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RESUMO

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica e Nopalea cochenilifera) tem sido uma das
cactaceas mais cultivadas na regido nordeste brasileira por manter-se resistente ao
longo do periodo seco, servindo tanto para alimentacdo animal quanto para
alimentagdo humana. Apesar de estar sendo bastante cultivada no nordeste
brasileiro, ainda ha uma escassez de informacfes referentes a sua composicao
mineral. Desta forma, este trabalho tem por objetivo propor estratégias analiticas
para determinacao do teor total de As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, Pb,
Sr e Zn em folhas de palma crua e cozidas empregando diferentes procedimentos
de preparo de amostras e determinacao por espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES). As amostras foram coletadas em
diferentes cidades do estado da Bahia (11) e uma na cidade de Serra Talhada
(Pernambuco) para fins de comparacéo entre os diferentes estados. Para avaliar o
teor total foram propostos os seguintes procedimentos: i) decomposicdo acida em
bloco digestor com sistema fechado; ii) extracdo acida empregando um banho
ultrassénico. Na otimizacdo de ambos os procedimentos foram empregados um
planejamento fatorial completo e a massa pesada foi cerca de 0,5 gramas. A
condicdo 6tima de decomposicédo Acida foi: HNOz (5,0 mol L!) adicéo de 2,0 mL de
H202 (30 % m m) durante 2 horas a temperatura de 180°C. Para o procedimento de
extracdo, a condicdo 6tima foi 10 mL de HNOz (1,5 mol L) sonicados por 7 minutos
e 30 segundos. A exatidao para o procedimento (i) foi verificada por meio de material
certificado de referéncia (CRM Agro C1003a — Folha de tomate e CRM NIST 1547 —
Folha de péssego) e testes de adicao e recuperacéo e, para o procedimento (i) com
CRM Agro C1003a, CRM NIST 1573a — Folha de tomate e CRM Agro FC_012017 —
Folha de cana de acgucar e comparacdo com o procedimento (i). Em ambos os
procedimentos 0s percentuais de recuperacdo variaram entre 80 e 120 %. A
precisdo para os dois procedimentos foi avaliada a partir do desvio padréo relativo
(%), n=10, sendo menor ou igual a 7,0% para todos os analitos. Apds aplicar os
procedimentos (i) e (i) nas 12 amostras, observou-se que as maiores concentragdes
foram para Ca, seguido por K, Mg e P. As menores concentracdes foram
observadas para o microelemento Cu, seguido por Fe, Zn, Ba e Sr. Vale ressaltar
gue para o procedimento (ii) ndo houve bons percentuais de extracdo para Ca e Fe.
Os analitos As, Cd, Co, Cr, Na e Pb ficaram abaixo do limite de quantificacdo, em
todas as amostras, nos dois procedimentos propostos. Ferramentas estatisticas
como a andlise de componente principal (PCA) e andlise de agrupamento
hierarquico (HCA) foram aplicadas e foi observada uma tendéncia de similaridade
entre as amostras com uma pequena dispersdo entres as variedades estudadas.
Verificou-se também a influéncia do processo de cozimento na concentracdo dos
elementos presentes nas folhas de palma. Observou-se, que as alteracdes na
concentracéo dos elementos sdo menores no micro-ondas quando comparados ao
fogdo. A avaliacdo da ingestdo diaria recomendada (IDR), demonstrou que a
ingestao regular de 50 g de palma, crua ou cozida, possuem boa contribui¢cdo para a
ingestdo de elementos essenciais como Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn, sendo as
maiores contribui¢coes, em %, para Ca (44-240), Mg (89-236) e Zn (8,8-75).

Palavras-chave: Palma forrageira, decomposicdo &cida, extracdo, cocc¢do, ICP
OES, minerais
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ABSTRACT

The forage palm (Opuntia ficus-indica and Nopalea cochenilifera) has been one of
the most cultivated cacti in the northeast region of Brazil because it remains resistant
throughout the dry period, serving both for animal and human food. Despite being
widely cultivated in northeastern Brazil, there is still a lack of information regarding its
mineral composition. Thus, this work aims to propose analytical strategies to
determine the total content of As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, Pb, Sr
and Zn in palm leaves raw and cooked using different sample preparation
procedures and determination by inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES). The samples were collected in different cities in the state of
Bahia (11) and one in the city of Serra Talhada (Pernambuco) for comparison
between the different states. To assess the total content, the following procedures
were proposed: i) acid decomposition in a digestor block with a closed system; ii)
ultrasound assisted extraction. In the optimization of both procedures, a complete
factorial design was used and the heavy mass was about 0.5 grams. The optimal
condition for acid decomposition was: HNOz (5.0 mol L) addition of 2.0 mL of H202
(30% m m) for 2 hours at 180 °C. For the extraction procedure, the optimal
condition was 10 mL of HNOz (1.5 mol L) sonicated for 7 minutes and 30 seconds.
The accuracy for the procedure (i) was verified using certified reference material
(CRM Agro C1003a — Tomato leaves and CRM NIST 1547 - Peach leaves) and
addition and recovery tests and, for procedure (ii)) with CRM Agro C1003a, CRM
NIST 1573a - Tomato leaf and CRM Agro FC 012017 - Sugar cane leaf and
comparison with procedure (i). In both procedures, the recovery percentages varied
between 80 and 120%. The precision for both procedures was assessed based on
the relative standard deviation (%), n = 10, being less than or equal to 7.0% for all
analytes. After applying procedures (i) and (ii) to the 12 samples, it was observed
that the highest concentrations were for Ca, followed by K, Mg and P. The lowest
concentrations were observed for the Cu microelement, followed by Fe, Zn, Ba and
Mr. Vale point out that for procedure (ii) there were no good extraction percentages
for Ca and Fe. Analyzes As, Cd, Co, Cr, Na and Pb were below the limit of
guantification, in all samples, in two proposed procedures. Statistical tools such as
principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were
applied and a similarity trend was observed between the samples with a small
dispersion among the studied varieties. The influence of the cooking process on the
concentration of the elements present in the palm leaves was also verified. It was
observed that the changes in the concentration of the elements are smaller in the
microwave when compared to the stove. The evaluation of the recommended daily
intake (RDI) showed that regular intake of 50 g of raw or cooked palm has a good
contribution to the intake of essential elements such as Ca, Cu, Fe, K, Mg, P and Zn,
being the highest contributions, in %, to Ca (44-240), Mg (89-236) and Zn (8,8-75).

Keywords: Forage palm, acid decomposition, extraction, cooking, ICP OES,

minerals
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1) Introducéo

A maior parte do territério do nordeste brasileiro € caracterizado por um clima
semiarido, o qual esté sujeito a elevados periodos de seca, afetando diretamente a
disponibilidade de alimentos para a producdo animal, o que inviabiliza as
atividades agropecuarias nessa regido (MARQUES et al.,, 2017). Deste modo, a
busca por alimentos que possibilitem a alimentacdo animal nesses periodos de
grande estiagem tem crescido bastante e, a palma forrageira (Opuntia ficus-indica e
Nopalea cochenilifera) vem ganhando destaque nas ultimas décadas como uma
alternativa para alimentacdo dos rebanhos e manutencdo da atividade pecuaria no
semiarido nordestino. Tal fato se deve por ser uma cactacea que atinge até cerca
de 90% do seu peso em agua, mantendo-se resistente ao longo do periodo seco
(BRASIL, 2013; CARDOSO et al., 2019; MARQUES et al., 2017).

A palma forrageira tem sido uma das cactaceas mais cultivada no mundo,
sendo encontrada em regides com baixa disponibilidade hidrica ou alta variabilidade
do regime pluviométrico, na qual a producéo de outras plantas forrageiras, tais como
capim pangola e braquiarias, é limitada (SALEHI et al.,, 2019). Sua cultura vem
sendo indicada para alimentac&o animal, pois € uma fonte alimentar de carboidratos,
minerais, vitaminas, é de facil digestibilidade, além de ter aceitabilidade pelos
rebanhos (BRASIL, 2019). Dessa forma, viabiliza a producdo de carne e de leite
nessas regioes, e permite a geracdo de renda e alimentos para milhares de familias
(VOLTOLINI et al., 2016).

Além da alimentacdo animal, a palma também tem sido utilizada no preparo
de bebidas e sobremesas para alimentacdo humana (MENDEZ et al., 2015; SALEHI
et al., 2019) sendo, portanto, considerada uma planta alimenticia ndo convencional —
PANC (KELEN et al., 2015). De acordo com Tuler, Peixoto e Silva (2019), as PANCs
sdo as plantas que possuem uma ou mais partes comestiveis, que ndo estéo
incluidas em nosso cardapio cotidiano, sendo principalmente encontradas em
comunidades tradicionais e de pequenos agricultores familiares.

Apesar de estar sendo bastante cultivada no nordeste brasileiro, ainda ndo ha
informacdes na literatura referente & composicdo mineral da palma forrageira nessa
regido, tornando-se necessario mais estudos acerca desse tipo de alimento em

termos de elementos essenciais e potencialmente toxicos.
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A informacdo quimica dos alimentos € importante no que tange a uma
populacdo, porque o0s elementos quimicos participam de diversos processos
metabdlicos no corpo, sendo necessario monitora-los. Na alimentacdo humana, os
elementos podem ser divididos em 2 grupos: macroelementos, 0s quais séo
necessarios mais de 100 mg por dia (C, O, H, N, S, P, Cl, Na, K, Ca, Mg) e
constituem mais de 99,0% do peso corporal e microelementos (elementos vestigiais)
cujo suprimento diario é inferior a 100 mg por dia, como por exemplo, Fe, Zn, Cu, Cr,
F, Se, I, Mn, Si. No entanto, também existem elementos cujo papel no organismo
humano é prejudicial em qualquer quantidade tais como Pb, Cd e Hg, e Al cuja
toxicidade ainda é objeto de investigacfes (DLUGASZEK, 2018).

Na auséncia de testes de biodisponibilidade, a determinacdo da composicao
mineral de alimentos envolvendo diferentes métodos de cozimento é uma das
alternativas mais recomendadas para a obtencdo de dados mais seguros para
nutricionistas envolvidos no planejamento de cardapios (De SOUZA et al., 2016).
Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos que visem investigar o teor total
e avaliar a influéncia do processo de cozimento na concentracdo de elementos
essenciais e potencialmente toxicos em amostras de folha de palma séo de extrema
importancia para contribuir de forma significativa para a seguranca alimentar,
gerando dados comparaveis, bem como a validacdo desses processos analiticos,

para a confiabilidade dos resultados gerados.

2) Fundamentacdao tedrica

2.1 A palmaforrageira

A palma forrageira (Opuntia ficus-indica e Nopalea cochenilifera) € uma planta
originaria das regifes aridas e semiaridas do México (MARQUES et al., 2017),
sendo atualmente encontrada em diferentes paises como Marrocos, Tunisia,
Eritreia, Etidpia, Argentina, Peru, Bolivia, Brasil, Estados Unidos, Espanha, Italia,
Israel, Ird e Africa do Sul (SALEHI et al., 2019). Possui alta capacidade de
adaptacdo a diferentes condicbes ambientais e, portanto, pode ser plantada em
varios sistemas ecologicos, crescendo, essencialmente, nas regides tropicais e
subtropicais (BAYAR, KRIAA e KAMMOUN, 2016; SALEHI et al., 2019).
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De acordo com Marques et al. (2017), a palma possui estrutura anatdbmica
(Figura 1) peculiar com folhas em forma de espinhos endurecidos e pontiagudos, o
caule é do tipo cladodio (comumente chamado de raquete) que se caracteriza pelo
aspecto volumoso ou “carnudo”, verdes e achatados, podendo ser classificados em
primério ou secundério, de acordo com a sua disposi¢cdo sobre o crescimento. Sao
ramificadas, de porte arbustivo, com altura entre 1,5 e 3 m, mais compridos (30 - 60
cm) do que largos (6 - 15 cm), variando de densamente espinhosos até desprovidos
de espinhos (CAMPOS et al., 2017).

Figura 1. Caracteristicas anatémicas da palma forrageira.
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Fonte: MARQUES et al., 2017.

Esta planta pertence afamilia das Cactaceae e a ordem Centrospermae
(NHARINGO e MOYO, 2016). As duas espécies de palma forrageira mais cultivadas
aqui no Brasil sdo a Opuntia ficus-indica conhecida como palma gigante e Nopalea
cochenilifera conhecida como palma midda ou palma doce (CAMPOS et al., 2017,
MARQUES et al.,, 2017). A espécie Opuntia ficus-indica (Figura 2a) apresenta
raquetes ovaladas de cor verde escura com 19 a 28 mm de espessura, 30 a 60 cm
de comprimento, 20 a 40 cm de largura, recobertas por uma camada de cera.

Enquanto que a Nopalea cochenilifera (Figura 2b) apresenta raquetes em

torno de 25 cm de comprimento com formato abovado (base mais fina que a ponta)


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cactaceae
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e coloracao verde intenso brilhante, o caule apresenta grande ramificacdo e de
pequeno porte, as flores sdo vermelhas e durante o ciclo a corola permanece
semiaberta, o fruto tem formato de baga e com cor roxa (MARQUES et al., 2017).

Fonte: Google imagens.

A composicdo quimica da palma forrageira pode variar de acordo com a
espécie, fase de desenvolvimento, época do ano, espacamento e adubacao
(BAYAR, KRIAA e KAMMOUN, 2016; EMBRAPA, 2012). Ela é rica em carboidratos
nao fibrosos (62%) e nutrientes digestiveis totais (62%), apresenta baixos teores de
matéria seca (12%), proteina bruta (5%), fibora em detergente neutro (27%), fibra em
detergente &cido (19%) e teores consideraveis de matéria mineral (12%)
(EMBRAPA, 2012).

Atualmente, a palma forrageira tem sido empregada em diversas aplicacoes,
sendo objeto de estudo devido ao seu potencial farmacéutico, presenca de
fitoquimicos, filme de revestimento para prolongar a vida util dos alimentos,
composicdo de acidos graxos e descontaminacdo de agua do rio e de aguas
residuais através da adsorcéo e processos de coagulacao-floculagdo (NHARINGO e
MOYO, 2016).

Na Tabela 1, podem ser observados alguns estudos, entre 2010 e 2020 que
investigaram as propriedades da palma forrageira. Nota-se que a palma tem sido
estudada com diversos objetivos em relacdo as propriedades bioquimicas (KAUR et
al., 2012), tratamento de doencas (THOUNAOJAM et al., 2015), novas aplicacdes
(DAMASCENO et al., 2016) e utilizagdo com outros materiais (CASSANO et al.,
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2010), apresentando um grande potencial tecnologico e inovador (VILA NOVA,
2018). Por outro lado, foram encontrados apenas dois trabalhos visando a
determinacdo da composi¢cdo mineral: o primeiro trabalho, de Méndez et al. (2015),
os autores determinaram P, Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn e Cr em amostras de
cactos de Opuntia dillenii e Opuntia ficus indica das Ilhas de Tenerife na Espanha
por FAAS. O segundo trabalho, de Salehi et al. (2019), os pesquisadores
determinaram Ca, Mg, Mn, K, P, Cu, Al, Ni e Na em folhas de palma do Ira por ICP
OES. Nao foram encontrados nenhum tipo de estudo com relagcdo a composicéo

mineral da palma forrageira aqui no Brasil.

Tabela 1. Aplicacdes e usos da palma forrageira entre 2010 e 2020.

Tipo de Estudo Referéncia

Corante natural para bebidas e produtos
lacteos
Controle do diabetes mellitus
AplicacBes Farmacéuticas
Tratamento do cancer no célon do utero
Tratamento de doencas sexualmente
transmissiveis
Tratamento de obesidades, sindrome
metabdlica e diabetes
Absorcéo de Cadmio e biotratamento de
metais potencialmente toxicos
Tratamento de residuos de agua

AplicacBes na formulacédo de
cosmeéticos
Reflorestamento e recuperacado do solo
Beneficios gastrointestinais
Atividade antioxidante e propriedades
funcionais

CASSANO et al., 2010

GODARD et al., 2010
KAUR et al., 2012
SERRA et al., 2013
SEMENYA et al., 2013

THOUNAOJAM et al., 2015

FOX et al., 2012; BARKA et al.,
2013; NHARINGO e MOYO, 2016
DE SOUZA et al., 2014;
NHARINGO et al., 2015
DAMASCENO et al., 2016

AYNEKULU et al., 2016
VERON et al., 2017
SALEHI et al., 2019
BARBA et al., 2020

Fonte: VILA NOVA, 2018 — Adaptado.

A palma forrageira também vem sendo consumida na alimentagdo humana,
principalmente nas regibes de baixa disponibilidade hidrica (MENDEZ et al., 2015;
SALEHI et al., 2019). Por conter proteinas, vitaminas, minerais, fiboras e compostos

bioativos estudos relacionados aos valores nutricionais e funcionais dessa cactacea
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tem crescido bastante (DE SANTIAGO et al., 2018; SALEHI et al., 2019). Como
alimento, costuma-se comer o fruto da planta (pera espinhosa), bem como suas
hastes, conhecidas como “cladodes” ou “nopales” (DE SANTIAGO et al., 2018). Aqui
no nordeste brasileiro, a palma é culturalmente consumida cozida, podendo ser
preparada cozida com carne, refogada, na forma de omelete ou suflé e, também,
pode ser usada na preparacdo de doces (BRASIL, 2015).

Deste modo, estudos relacionados a composi¢cao mineral da palma forrageira
sdo de suma importancia para contribuir com informacgdes sobre essa planta que
esta sendo amplamente consumida no Brasil, em especial na regido nordeste, e

utilizada tanto na alimentagéo animal quanto na alimentagéo humana.

2.2 Procedimentos de preparo da amostra para analise elementar

A preparagdo da amostra € uma etapa critica e considerada essencial para o
sucesso da andlise (PINHEIRO, BARROS e NOBREGA, 2019). Tal etapa consiste
em processos quimicos e fisicos que visam converter a amostra de interesse em
uma forma adequada para a introdugcdo no instrumento de medida, minimizando
assim interferentes na quantificagéo dos analitos (KRUG e ROCHA, 2016).

Por exemplo, a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS) e a
espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)
requerem a introducdo da amostra na forma liquida, dessa forma, podem ser
empregados procedimentos de preparo da amostra, tais como a decomposicao da
matéria organica por via Umida e a extracao ultrass6nica (KRUG e ROCHA, 2016).

