.


http://www.solabcientifica.com.br/equipamentos/estufas-secagem-esterilizacao/sl-100-estufa-de-secagem-e-esterilizacao-27-a-150-litros
http://www.solabcientifica.com.br/equipamentos/estufas-secagem-esterilizacao/sl-100-estufa-de-secagem-e-esterilizacao-27-a-150-litros
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As analises foram feitas em triplicata e as amostras em branco, contendo todos 0s
reagentes exceto a amostra, foram analisadas paralelamente para identificar possiveis
contaminagdes nos reagentes ou no procedimento.

Resultados e Discussao

Para otimizacdo do procedimento de extracdo assistida por ultrassom, o planejamento
Doehlert foi aplicado para otimizar a extracdo dos 3 metais, simultaneamente, no qual 7
experimentos foram realizados em duplicatas. Dois fatores foram estudados: a influéncia do
tempo de sonicacio e da concentragdo de HNOs no processo de extrago. [8: % 10]

O modelo quadratico ajustado foi usado para prever a resposta global, baseada na funcao
de desejabilidade possibilitando obter a superficie de resposta apresentada na Figura 1. Devido
as caracteristicas da matriz Doehlert, as variaveis concentracdo de acido nitrico e tempo de
extracdo (5 — 25 min) foram estudadas em cinco niveis e trés niveis, respectivamente. Na etapa

de otimizacéo utilizou-se um mix contendo as cinco amostras de arroz de modo a obter-se uma
melhor representatividade das amostras estudadas. [ ® 7]

A concentracdo do &cido extrator foi otimizada através da avaliacdo do efeito de
solugBes extratoras com concentragdes de HNOs entre 1,0 e 5,0 mol-L, sobre a extracdo de
Fe, Zn e Mn em um mix de arroz. As solucdes extratoras com concentracdes de HNO3z entre 4
e 5 mol-L? proporcionaram uma melhora na extracio dos analitos de forma simultanea,
verificada através do aumento da concentracdo obtida para todos os elementos na amostra.
Conforme utiliza-se solugdes de concentragdes maiores que 6 mol-L de acido extrator resulta
na supressdo do sinal analitico devido ao elevado teor de &cido na solucédo. Isso pode ocorrer

pois altas concentracGes de acido podem alterar as propriedades fisico-quimicas da amostra,
ocasionando interferéncias.

Figura 1. Superficie de resposta obtida apds o ajuste de
uma fungdo quadratica a desejabilidade global.

OO apepnaeiasaq

O tempo de extragdo, ou seja, tempo em que a amostra foi submetida a acdo do
ultrassom, € outro parametro fundamental que deve ser otimizado, nesse caso a eficiéncia de
extracao dos analitos foi avaliada com tempos de 5, 15 e 25 minutos de a¢do do ultrassom. Com
IS0, 0s resultados demonstraram que as condigdes 6timas para o tempo de extracdo de 25 min
e a concentragdo de HNO;3 de 5 mol-L™* possuem uma maior eficiéncia na extracdo dos analitos,
uma vez que nessas condigdes foram obtidas concentracbes médias de Fe, Zn e Mn
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relativamente superiores as outras regides estudadas. A Tabela 1 apresenta a matriz do
planejamento experimental com projecao sob face quadrada para a otimizag&o das varidveis do
método descritas anteriormente.

Tabela 1. Matriz do planejamento Doehlert para otimizagdo da concentra¢do do acido e tempo de sonicagdo em procedimento
de extracdo de metais assistida por ultrassom.

Variaveis N
Absorbancias encontradas
Independentes
Tempo de
Ex [HNO3] extrz 40 Mn Zn Fe

(mol-L%) ¢ Abs. Abs. Abs.

