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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo propor estratégias analiticas para avaliar a concentracao
total e estimar a fracdo bioacessivel de elementos essenciais e hdo essenciais em amostras
de derivados de mandioca (Manihot esculenta Crantz) empregando bloco digestor em
sistema fechado e técnicas baseadas em plasma indutivamente acoplado, sendo executado
em trés etapas. Na primeira etapa, foi empregado um planejamento fatorial 2* para
estabelecer uma condicdo adequada de decomposi¢cdo das amostras, visando determinagao
de Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Sr e Zn por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). Foram avaliados os fatores
concentracdo de HNO;, tempo, temperatura e volume de H,O, empregando o teor de
carbono orgéanico dissolvido (DOC) como resposta, sendo definidas as seguintes condicdes,
respectivamente: 7,0 mol L™, 45 min e 180°C, sem uso de H,0,. O método foi preciso (<
5%), com limites de quantificacdo (LOQ) que variaram, em pg g, de 0,005 para Sr e 11
para Ca. Na etapa 2, foram otimizados parametros instrumentais, visando minimizar
interferéncias espectrais e determinar As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se e V em amostras de
fécula por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS). A
exatiddo dos métodos por ICP OES e ICP-MS foi avaliada com ensaios de teste de adicdo e
recuperacao em trés niveis de concentracdo, além da andlise de SRM 1567a (farinha de
trigo, NIST). As faixas de concentragdo, em pg g*, para os analitos nas amostras de
derivados de mandioca por ICP OES foram: Ba (<0,32 — 0,60), Ca (<11- 542), Fe (<0,39 -
111), K (156 - 7362), Mg (9,8 - 533), Na (<3,1 - 98), P (58 - 1774) e Sr (<0,005 - 3,85). Por
ICP-MS, as faixas de concentracéo obtidas, em ng g™ foram: As (<12 — 158), Cd (<9 — 47),
Co (<17 — 295), Cu (<90 — 1159), Mn (70 — 2523), Pb (<14 — 521), Se (<16 — 215), V (<6 —
106) e Zn (<3208 — 7277). A etapa 3 teve como objetivo estimar o teor bioacessivel de Cu,
Fe, Mg e Mn em amostras de derivados de mandioca por ICP OES. Os teores bioacessiveis,
em pg g, variaram de < 109 e 385 + 42 para Mg e 0,59 + 0,001 e 1,44 + 0,13 para Mn. Para
Cu e Fe, os teores bioacessiveis estavam abaixo do LOQ. O método foi validado com o
emprego de um balanco de massa, sendo encontrados 0s seguintes valores: 95 + 8% para
Mg e 110 = 1% para Mn. Com base na ingestdo diaria recomendada para adultos, o
consumo de 100 g de derivado de mandioca fornece 1,0 - 2,8% da ingestéo diaria de Ca,
3,8 - 2,9% para Cu, 1,2 — 12,4% para Fe, 0,4 - 17,8% para Mg 0,8 — 11,0% para Mn, 1,6 —
18,0% para P, 52,7 — 53,7% para Se e 7,0 — 9,1% para Zn. Este trabalho tem uma
contribuicdo significativa, seja pela proposta de um método simples e de baixo custo para
avaliacdo da composicdo elementar da fécula de mandioca, trazendo novas informacdes
nutricionais e de interesse para a saude publica.

Palavras-chave: Fécula de mandioca, Elementos essenciais e potencialmente toxicos,
Interferéncias, Bioacessibilidade in vitro, ICP OES e ICP-MS.