2.2.1) Decomposicao da matéria organica por via imida

De acordo com Krug e Rocha (2016), os procedimentos empregados para a
decomposicdo de materiais organicos por via Umida implicam em aquecimento da
amostra na presenca de um acido mineral oxidante concentrado ou diluido, de
misturas de acidos oxidantes e de mistura de um acido oxidante com peréxido de
hidrogénio. O emprego de acidos diluidos no tratamento de amostras tem sido muito
utilizado, quando comparado ao acido concentrado, com o intuito de se reduzir altos
volumes de residuos acidos que sao produzidos, 0 que exige gerenciamento

adequado para evitar danos ao meio ambiente (AVILA et al., 2018).
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Os principais sistemas utilizados para a decomposicdo da matéria organica
por via Umida podem ser sistemas fechados, no qual, emprega-se aquecimento
condutivo em bloco digestor ou radiacdo micro-ondas em forno de micro-ondas, ou
em sistemas abertos em que emprega-se aquecimento condutivo em placa de
aquecimento ou bloco digestor (SOUZA, 2016). A decomposicdo em sistemas
fechados é dita mais vantajosa que os sistemas abertos por minimizar as perdas por
volatilizacdo dos solventes e de espécies volateis e por minimizar contaminacoes
pelo ar, tendo um interesse crescente na utilizacdo desses sistemas, especialmente
na andlise de tracos (KRUG e ROCHA, 2016).

O &cido nitrico é frequentemente utilizado em processos de decomposicao de
amostras devido a sua facil purificacdo e eficiéncia na oxidacdo de compostos
organicos (GONZALEZ et al., 2009). Durante o processo de decomposicdo ha a
liberacdo de fumos marrons (6xidos de nitrogénio), podendo ser considerado um
indicativo de que a reacdo de oxidacdo da matéria organica est4d acontecendo,

conforme Equacéo 1 (ndo balanceada):

(CH2)n + HNOs(aq) —CO2(g) + NOx(g) + H20(]) Equacao 1

Na literatura sédo encontrados diversos trabalhos empregando o acido nitrico
diluido para o preparo da amostra. Aqui esta destacado trés trabalhos que
empregaram forno de micro-ondas com cavidade. Dentre eles, Peixoto et al (2019)
determinaram a concentragédo de Ba, Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Sr e Zn em amostras de
leite materno por ICP-MS e como reagentes acido nitrico (2,8 mol L) e peréxido de
hidrogénio. Pereira et al (2019) determinaram Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Zn, P e S
em suplementos esportivos por ICP OES utilizando apenas acido nitrico (5,0 mol L
D). Muller et al (2015) determinaram As, Cd, Hg e Pb em plantas medicinais por ICP-
MS utilizando apenas acido nitrico (4,0 mol L'1).

Em contrapartida, Ferreira et al (2019a) determinaram Al, As, Ba, Ca, Cd, Co,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, P, S, Sr, Ti, V e Zn em amostras de produtos do tabaco
(charuto, desfiado e corda) empregando um bloco digestor fechado com
aquecimento condutivo, utilizando &acido nitrico diluido (3,0 mol L?), peréxido de

hidrogénio como agente oxidante auxiliar e quantificacdo por ICP OES.


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814620302971#b0110
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A maioria dos trabalhos relatados e encontrados na literatura, que empregam
sistema fechado, utilizam o forno de micro-ondas para a decomposicdo das
amostras, sendo ainda escassos os trabalhos que empregam o bloco digestor com
sistema fechado. Dessa forma, pesquisadores tem demonstrado interesse em
realizar mais estudos com esse equipamento ja que apresenta um menor custo
guando comparado ao forno de micro-ondas, como demonstrado no trabalho recente
de Ferreira et al (2019a).

2.2.2) Extracéo assistida por ondas ultrassdnicas

Apesar da decomposicdo acida ser bastante empregada para o preparo da
amostra, ela apresenta algumas desvantagens como o uso de uma alta quantidade
de reagentes que podem aumentar o risco de contaminagdo da amostra afetando
principalmente elementos que estdo em baixas concentracdes. Além de requerer
altas temperaturas, pressdes elevadas (no caso de sistemas fechados) para a
decomposicdo, geracdo de mais residuos e perdas de analitos mais volateis (no
caso de sistemas abertos) (AMORIM et al., 2017; COSTA et al., 2018b; GAMELA,
COSTA e PEREIRA-FILHO, 2020).

Como alternativa ao procedimento de decomposicao, a extracdo acida surge
COmMoO uma opcao para o0 preparo da amostra, principalmente quando associada a
energia ultrassénica (COSTA et al., 2018b). A extracdo assistida por ultrassom é
baseada na acdo de ondas mecanicas de baixa frequéncias quais resultam na
cavitacdo acustica, fenbmeno responsavel pela formacdo e colapso de bolhas de
cavitacao que refletem em areas pontuais de alta pressao e temperatura. Isso facilita
0 processo de extracdo dos elementos, o que implica na solubilizagcdo dos analitos
no solvente empregado, sem a decomposicao total da matriz da amostra (FREITAS
et al., 2015; PRIEGO-CAPOTE e DE CASTRO, 2007).

Geralmente sao utilizados banhos ultrassénicos, que operam a temperatura
ambiente e a pressdo atmosférica, empregando menor quantidade de acidos, ha
uma minimizagdo das perdas de analitos volateis, requer um menor trabalho
operacional e tempo de preparo, sendo considerado mais rapidos e de menor custo
gue os procedimentos de decomposicéo acida (AMORIM et al., 2017; COSTA et al.,
2018b; GAMELA, COSTA e PEREIRA-FILHO, 2020; LIMA et al., 2016).
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Na literatura séo reportados alguns trabalhos empregando o ultrassom para o
preparo de amostra. Gamela, Costa e Pereira-Filho (2020) utilizaram a extragéo
assistida por ultrassom para a determinacdo de Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn em
amostras de pimenta por ICP OES, empregando &cido nitrico 1,0 mol L, por 5
minutos a 40°C. Lima et al., (2016) determinaram Cd, Cu, Cr, Mn, Pb e Zn em
fertilizantes inorganicos por MIP OES, empregando HCI 50 % v v'1, sonicado por 10
minutos e aquecimento a 85°C. Costa et al (2018b) empregaram extracdo assistida
por ultrassom para determinacdo de Ca, Mg, K, Na, Cu, Zn, Mn e Al em folhas de
cha por ICP OES utilizando acido nitrico 1,0 mol L, sonicado por 7 minutos a 75°C.

Observa-se nos trabalhos supracitados que a extracao ultrassdnica emprega
um menor tempo de extracdo e permite utilizar solucbes acidas mais diluidas
guando comparados aos procedimentos de decomposicéo acida. Deste modo, nota-
se que a extracao ultrassonica apresenta-se como uma alternativa ao preparo da
amostra, porém faz-se necessario estudar as variaveis que afetam a extracao dos
analitos, empregando por exemplo otimizacdes multivariadas das condicbes de
extracdo dos analitos (KRUG e ROCHA, 2016).

2.3 Ferramentas quimiométricas aplicadas a quimica analitica

De acordo com Ferreira (2015), as ferramentas quimiométricas tém sido
amplamente utilizadas na quimica analitica, pois permitem o emprego de
fundamentos matematicos e estatisticos aliados a recursos de informatica para
planejar experimentos visando a otimizagdo e também avaliagdo dos dados de
origem quimica, com o0 objetivo de obter a maxima quantidade de informacdes.
Estas podem ser subdivididas em técnicas de planejamento de experimentos,
analise multivariada e calibragdo multivariada. Neste estudo foram utilizadas as

técnicas de planejamento de experimentos e a analise multivariada.

2.3.1) Técnicas de planejamento de experimentos

As técnicas de planejamentos de experimentos podem ser empregadas para
avaliacao preliminar dos fatores mais significativos do processo em que, geralmente,

emprega-se o planejamento fatorial de dois niveis e, também, para determinacao
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das condi¢cBes criticas destes, em que emprega-se a técnica de metodologia de
superficie de resposta (MSR) (FERREIRA et al., 2019b).

Em um planejamento fatorial de dois niveis, o numero de experimentos
estabelecidos pela matriz é determinado pela expresséao (2X), sendo (k) o nimero de
fatores investigados (FERREIRA et al., 2019b). Esse tipo de planejamento permite a
selecdo das variaveis mais relevantes no processo analitico, ou seja, aquelas que
afetardo significativamente a magnitude da resposta (NOVAES et al. 2016). Para a
avaliacao do erro experimental podem ser realizados repeti¢cdes auténticas de todo o
planejamento ou repeticbes no ponto central em que o0 numero de experimentos
devera corresponder de 25 a 30% do valor do nimero de experimentos (FERREIRA,
2015).

Souza et al. (2018a) utilizaram um planejamento fatorial completo 24 para a
otimizacdo de um procedimento de decomposicdo &cida de amostras de linhaca e
gergelim em forno de micro-ondas. As variaveis estudadas foram concentracdo de
acido nitrico, temperatura, tempo e presenca ou auséncia de peroxido de hidrogénio.

Santana et al. (2020) utilizaram um planejamento fatorial completo 23 para a
otimizag&o de um procedimento de decomposi¢éo acida de amostras de semente de
chia em bloco digestor aberto com sistema de refluxo “dedo frio”, cujas variaveis
estudadas foram volume de acido nitrico, volume de acido sulfdrico e volume de
peréxido de hidrogénio.

Gamela, Costa e Pereira-Filho (2020) utilizaram um planejamento fatorial
completo 23 para a otimizacdo de um procedimento de extracdo assistida por
ultrassom para a determinacdo de Ca, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn em amostras de
pimenta por ICP OES. As variaveis foram o tempo de sonicagdo, a temperatura de
sonicacado e a concentracao de acido nitrico.

Percebe-se que o planejamento fatorial completo de dois niveis € uma
ferramenta muito empregada para a otimizacdo de procedimentos de preparo de
amostras visando encontrar condicbes que empreguem menos reagentes,
demandem menos tempo, e que sejam melhores para a informacdo analitica

desejada.
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2.3.2) Analise multivariada de dados

A analise multivariada de dados é uma ferramenta interessante e muito
utilizada para auxiliar na compreensao dos resultados gerados, sendo a Andlise de
Componentes Principais (PCA) e Andlise de Agrupamentos Hierarquicos (HCA) as
mais utilizadas na analise de alimentos (OLIVEIRA et al.,, 2014; SOUZA et al.,
2018b). Essas técnicas permitem correlacionar e verificar a similaridade de diversas
variaveis para elucidar informacdes relevantes para a caracterizacdo das amostras
(OLIVEIRA et al., 2014).

A PCA é uma ferramenta matematica que visa representar a variacdo
presente no conjunto de dados (respostas usadas para caracterizar as amostras)
usando um pequeno numero de fatores (GRANATO et al., 2018). Ela emprega uma
combinacdo linear de variaveis, gerando graficos nos quais as amostras sao
representadas em coordenadas cartesianas (geralmente projecao bidimensional ou
tridimensional), com os eixos representando os PCs (componentes principais) (DOS
SANTOS et al., 2013).

A HCA é usada para classificar amostras em grupos, considerando os valores
de um conjunto de dados através do grau de similaridade entre os interpontos. Essa
classificacdo é estabelecida de acordo com célculo da distancia das amostras, e 0s
grupos séo representados em diagramas bidimensionais chamados dendrogramas
(DE SOUZA et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2014).

Souza et al. (2018b) utilizaram PCA e HCA para caracterizacdo da
composicdo mineral de amostras de leite (p6 e liquido) e iogurte. Os autores
concluiram gque tais ferramentas permitiram a discriminacdo das amostras de leite
em p6 das amostras de leite liquido e iogurte, através da tendéncia para formar dois
grupos. O primeiro grupo incluiu amostras de leites em po (leite em po integral de
cabras e vacas e leites de vaca desnatados) e compostos de leite. Um segundo
grupo foi formado por amostras de leite liquido de vaca inteiro e desnatado e
iogurtes naturais e aromatizados. Uma tendéncia de separagdo entre amostras de
leite em po e liquido também foi observada.

De Souza et al., (2016) utilizaram PCA e HCA para a caracterizagdo da
composi¢cado mineral de amostras de fruta-pdo em funcéo do processo de cozimento.
Através da PCA, os autores observaram que o0s elementos de maior variabilidade

nas amostras sao potassio, fosforo, ferro e so6dio; e que 0s processos de cozimento



26

com forno de micro-ondas ou fogdo causam perda de nutrientes. Através do HCA os
autores verificaram que amostras brutas sdo completamente separadas das
amostras cozidas no fogéao.

Deste modo, nota-se que a PCA e HCA sédo técnicas complementares que
auxiliam em uma melhor compreensao e classificagdo dos dados quimicos obtidos,
como semelhancas e diferencas, reduzindo o numero de dados sem perder muita

informac&o.

2.4  Métodos de coccao de alimentos

A avaliacdo da concentracdo de elementos essenciais e potencialmente
toéxicos em alimentos geralmente é feita considerando-se a forma como 0s mesmos
sdo comercializados (frescos ou secos), ndo levando-se em consideragdo alguns
aspectos que podem alterar as concentracdes desses elementos como 0 processo
de cozimento. O processo de cozimento pode induzir alteracdes nas qualidades
fisico-quimicas e nutricionais dos alimentos, como perda de agua, teor de gordura e
teor de minerais (DE SANTIAGO et al., 2018).

De Souza et al., (2016) avaliaram a influéncia de dois métodos de cocc¢ao
(cozimento em fogdo e aquecimento por micro-ondas) na concentragao de K, Ca, P,
Mg, Fe, Na, Mn, Cd e Pb em amostras de fruta-pdo. Os autores concluiram que 0s
processos de cozimento causam perda de nutrientes, sendo essa perda maior
utilizando o cozimento em fogéao.

Lima et al., (2019) avaliaram a influéncia dos métodos de coccao (cozidos em
banho-maria, fogdo e forno de micro-ondas) na concentracdo de Ca, Mg, K, Na, Fe,
Zn, P, Ba e S em amostras de folhas de mostarda. Observou-se que as
concentragbes minerais em ordem decrescente sdo: amostras brutas, seguidas de
amostras cozidas em banho-maria, amostras cozidas no fogdo e as menores
concentragdes para amostras cozidas em forno de micro-ondas.

Sharafi et al (2019) avaliaram os efeitos de diferentes métodos de pré-
cozimento (apenas lavagem e lavagem + imerséo) e cozimento na concentragéo de
As, Cd, Pb, Fe, Cu, Co e Zn em tipos de arroz amplamente consumidos no Ira. Os
autores concluiram que os métodos de cozimento podem levar a uma remogao

consideravel de metais toxicos e metais essenciais do arroz.
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Com relacdo a estudos com a palma forrageira, encontrou-se apenas um
trabalho que avaliou o impacto dos métodos de cozimento (fervura, micro-ondas,
grelha e fritura em Oleos de oliva e soja) na composicdo nutricional (proteinas,
gorduras, carboidratos, fibra, perfil de acidos graxos e energia), capacidade
antioxidante e compostos (poli) fenolicos de cactos cladodios (DE SANTIAGO et al.,
2018). Nao foram encontrados estudos sobre a influéncia de métodos de cocc¢éo na
composicdo mineral de amostras de palma forrageira.

Portanto, observa-se que os métodos de coccdo de alimentos afetam as
concentracdes desses elementos durante o processo de cozimento e, como a folha
de palma esta sendo utilizada para alimentacdo humana, tanto crua quanto cozida,
avaliar essa influéncia € uma alternativa importante para uma melhor avaliacao

desse alimento sob os aspectos nutricionais.

2.5 Espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado

A demanda por determinacdes simultaneas de varios elementos resultou no
desenvolvimento do espectrdbmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) na década de 1970 (DONATI, AMAIS e WILLIAMS, 2017). Com
isso, as técnicas analiticas baseadas na emissao de energia radiante pelos atomos,
gue eram feitas inicialmente por chama, através da FAAS, passaram a ser feitas por
fontes de plasma desenvolvidas para fins de analise por emisséo espectrométrica na
década de 1960 (DONATI, AMAIS e WILLIAMS, 2017; NOVAES et al., 2016). O
desenvolvimento da andlise por plasma se deu devido a algumas desvantagens que
a chama apresentava, como energia insuficiente para atomizacdo e excitacdo de
muitos analitos, instabilidade e ambiente rico em espécies reativas, que causam alta
formacéo e emissdo de radiacdo interferente (NOVAES et al., 2016).

A ionizacdo dos elementos a serem determinados, sera feita pelo plasma
indutivo do ICP OES que é um gas altamente energizado e eletricamente neutro
composto por ions, elétrons e particulas neutras. Geralmente é produzido por uma
corrente de argonio, que é energizada por um campo eletromagnético de alta
frequéncia ou por uma corrente direta, podendo atingir temperaturas de 8.000 K e
um ambiente quimico menos reativo que a chama do atomizador (HOLLER, SKOOG
e CROUCH, 2009; NOVAES et al., 2016). Devido a essa elevada temperatura
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produzida pelo plasma, consegue-se determinar de maneira sensivel, elementos que
geralmente sdo muito dificeis de serem determinados por outras técnicas analiticas,
como elementos refratarios e terra raras. Além disso, tem-se uma alta resolucéo, o
que melhora a correcdo de background e minimiza interferéncias espectrais e,
gracas a inércia relativa do plasma de argbnio, contribuem para menos
interferéncias quimicas (DONATI, AMAIS e WILLIAMS, 2017; NOVAES et al., 2016).

O ICP OES é uma técnica amplamente utilizada em analises de rotina,
principalmente devido a sua robustez e capacidade de determinacdo multielementar,
facil operacao e alta frequéncia analitica (DONATI, AMAIS e WILLIAMS, 2017).
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3) Objetivos

3.1) Objetivo Geral

- Avaliar estratégias analiticas, a partir de planejamento fatorial completo, para
determinacao do teor total de As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Na, P, Pb, Sre
Zn por ICP OES em folhas de palma (Opuntia ficus-indica e Nopalea cochenilifera)

cruas e cozidas do estado da Bahia.

3.2) Objetivos Especificos

- Investigar as melhores condicbes de decomposicdo &acida das amostras

empregando um bloco digestor em sistema fechado.

- Avaliar as melhores condi¢Bes de extracao acida das amostras empregando um

banho ultrassénico.

- Utilizar um planejamento fatorial completo de dois niveis para a otimizacdo dos
procedimentos propostos.

- Validar os procedimentos propostos através de parametros de desempenho:
linearidade, faixa linear de trabalho, limite de deteccdo, limite de quantificacéo,

exatidao, preciséo e efeito de matriz.