(min)
1 2,0 25 0,0967 0,378 0,0342
2 4,0 25 0,124 0,306 0,0527
3 1,0 15 0,125 0,239 0,0321
4 3,0 15 0,0625 0,161 0,0336
5 5,0 15 0,0681 0,150 0,0457
6 2,0 5 0,0933 0,214 0,0272
7 4,0 5 0,0789 0,273 0,0378

Absorbancia - Abs. Valores obtidos via FAAS. Experimentos feitos — Exp.

Com base nos resultados obtidos na otimizacdo, os parametros de mérito limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e desvio padrdo relativo (RSD) foram
determinados para o0 método proposto. Os valores de LOD e LOQ para o método foram obtidos
considerando todas as etapas envolvidas na metodologia proposta e expressos na mesma
unidade de concentracdo dos analitos nas amostras.

Para as analises de Fe os valores LOD e LOQ obtidos foram 2,553 pg-g e 7,735 pg-g-
! respectivamente. Para Zn e Mn os valores obtidos para o LOD e o LOQ foram respectivamente
de 2,493 pg-g?, 7,555 pug-g?, 0,654 ug-gl e 1,983 pg-gt, sendo estes adequados para analise
desses elementos em amostras de arroz. A precisao foi avaliada em funcdo do RSD, sendo que
os valores obtidos foram 17,72%, 13,79% e 16,93% para Fe, Zn e Mn, respectivamente. Assim,
0 método proposto apresentou parametros de meéritos adequados para a determinacdo da
concentracdo de Fe, Zn e Mn em amostras arroz.

Tabela 2. Parametros de validagdo para o método de solubilizagéo acida com HNO3 proposto.

Analito Fe Zn Mn
LOD (ug-g?) 2,553 2,493 0,654
LOQ (ug-g?) 7,735 7,555 1,983

RSD (%) 17,724 13,791 16,933

A verificacdo da exatiddo do método proposto, utilizando extracdo assistida por
ultrassom, foi realizada através da comparacdo dos resultados obtidos com as concentragdes
dos elementos obtidas utilizando a digestdo acida por via umida, procedimento frequentemente
utilizado para o preparo de amostras de alimentos para analise de metais. A comparagdo dos
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resultados obtidos utilizando extracdo assistida por ultrassom e por digestdo &cida por via
Umida, para 5 amostras de arroz de diferentes tipos estd apresentada na Tabela 3.

Considerando um nivel de significancia de 5%, utilizando o teste t pareado de Student
para comparacao de duas médias experimentais, verificou-se que em todas as amostras de arroz
para os elementos Fe e Zn ndo diferem estatisticamente, aceitando entéo a hipotese de que as
médias dos resultados obtidos por digestdo acida através da via umida sdo equivalentes as
obtidas através da extracdo assistida por ultrassom, demostrando a exatiddo do método
proposto. Foram determinados os valores de t calculado e comparou-se com o valor critico da
distribuicdo estatistica. Os valores de t para Fe, Zn e Mn respectivamente séo: + 1,37561, +
2,4265, + 3,23287. O valor critico da distribuicdo t para um nivel de 5% de significancia (95% de
confianga) é aproximadamente + 2,776.

Com base no teste t pareado e nos dados obtidos, ndo ha evidéncia estatistica suficiente
para afirmar que existe uma diferenca significativa entre os dois métodos (método desenvolvido
e método existente) em um nivel de confianca de 95% para quantificacdo de Fe e Zn, com isso
a hipdtese nula é aceita.

O método proposto foi aplicado para a determinacdo da concentracdo de Fe, Zn e Mn
em 5 amostras de Arroz, de lotes Unicos, obtidas no comércio local do municipio de Jequié-BA,
e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3. Considerando as amostras analisadas,
todas obtiveram éxito na quantificacdo dos analitos, pois as concentracfes encontradas estavam
acima do LOQ estabelecido para o método. Os resultados obtidos para as amostras analisadas
foram posteriormente comparados com a Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos —
TBCA.

Tabela 3. Concentragdo de Fe, Zn e Mn em amostras de Arroz obtidas por extragdo assistida por ultrassom e digestdo por via
umida.