ABSTRACT

This work aimed to propose analytical strategies to assess the total concentration
and estimate the bioaccessible fraction of essential and non-essential elements in
samples of cassava derivatives (Manihot esculenta Crantz) using a closed system
digestor block and techniques based on inductively coupled plasma, being run in
three steps. In the first stage, a factorial design 2* was used to establish an adequate
condition for the decomposition of the samples, aiming at determining Ba, Ca, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Sr and Zn by optical emission spectrometry with
inductively coupled plasma (ICP OES). The factors HNOj3; concentration, time,
temperature and volume of H,O, were evaluated, using the dissolved organic carbon
(DOC) content as a response, with the following conditions being defined,
respectively: 7.0 mol L™, 45 min and 180 ° C, without using H.O,. The method was
precise (< 5%), with limits of quantification (LOQ) that varied, in pg g™, from 0.005 for
Sr and 11 for Ca. In step 2, instrumental parameters were optimized, in order to
minimize spectral interferences and determine As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se and V
in starch samples by mass spectrometry by inductively coupled plasma (ICP-MS).
The accuracy of the methods by ICP OES and ICP-MS was evaluated with tests of
addition and recovery tests in three levels of concentration, in addition to the analysis
of SRM 1567a (wheat flour, NIST). The concentration ranges, in ug g™, for the
analytes in the samples of cassava derivatives by ICP OES were: Ba (<0.32 - 0.60),
Ca (<11- 542), Fe (<0, 39 - 111), K (156 - 7362), Mg (9.8 - 533), Na (<3.1 - 98), P (58
- 1774) and Sr (<0.005 - 3.85). By ICP-MS, the concentration ranges obtained in ng
g’ were: As (<12 - 158), Cd (<9 - 47), Co (<17 - 295), Cu (<90 - 1159), Mn (70 -
2523), Pb (<14 - 521), Se (<16 - 215), V (<6 - 106) and Zn (<3208 - 7277). Step 3
aimed to estimate the bioaccessible content of Cu, Fe, Mg and Mn in samples of
cassava derivatives by ICP OES. The bioaccessible contents, in pg g, varied from
<109 and 385 + 42 for Mg and 0.59 £ 0.001 and 1.44 + 0.13 for Mn. For Cu and Fe,
the bioaccessible levels were below the LOQ. The method was validated using a
mass balance, with the following values being found: 95 = 8% for Mg and 110 + 1%
for Mn. Based on the recommended daily intake for adults, consumption of 100 g of
cassava derivative provides 1.0 - 2.8% of the daily intake of Ca, 3.8 - 2.9% for Cu,
1.2 — 12.4% for Fe, 0.4 - 17.8% for Mg 0.8 - 11.0% for Mn, 1.6 - 18.0% for P, 52.7 -
53.7% for Se and 7.0 - 9.1% for Zn. This work has a significant contribution, whether
by proposing a simple and low-cost method for evaluating the elemental composition
of cassava starch, bringing new nutritional information and of interest to public health.

Keywords: Cassava starch, Essential and potentially toxic elements, Interferences,
Bioaccessibility in vitro, ICP OES and ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) é uma espécie vegetal de relevancia
social e econdmica, principalmente em paises como Nigéria, Tailandia e Brasil.
Segundo a Organizacao das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura, a
mandioca representa uma alternativa para minimizar a pobreza rural, devido seu alto
teor energético e sua facilidade de cultivo em solos diversos (FAO, 2014).

O aproveitamento das partes da planta ressalta o seu potencial econémico.
As partes aéreas (folhas e hastes) sdo majoritariamente empregadas no consumo
animal, mas, no Brasil, podem também ser utilizadas para o consumo humano na
culinaria regional (JUNIOR; ALVES, 2014). A maior relevancia econémica dessa
planta é creditada na parte subterrdnea (raiz), a qual pode ser consumida in natura
ou transformada nos seus subprodutos mais importantes: farinha e fécula (FELIPE;
ALVES; VIEIRA, 2013).

A obtencdo desses subprodutos ocorre de forma similar, a producdo da
farinha envolve as etapas de trituracdo, prensagem e secagem. No caso da fécula,
apos o processo de prensagem, ha a separacdo do residuo fibroso da mandioca
com um liguido conhecido como manipueira, de onde a fécula é decantada. No
entanto, os processos de fabricacdo desses produtos ndo sao padronizados,
podendo ser uma fonte potencial de contaminacao (FIALHO; VIEIRA, 2013a).

A fécula de mandioca possui cerca de 80% de amido em sua composicao.
Justamente é essa caracteristica que a torna tdo importante, principalmente do
ponto de vista industrial. O amido é largamente empregado como aditivo industrial,
destacando-se em industria de alimentos, atuando no controle de diversas
caracteristicas como textura, viscosidade, estabilidade, umidade, dentre outras.
Entretanto, a funcionalidade do amido in natura possui limitacdes no que se refere
as variacOes dos processos industriais. Desta maneira, comumente, séo realizados
estudos com a finalidade de modificar os granulos de amido, a fim de tornar esse
aditivo mais robusto. Na literatura, sdo relatados varios processos de modificacdo do
amido (fécula) de mandioca (ZHU, 2015; WANG et al., 2018; PALAVECINO; PENCI;
RIBOTTA, 2019).
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Devido a crescente demanda por alimentos livres de gluten, foram
desenvolvidos diversos estudos para avaliar a substituicdo de farinha de trigo por
farinhas alternativas, na fabricacdo de produtos de panificagcdo (FIORDA et al.,
2013a; VIEIRA et al., 2015; SILVA, 2016). Dessa forma, a fécula de mandioca pode
ser uma alternativa para celiacos, visto que a mesma ndo possui gliten em sua
constituicdo. Sendo assim, considerando que alimentos como os derivados de
mandioca sdo uma fonte Obvia de elementos quimicos, o monitoramento de
elementos essenciais e ndo essenciais que podem estar presentes em alimentos é
de fundamental importéancia.