- Comparar o procedimento de decomposicdo acida com o de extracdo em banho

ultrassoénico.

- Aplicar os procedimentos propostos em amostras de palma forrageira de diferentes

regides e espécies.

- Utilizar as ferramentas de analise PCA e HCA para interpretacdo dos resultados
obtidos.

- Empregar um planejamento fatorial completo para avaliar a influéncia do cozimento
em fogdo e em micro-ondas na concentragdo dos elementos essenciais e

potencialmente toxicos presentes na folha de palma.



30

4) Parte Experimental

4.1) Amostras e materiais certificados de referéncia

As amostras de palma forrageira foram coletadas em diferentes cidades do
estado da Bahia (Brasil), e uma amostra foi coletada na cidade de Serra Talhada no
estado de Pernambuco (Brasil), totalizando 12 amostras. As informacdes referentes
ao tipo de solo e clima das amostras, utilizadas para auxiliar na analise dos dados
obtidos, foram consultadas no Servico Geoldgico do Brasil — CPRM (BRASIL,
2005a). Selecionou-se aleatoriamente uma planta no ponto de amostragem e
coletou-se seis folhas da mesma planta. As amostras foram lavadas com &agua
destilada, cortadas em cubos com facas plasticas e mantidas sob refrigeracdo até o
processo de secagem em estufa. A codificacdo das amostras, bem como sua
classificagcdo podem ser observados na Tabela 2 e as folhas (raquetes) das amostas
na Figura 3. Para a otimizacdo e validacdo do método de decomposicao acida foi

empregado a amostra FSs e para o procedimento de extracdo a amostra Se.

Tabela 2. Codificagdo das amostras com respectiva localizacdo georéfica.

Cédigo Cidade/Estado Espécie Tipo Data de
coleta
A Araci/BA Opuntia ficus-indica  Palma gigante ~ 27/05/2019
Ccv Catuaba/BA (Verde) Opuntia ficus-indica  Palma gigante ~ 20/05/2019
CM Catuaba/BA (Madura)  Opuntia ficus-indica  Palma gigante ~ 20/05/2019
FSs Feira de Santana/BA  Nopalea cochenilifera  Palma mitda 23/09/2018
(periodo seco)
Fsu Feira de Santana/BA  Nopalea cochenilifera  Palma mitda 27/05/2019
(periodo Umido)
Ma Mairi/BA Opuntia ficus-indica  Palma gigante = 23/09/2018
Mc Morro do Chapéu/BA  Nopalea cochenilifera  Palma miuda 20/05/2019
N Nilo Pecanha/BA Nopalea cochenilifera  Palma miuda 23/04/2018
Ps Porto Seguro/BA Nopalea cochenilifera  Palma mitda 10/03/2019
Q Quixabeira/BA Opuntia ficus-indica ~ Palma gigante ~ 20/05/2019
Se Santo Estevdo/BA Nopalea cochenilifera  Palma mitda 15/05/2018
St Serra Talhada/PE Opuntia ficus-indica ~ Palma gigante ~ 30/09/2018
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Figura 3. Amostras de palma forrageira adquiridas.
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Devido a falta de material certificado de referéncia (CRM) de palma forrageira,
dois CRM de folhas e com composicdo quimica similar & folha de palma foram
utilizados para avaliar a exatiddo do procedimento de decomposicéo acida em bloco
digestor fechado: de folha de tomate (Agro C1003a) e folha de maca (NIST 1515).
Para o procedimento de extracdo em banho ultrassénico, além do folha de tomate
(Agro C1003a), foram utilizados o folha de tomate (NIST 1573a) e o folha de cana de
acucar (Agro FC_012017).

4.2) Reagentes e Solucdes

Todas as solucbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e 4gua
ultrapura, com resistividade especifica de 18,2 MQ cm obtida de um sistema
PURELAB Option-Q (ELGA Labwater, Reino Unido). Para o procedimento de
decomposicao acida e extracdo em banho ultrassénico foram utilizados acido nitrico
(HNO3) 65% m m (Merck, Alemanha), acido cloridrico (HCI) 37% m m™* (Merck,
Alemanha) e peréxido de hidrogénio (H202) 30% m m (Merck, Alemanha).

Na construcdo das curvas de calibracdo foram utilizadas solugdes padrdes
dos elementos contendo 1000 mg L de As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sre Zn
(Merck, Alemanha), 10.000 mg L? Ca, K, Mg, Na e P (Merck, Alemanha). A partir
dessas solucdes foi preparada uma solucdo multielementar na concentracdo de 50
mg L* para As, Ba, Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Pb, Sr e Zn e na concentragdo de 500 mg L"
! para Ca, K, Mg, Na e P sendo diluidas de acordo com as suas respectivas faixas
de trabalho.

Para a determinacdo do carbono organico dissolvido (DOC) foi preparada
uma solucdo de referéncia de 5000 mg L' de carbono a partir do &cido citrico
(Merck, Alemanha). A determinacdo da acidez final, foi realizada empregando a
titulacdo acido-base dos digeridos com uma solugcdo padronizada de hidroxido de
s6dio 0,1027 mol L e solucdo de fenolftaleina como indicador (1,0% m v!em
etanol).

O gas argbnio com pureza minima de 99,999% (White Martins, Sdo Paulo,
Brasil) foi utilizado para purga do sistema Optico e para geracdo do plasma. Todo o
material usado nos experimentos foi previamente descontaminado por imersao em
solucdo de HNOsz a 10% v v! por 24 horas e lavado com agua deionizada antes do

uso.


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acidity
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/sodium-hydroxide
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/sodium-hydroxide
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/phenolphthalein
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4.3) Instrumentacao

As amostras foram secas até massa constante em estufa modelo SPCR 100
(SP LABOR, Brasil), na temperatura de 70°C totalizando aproximadamente 12 horas
(ADAPTADO - INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008). Apos secas foram moidas em um
moinho analitico (modelo All BS 32, IKA, Alemanha) por 120 segundos e
peneiradas na malha 305 um (SEFAR, Brasil). Um liofilizador Christ (modelo ALPHA
1-2 LDPLUS) também foi utilizado.

Para a decomposicado acida das amostras, foi utilizado um bloco digestor em
sistema fechado (modelo TEOO7A, TECNAL, Brasil), com controlador digital de
temperatura e capacidade para 15 tubos de politetrafluoretileno (PTFE) de 100 mL.
Na extracdo assistida por ondas ultrassonicas foi utilizado um banho ultrassénico
(modelo Easy, Elmasonic, Alemanha), tubos para centrifuga tipo Falcon em
Polipropileno de 50mL e uma centrifuga modelo MA- 1810, Marconi, Brasil).

Para a coc¢ao das amostras foram utilizados um fogéo de duas bocas (Venax
Eletrodométicos LTDA, Brasil) e um forno de micro-ondas domeéstico 30 litros (LG
EasyClean, modelo MS3052R, Brasil). No fogdo as amostras foram cozidas em uma
panela de teflon e no micro-ondas em pote de vidro.

A quantificacdo dos analitos foi realizada empregando um espectrometro de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) (Vista-PRO, Agilent,
Mulgrave, Australia) com configuracao axial, equipado com um detector de estado
sélido com um arranjo CCD (dispositivo de carga acoplado) e que opera em
comprimentos de onda na faixa de 167 a 785 nm. As linhas espectrais foram
selecionadas considerando-se as intensidades dos sinais de emisséo dos analitos, a
sensibilidade adequada para a determinacdo de elementos em baixas e altas
concentracdes e a auséncia de interferéncias espectrais. O sistema de introducao da
amostra foi feito usando um nebulizador One-Neb e uma camara de nebulizacdo
ciclénica de passo simples. Os parametros operacionais para o ICP OES (BARBOSA
et al., 2015), podem ser observados na Tabela 3.



Tabela 3. Condic¢des operacionais do ICP OES.

Caracteristicas e parametros

Radio frequéncia do gerador (MHz)
Detector
Diametro interno do tubo central da
tocha (mm)

Policromador

Faixa de comprimento de onda (nm)
Céamera de Nebulizagao
Nebulizador
Poténcia de medida (W)
Tempo de integracdo do sinal (s)
Vazdao do géas do plasma (L min?)
Vazéo do géas do auxiliar (L min?)

Vazéao do géas de nebulizagdo (L mint)

Elementos e comprimentos de onda
(nm): Linha atdmica (I) e Linha ionica (Il)

40
CCD
2,3

Grade de difracdo Echelle e prisma
de disperséo de CaF2

165 — 785
Ciclonica
One-Neb
1300
1,0
15
15
0,70

As (1) 197,198; Ba (Il) 455,403; C (I)
193,027; Ca (I) 422,673; Cd (II)
214,439; Co (Il) 228,615; Cr (Il)
205,560; Cu (1) 327,395; Fe (1)
238,204; K (1) 769,897; Mg (I1)
285,213; Mn (I1) 257,610; Na (1)

589,592; P (1) 213,618; Pb (Il) 220,

353; Sr (1) 407,771 e Zn (I) 213,857

4.4) Otimizacao dos procedimentos de preparo de amostra

4.4.1) Decomposicdo em Bloco Digestor em Sistema Fechado

34

Para a otimiza¢do do procedimento de decomposic¢do acida em bloco digestor

em sistema fechado, foi utilizado um planejamento fatorial completo 24, com

quadruplicadas do ponto central, cujas variaveis estudadas foram: concentracéo de
HNO3 (3,0 — 5,0 mol L), volume de H202 30% m m* (0,0 — 2,0 mL), tempo de
decomposicdo (60 - 120 minutos) e temperatura de decomposicdo (150 - 180°C). A
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escolha das variaveis se deu com base em alguns trabalhos encontrados na
literatura (Souza et al., 2018; Souza et al, 2019). A massa foi fixada em
aproximadamente 0,5 g. Na Tabela 4, pode-se observar os fatores e 0s niveis
(superior, inferior e o ponto central) escolhidos para serem avaliados em um
intervalo de trabalho que corresponde ao dominio experimental das variaveis
estudadas. Como resposta a este planejamento foram avaliadas trés situacoes: (I)
considerando apenas o0s teores de carbono organico dissolvido (%DOC), (ll)
considerando apenas o emprego da funcdo resposta mdltipla (RM), baseada no
somatoério das concentracbes dos analitos e (lll) considerando a funcao
desejabilidade, que permite fazer uma otimizacdo simultanea do %DOC e da RM. As
andlises dos dados foram realizadas por empregando o software Statistica® versao
8.0 (Statsoft, Tulsa, USA).

Tabela 4. Fatores e niveis experimentais estabelecidos para o planejamento fatorial

2% para otimizacédo do procedimento de decomposi¢do em bloco digestor em sistema

fechado.
Nivel inferior Ponto Nivel superior
Variaveis (-1) central (0) (+1)
Tempo de decomposicao 60 90 120
(min)
Temperatura de 150 165 180
decomposicéao (°C)
Volume de H202 (mL) 0,0 1,0 2,0
Concentracdo HNOs (mol LY) 3,0 4,0 5,0

4.4.2) Extragdo em Banho Ultrassonico

Para a otimizacdo do procedimento de extracdo empregando banho
ultrassonico, foi utilizado um planejamento fatorial completo 23, com triplicatas do
ponto central, cujas variaveis estudadas foram: tipo de &acido (HNOs ou HCI),
concentragdo acida (1,0 — 2,0 mol L) e tempo de sonicacéo (5 — 10 minutos). Como

a variavel tipo de acido é um fator qualitativo, no ponto central foram feitos replicatas
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do nivel inferior e do nivel superior (FERREIRA, 2015). A matriz desse planejamento
pode ser observada na Tabela 5. Foram avaliadas diferentes massas para o
procedimento de extracdo: cerca de 0,5 e 1,0 g. As extracdes foram realizadas na
regido de maior sonicacdo do banho ultrassonico. Essa regido foi determinada

atraves de estudos preliminares.

Tabela 5. Matriz do planejamento fatorial completo 23 para otimizacdo do

procedimento de extragcdo em banho ultrassoénico.

Experimento  Tipo de &cido  Concentracdo (mol L) Tempo (min)

1 (+) HNO3 (-)1,0 (-) 5,0

2 (-) HCI (-)1,0 (-) 5,0

3 (+) HNOs (+) 2,0 (-) 5,0

4 (-) HCI (+) 2,0 (-) 5,0

5 (+) HNO3 (-)1,0 (+) 10,0

6 (-) HCI (-)1,0 (+) 10,0

7 (+) HNOs (+) 2,0 (+) 10,0

8 (-) HCI (+) 2,0 (+) 10,0
9 (PC) (+) HNO3 0)15 (0) 7min 30 s
10 (PC) (+) HNOs3 0)1,5 (0) 7min 30 s
11 (PC) (+) HNOs3 0)1,5 (0) 7min30s
12 (PC) (-) HCI 01,5 (0) 7min 30 s
13 (PC) (-) HCI 01,5 (0) 7min30s
14 (PC) (-) HCI 015 (0) 7min 30 s

()valores codificados // PC — ponto central

Apos o procedimento de extragdo as amostras foram centrifugadas durante 5
minutos por 4500 rpm e, depois filtradas em papel de filtro quantitativo 28 um, pois
no final da centrifugacdo observou-se a formacdo de um sobrenadante sélido em

todas as amostras, o que dificultava a retirada da fase liquida.

4.5) Procedimentos de cocgao

Para a otimizacdo do procedimento de coccao foi utilizado um planejamento

fatorial completo 23 cujas variaveis foram: razdo massa de amostra/volume de agua
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de coccéo (1:2 — 1:1), tempo de cozimento (5 a 10 minutos) e tipo de cozimento
(fogdo e forno de micro-ondas). A escolha das varidveis se deu com base em
experimentos preliminares nos quais aspectos como textura adequada apds o
cozimento, ndo ocorréncia de carbonizacdo e perda de agua por ebulicdo foram
avaliados. Além disso, tomou-se por base também alguns artigos disponiveis na
literatura sobre coccao de alimentos (DE SANTIAGO et al., 2018; DE SOUZA et al.,
2016; SHARAFI et al.,, 2019). Na Tabela 6, pode ser observada a matriz de
planejamento para a otimizacdo do procedimento de coccéo. A massa foi fixada em
cerca de 50 g, o volume de &gua ultra-pura variou entre 50 e 100 mL, a temperatura
utilizada para cozimento no fogéo foi de 180°C e a poténcia nominal utilizada para o

forno de micro-ondas foi de 900W.

Tabela 6. Matriz do planejamento fatorial completo 23 para otimizacdo do

procedimento de coccéo da folha de palma.

Experimento Razao Tempo Tipo de coccao
(massal/volume) (minutos)
1 (+) 111 (+) 10 (+) Fogéo
2 (+) 1.1 (+) 10 (-) Micro-ondas
3 (+) 1:1 )5 (+) Fogéo
4 (+) 11 )5 (-) Micro-ondas
5 () 1:2 (+) 10 (+) Fogéo
6 (-) 1:2 (+) 10 (-) Micro-ondas
7 () 1:2 (-5 (+) Fogéo
8 () 1:2 )5 (-) Micro-ondas
9 (PC) (0) 2:3 (0) 7min30s (+) Fogéao
10 (PC) (0) 2:3 (0) 7min30s (+) Fogéo
11 (PC) (0) 2:3 (0)7min30s (+) Fogéo
12 (PC) (0) 2:3 (0)7min30s  (-) Micro-ondas
13 (PC) (0) 2:3 (0) 7min30s  (-) Micro-ondas
14 (PC) (0) 2:3 (0) 7min30s  (-) Micro-ondas

()valores codificados // PC — ponto central
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5) Resultados e discusséo

5.1) Procedimento de decomposicdo em bloco digestor em sistema fechado

5.1.1) Estudos preliminares

Foram realizados quatro testes diferentes (conforme apresentado nos itens
5.1.1.1 a 5.1.1.4) para verificar se houve diferencas significativas entre algumas
variaveis que poderiam influenciar no resultado encontrado ap6s a decomposicdo
acida da amostra. A condicdo de decomposicdo empregada foi a que todas as
variaveis do planejamento fatorial completo estavam no maior nivel (5,0 mol L*
HNOs com a adi¢cdo de 2,0 mL de H202 por 2 horas a 180°C. Para tanto, foram
utilizadas nestes estudos as amostras Ma e FSs, a escolha foi feita com base na

guantidade de amostra disponivel.

5.1.1.1) Comparacao entre procedimento de digestédo para a amostra seca ou
amostra imida

Com o intuito de avaliar se ha diferencas significativas entre a decomposicao
acida da amostra seca em estufa e da amostra umida, foi aplicado um teste t para
comparacao de duas médias experimentais, conforme Equacdes 2 e 3, a um nivel
de confianga de 99 % (MILLER e MILLER, 2010).

(n; — 1)512 + (n, — 2)522

= E ao 2
s it —2) quagao
X1 — X
t=——2 Equacao 3
1,1
ny np

Pode-se observar que para a maioria dos analitos houve diferencas
significativas entre as concentracdes encontradas (tcaicuado > 4,604), conforme
Tabela 7, sendo o maior valor para a decomposi¢céo da amostra seca, demonstrando
que o teor de agua pode interferir na quantificacdo desses analitos, pois alguns ions

carregados positivamente (por exemplo, Ca?*, Cu?®* e Mg?) tendem formar
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estruturas com moléculas de 4gua, o que acaba por diminuir a sua concentracdo na
amostra (FELLOWS, 2018). Além disso, a amostra seca apresentou menor desvio
padrao relativo quando comparado a amostra umida e, também né&o foi possivel
guantificar Ca e Cu quando utilizou-se a amostra imida. Deste modo, optou-se por
utilizar a amostra seca para realizar os procedimentos de decomposi¢cdo. De acordo
com Krug e Rocha (2016), a operacdo de secagem € comum para amostras soélidas
gue apresentem agua em quantidade variavel, sendo considerada um tratamento
preliminar que desempenha um papel fundamental na analise quimica. A folha de
palma apresenta, em meédia, cerca de 90 % de umidade. Essa umidade que
corresponde a perda em peso de agua sofrida pela amostra apos aguecimento, foi
determinada por secagem direta em estufa conforme Instituto Adolf Lutz
(ADAPTADO-2008).

Tabela 7. Comparacédo da concentracdo, em pug g2, da palma inteira seca e Umida
apos decomposicao em bloco digestor fechado (média = desvio, n=3).