Extracéo Assistida por Ultrassom Digestdo Acida (ug-g%)

Amostra Fe (ng-g™) Zn (ugrg™)  Mn (pg-g?) Fe (ug.g’)  Zn(ugg™) Mn(ug:gh)
Integral 31,95 + 0,60 56,17 + 3,70 120,99 + 3,68 73,77 + 10,8 85,54 + 9,34 152,63 + 12,0
Vermelho 27,01 +£1,98 31,84 +2,28 50,45 + 1,50 57,63 + 13,7 90,80 + 5,77 81,71 £ 123
Parboilizado 14,91 + 7,03 15,60 + 3,90 13,26 + 3,73 20,87 + 7,18 20,71 + 3,41 22,50 + 2,73
Branco 2323+ 12,4 18,91 + 1,02 10,81 + 3,93 20,99 + 2,63 21,09 + 5,95 14,42 + 0,74
Preto 20,92 + 1,51 29,54 + 2,44 41,28 +2733 281,45 +358 58,33 +10,4 82,94 + 184

Fe, LOQ =17,735 pg-g-l; Zn, LOQ =17,555 ug-g—l; Mn, LOQ = 1,983 pg-g-1. média + desvio padrdo.

Os dados expressos na Tabela 4 representam as concentracdes de Fe, Zn e Mn em cada
tipo de arroz estudado, com uma massa de aproximadamente de 0,2 g. Com isso, comparou-se
as concentragdes obtidas com base na extragéo assistida por ultrassom, onde para Fe e Zn todas
as amostras possuem uma concentragcdo superior a estimada pela TBCA, exceto para arroz
preto, o qual possui uma concentracdo de Fe, Zn e Mn maiores que as obtidas pela extracao.
Para Mn, as amostras de arroz integral, vermelho e parboilizado denotaram uma concentracéo
maior que a tabela de referéncia, mas as amostras de arroz branco e preto evidenciaram uma
concentracdo menor do metal.
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Tabela 4. Concentragdes estabelecidas pela tabela TBCA para 0,2 gramas de amostras.

Amostra Fe (ug-g™) Zn (ug-g?) Mn (ug-g™?)
Integral 10,4 24,1 21,8
Vermelho 12,1 22,2 30,5
Parboilizado 12,4 16,2 17,1
Branco 4,1 12,1 12,1
Preto 30,1 40,1 70,5

Conclusdes

O método proposto para determinacéo de Fe, Zn e Mn em amostras de arroz, utilizando
a extracdo assistida por ultrassom e concentragdes baixas de &cido extrator, mostrou-se simples
e preciso. Uma das principais vantagens da metodologia € o tempo reduzido de analise,
resultado da simplicidade e eficiéncia do procedimento experimental envolvido para o preparo
da amostra e determinacdo dos analitos.

Além disso, o método apresentou alta eficiéncia na extracdo dos analitos, com
concentra¢fes meédias de Fe, Zn e Mn superiores as obtidas por outros métodos convencionais,
como a digestdo acida por via umida. Os resultados obtidos, a rapidez do processo, sua simples
aplicacdo, a minimizacdo das perdas de elementos volateis e a ndo necessidade de altas
temperaturas e pressao elevada sdo outras caracteristicas importantes que destacam a eficiéncia
e praticidade do método, apontando assim uma efetividade melhor para a extracdo assistida por
ultrassom.

Os diferentes tipos de arroz que foram analisados apresentaram diferencas quanto aos
constituintes de sua formulacdo. Ainda pode-se destacar que na maioria das amostras analisadas
as concentragdes de Fe, Zn e Mn obtidas foi acima do especificado pela tabela TBCA. Assim,
o controle de qualidade adequado e que apresente resultados precisos quanto a concentracdo de
metais é de extrema importancia, ja que muitas dietas sdo elaboradas com base nos valores
informados nos rétulos dos produtos e das tabelas de referéncias.
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