Analitos Amostraseca RSD (%) Amostraumida RSD (%) tcalculado

Ba 31,615 4,79 36+0,3 8,33 28,762
Ca 7998 + 210 2,63 NQ! NC? NC?
Cu 1,4 £0,1 6,65 NQ! NC? NC2
Fe 15,3+ 1,7 11 2,0+0,2 10 11,285
K 14546 + 273 1,88 2028 + 165 8,14 0,301
Mg 4561 + 69 1,52 102 + 43 42,16 1,635
Mn 132+ 6 4,71 21,8+15 6,88 6,587
Na NQ! NQ! NQ! NQ! NC2
P 2369 + 112 4,72 86 + 12 13,95 0,441
Sr 95 + 4 4,50 10,3+0,3 2,91 11,343
Zn 100 + 4 3,60 4,6 +0,6 1,38 17,519

1 Ndo quantificado

2 N&o calculado

5.1.1.2) Comparacdao entre teor na palma inteira e teor somente a casca

Para verificar se havia algum conteddo mineral significativo na polpa da

palma, foi realizada uma comparacao entre os valores de concentracdo encontrados
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para a palma inteira seca (casca + polpa) e somente na casca seca. Aplicando-se
um teste t, para comparacdo de duas meédias experimentais (a um nivel de confianca
de 99 %), observou-se que ndo ha diferencas significativas (tcaiculado < 4,604) para a
maioria dos analitos, com excecdo de Ba e Cu, ver Tabela 8. Porém, para Cu,
considerando o desvio padrdo, esse valor ndo foi diferente 3,0 + 0,1 ug g inteira e
3,2 £ 0,2 ug g* casca. Deste modo, pode-se inferir que o contetido mineral da palma
esta presente majoritariamente na casca. Assim, optou-se por realizar a secagem e
decomposicdo acida da palma inteira, uma vez que ndo ha conteddo mineral
significativo na polpa, eliminando desta forma mais uma etapa de pré-tratamento da
amostra que seria a separacdo da casca e da polpa.

Tabela 8. Comparacdo das concentracdes na palma inteira e somente na casca
secas, em ug g, apés decomposicdo em bloco digestor fechado (média + desvio,
n=3).

Analito Inteira Casca tcalculado
Ba 49,6 +1,5 66,2+ 1,6 8,454
Ca 15549 + 483 29731 + 317 0,104
Cu 3,0+£0,1 3,2+0,2 9,798
Fe 50,2+ 3,4 31,7+1,0 3,608
K 15308 + 135 35409 + 1062 0,043
Mg 7776 + 96 7210+ 79 0,0900
Mn 202 £ 4 174+ 6 1,483
Na NQ*? NQ*? NC?2

P 3181+ 79 2664 + 82 0,098
Sr 127+ 3 129+ 3,4 0,238
Zn 159+£5 137 +£4 1,289

5.1.1.3) Comparacdao entre secar a amostra na estufa e no liofilizador

Para verificar se ha diferencas significativas entre secar a palma inteira na
estufa e no liofilizador, utilizou-se o teste t para comparacdo de duas medias
experimentais. Observa-se, a um intervalo de confianca de 99 %, que para a maioria

dos analitos ndo ha diferencas significativas (tcaculado < 4,604), entre secar a amostra
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na estufa ou no liofilizador, ver Tabela 9. Os resultados demonstraram que para
todos os elementos estudados nao houve diferenga significativa em relagéo a forma
de secagem da amostra. Deste modo, optou-se por secar as amostras na estufa por
esta ter um menor custo, em comparacéao ao liofilizador, e ser um equipamento que

esta disponivel no grupo de pesquisa.

Tabela 9. Comparacéo entre amostra seca em estufa e amostra seca em liofilizador,

em ug g, apés decomposicdo em bloco digestor fechado (média + desvio, n=3).

Analitos Estufa Liofilizador tcalculado
Ba 496+15 48,4 + 0,6 1,126
Ca 15549 + 483 16557 + 490 0,005
Cu 3,0+0,1 24+0,1 73,485
Fe 50,2+34 26,6+15 4,186
K 15308 + 135 15116 + 96 0,017
Mg 7776 £ 96 8488 + 25 0,177
Mn 202 +4 222 +2 2,450
Na NQ!? NQ! NC2

P 3181 + 79 2561 +7 0,241
Sr 127 + 3 137 +1 2,450
Zn 159 +5 159+1 0

5.1.1.4) Comparacao entre homogeneizar ou ndo a amostra

Como apoés a etapa de moagem, a amostra apresentou-se heterogénea, com
certa quantidade de fibras e particulas de tamanhos diferentes, foram realizados
teste para verificar a sua homogeneidade. Dessa forma, comparou-se 0s resultados
encontrados nas amostras de palma inteira triturada usando ou ndo malha de 305
um. Pode-se observar, na Tabela 10, que usando-se a malha o desvio padréo
relativo foi menor do que quando néo foi usada malha. Assim, optou-se por passar

as amostras na malha, ja que nesta condi¢cao, a precisdo dos experimentos foi maior
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0 que nos leva a inferir que a amostra estava mais homogénea gerando resultados

mais confiaveis.

Tabela 10. Comparacao do desvio padréo relativo das amostras passadas ou nao

na malha, em %, ap6s decomposicédo em bloco digestor fechado (n=3).

Analitos Passada namalha  Sem passar na malha
Ba 2,6 4,2
Ca 2,7 2,2
Cu 0,06 2,6
Fe 0,1 6,0
K 1,2 0,5
Mg 1,7 2,3
Mn 2,3 51
P 2,5 3,7
Sr 2,3 2,5
Zn 2,1 4,1

5.1.2) Otimizacao do procedimento de decomposicéo acida

O teor de carbono orgéanico dissolvido (DOC) foi utilizado como uma das
respostas de interesse, para a otimizacdo do procedimento de decomposicdo em
bloco digestor em sistema fechado usando um planejamento fatorial 2%, pois a sua
presenca na quantificacdo dos elementos quimicos por técnicas espectrométricas
atbmicas podem gerar interferéncias e, desta forma, quanto menor for a sua
quantidade, maior sera a eficiéncia do procedimento de decomposi¢cdo da amostra
avaliada (KRUG e ROCHA, 2016; RIISOM et al.,, 2018). O carbono orgéanico
dissolvido (DOC) consiste na concentracao do carbono presente no digerido final
(sem relacionar com a massa inicial do carbono), representando uma informacgao
importante para a etapa de determinacdo, uma vez que indica a quantidade de
carbono que serd introduzida no equipamento de medida (KRUG e ROCHA, 2016).
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ApoOs realizar a analise dos dados, considerando esta resposta de %DOC, o
menor valor encontrado correspondeu a 3,54 % m m*, sendo verificado para o
experimento 16 em que todas as variaveis estavam na condi¢cdo de maximo: HNO3
5,0 mol L, 2,0 mL de H202, tempo de 120 minutos e temperatura de 180°C,
conforme a Tabela 11. Através do grafico de Pareto, Figura 4, observa-se que todas
as variaveis foram significativas, tendo efeito positivo, sendo o efeito mais
significativo a concentracdo de acido nitrico seguido da temperatura. Os resultados
foram avaliados usando a ANOVA a 95% de confian¢a, demonstrando que o modelo
nao apresentou falta de ajuste (p>0,05), tendo valor de p igual a 0,2440.

Além de um baixo teor de carbono organico dissolvido, também foram
avaliadas como respostas de interesse as concentracoes dos analitos. Para isso,
utilizou-se a funcdo RM que permite a normalizacdo das concentracdes dos
elementos para viabilizar a soma das respostas individuais, calculada conforme
Equacéo 4, em que o valor encontrado no denominador corresponde ao maior valor

da concentracdo encontrada para aquele analito no planejamento experimental:

Ay [Ba] | [cu] | [Fel | IMn] , S0, [ST] , [Zz¢] , [Ca] | [K]
2536 497 989 516 285 2252 4149 61,4 2259 11075

Mgl | INa] , [P]
2734 2062 1046

RM =

Equacéo 4

O experimento que obteve a maior resposta multiplipa, foi o experimento 1
correspondendo ao valor de 12,55, condicdo essa em que todas as variaveis
estavam no nivel inferior, concentracdo de HNOs 3,0 mol L, sem adicdo de H20z,
tempo de 60 minutos e temperatura de 150°C, conforme Tabela 11. Porém, essa
condicdo foi a que apresentou maior teor de carbono organico dissolvido de 13,2 %
m m?, além de ser um digerido com a presenca de material em solu¢édo, mostrando
a ineficiéncia da decomposicdo da amostra (KRUG e ROCHA, 2016). Através do
grafico de Pareto, Figura 5, observa-se que nenhuma das variaveis foi significativa.
Além disso, aplicando-se a ANOVA a 95 % de confianga, tem-se que o modelo n&o

apresentou falta de ajuste (p>0,05), tendo valor de p igual a 0,1646.
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Tabela 11. Respostas ao planejamento fatorial completo 24 para decomposicdo
acida em bloco digestor fechado.

Experimento Tempo Temperatura Vol. H202 [HNO3] DOC RM
(min) (°C) (mL) (mol LY (% mm)
1 60 150 0,0 3,0 13,17 12,55
2 120 150 0,0 3,0 9,02 11,16
3 60 180 0,0 3,0 9,30 11,45
4 120 180 0,0 3,0 4,77 11,55
5 60 150 2,0 3,0 7,56 11,88
6 120 150 2,0 3,0 6,20 11,12
7 60 180 2,0 3,0 6,67 11,58
8 120 180 2,0 3,0 5,28 12,19
9 60 150 0,0 5,0 7,48 11,73
10 120 150 0,0 5,0 5,12 11,36
11 60 180 0,0 5,0 4,57 11,44
12 120 180 0,0 5,0 4,46 11,05
13 60 150 2,0 5,0 5,32 10,15
14 120 150 2,0 5,0 5,89 11,22
15 60 180 2,0 5,0 5,53 11,23
16 120 180 2,0 5,0 3,54 11,45
17 (PC) 90 165 1,0 4,0 4,29 10,09
18 (PC) 90 165 1,0 4,0 5,77 10,78
19 (PC) 90 165 1,0 4,0 4,35 10,81

20 (PC) 90 165 1,0 4,0 4,60 10,91




Figura 4. Gréfico de Pareto para o planejamento fatorial 24 com DOC (%).

(4)[HNO3] 7,2554

(2)Temperatura | 5,660659

(1)Tempo | 5,537645

(3)Vol. H202 | -4,305953

3by4 | -3,3301

2by3 } -2,80538

1by4 | -2,72811

lby3 | -2,52983

2by4 -1,52586

lby2 ,25431

p=,05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor Absoluto)

Figura 5. Gréafico de Pareto para o planejamento fatorial 24 com Resposta Mdiltipla.

2oys | L e
1lby3 !2,092037

(4)[HNO3] |

1by2 | 1,312735
1by4 | 1,29327
3by4 | -1,05346
(3)Vol. H202 | -,977425

(1)Tempo -,614171
(2)Temperatura | ,5144217

2by4 ,4125043

p=,05
Estimativa do Efeito Padronizado (Valor absoluto)
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Pode-se observar que, avaliando separadamente o DOC e a RM obtém-se
condi¢cdes de Otimo opostas para o planejamento fatorial proposto. Deste modo,
torna-se necessario encontrar uma condicdo que satisfaca tanto o menor DOC
guanto uma maior RM. Para permitir a otimizacdo simultanea das duas respostas
obtidas utilizou-se uma abordagem matemética baseada nas funcdes desejaveis
aplicadas na otimizagdo de experimentos multi-resposta proposta por Derringer e
Suich (1980). Esta abordagem baseia-se na definicdo de uma funcédo que envolve
uma desejabilidade para cada resposta, considerando um valor O (zero) para a
condicdo de um valor inaceitdvel e o valor 1 (um) para o valor mais desejavel
(FERREIRA, 2015; COSTA et al., 2018).

Através da Figura 6, pode-se observar que os valores desejaveis, e que
satisfazem os dois parametros avaliados (%DOC e RM), foram o0s seguintes:
concentragdo de HNOsz 3,0 mol L, volume de 2,0 mL de H202, tempo de 120
minutos, aplicados a uma temperatura de 180°C. Essa condi¢cdo correspondeu ao
experimento 8 que teve 5,28 % de DOC e RM de 12,19, além de apresentar material
em suspensado. Nota-se, que a Unica diferenca entre essa condicéo e a que leva em
consideracdo apenas o DOC foi a concentragdo de HNOs, 3,0 e 5,0 mol LY,
respectivamente. Devido a esse fato, optou-se pelo experimento de concentracao
acida de 5,0 mol L? visto que este apresentou um digerido com aspecto visual
limpido e a concentragdo acida final (2,2 + 0,2 mol L), apés afericdo ao volume de
15 mL, estava adequada para analise por ICP OES (MONTASER e GOLIGHTLY,
1992; KRUG e ROCHA, 2016). Portanto, o procedimento otimizado consistiu no uso
do 5,0 mol HNOs 65%, com a adicdo de 2,0 mL de H202, durante 120 minutos a
180°C.
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Figura 6. Perfis para valores previstos e desejabilidade para o planejamento fatorial
24 com DOC e RM.

Tempo Temperatura Vol. H202 [HNO3] Desirability

[ 1]

-4,287 F—F - 1 —— ——— J J J

0,0000

-16,00
13,500

~
<
n
‘I’ ‘I’ I [ T 1 1 ‘IV =
11,895 o
’ 44 /E /g i\g\e et
1] 1] ] 1 5
-
T + T [{o]
0 8
o
9,5000 -
,82370
[}
he]
[
=]
=
<A
()
1%}
()
[a)]
60 120 150 180 0,0 2,0 3,0 5,0

5.1.3) Carbono Orgéanico Dissolvido

O teor de carbono organico dissolvido (DOC) foi determinado usando uma
solucdo de referéncia de 5000 mg L ! de carbono a partir de &acido citrico, conforme
descrito na parte experimental. Os resultados mostrados na Tabela 12 demonstram
uma boa eficiéncia no procedimento de decomposicao, visto que os valores de DOC
variaram entre 3,8 e 7,3 % m m*, estando de acordo com outros trabalhos
encontrados na literatura que utilizaram acido diluido (AMARAL et al.,, 2015;
PARDINHO, et al.,2018; SOUZA et al., 2018a).

-3,544

-8,357

-13,17

DOC

RM
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Tabela 12. Teor de carbono organico dissolvido nas amostras ap6s decomposicao
acida em bloco digestor com sitema fechado (média + desvio padrao, n=3).

Amostra Local Teor (% m m1)
A Araci 3,8+0,1
CVv Catuaba (verde) 54+04
CM Catuaba (Madura) 7,305

FSs Feira de Santana (Periodo seco) 6,8 +0,6
FSu Feira de Santana (Periodo Umido) 6,1+0,3
Ma Mairi 6,8+0,6
Mc Morro do Chapéu 6,1+0,4
N Nilo Pecanha 45+0,4
Os Porto Seguro 58+0,3
Q Quixabeira 40+£0,1
Se Santo Estevéao 6,3+0,4
St Serra Talhada 53104

5.1.4) Validacdo do método de decomposicao acida

Um método deve ser validado para demonstrar que suas caracteristicas de
desempenho sdo adequadas para uso em uma finalidade especifica (MAGNUSSON,
2014). No Brasil, existem duas agéncias credenciadoras com guias para
procedimento de validacdo de métodos analiticos, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) por meio da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 (BRASIL,
2017) e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial) por meio do documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de agosto/2016
(BRASIL, 2016). Dentre os parametros de validacdo recomendados por essas
agéncias pode-se citar: linearidade, limite de detec¢éo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ), exatidéo e preciséao.
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5.1.4.1) Limites de deteccéao e quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) de um método analitico pode ser definido como a
menor concentracdo do analito que pode ser detectado pelo método, porém nao
necessariamente quantificado, em um nivel de confianca especificado (BRASIL,
2016; BRASIL, 2017; MAGNUSSON, 2014). Enquanto que o limite de quantificacao
(LOQ) corresponde a menor quantidade do analito presente na amostra, que pode
ser quantificada com preciséo e exatidao aceitaveis, sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; MAGNUSSON, 2014).

Os valores de LOD e LOQ foram calculados usando a concentracdo
equivalente (BEC) e a relagdo sinal-fundo (SBR), de acordo com o Uniédo
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, 1978), sendo empregada a
expressdo BEC = Cpadrao/SBR, em que SBR = (lpadrao-lbranco)/lbranco; Cpadrao € a
concentracdo do elemento de referéncia na solucdo; lpadrso € lbranco SA0 as
intensidades de emissdo para o elemento de referéncia e solugdes em branco,
respectivamente, no comprimento de onda selecionado.

O LOD foi entdo calculado pela expressao (3 x RSDbranco X BEC / 100) e o
LOQ como (10 x RSDbranco X BEC / 100), em que, RSDbranco € 0 desvio padréo
relativo das medic¢des da intensidade de emissao em solu¢éo do branco analitico no
comprimento de onda selecionado (IUPAC, 1978; MERMET e POUSSEL, 1995). Na
Tabela 13 podem ser observados os valores de LOD e LOQ, em que o LOD variou
entre 0,001 (Sr) a 1,0 ug g* (P) e o LOQ variou entre 0,004 (Sr) e 3,33 ug g* (P),
indicando que o método apresenta alta sensibilidade. Tal fato pode ser atribuido ao
uso de HNOs diluido para preparacdo da amostra (BlZZI, NOBREGA e BARIN,
2014), e ao uso do nebulizador One-Neb que produz um aerossol de goticulas
menores, aumentando o transporte de eficiéncia da amostra para o plasma e,
consequentemente, permitindo uma maior sensibilidade ao espectrometro em
comparacdo com o0s nebulizadores de vidro tradicionais (MOFFET, RUSSELL e
LENER, 2011).
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Tabela 13. Valores de LOD e LOQ para os analitos estudados apds decomposicéo
acida e quantificacéo por ICP OES.
Analito LOD(ugL') LOQ(ugL?' LOD(ugg?" LOQ(ugg™)

As 13,9 46,5 0,42 1,39
Ba 0,06 0,21 0,002 0,01
Ca 7,27 24,2 0,22 0,73
Cd 0,96 3,19 0,03 0,10
Co 1,09 3,62 0,03 0,11
Cr 1,73 5,75 0,05 0,17
Cu 1,69 5,63 0,05 0,17
Fe 4,02 13,4 0,12 0,40
K 2,19 7,29 0,07 0,22
Mg 2,27 7,56 0,07 0,23
Mn 0,14 0,46 0,004 0,01
Na 18,5 61,8 0,56 1,85
Sr 0,04 0,14 0,001 0,004
P 33,3 111 1,00 3,33
Pb 7,75 25,8 0,23 0,77
Zn 0,67 2,23 0,02 0,07

5.1.4.2) Linearidade e faixa linear de trabalho

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2017), a linearidade de um método pode
ser definida como a sua capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de uma dada faixa de
trabalho, podendo ser avaliada pelo coeficiente de correlacdo (R) e coeficiente de
determinacdo (R?). A ANVISA (BRASIL, 2017) recomenda um coeficiente de
correlagdo acima de 0,990 e o INMETRO (BRASIL, 2016) recomenda um valor
acima de 0,90 a partir da determinagéo de no minimo cinco concentragdes distintas.

A faixa linear de trabalho é definida pela Eurachem guide (MAGNUSSON,
2014) como o intervalo durante o qual o método fornece resultados com uma

incerteza aceitavel, sendo a extremidade inferior dada pelo limite de quantificagédo
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LOQ e o limite superior dado pela concentracdo na qual o sinal analitico desvia-se
da linearidade.

Na Tabela 14, podem ser observados as curvas analiticas de calibracdo com
os valores de determinacdo. Observa-se que esses valores foram superiores aos
recomendados pela ANVISA e pelo INMETRO, o que indica que o método proposto
é linear dentro das respectivas faixas de trabalho.

Tabela 14. Curvas analiticas de calibracdo das amostras apds decomposicao acida

e quantificacdo por ICP OES.

Analito Equacao da Reta R2 Faixa linear (mg L)
As Y =393,97x + 43,41 0,9997 0,047a7,0
Ba Y =1322230x +219638 0,9988 0,0002 a 7,0
C Y =314x + 30473 0,9990 100 a 4000
Ca Y = 142234x + 242474 0,9935 0,024 a 100
Cd Y =22990x + 2408 0,9991 0,003a7,0
Co Y =8517x + 900 0,9990 0,004 a7,0
Cr Y =5375X + 512 0,9991 0,006 a 7,0
Cu Y =6374x + 705 0,9991 0,006 a 7,0
Fe Y =19703x + 2131 0,9991 0,013a7,0

K Y = 69380x + 388866 0,9986 0,007 a 300
Mg Y = 12688x + 54755 0,9939 0,008 a 100
Mn Y =215298x + 22920 0,9987 0,0005a 7,0
Na Y =723x — 644 0,9995 0,062 a 100
Sr Y =3262183x + 443738 0,9990 0,0001a7,0
P Y =927x + 1855 0,9998 0,11 a 300
Pb Y =1273x + 162 0,9990 0,026 a 7,0
Zn Y = 22906x + 1229 0,9990 0,002a7,0

5.1.4.3) Exatidao

A exatiddo de um método analitico pode definida como a proximidade ou
concordancia entre o resultado obtido pelo método em estudo comparado ao valor
de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro, sendo 0s ensaios mais

utilizados para avaliar a exatiddo de um método: uso de materiais de referéncia,
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participagdo em comparagOes interlaboratoriais e realizagdo de ensaios de
recuperacéo (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017).

Dois materiais certificados de referéncia foram utilizados para confirmar a
exatiddo do método analitico, através da analise da folha de tomate (CRM Agro
C1003a) e da Folha de macgéd (CRM NIST 1515). Os percentuais de concordancia,
em %, entre o valor encontrado e o valor certificado variaram entre 80 + 1(Na) e 116
+ 1 (K) para o CRM Agro C1003a e entre 88 + 10 (K) e 106 £+ 4 (Ca) para o0 CRM
NIST 1515, indicando boa exatiddo do método (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017,
MAGNUSSON, 2014), conforme Tabelas 15 e 16. Vale ressaltar que na Tabela 16
os analitos Fe, Na e P ndo apresentaram bons percentuais de recuperagéo e que 0s

analitos As, Cd e Cu ficaram abaixo do limite de quantificacéo.

Tabela 15. Composicdo do material de referéncia certificado, em pg g, CRM Agro
C1003a, apos digestdo acida em bloco digestor fechado (média + desvio padrao,
n=3).

Analito  Valor certificado Valor encontrado REC (%)
As 19,0+ 2,8 17,1+0,1 90+1
Cd 26,6+21 22,8+04 86+1
Cu 1130 + 140 1127 + 17 100+ 2
Fe 1120 + 190 1116+ 9 1001

K 43300 + 3800 50279 + 153 116 +1
Mg 4110 £+ 360 3567 + 84 872
Mn 470 £ 69 426 £ 5 91+1
Na 2710 + 840 2163 + 30 80+1

P 4370 £ 740 4774 + 43 1091
Sr 154 + 49 1501 97 +1
Zn 37,5+5,0 338+1,2 90+3
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Tabela 16. Composicdo do material de referéncia certificado, em pug g*, CRM NIST
1515, apos digestdo acida em bloco digestor fechado (média + intervalo de

confianca n=3).

Analito Valor certificado Valor encontrado REC (%)
Ca 15260 + 150 16151 + 659 106 + 4
Fe 83+5 190 + 2 190+ 2
K 16100 + 200 14228 + 1745 88 +10
Mg 2710 £ 80 2421 £ 54 89+2
Na 244 +172 37,7+0,5 154 + 2
P 1590 + 110 1121 + 29 71+2
Sr 252 26+1 105+4
Zn 125+0,3 11,9+ 0,7 95+5

Para verificar a confiabilidade dos resultados, foi aplicado o método de
regressédo linear estabelecido entre os valores experimentais e os valores
certificados dos CRM’s. A equacao linear encontrada e os valores dos coeficientes
de correlacdo gerados para os CRM Agro C1003a e CRM NIST 1515 foram,
respectivamente: Y = 1,0178 (x0,0523)*x — 0,0873 (x0,1529) com r = 0,9990, e Y =
0,9736 (x0,0711)*x + 0,0195 (x0,2083) com r = 0,9992. Nota-se que os coeficientes
angular e linear admitem os valores de 1 e 0, respectivamente, confirmando um bom
ajuste entre os valores experimentais encontrados e o0 os valores certificados,
comprovando que ndo existem diferencas significativas entre eles, uma vez que o
valor de a, b e r atendem a idealidade requerida através do intervalo de confianca
para o nivel de 95% (a=1, b=0 e r=1) (MILLER e MILLER, 2010; FERREIRA, 2015).

A exatiddo para os microelementos foi avaliada também por meio de testes de
adicdo e recuperacdo, que consiste no enriquecimento das amostras com
guantidades conhecidas dos analitos, em pelo menos trés niveis diferentes de
concentracbes da faixa de trabalho do método (BRASIL, 2016). Neste trabalho,
foram utilizados trés niveis distintos de concentracéo (0,5, 2,5 e 5,0 mg L), sendo o

percentual de recuperacéo calculado conforme Equacéo 5.

G -G

Recuperacio (%) = x 100 Equacéo 5
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em que C1 é a concentracdo do analito na amostra enriquecida, C2 é a concentracdo
do analito na amostra ndo enriquecida e Cs € a concentragéo do analito adicionado a
amostra enriquecida. Pode-se observar, através da Tabela 17, que com excec¢éo do
Mn, todos o0s microelementos avaliados apresentaram bons percentuais de
recuperacgédo, nos 3 niveis, variando entre 87 + 4 (Sr) a 109 £ 8 (Zn) (BRASIL, 2016).

Tabela 17. Valores de percentual obtidos para o teste de adicdo e recuperacdo em

trés niveis de concentragdo para as determinac¢des por ICP OES.

Concentracdes adicionadas (mg L?)

Analito Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
0,5 2,5 5,0
As 108 + 4 107 2 105+4
Ba 110+ 7 93+2 94 +3
Cd 101 +2 97 +1 96 + 3
Co 100+1 97 +2 97 +3
Cr 100+1 96 £ 2 95+3
Cu 100+1 96 + 2 95+3
Fe 105+9 95+3 96 +4
Mn 49 +7 49 +7 637
Pb 99 +2 93+2 92+3
Sr 95+6 91+3 87+4
Zn 109+ 8 1021 101 +4

5.1.4.4) Efeito de matriz

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC)
(apud GUILBAULT e HJELM, 1991), o efeito matriz é definido como "o efeito
combinado de todos os componentes da amostra, exceto o analito, na medi¢cao da
quantidade do analito”. Ou seja, a matriz da amostra pode conter componentes que
interferem no desempenho da medicao e, esses interferentes, podem aumentar ou

reduzir o sinal, comprometendo o resultado (BRASIL, 2016).
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Neste trabalho, o efeito de matriz foi estimado por meio da comparacao da
razao entre os coeficientes angulares das curvas de calibragdo externa e 0s
coeficientes das curvas de calibracdo obtidas por adicdo de analito (BRASIL, 2017;
CARTER et al., 2019; JUNG et al.,, 2019). As razdes encontradas, Tabela 18,
variaram entre 0,82 £ 0,1 e 1,05 = 0,03 sendo o menor valor para Fe e 0 maior para
P. Tal efeito foi observado apenas para o0 Mn no qual o coeficiente angular em meio
de &cido nitrico foi 470992 + 10077 (n=3) e no meio da matriz digerida foi -41837 +
1101 (n=3), o que indica que podem estar ocorrendo interacbes complexas e dificeis
de caracterizar entre o analito e espécies concomitantes, que podem levar a
resultados tendenciosos devido a mudancas no transporte e nebulizacdo da amostra
e propriedades do plasma (CARTER et al., 2019).

Tabela 18. Coeficientes angulares das curvas analiticas de calibracao para o estudo
do efeito de matriz usando solu¢cfes padrdo em &cido diluido e no meio da amostra
empregando-se ICP OES.

Analito Meio acido (a) Meio da amostra (m) Razao (m/a)
As 396 +1 3756 0,95 + 0,02
Ba 2887800 + 50815 2534972 + 28255 0,88 + 0,01
Cd 71988 + 1374 68742 + 1145 0,95+ 0,02
Co 17079 + 462 17144 + 144 1,00 £ 0,01
Cr 11204 + 57 10182 + 159 0,91+0,01
Cu 53541 + 575 51361 + 968 0,96 + 0,02
Fe 43530 + 190 35478 £ 362 0,82 +0,01
Mn 470992 + 10077 -41837 + 1101 -0,09 +-0,09
Na 104793 + 2844 102782 + 2605 0,99 + 0,02

P 552 + 10 573+ 14 1,05+0,03
Pb 847 +3 854 + 10 1,01 +£0,01
Zn 49223 + 991 42407 £ 614 0,86 +0,1

Esses resultados corroboram com o que foi observado para os testes de
adicdo e recuperagcdo, em que apenas o0 Mn apresentou baixos percentuais de

recuperacédo, Tabela 17. De acordo com Grygo-Szymanko, Tobiasz e Walas (2016)


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/nebulization
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/plasma-property
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a determinacdo do teor total de manganés em amostras biol6gicas, ambientais,
farmacéuticas ou alimenticias € dificultada pelas possiveis interferéncias dos
constituintes da matriz podendo, no caso de amostras de origem vegetal, ser
atribuida a sua capacidade de formar complexos de citrato, malonato, malato,
oxalato ou succinato. Visto que os resultados para Mn ndo apresentam a
confiabilidade desejada, optou-se por ndo expressar a concentracdo total deste

analito.

5.1.4.5) Preciséo

A precisdo de um método analitico reflete o quéo proximos os resultados séo
uns dos outros, em uma série de medidas de uma amostragem multipla da mesma
amostra (MAGNUSSON, 2014). Geralmente, sdo expressas por meio do desvio
padréo relativo (DPR) (MILLER e MILLER, 2010), segundo a Equagéao 6:

S
DPR (%) = X 100 Equacio 6

Onde s € o0 desvio padrdo e M € a média determinada.

Neste trabalho, a precisao foi avaliada em termos de teste de repetitividade
por meio da analise de 10 réplicas da mesma amostra analisada pela metodologia
proposta. Pode-se observar na Tabela 19 que os valores de DPR variaram entre 1,0
e 6,8 %, sendo o menor valor para o0 K e o maior para o Fe, o que indica boa

precisdo do método proposto.
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Tabela 19. Resultados do teste de repetitividade (n=10) apos aplicagdo do método
de decomposicao acida.

Analito Desvio padréao relativo (%)
As <1,4 ug gt
Ba 3,4
Ca 1,1
Cd <0,10 ug g*
Co <0,11pg gt
Cr <0,17 ug g*
Cu 4,4
Fe 6,8
K 1,0
Mg 1,2
Na <1,8ugg?
Sr 2,5
P 2,3
Pb <0,77 ug g*
Zn 3,0

5.1.5) Aplicag&o nas amostras

Apos 0 método otimizado e validado, foram aplicados nas 12 amostras de
palma coletadas em cidades do Estado da Bahia (11 amostras: Araci-A, Catuaba
(Verde) - CV, Catuaba (Madura) - CM, Feira de Santana (periodo seco) - FSs, Feira
de Santana (periodo umido) - FSu, Mairi - Ma, Morro do Chapéu - Mc, Nilo Pecanha
- N, Porto Seguro - Ps, Quixabeira - Q, Santo Estevdo - Se) e do Estado de
Pernambuco (1 amostra: Serra Talhada - St).

Na Tabela 20, podem ser observados os resultados encontrados para Ba, Ca,
Cu, Fe, K, Mg, P, Sr e Zn. As concentracdes para As (<1,4 ug g?), Cd (<0,10 ug g1,
Co (<0,11 pg g1, Cr (<0,17 pug g1), Na (<1,8 ug g?t) e Pb (<0,77 pg g?) ficaram
abaixo do LOQ do método proposto em todas as amostras. Pode-se observar que os
macrolementos Ca, K, Mg e P apresentaram maiores concentra¢des variando entre
0,033 + 0,001 (P) a 5,15 + 0,08 (Ca) % m m. As concentracées médias de Ca, Mg,
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K e P foram iguais a 2,62, 1,41, 0,66 e 0,19 % m m, respectivamente. As menores
concentracdes foram observadas para o microelemento Cu, seguido por Fe, Zn, Ba
e Sr, com valores variaram entre <0,17 (Cu) e 348 + 4 (Sr) ug g*. Sendo assim, as
concentracfes meédias para Ba, Cu, Fe, Sr, e Zn foram iguais a 88,7; 2,14; 26,2; 165
e 68,5 ug g1, respectivamente.

Pode-se observar também que as amostras da cidade de Catuaba, colhidas
em periodo de maturacao diferentes (CV - Catuaba Verde e CM — Catuaba Madura)
apresentaram diferencas nas concentracdes dos analitos, sendo as maiores
concentracbes de Ba, Ca, Fe, Mg, Sr e Zn para a amostra madura e as maiores
concentracdes de Cu e P para a amostra verde. Esses maiores teores de Cu e P na
amostra verde corroboram com o que foi observado por Adegbaju, Otunola e
Afolayan (2019) em folhas de Celosia argentea analisadas sob diferentes estagios
de maturagcdo, em que na etapa de pré-floracdo obtiveram-se maiores
concentracdes desses analitos.

Essa maior concentracdo de Cu e P na palma verde pode ser justicado pelo
fato desses elementos participarem de diversos processos necessarios para um
bom desenvolvimento das plantas, como crescimento e manutencdo das células
vegetais através do fornecimento de energia, no caso do fésforo, e producdo da
clorofila e controle do estresse abiético, no caso do cobre (DALCORSO et al., 2014;
ADEGBAJU, OTUNOLA e AFOLAYAN, 2019).

Observou-se também que as amostras de espécies diferentes A, CV, CM, Ma,
Q e ST (palma gigante) e FSs, FSu, MC, N, PS e SE (palma miuda) nao
apresentaram tendéncias nas concentracfes dos elementos conforme a espécie.
Além disso, também foi observado que a amostra da cidade Serra Talhada (ST) no
estado de Pernambuco, quando comparada as outras amostras da mesma espécie,
apresentou maiores concentracdes de Sr, Ba, Cu, Mg, ndo houve diferencas
significativas nas concentracdes para Fe, Ca, K e P, e menores concentracdes pra
Zn. Essas diferencas observadas podem ser influenciadas pelo estagio de
maturacgédo, solo, tipo de clima, condi¢cbes de crescimento e pelo gendtipo (NTATSI
et al., 2018).

Pode-se observar também, que as amostras FSs e FSu, que foram coletadas
no mesmo local, porém em periodos diferentes (FSs — periodo seco e FSu — periodo

umido) apresentaram concentracdes diferentes para os elementos Cu, Fe, K, P, Sre



59

Zn, levando-nos a inferir que a diferenca entre elas indica a habilidade das plantas
em extrair nutrientes do solo com base na agua disponivel.

A agua constitui-se no veiculo natural para o movimento dos ions no solo
(fluxo de massa e difusédo) (KIRKBY e ROMHELD, 2007). Em solos com alto teor de
adgua, as reacles redox regulam varios processos biogeoquimicos, como por
exemplo, um aumento no potencial de reducao contribuiu para uma diminuicdo do
pH, e isto auxilia no aumento da mobilidade de alguns elementos no solo, devido a
reducdo direta do elemento ou da sua liberacdo de algum éxido (ANTONIADIS et al.,
2017).

A presenca dos elementos avaliados na folha de palma pode ser justificada
pela absorcdo dos mesmos através do solo, em que sdo sequestrados na raiz e
depois carregados no xilema e transportados para as partes aéreas da planta, e
finalmente distribuidos entre as células foliares (DALCORSO et al., 2014;
GONCALVES, DE OLIVEIRA NETO e MACHADO, 2019). Cada etapa requer uma
interacdo complexa de compostos quelantes e transportadores de metais que
afetam a taxa de acumulo desses elementos (DALCORSO et al., 2014).

De acordo com Rocha (2012), a palma é exigente em Ca, Mg e K. O fésforo,
apesar de ser pouco absorvido pela palma, apresenta teores consideraveis nos
clatédicos analisados e, a sua presenca pode ser justifica pela adicdo de fertilizantes
ao solo, o que contribui para interacbes entre N e P, ampliando a absorcdo do
fosforo (DA SILVA et. al, 2012).

A forma com que os microelementos sdao absorvidos pelas plantas ocorre
principalmente a partir do vacuolo central das células vegetais, por meio de fluxo de
massa e de difusdo, sendo o Ultimo processo o0 que traz a maior contribuicdo para a
maioria dos micronutrientes (DALCORSO et al., 2014; KIRKBY e ROMHELD, 2007).
Os elementos Cu, Fe e Zn desempenham um importante papel na resisténcia a
estresses abidticos e bidticos (resisténcia a doencas e pragas), SA0 necessarios
para crescimento reprodutivo (inducdo ao florescimento, polinizagéo,
estabelecimento do fruto) e transporte de elétrons na fotossintese (DALCORSO et
al., 2014; KIRKBY e ROMHELD, 2007).

Os elementos Ba e o Sr, apesar de ndo serem elementos essenciais para as
plantas, tem uma alta disponibilidade nas mesmas, sendo a sua concentracdo nos

solos significativa. Tal fato pode ser justificado pela elevada mobilidade desses
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elementos, que tendem a permanecer em solucdo e sdo, portanto, mais facilmente
absorvidos pela espécie vegetal (ARAUJO, 2007).

Oliveira et al., (2014) compararam a composi¢ado mineral da caigua (um tipo
de maxixe) com outros alimentos de origem vegetal (abobora, pepino, chuchu
melancia e meldo) e pode perceber que esses tipos de alimentos possuem
concentragdes relativamente elevadas de potassio e baixo teor de sddio, estando de
acordo com a tendéncia que foi observada para a composi¢cdo mineral da folha de
palma, que apresenta elevados teores de K, Ca, Mg e P e baixos teores de sodio,
conforme observado na Tabela 20.

Avaliando-se os resultados obtidos neste estudo, com os encontrados por
Méndez et al. (2015) e Salehi et al. (2019) observa-se que nos trés estudos as
maiores concentracdes obtidas foram para Ca, K, Mg e P, mostrando que a palma é
uma boa fonte desses macroelementos. Ao comparar os dados obtidos por Salehi et
al. (2019), em amostras de palma forrageira do Ird, nota-se que em ambos estudos,
os analitos que apresentaram maiores concentracbes foram Ca, K, Mg. Os
resultados para Ca (1,4 % m m?t) e P (0,03 % m m?) foram semelhantes ao
encontrado neste estudo, diferentes para Cu (177,53 pug g*) e Na (2807 ug g?)
que foram maiores que neste estudo e K (0,22 % m m™) e Mg (0,28 % m m™) que
foram menores que neste estudo.

Em relacdo aos dados obtidos por Méndez et al. (2015) com folhas de palma
da Espanha, observou-se que apenas o teor de Cu (0,63 pug g*) foi similar com este
estudo, o teor de Na (17,1 pg g*) foi maior que neste estudo e o teor de P (0,02 %
m m1), K (0,22 % m m), Ca (0,18 % m m'), Mg (0,09 % m m), Fe (1,3 ug g3) e Zn
(3,68 ug g*) foram menores que neste estudo.

Deste modo, pode-se inferir que a diferenca na concentracdo desses
elementos nas amostras do Brasil, Espanha e Ird pode ser devido ao tipo de solo e

condicdes climaticas dessas diferentes regides (EL HAYEK et al., 2017).
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Tabela 20. Concentracdo dos analitos apés decomposicdo acida em bloco digestor fechado (média + desvio padrdo, n=3).

Analito Microelementos (ug g?1) Macroelementos (% m m)
Ba Cu Fe Sr Zn Ca K Mg P
A 36,11+0,23 1,03+0,08 8,0+0,2 91,7+1,1 13,1+0,3 2,10 £ 0,06 1,59 + 0,01 0,60+0,01 0,063 +0,001
CVv <0,01 438+0,23 239+05 412+27 89,2+ 4,4 1,94+0,07 1,277+£0,004 0,40+ 0,02 0,27 £ 0,02
CM 22,47 + 2,24 3,09+ 0,42 25,2+1,0 1853 111 +9 3,80 + 0,08 1,27 £ 0,01 0,60 + 0,02 0,15+ 0,01
FSs 49,64+151 3,04+0,13 50,2+34 127+ 3 159 +5 1,55+ 0,05 1,53+ 0,01 0,78 £ 0,01 0,32 £0,01
FSu 258 + 13 0,66 +0,07 13,3+0,8 193+ 2 36,4+2,0 2,28 £ 0,05 1,24+ 0,01 0,71+0,02 0,079 £ 0,005
Ma 43,15+ 0,72 1,38 £ 0,05 38,3+0,1 93,1+22 459+0,9 1,13+ 0,03 1,50 £ 0,02 0,60+0,01 0,033 +0,001
Mc 98,95+6,40 0,98+0,17 19,2+0/4 136+ 9 32,4+22 3,99 £ 0,07 1,26 + 0,01 0,61 £+ 0,02 0,13+ 0,01
N 47,28 + 1,07 <0,17 44,1 +0,8 348+ 4 54,3+1,1 3,71+ 0,06 0,81+ 0,02 0,84+0,01 0,091+ 0,001
Ps 18,99 + 0,92 3,33+0,24 39,8+2,8 163+ 2 46,9+ 17 5,15+ 0,08 1,26 £ 0,01 0,52 +0,01 0,51 + 0,02
Q 33,62+ 1,61 1,54+0,10 16,2+1,8 101 +5 106 £ 4 2,36 £ 0,10 2,00+0,13 0,49 + 0,01 0,26 + 0,01
Se 2992 0,73+0,13 199+1,6 283 +3 88,5+0,7 2,08 +£ 0,03 1,34+0,01 0,98+0,01 0,126 + 0,002
St 1571 5,59+ 0,10 16,6 £ 0,6 222 +2 17,30+ 0,02 | 1,32+0,02 1,49 +0,01 0,79+0,01 0,188 + 0,002
Faixa de <0,01 — 299 <0,17-5,6 8,0-50,2 41 — 348 17,30-159 | 1,32-3,71 0,81 -1,59 0,40 -0,84 0,03-0,32
concentracao
Concentragéo 88,7 2,14 26,2 165 68,5 2,62 1,41 0,66 0,19
meédia
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5.1.6) Analise multivariada dos dados

Para a avaliacdo das tendéncias e similaridades entre as amostras de
palma forrageira, coletadas em diferentes cidades, foi aplicada a (PCA) e a
(HCA). Para andlise dos dados foi empregado valores individuais de cada
réplica, construindo-se uma matriz de dados (36 x 8), na qual as amostras
foram dispostas em linhas e as concentra¢cfes dos analitos Ca, Cu, Fe, K, Mg,
P, Sr e Zn (variaveis) em colunas. Os dados foram pré-processados através do
autoescalamento, no qual os resultados obtidos para uma mesma variavel
foram subtraidos do valor médio e divididos pelo desvio-padrdao do conjunto de
resultados obtidos para essa variavel (CORREIA e FERREIRA, 2007).

Para aplicagdo da PCA, os dados foram modelados considerando as
trés primeiras componentes (PC), sendo descritas através de 71,65% da
variancia total. As Figuras 7a e 8a mostram os graficos de escores que podem
ser interpretados a partir dos graficos de pesos (Figura 7b e 8b). O
posicionamento dos agrupamentos de amostras foi determinado pela PC1
(sentido horizontal) e pela PC2 ou PC3 (sentido vertical).

As variaveis que apresentaram maiores pesos para o PC1 foram para as
concentracdes de P (0,757), K (0,739), Cu (0,697), Zn (0,507), Sr (-0,561) e Mg
(-0,784), que contribuiram com 38,90% da variancia total. Isso significa que as
amostras mais a direita da Figura 8a (CV, Ps e FSs), tendem a apresentar
maiores concentracdes de P, K, Cu e Zn e menores de Sr e Mg. Essas
tendéncias podem ser justificadas por essas amostras apresentarem 0 mesmo
tipo de solo no caso das amostras CV e Ps (latossolos) e da mesma espécie
(Nopalea cochenilifera) para as amostras Ps e FSs. Enquanto, que as amostras
mais a esquerda (A, FSu, Se e N) tendem a apresentar maiores concentracdes
de Sr e Mg e menores de P, K, Cu e Zn, podendo tal fato ser justificado pela
proximidade geografica das amostras e por apresentarem o mesmo tipo de
solo (planassolos e latossolos). As demais amostras estdo enquadradas em
situacdes intermediarias.

A PC2, que contribuiu com 19,55% da variabilidade total dos dados,
apresentou como variaveis com maiores pesos: Ca (0,597), Fe (-0,745), Sr (-

0,524) e Zn (-0,592). Com isso, foi observado que as amostras A e Mc, que tem
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localizacdo geografica proxima e mesmo tipo de clima (semiarido a seco e
subumido), apresentaram as maiores concentracfes de Ca, e tendendo as
menores concentragcbes de Fe, Sr e Zn. Enquanto que nas amostras
identificadas como Se, N e FSs, que séo de localizacdo geograficas proximas e
da mesma espécie (Nopalea cochenilifera), apresentaram as maiores
concentragbes de Fe, Sr e Zn, tendo as menores concentragbes de Ca,
conforme mostrado nas Figuras 7a e 7b.

Para o PC3, as variaveis referentes as concentracfes de Ca (0,623) e P
(0,544) contribuiram com 13,20% para a variancia total, indicando que os
valores para desses elementos sdo maiores nas amostras N e Ps (que sdo da
mesma espécie (Nopalea cochenilifera) e apresentam o mesmo tipo de clima
(tropical), quando comparados a amostra Ma, como ilustrado na Figura 8a e 8b.

Assim, através da aplicacdo da PCA foi possivel pode-se observar que
diversos fatores acabam influenciando na concentracdo dos elementos nas
folnas de palma. De acordo com Dala-Paula et al., (2018) a absorcdo dos
elementos no solo pelos vegetais, depende de fatores como: pH do
solo, potencial redox, composicdo do solo, teor de matéria organica,
capacidade de troca cationica, natureza e quantidade de elementos,
envelhecimento de elementos adicionados, interface solo-planta, atividade
microbiana na rizosfera, balanco de nutrientes, clima, deposi¢des atmosféricas,
permissibilidade do metal, seletividade e capacidade de absorcdo das

espécies, bem como fontes de fertilizantes.


https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/redox-potential
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/microbial-activity
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/microbial-activity
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/atmospheric-deposition
https://www-sciencedirect.ez10.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/fertiliser
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Figura 7. Grafico das trés componentes principais obtidas para as amostras:
(a) escore de PC1 X PC2; (b) peso de PC1 x PC2.
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Figura 8. Grafico das trés componentes principais obtidas para as amostras:
(a) escore de PC1 X PC3; (b) peso de PC1 x PC3.
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Aplicando a HCA a matriz de dados pré processados, foi possivel obter o
dendrograma, apresentado na Figura 9, podendo-se observar o agrupamento
entre as amostras em duas classes distintas. As amostras A, FSu, N, Se foram
enquadradas em um grupo, sendo a maioria delas da tipo palma miuda
(Nopalea cochenilifera), com exce¢ao da amostra A, que apesar de ser do tipo
palma gigante (Opuntia ficus-indica Mill) pode ter sido enquadrada nesse por
ter localizacdo geografica proxima dessas outras cidades. O outro grupo
enquadrou as amostras CV, Q, Ma, CM, Mc, St, FSs e P que em sua maioria
sdo do tipo palma gigante, com excec¢do das amostras Mc, FSs e P, que
podem ter sido enquadradas nessa situagao devido ao tipo de clima e solo que
essas cidades apresentam em similaridade as outras do mesmo grupo.

Observa-se também, que os resultados se correlacionaram bem com
outros resultados do PCA, visto que, pode ser comprovado entre as amostras
FSs e FSu que apesar de serem do mesmo local, mas coletadas em periodos
diferentes, foram classificadas em grupos distintos de acordo com a HCA, bem
como as amostras de diferentes tipos (palma gigante e palma miuda) que néo
apresentaram uma tendéncia de concentracdo a depender do tipo.

Portanto, pode-se inferir, de um modo geral, que a concentracao desses
elementos presentes nas amostras de palma forrageira sao influenciados pelo
tipo de solo, fatores sazonais e climaticos das regides onde as amostras sao
cultivadas, que acabam por interferir na interacdo solo-planta e sua capacidade
de absorcdo de espécies. Essas espécies que sao principalmente absorvidas
pelas plantas sdo: (a) espécies idnicas livres hidratadas ou ionizadas, (b)
espécies de pares de ions inorganicos soluveis, incluindo espécies metélicas
de hidroxila e (c) quelatos organometélicos principalmente de baixo peso
molecular (ANTONIADIS et al., 2017).
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Figura 9. Dendograma correspondente a classificacdo de 36 amostras de

palma forrageira por HCA, com distancias Euclidianas.
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5.2) Alternativa a decomposicao acida: extracdo em banho ultrassénico

5.2.1) Estudo da massa e otimizac&do do procedimento de extracao

Com o intuito de avaliar qual a melhor massa para o procedimento de
extracdo, testou-se cerca de 0,5 e 1,0 g aplicadas ao planejamento fatorial
completo 23. Para esta otimizacéo, utilizou-se a amostra A. Os percentuais de
extracdo foram calculados pelo quociente entre o teor obtido na extracdo em
banho ultrassénico sobre o teor obtido no procedimento de decomposicdo
acida em bloco digestor com sistema fechado, validado anteriormente,
conforme Equacéo 7.

Teor obtido na extracio

Percentual de extracio(%) = x 100 Equacgédo 7

Teor obtido na decomposigdo acida

Observou-se que os percentuais de extracdo foram maiores para a
massa de 0,5 g, Tabela 21, quando comparados a massa de 1,0 g, Tabela 22.
Tal fato pode ser justificado pela maior relacdo solvente/sélido no experimento
com massa de 0,5 g, o que contribui para um aumento da area superficial do
sélido com o solvente extrator, resultando em maior transferéncia de massa e
maior taxa de extracdo e rendimento (CHEMAT et al., 2017). Devido a esse
fato, utilizou-se o planejamento de massa 0,5 g para o célculo da resposta
multipla, baseado no somatério da concentracdo dos analitos em estudo,

conforme Equacéo 8 e mostrados na Tabela 21.

[Ba] , [Cu]l  [TFe] , IS4 , ISr] , Izn] | [Cal | K]
93,76 = 131,22 86,18 93,07 9468 9525 7574 86,21

[Mg] [P]
104,26 = 107,67

RM =

Equacéo 8.

Avaliando-se os resultados da resposta multipla, observa-se que o
experimento que obteve maior somatorio das concentragées dos analitos foi 0
ponto central (condicéo 9), conforme Tabela 23, com &cido nitrico a 1,5 mol L*
e tempo de sonicacdo de 7 minutos e 30 segundos. Ao gerar o grafico de

Pareto, Figura 10, pode-se observar que nenhuma variavel apresentou efeito
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significativo, a um nivel de confianca de 95 %. Ou seja, as variaveis estudadas
(tempo de sonicacao, tipo de acido e a concentracdo acida), dentro do dominio
experimental avaliado, ndo afetam a extracdo desses analitos presentes nas
amostras de folhas de palma. Aplicando-se a ANOVA a 95 % de confianca,
tem-se que o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p>0,05), tendo valor de p
igual a 0,8835. Portanto, como nenhuma variavel apresentou efeito significativo
na extracdo dos analitos, utilizou-se o0 experimento com maior RM para
extracdo das amostras em banho ultrassoénico, que consitiu na adicdo de 10 mL
de &cido nitrico 1,5 mol L* e um tempo de sonicacdo de 7 minutos e 30
segundos. Vale ressaltar que a cada rodada a 4gua do banho era trocada para

garantir que a temperatura do banho se mantivesse constante.



Tabela 21. Percentuais de extracdo (%) dos analitos, apés aplicacédo do planejamento fatorial 23, para de massa 0,5g.

Experimento Ba Ca Cu Fe K Mg P Si Sr Zn
1 84,26 61,19 56,58 56,77 79,79 98,14 88,64 80,62 78,71 80,88
2 73,25 69,33 49,43 52,19 83,85 93,85 78,48 68,49 78,76 69,64
3 84,51 64,19 97,17 63,57 83,76 103,68 88,44 80,33 78,86 79,96
4 50,34 52,65 55,07 42,84 59,48 64,66 55,03 51,01 56,81 57,53
5 93,76 64,98 116,38 77,65 84,13 104,26 107,67 93,07 87,28 94,50
6 86,96 73,91 111,26 78,56 81,72 94,76 95,31 81,19 94,68 87,89
7 90,52 62,18 121,27 83,25 78,84 97,71 102,67 90,97 85,14 89,18
8 68,31 67,35 63,32 60,41 70,88 80,30 72,94 64,25 75,12 69,27
9 (PC) 92,60 62,01 131,22 86,18 80,21 99,07 107,30 91,28 86,90 95,25
10 (PC) 84,38 61,96 90,73 79,56 80,27 98,26 93,01 82,55 79,88 83,59
11 (PC) 75,90 51,61 69,80 64,52 68,02 82,31 87,80 76,55 70,92 78,93
12 (PC) 34,55 40,71 50,96 4411 46,03 42,19 38,13 36,17 42,04 40,95
13 (PC) 59,77 59,03 51,99 50,94 68,75 78,38 63,63 58,17 63,66 64,37
14 (PC) 81,60 75,74 73,73 63,90 86,21 98,70 86,54 76,17 87,03 81,11
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Tabela 22. Percentuais de extracdo (%) dos analitos, apés aplicacédo do planejamento fatorial 23, para de massa 1,0 g.

Experimento Ba Ca Cu Fe K Mg P Si Sr Zn
1 39,13 13,40 48,01 33,99 21,37 22,26 32,15 31,71 38,14 34,99
2 65,88 17,65 110,48 63,62 22,74 28,90 77,56 65,92 64,61 68,90
3 56,41 14,16 88,95 48,19 21,65 27,25 59,83 53,42 51,85 54,07
4 33,17 15,00 59,81 38,64 22,45 22,78 42,17 38,88 38,36 48,80
5 73,27 15,40 113,25 59,89 21,55 30,99 95,13 77,96 60,52 78,62
6 39,87 15,18 67,27 41,25 22,47 25,42 56,66 51,94 40,59 49,72
7 61,59 14,38 93,83 49,83 21,27 28,54 74,92 62,43 55,23 63,50
8 40,44 15,67 60,38 41,28 22,49 24,80 52,59 47,14 43,38 56,99
9 (PC) 67,87 15,49 95,40 54,92 21,72 30,96 85,72 70,05 59,20 71,75
10 (PC) 67,97 15,50 91,40 58,67 21,74 30,36 76,46 65,89 56,91 66,99
11 (PC) 67,08 15,42 96,02 55,18 21,44 30,61 84,31 68,17 57,44 71,02
12 (PC) 34,37 14,93 54,69 42,01 22,15 23,17 40,23 36,43 38,16 39,52
13 (PC) 36,18 15,48 59,83 38,56 22,53 24,08 42,06 37,83 40,70 42,12
14 (PC) 41,44 15,83 79,62 48,73 22,50 25,54 50,05 44,29 44,94 46,98
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Tabela 23. Respostas ao planejamento fatorial 23 para a extragdo em banho
ultrassonico.

Experimento Tipo de Concentracao Tempo Resposta
Acido (mol L) (minutos) Multipla
1 HNOs3 1,0 5 8,021
2 HCI 1,0 5 7,552
3 HNOs3 2,0 5 8,439
4 HCI 2,0 5 6,073
5 HNOs3 1,0 10 9,507
6 HCI 1,0 10 9,307
7 HNOs3 2,0 10 9,386
8 HCI 2,0 10 7,469
9 (C) HNOs3 15 7min 30s 9,681
10 (C) HNOs3 15 7min 30s 8,705
11 (C) HNOs3 15 7min 30s 7,825
12 (C) HCI 15 7min 30s 5,119
13 (C) HCI 15 7min 30s 6,679
14 (C) HCI 1,5 7min 30s 8,482

Figura 10. Gréfico de Pareto para a Resposta multipla, apds aplicacdo do
planejamento fatorial 22 para a extracéo.

(1)Tipo de acido -2,13945

(3)Tempo ¢ 1,45215

lby2 -,94002

(2)Concentracéo -, 785384

Curvatr. -,641485

2by3 -,233363

1by3 | ,186759

p=,05



5.2.2) Validacdo do método de extracéao

5.2.2.1) Limites de deteccdao e quantificacao

73

O LOD e o LOQ foram calculados de acordo com a IUPAC (1978),

conforme descrito no item 4.1.4.1. Os menores valores de LOD e LOQ foram

observados para Sr (0,0005 e 0,002 pg g*?, respectivamente) e os maiores

valores foram observados para P (0,78 e 2,61 ug g, respectivamente), Tabela

24. De um modo geral, observa-se que os valores de LOD e LOQ foram

menores para 0 procedimento de extracdo em banho ultrassbnico quando

comparados ao bloco digestor em sistema fechado, tal fato pode ser atribuido a

menor concentracdo acida utilizada no procedimento de extracdo que foi de 1,5

mol L, o que gera baixos valores de branco e baixos desvios-padréo relativos

(Bizzi, N6brega e Barin, 2014).

Tabela 24. Limites de deteccdo e quantificacdo para os analitos, apos

aplicacao do procedimento de extracdo em banho ultrassénico por ICP OES.

Analito LOD(mgL?) LOQ(mgL?') LOD(ugg?l) LOQ (ugg?)
As 0,002 0,007 0,04 0,15
Ba 0,0001 0,0003 0,002 0,006
Ca 0,01 0,03 0,17 0,57
Cd 0,001 0,002 0,01 0,03
Cu 0,002 0,006 0,03 0,11
Fe 0,002 0,005 0,03 0,11
K 0,03 0,10 0,61 2,05
Mg 0,001 0,003 0,02 0,07
Na 0,02 0,07 0,40 1,33
Sr 0,00002 0,0001 0,0005 0,002
P 0,04 0,13 0,78 2,61
Pb 0,02 0,08 0,48 1,60
Zn 0,002 0,006 0,03 0,12
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5.2.2.2) Linearidade e faixa linear de trabalho

Na Tabela 25, podem ser observados as curvas analiticas de calibragéo
com os valores de R2 Observa-se que esses valores foram superiores aos
recomendados pela ANVISA e pelo INMETRO, o que indica que o método

proposto € linear dentro das respectivas faixas de trabalho.

Tabela 25. Curvas analiticas de calibracdo das amostras ap0s extracdo em

banho ultrassénico e quantificacdo por ICP OES.

Analito Equacao da Reta R2 Faixa linear (mg L™?)
As Y =695,9x + 46,1 0,9990 0,007a7,0
Ba Y = 1484830x + 159749 0,9990 0,0003a7,0
Ca Y = 55584x + 737059 0,9930 0,03 a 300
Cd Y =48417x + 1909 0,9998 0,002a7,0
Cu Y =24238x + 818,3 0,9994 0,006 a 7,0
Fe Y =271162x + 10116 0,9994 0,005a7,0

K Y = 61957x + 263689 0,9990 0,10 a 300
Mg Y = 14462x + 74721 0,9985 0,003 a 300
Na Y =411x + 644 0,9987 0,07 a 200
Sr Y = 3481766x + 423640 0,9991 0,0001a7,0
P Y = 1340,5x + 84,8 0,9997 0,13 a 300
Pb Y =150,8x + 26,8 0,9990 0,08a7,0
Zn Y = 30836x + 242,8 0,9989 0,006 a 7,0

5.2.2.3) Exatidéo

Trés materiais certificados de referéncia foram utilizados para confirmar
a exatiddo do método de extragcdo, através da andlise do CRM Agro C1003a
(folha de tomate), CRM NIST 1573a (folha de tomate) e CRM Agro FC_012017
(folha de cana de acucar). Os percentuais de concordancia, em %, entre o
valor encontrado e o valor certificado variaram entre 88 + 6 (Mg) e 103 £ 4 (Zn)
para o CRM NIST 1573a, Tabela 26, entre 81 + 3 (Na) e 109 £+ 4 (Mg) para o
CRM Agro C1003a, Tabela 27 e entre 90 + 7 (Sr) e 111 + 2 (K e Mg) para o
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CRM Agro FC_012017, Tabela 28, indicando boa exatiddo do método proposto
(BRASIL, 2016; BRASIL, 2017; MAGNUSSON, 2014).

Para verificar a confiabilidade dos resultados, foi aplicado o teste de
regressao linear. A equacéo linear encontrada e os valores dos coeficientes de
correlacdo gerados para os CRM NIST 1573a, CRM Agro C1003a e CRM Agro
FC_012017 foram, respectivamente: Y= 0,9795(x0,0234) — 0,0264(+0,0658)
com r = 0,9998; Y= 1,0114(x0,0343) — 0,0725(x0,0916) com r = 0,9986, e Y=
1,0154(x0,0286) — 0,0359(x0,0745) com r = 0,9994. Nota-se que o0s
coeficientes angular e linear admitem os valores de 1 e 0, respectivamente,
confirmando um bom ajuste entre os valores experimentais encontrados e 0 0s
valores certificados, comprovando que nao existem diferencas significativas
entre eles, uma vez que o valor de a, b e r atendem a idealidade requerida
através do intervalo de confianca para o nivel de 95% (a=1, b=0 e r=1)
(MILLER e MILLER, 2010; FERREIRA, 2015).

Tabela 26. Composicdo do material de referéncia certificado, em pg g*, CRM

NIST 1573a (média £ IC, n=4) apds procedimento de extracao.

Analito Valor certificado Valor encontrado REC (%)
Ba 63* 59,0+ 3,6 94 + 4
Ca 50450 + 550 22664 + 2129 45+ 4
Fe 367,5+4,3 54,8 +5,2 15+2
Mg 12000* 10515 + 1077 886
Mn 246,3+7,1 233,6 £ 15,7 95+4

P 2161 + 28 1987 £ 173 92+5
Sr 85* 78,6 £55 93+14
Zn 30,94 £ 0,55 31,80+2,1 1034

*Incerteza ndo fornecida pelo NIST
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Tabela 27. Composicdo do material de referéncia certificado, em pug g+, CRM

Agro C1003a (média + desvio padréo, n=4) apds procedimento de extracao.

Analito Valor certificado Valor encontrado REC (%)
As 19,0+ 2,8 20,4+1,8 107 +9
Ca 27400 £ 4400 17091 + 358 62+1
Cd 26,6 +2,1 264+1,1 9 +4
Cu 1130 + 140 1031 + 48 91+4
Fe 1120 £+ 190 93+10 8+1
Mg 4110 = 360 4472 + 149 1094
Mn 470 £ 69 384 £ 16 82+3
Na 2710 £ 840 2184 + 77 81+3

P 4370 + 740 4252 + 198 97 +5
Pb 3,67 £ 0,55 3,09 + 0,03 84+1
Sr 154 + 49 1314 85+3
Zn 37,5+5,0 330+14 884

Tabela 28. Composicdo do material de referéncia certificado, em pg g*, CRM

Agro FC_012017 ap6s procedimento de extracdo (média £ IC, n=4).

Analito Valor certificado Valor encontrado REC (%)
Ba 148+4,0 134+1,2 93+8
Ca 4378 + 150 5849 + 373 132+8
Cu 7,79 +£1,02 8,17 + 0,67 108 £5
Fe 220+ 9 38,1+4,2 17+2

K 16190 + 720 17956 + 342 111+2
Mg 1517+ 75 1691 £ 35 111 +£2
Mn 126+ 6 120+ 9 96 +7

P 2220 + 98 2113+ 1 95,16 £ 0,01
Sr 25,7+1,6 23,1+1,7 90+7
Zn 13,30 + 0,87 12,58 +1,13 95+8

A exatiddo do método proposto também foi verificada por comparacéo

com os resultados obtidos por decomposi¢cdo da amostra CM em bloco digestor

com sistema fechado. Os resultados estdo mostrados na Tabela 29. Observa-
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se bons percentuais de recuperacdo para as amostras sendo o menor valor
para Mg 80,9 % e o maior valor para Cu 104 %. Aplicando-se o teste t para
comparacdo de médias, observa-se que nao houve diferenca significativa a
99% de confianca para os elementos avaliados pois os valores de tcalculados
foram menores que o0 valor de tabelado (tcalculado < 4,604).

Foi observado que apenas para Ca e Fe ndo foram obtidos bons
percentuais de extragdo, nem com os CRM’s nem com a comparagdo com o
procedimento de decomposicdo acida. A extracdo ultrassbnica pode ser
afetada por diversos fatores, e dentre eles, a temperatura de exposi¢cdo pode
ter sido um fator que interferiu no processo de extracao dos elementos Ca e Fe
pois, o banho foi mantido a temperatura ambiente. Além disso, talvez fosse
necessario um maior tempo de sonicacdo ou uma maior concentracdo acida
para a extracdo desses analitos. De acordo com Al-Merey, Al-Masri e Bozou
(2002) a fusdo de amostras solidas antes da extracé@o ultrassénica aumentara a
taxa de dissolucdo de véarios elementos, como Ca e Fe, o que demonstra que a

extracdo desses analitos necessitam de uma maior atencao.

Tabela 29. Comparacéo da concentracdo média para a amostra CM, em ug g4,
obtida pela extragdo com um método de decomposicao total em bloco digestor

com sistema fechado.

Analito  Bloco digestor Banho Percentual de tcalculado
fechado ultrassonico extracao (%)
Ba 225+272 23,1+0,4 103+2 0,294
Ca 13230+ 44 6412 + 17 48,5+0,1 7,506
Cu 3,1+04 3,2+0,1 104 + 4 1,441
Fe 252+1,0 15+0,2 60+ 1 24,024
K 12659 + 69 12643 £ 113 1001 0,002
Mg 5963 + 220 4822 + 25 8l+1 0,057
P 1522 + 150 1356 + 13 89+1 0,018
Sr 185+ 3 169 £ 2 91+1 3,015

Zn 1119 104 +1 94 +1 0,209
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5.2.2.4) Preciséao

A precisao foi expressa em termos de repetitividade dos procedimentos
nas condigbes otimizadas, sendo avaliada considerando dez ensaios da
amostra Se. Pode-se observar na Tabela 30, que o desvio padrao relativo, em
%, variou entre 1,1 (Sr) e 6,0 (Fe), indicando boa precisdo do método. Os
valores de desvio padrao relativo obtidos para o procedimento de extragcdo em
banho ultrassénico, foram similares aos encontrados para o procedimento de

decomposicao acida.

Tabela 30. Resultados do teste de repetitividade (n=10) apds aplicacdo do

método de extracdo em banho ultrassénico.

Analito Desvio padréao relativo (%)
Ba 5,7
Cu 4,3
K 1,6
Mg 3,5
Sr 1,1
P 51
Zn 4,2

5.2.3) Aplicag&o nas amostras

O método proposto foi aplicado nas 12 amostras de folha de palma
oriundas de diferentes cidades de cultivo e, os resultados encontrados podem
ser observados na Tabela 31. Foi possivel quantificar Ba (<0,006 — 226 ug g1),
Cu(1,6-6,6 uggt), K (0,77 - 2,13 m m?t), Mg (0,327 — 0,66 m m'), P (0,039 —
0,484 m m?), Sr (32,0 — 252 ug g) e Zn (12,9 — 136 pg g?), sendo as maiores
concentragdes para K e as menores concentracfes para Cu. Os elementos As
(0,15 ug g%), Cd (0,03 ug g1), Na (1,33 ug g1) e Pb (1,60 ug g*) ficaram abaixo
do limite de quantificacdo do procedimento proposto da mesma forma que no
procedimento de decomposicdo acida. Apenas para Ca e Fe ndo foram obtidos

bons percentuais de extracéo, indicando que o procedimento de extracdo em
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banho ultrassénico proposto para as amostras folhas de palma néo é adequado
para a quantificacdo desses elementos.

O perfil das amostras, em termos de composicdo mineral, se repete
como observado no procedimento de decomposicdo acida em bloco digestor
com sistema fechado, ou seja, houve diferencas nas concentracdes das
amostras de Catuaba (CV e CM) que foram colhidas em periodo de maturacéo
diferente (verde e madura), para as amostras de Feira de Santana (FSs e FSu)
gue foram colhidas em periodo seco e periodo umido e para as amostras de
diferentes localidades, ressaltando mais uma vez que fatores como estagio de
maturacdo, condi¢bes climéticas e tipo de solo acabam por influenciar na
concentragéo desses elementos nas amostras de folha de palma.

Vale ressaltar que foi necessaria uma etapa de filtracdo, pois no final da
centrifugacéo observou-se a formacao de um sobrenadante sélido em todas as
amostras, o que dificultava a retirada da fase liquida. Nesta etapa adicional
tem-se a retencdo da parte séOlida da matriz, 0 que evita um possivel
entupimento do nebulizador e depdsito de matéria organica na tocha durante a
analise dessas amostras por ICP OES.

O procedimento de extragcdo por ultrassom para a quantificacdo de
elementos essenciais e potencialmente toxicos em amostras de folha de palma
torna-se uma alternativa viavel a decomposicéo acida da amostra, uma vez que
emprega acidos mais diluidos, requer menor tempo no preparo da amostra,
nao emprega temperaturas elevadas, podendo ser considerado simples e de
facil operacdo quando comparados aos procedimentos de decomposi¢do acida

convencionais.



Tabela 31. Concentracédo dos analitos nas amostras de folha de palma apoés aplicagéo do procedimento de extracao.

Analito Microelementos (ug g) Macroelementos (% m m?)
Ba Cu Sr Zn K Mg P
A 30,1+0,9 16+0,1 78,8+2,0 129+0,6 |1,11+0,01 0,50+ 0,01 0,039 + 0,001
CVv <LOQ 3,47 £ 0,02 320+1,3 786+0,1 |{2,13+£0,10 0,3270+0,0001 0,214 £ 0,002
CM 23,1+0,4 32+£0,1 169 +2 104+1 |126+0,01 0,482 +0,003 0,136 + 0,001
FSs 458+ 15 45+0,1 104 +4 136 +4 | 1,29+0,01 0,49 +£0,01 0,25+0,01
FSu 220+ 18 1,16 £ 0,01 252 + 22 33,8+0,6 |0,99+0,04 0,34 + 0,03 0,020 = 0,002
Ma 24,03 + 0,04 25+0,2 125+ 2 37,8+0,8 | 1,26 +0,02 0,49 + 0,01 0,228 + 0,002
Mc 95,4+ 3,6 1,49+0,1 98,3+ 3,9 31,8+1,4 |1,26+£0,01 0,49 + 0,01 0,105 + 0,003
N 43,7+0,2 1,3+0,5 245 + 62 52,1+1,0 | 0,77 £ 0,05 0,66 + 0,06 0,08 £ 0,01
P 19,7+ 0,5 25+£0,5 142 + 14 48,2+6,6 |1,50+0,28 0,44 £ 0,04 0,484 + 0,004
Q 485+ 1,3 2,7+0,3 102 +4 71,0+3,7 |1,27+£0,01 0,39+0,01 0,27 £0,01
Se 226 + 13 16+0,1 1712 64,4+2,3 |1,02+0,02 0,57 +0,01 0,083 + 0,003
St 149+ 3 6,6 £0,3 1701 18,2+0,6 | 1,24 +0,01 0,54 +0,01 0,156 + 0,004
Faixa de <LOQ - 226 16-6,6 32,0-252 12,9-136 |0,77-2,13 0,327 — 0,66 0,039 -0,484
concentracéo
Concentracéo 77,11 2,72 140,8 57,4 1,26 0,48 0,17

meédia
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5.3) Avaliacdo da influéncia da cocc¢cdo na concentracdo dos minerais na
folha de palma

5.3.1) Otimizacédo do procedimento de coccao

Para avaliar quais variaveis afetam a concentracdo dos elementos na
folhna de palma e qual seria a condicdo que tem menor variacdo nos valores
dos elementos durante o procedimento de coccdo empregando fogao e forno
de micro-ondas caseiro, utilizou-se um planejamento fatorial completo 23 para
avaliar tal situacdo. Apds a aplicacdo de cada condicdo de cozimento, as
amostras foram secas em estufa a 70°C até peso constante e digeridas com o
procedimento de decomposicdo em bloco digestor fechado desenvolvido e
validado neste trabalho. Vale ressaltar que a agua de cozimento também foi
digerida, com intuito de verificar possiveis perdas. A resposta utilizada neste
planejamento foi o percentual de extragdo em que comparou-se o teor dos
analitos presentes nas amostras ap0s a aplicacdo do procedimento de coccéo
com o teor total obtido apés decomposicéo total em bloco digestor fechado. Os
analitos avaliados foram Ba, Cu, Fe, Sr, Zn, Ca, K, Mg e P. Como muitas
repostas seriam geradas, utilizou-se a fungéo resposta mdltipla para tratamento

dos dados, conforme Equacao 9:

[Ba] , [Cu] , [Fe] [sr] | [Zzn] | [Ca] |, [K] [Mg] [P]
1059 = 127,5 2483 1226 844 769 1418 9745 1016

RM =

Equacéo 9

Na Tabela 32, podem ser observados os resultados da resposta multipla
obtidos para o planejamento fatorial completo 23. A partir desses dados, gerou-
se o grafico de Pareto (Figura 11), em que pode-se observar que a Unica
variavel significativa foi a razdo massa de amostra/volume de agua de coccgao
(m/v) no maior nivel. Aplicando-se a ANOVA a 95 % de confianga, tem-se que
o modelo ndo apresentou falta de ajuste (p>0,05), tendo valor de p igual a
0,3731. Pode-se observar que as maiores repostas foram obtidas para o
experimento 1 e o experimento 2, respectivamente. Porém, no experimento 1

houve secura da agua de coccdo, levando-nos a interromper o processo de
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cozimento antes de atingir os 10 minutos. Deste modo, optou-se pelo

experimento com a segunda maior resposta multipla, que foi o experimento 2.

Tabela 32. Resposta mdltipla para o planejamento fatorial 23 para o

procedimento de coccéo.

Experimento Razdo (m/v) Tempo (min) Tipo de coc¢cdo Resposta
1 +(1:1) + (10) + (Fogao) 8,26
2 +(1:1) + (10) - (Micro-ondas) 8,08
3 +(1:1) - (5) + (Fogao) 7,78
4 +(1:1) - (5) - (Micro-ondas) 7,07
5 -(1:2) +(10) + (Fogao) 7,06
6 - (1:2) + (10) - (Micro-ondas) 7,58
7 -(1:2) - (5) + (Fogao) 7,28
8 - (1:2) - (5) - (Micro-ondas) 7,31
9 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 30 s) Fogéao 7,77
10 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 30 s) Fogéao 7,43
11 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 30 s) Fogéao 7,36
12 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 30 s) Micro-ondas 7,56
13 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 30 s) Micro-ondas 7,53
14 (PC) 0 (2:3) 0 (7 min 305s) Micro-ondas 7,94

Figura 11. Grafico de Pareto para a resposta mdltipla, apdés aplicacdo do

planejamento fatorial 22 para a cocgéo.
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5.3.2) Aplicacao do procedimento de coccéo

Apbs a avaliacdo de qual condi¢cdo de coccdo seria mais adequada para
minimizar a alteracdo de nutrientes, aplicou-se o procedimento de coccéo
empregando forno de micro-ondas caseiro em 6 amostras de folha de palma
oriundas de diferentes cidades do estado da Bahia: Araci (A), Catuaba (CM),
Feira de Santana (Fsu), Morro do Chapéu (Mc), Porto Seguro (Ps) e Quixabeira
(Q). Os resultados obtidos para os micros e macroelementos podem ser
observados nas Tabelas 33 e 34, respectivamente.

Nota-se, de um modo geral, que as concentracbes dos elementos
variaram com o processo de cozimento em forno de micro-ondas. De acordo
com Santos et al. (2018) o tratamento térmico induzido pelo cozimento é capaz
de causar separacdo, fracionamento mineral, destruicdo de inibidores,
formacdo de complexos com ions metalicos, desnaturacdo de enzimas que
degradam inibidores ou geracdo de compostos insollveis por oxidagdo e
precipitagao.

Para os microelementos foi possivel observar que o bario aumentou nas
amostras A e Q, diminuiu nas amostras CM e Mc e se manteve constante nas
amostras Fsu e Ps. O cobre aumentou nas amostras Fsu, Mc e Q e diminuiu
nas amostras A, CM e Ps. O ferro, em geral, aumentou na maioria das
amostras (A, Fsu, Mc e Q) e manteve constante nas amostras CM e Ps.
Estroncio aumentou apenas na amostra A, diminuiu nas amostras CM, Mc e Ps
e se manteve constate na amostra Fsu e Q. Para o zinco, na maioria das
amostras, houve diminuicdo da concentracdo dos analitos (CM, Fsu, Ps e Q) e
aumentou nas amostras A e Mc.

Para os macroelementos, a concentracéo do calcio diminuiu em todas as
amostras, a de magnésio aumentou em todas as amostras, a de potassio
aumentou na maioria das amostras (CM, Fsu, Mc e Ps) e diminuiu nas
amostras A e Q, a concentragdo de fosforo permaneceu constante na maioria
das amostras (CM, Fsu, Mc e Q) e diminuiu nas amostras A e Ps.

A diminui¢do na concentragdo desses elementos nas amostras de folhas
de palma, podem ser justificadas pela lixiviagdo ou geracdo de compostos
insolaveis por oxidagdo dos mesmos através do aquecimento em agua. Isso

ocorre porque durante o cozimento, usando radiacdo de micro-ondas, as
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células das folhas sdo mais afetadas, liberando assim um maior contetudo
mineral, diminuindo consequentemente a concentracdo desses minerais (LIMA
et al.,, 2019). Essa parcela do conteddo mineral que € liberado pode ser
encontrada na agua de cozimento, conforme os resultados demonstrados nas
Tabelas 33 e 34.

O aumento na concentragcdo desses elementos com 0 processo de
cozimento pode ser atribuido a dois fatores: i) o tratamento por micro-ondas,
causa a hidrélise térmica das paredes celulares e dos compartimentos
subcelulares das folhas vegetais, 0 que promove a destruicdo de ligantes,
hidrolise de fitatos, desnaturacdo de proteinas e destruicdo de inibidores,
contribuindo assim para um aumento na concentracao desses elementos (DE
SANTIAGO et al.,, 2018); ii) a perda de umidade durante a cocc¢éo, pode
contribuir para aumentar a concentracdo de alguns elementos, como se fosse
uma “pré-concentragéo” (FELLOWS, 2018).

O processo de hidrolise térmica das paredes celulares, também pode
promover a liberacdo de polifendis ligados as fibras da dieta na fracdo de
compostos fendlicos livres (DE SANTIAGO et al., 2018) e esses compostos
podem formar complexos com os ions metélicos presentes na folha de palma,
permitindo assim que para alguns elementos nao fosse observada alteracbes
significativas nas concentracdes com o processo de cozimento, como foi
observado nesse estudo.

Em sintese, observa-se que o processo de coc¢cdo em forno de micro-
ondas causa alteracbes nas concentragcfes dos elementos presentes nas
amostras de folha de palma, tanto para mais quanto para menos. Deste modo,
a coccdo pode alterar a mobilidade e a solubilidade dos elementos nas
condicbes do trato gastrointestinal, interferindo, portanto, na sua
bioacessibilidade (SANTOS et al., 2018).
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Tabela 33. Teor de microelementos na palma e na agua de coccdo apos

aplicacdo do procedimento de coccdo em forno de micro-ondas caseiro em

comparacao com os teores de microelementos na palma crua.

Palma cozida Agua de coccao Palma crua
Analito (Mg g™ (mg L) (Mg g™
Ba 76,0+£0,3 2,77 £ 0,60 36,1+0,2
Cu 0,68 £ 0,05 <0,17 1,03 + 0,08
A Fe 13,8+ 0,6 0,72 + 0,03 8,0+0,2
Sr 1512 3,30 £ 0,27 91,7+11
Zn 16,71 + 0,04 0,81 £ 0,09 13,1+0,3
Ba 17,07 £ 0,12 <0,01 22,47 + 2,24
Cu 2,64 + 0,03 <0,17 3,09 + 0,42
CM Fe 25,4 +0,6 0,72 £ 0,06 25,2+1,0
Sr 1752 3,65+ 0,26 1853
Zn 96,3+ 0,6 4,92 + 0,26 1119
Ba 259+ 2 10,56 = 0,06 258 + 13
Cu 1,12 £ 0,06 <0,17 0,66 + 0,07
FSu Fe 18,4+ 0,5 0,82 £ 0,02 13,3+0,8
Sr 196 £ 0,5 9,36 £ 0,56 1932
Zn 26,9+0,3 1,66 + 0,05 36,4+2,0
Ba 82,8+23 2,47 + 0,17 98,9+6,4
Cu 1,42 + 0,04 <0,17 0,98 + 0,17
Mc Fe 24,92 + 2,06 0,94 + 0,06 19,2+ 04
Sr 1052 3,12 + 0,30 1369
Zn 44,0 £ 0,93 2,99 +£0,18 32,4+272
Ba 19,27 + 0,55 <0,01 18,99 + 0,92
Cu 3,08 + 0,07 <0,17 3,33+0,24
Ps Fe 39,6 + 3,1 1,13+0,12 39,8+2,8
Sr 147 + 4 2,04 +£0,24 1632
Zn 39,7+1,1 1,32 £0,15 46,9+ 1,7
Ba 51,5+04 0,79 £ 0,05 33,6+1,6
Cu 4,81+ 0,09 <0,17 1,54+0,10
Q Fe 28,7+20 0,68 + 0,06 16,2+1,8
Sr 103+1 1,12 + 0,06 1015
Zn 731 3,34+ 0,10 106 £ 4
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Tabela 34. Teor de macroelementos na palma e na agua de coccdo apos
aplicacdo do procedimento de coccdo em forno de micro-ondas caseiro em

comparacao com os teores de macroelementos na palma crua.

Palma cozida Agua de coccéo Palma crua
Analito (%m m1) (%om vY) (%m m-1)

Ca 1,26 £ 0,01 0,054 + 0,002 2,10 £ 0,06

K 1,01+0,01 0,084 + 0,013 1,59+0,01

A Mg 1,306 £ 0,005 0,110 £ 0,007 0,60 + 0,01
P 0,03 +£7,48 x10° 0,001 + 8,526 x10°> 0,063 + 0,001

Ca 1,259 £ 0,004 0,072 + 0,005 3,80 + 0,08

K 1,549 £+ 0,003 0,215 £ 0,005 1,27 £ 0,01

CM Mg 0,901 + 0,001 0,069 + 0,004 0,60 + 0,02

P 0,144 + 0,001 0,009 + 4,012 x10° 0,15+0,01

Ca 0,94 + 0,01 0,052 + 0,002 2,28 £ 0,05

K 1,37 £ 0,01 0,160 £+ 0,007 1,24 £ 0,01

FSu Mg 1,08 + 0,01 0,101 + 0,006 0,71 +0,02
P 0,073 £ 0,001 0,003 +£1,726 x10°> 0,079 + 0,005

Ca 1,27 £ 0,01 0,10 +£0,01 3,99 + 0,07

K 1,47 £ 0,01 0,203 + 0,009 1,26 £ 0,01

Mc Mg 0,84 + 0,01 0,074 + 0,005 0,61 +0,02

P 0,138 +£ 0,003 0,01 + 5,59 x104 0,13+0,01

Ca 1,279 £ 0,004 0,083 + 0,006 5,15+ 0,08

K 1,52 + 0,01 0,130 + 0,010 1,26 £ 0,01

Ps Mg 0,76 £ 0,01 0,036 + 0,004 0,52 +0,01

P 0,40 +0,01 0,017 + 1,368 x10°3 0,51 + 0,02

Ca 1,140 £ 0,003 0,0274 + 0,0003 2,36 £ 0,10

K 1,52 +0,01 0,201 + 0,006 2,00+0,13

Q Mg 0,68 + 0,01 0,042 £ 0,01 0,49 + 0,01

P 0,254 + 0,004 0,016 + 4,227 x10* 0,26 + 0,01
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5.4) Avaliacdo da contribuicdo desses minerais para a Ingestdo diéaria
recomendada (IDR)

Como a folha de palma também é utilizada para a alimentacdo humana
(MEDINA, RODRIGUEZ e ROMERO, 2007; SALEHI, EMAM-DJOMEH,
ASKARI e FATHI, 2019), avaliou-se a contribuicdo desses analitos para a
ingestéo diaria recomendada (IDR). De acordo com a ANVISA, o IDR pode ser
definido como a quantidade de proteinas, vitaminas e minerais que deve ser
consumida diariamente para atender as necessidades nutricionais da maior
parte dos individuos e grupos de pessoas de uma populacdo sadia (BRASIL,
2005b).

Na Tabela 35, sdo apresentados os valores de IDR para Ca, Cu, Fe, Mg,
P e Zn e suas contribuicdes considerando um consumo regular de 50 gramas
de folha de palma por dia por um individuo adulto. Os valores de IDR foram
calculados apés conversao dos valores de concentracdo de peso seco para
peso Uumido, uma vez que a folha de palma apresenta cerca de 90 % de
umidade.

Pode-se observar que para as amostras cruas as maiores contribuicdes
foram para Ca (99 — 240%), seguido do Mg (89 — 128%) e Zn (8,8 — 75%),
engquanto que para as amostras cozidas as maiores contribuicbes foram para
Mg (123 — 236%), Ca (44 — 60%) e Zn (11 — 65%). Porém, de um modo geral
tanto a amostra crua, quanto a amostra cozida, apresentam boas contribuicées
para a ingestdo diaria recomendada, o que pode variar € 0 aumento ou a
diminuicdo da concentracdo do analito com o processo de cozimento, conforme
descrito anteriormente.

Como para Ca e Mg alguns valores de IDR foram acima de 100 9%,
calculou-se esse valor levando em consideracdo o limite maximo de ingestdo
desses analitos para um individuo adulto (BRASIL, 2018). Apenas para Ca (64
— 156%) na palma crua e Mg (91 — 175%) na palma cozida foram superiores a
100 %. Embora essa contribuicdo de Ca e Mg ultrapasse o limite maximo em
algumas amostras, isso ndo significa que o corpo absorvera toda essa
guantidade, sendo necessario avaliar a bioacessibilidade desses nutrientes no
organismo (SANTANA et al., 2020; SOUZA et al., 2018) e, assim, identificar se

a quantidade absorvida é benéfica ou prejudicial a saude.
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Tabela 35. IDR dos minerais e sua contribuicdo para a ingestao regular de 50 g
de folha de palma.

Analito IDR para Limite Contribuicéo Contribuicéao
adultos maximo Palma crua (%) Palma cozida (%)
Ca (mg) 1000 1534,67 99 - 240 44 - 60
Cu (ng) 900 8975,52 3,7-13 3,6 -25
Fe (mg) 14 34,31 2,7-13 4,6 -13
Mg (mg) 260 350 89 -128 123 — 236
P (mg) 700 2083,89 4,2 -34 2,0-27
Zn (mg) 7 29,59 8,8-75 11 -65

Na saude humana, o célcio ajuda a prevenir e tratar uma variedade de
doencas relacionadas aos 0ssos, como a osteoporose (STIPANUK e CAUDILL,
2013). O magnésio ajuda a regular o relaxamento e a contracdo dos musculos,
a producao de proteinas e até a producao e o transporte de energia por todo o
corpo (SANTOS et al., 2018). O zinco é considerado essencial para a divisdo
celular e na sintese de DNA e proteinas, além de ser essencial para a
realizacdo de muitas reacfes, como as relacionadas ao metabolismo do
dioxido de carbono (SANTOS et al., 2018).

Observa-se, portanto, que as folhas de palma possuem elementos
essenciais como Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn, muito importantes para o correto
funcionamento do corpo humano, devido as suas interacdes nos processos
genéticos e fisiolégicos (SANTANA et al., 2020). Embora o estroncio ndo seja
um elemento essencial, ele possui um contetdo consideravel nas folhas de
palma. A funcdo do estroncio e seu efeito na salde humana s&o pouco
conhecidas, mas alguns estudos relatam que a maioria do estréncio no corpo
humano é depositada no osso, assim como no calcio, sendo rapidamente

trocada entre sangue e osso (CHEN et al., 2020).
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6) CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram desenvolvidos dois procedimentos de preparo de
amostras para determinar a composicao mineral de 12 amostras de palma
forrageira (Opuntia ficus-indica Mill e Nopalea cochenilifera) cultivadas no
estado da Bahia (11 amostras) e de Pernambuco (1 amostra). O uso do
planejamento fatorial completo de dois niveis possibilitou a obtencédo condicao
Otima para a determinacéao dos minerais por ICP OES, em ambos os métodos.

Um dos procedimentos propostos foi a decomposi¢édo &cida empregando
um bloco digestor com sistema fechado. Foi possivel quantificar Ba, Ca, Cu,
Fe, K, Mg, P, Sr e Zn. O método foi validado apresentando boa exatiddo e
precisao, além de baixos limites de deteccdo e quantificacdo. Os analitos As,
Cd, Co, Cr, Na e Pb ficaram abaixo do LOQ do método proposto em todas as
amostras.

O outro procedimento proposto foi a extracdo acida, empregando um
banho ultrassénico, em que foram quantificados, Ba, Cu, K, Mg, P, Sr e Zn. O
método foi validado apresentando boa precisdo, exatiddo e baixos limites de
deteccdo e quantificacdo. Os analitos As, Cd, Na e Pb ficaram abaixo do LOQ
do método proposto em todas as amostras.

Comparando-se ambos o0s procedimentos, pode-se observar que a
extracdo em banho ultrassbnico torna-se uma alternativa viavel a
decomposicao acida da amostra, uma vez que emprega acidos mais diluidos
contribuindo para a quimica verde, requer menor tempo no preparo da amostra,
nado emprega temperaturas elevadas, podendo ser considerado simples e de
facil operacdo quando comparados aos procedimentos de decomposi¢do acida
convencionais. Porém, se os analitos de interesse forem Ca e Fe € mais
adequado o uso do procedimento de decomposicdo acida.

O uso das ferramentas PCA e HCA contribuiram para uma maior
consisténcia na interpretacdo das tendéncias e semelhancas entre as
amostras, uma vez que a compreensdo do conjunto de dados e as inter-
relacdes entre as variaveis se tornaram mais evidentes.

O uso do planejamento fatorial completo permitiu verificar que as

alteracbes causadas com o processo de cozimento sdo menores para o forno
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de micro-ondas quando comparados ao fogdo. Ao avaliar-se a contribuicédo
desses analitos para a ingestdo diaria recomendada, observa-se que tanto as
amostras cruas quanto as amostras cozidas apresentaram boas contribui¢cdes
para a ingestao desses analitos.

Deste modo, pode-se inferir que a folha de palma pode ser usada como
suplemento alimentar, principalmente em regides com periodos de seca mais
altos, onde a palma tem maior resisténcia pois, ela apresenta bons teores dos
elementos essenciais (Ca, Cu, Fe, K, Mg, P e Zn), além de um baixo teor de
sédio. Elementos potencialmente toxicos como As, Cd e Pb ficaram abaixo do
limite de quantificacdo do método proposto.

Como o teor total ndo é um parametro para adequado para avaliar a
ingestdo real desses elementos pelo organismo, tem-se como perspectivas

futuras avaliar a bioacessibilidade in vitro desses elementos na folha de palma.
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