Os elementos essenciais desempenham um papel fundamental no
metabolismo de seres vivos, podendo seu excesso ou deficiéncia trazer prejuizos ao
organismo. Em contrapartida, os elementos ndo essenciais ndo possuem nenhuma
funcdo bioldgica conhecida e, em pequenas quantidades podem ser responsaveis
por toxicidade para a saude humana (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Em termos nutricionais, tdo importante quanto determinar a quantidade total
desses elementos, é estimar o teor bioacessivel, ou seja, a quantidade dessas
espécies que podem ser absorvidas pelo organismo. Com essa perspectiva, a
otimizacdo de métodos analiticos confidveis para quantificar o teor total e
bioacessivel de elementos em amostras de alimentos é fundamental.

Este trabalho foi dividido em trés etapas, a saber:

i. Desenvolvimento e validacdo de método analitico para decomposicéo
acida de derivados de mandioca em bloco digestor em sistema fechado e

quantificacao por ICP OES;

il. Determinacédo de As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn em fécula de

mandioca empregando ICP-MS;

iii. Estimativa da bioacessibilidade in vitro de elementos Cu, Fe, Mg e Mn,
em amostras de fécula e massa de mandioca.

Esta dissertacao foi estruturada em capitulos, os quais apresentam a parte
experimental, apresentacdo e discussdo dos resultados e consideragOes parciais

das etapas realizadas ao longo deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

2.1Geral

Propor estratégias analiticas para avaliacdo da concentracdo total e
estimativa da fracdo bioacessivel de elementos essenciais e ndo essenciais em
amostras derivados de mandioca empregando bloco digestor fechado e técnicas

baseadas em plasma indutivamente acoplado.

2.2Especificos

v Realizar um planejamento fatorial 2* para estabelecer uma condicdo
conveniente de decomposicdo acida de amostras de fécula de mandioca,
empregando aquecimento condutivo em bloco digestor em sistema fechado;

v Realizar a extracdo artesanal de fécula de mandioca para investigacao
da composicado mineral de amostras de derivados geradas ao longo do processo de
extracao;

v Validar e aplicar método analitico proposto para determinar 0s
elementos Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Pb, Sr e Zn em amostras de
fécula de mandioca por ICP OES;

v Estabelecer condicbes operacionais de um espectrometro de massas
com plasma indutivamente acoplado a fim de minimizar possiveis interferentes
espectrais na determinacao de As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn;

v Estimar a fracdo bioacessivel de elementos Cu, Fe, Mg, e Mn em
amostras de fécula de mandioca por ICP OES;

v Comparar os resultados de concentracdo dos analitos com a ingestao

diaria recomendada (IDR).
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3.  FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Mandioca e seus derivados: breve histérico e relevancia

econdmica

A mandioca € uma espécie vegetal versatil, de raizes tuberosas, que faz parte
da familia Euphorbiaceae, género Manihot. Existem diversas espécies dessa planta,
entretanto, apenas as espécies M. esculenta Crantz (mandioca) e M. glaziovii Mull.
Arg. (producdo de latex) possuem relevancia econbmica (MORALES, 2015). A
espécie M. esculenta Crantz estudada neste trabalho, também € popularmente
conhecida no Brasil como aipim e macaxeira e pode ser classificada de acordo com
o teor de glicosideo cianogénico presente em sua composi¢cdo. A mandioca mansa,
que € utilizada para consumo in natura e a mandioca brava, empregada
principalmente na producao industrial, possuem teores de glicosideo cianogénico em
torno de 10 mg kg™ e acima de 20 mg kg™, respectivamente (ORLANDINI; LIMA,
2014).

Acredita-se que a América do Sul, especificamente o Brasil, tenha sido o local
de origem dessa planta (JUNIOR; ALVES, 2016). O cultivo de mandioca foi
empregado bem antes do inicio do periodo colonial, sendo os indigenas que aqui
viviam o0s primeiros a consumir esse alimento e seus derivados. Atualmente, a
mandioca, segundo a Organizacdo das NacOGes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO), é uma das principais plantas que pode representar uma
esperanca para amenizar a fome e a pobreza em paises em desenvolvimento, por
apresentar as seguintes vantagens: servir como uma alternativa de fonte de
carboidrato, apresentar uma tolerancia as condigdes adversas de clima e solo, além
do que, suas raizes podem ser conservadas no solo antes do periodo de colheita
(FAO, 2014).

Segundo a FAO, os principais produtores de mandioca no mundo sdo a
Nigéria, Republica Democréatica do Congo (RDC) e a Tailandia. O Brasil ocupa a

quarta posicéo conforme apresenta a Figura 1.
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Figura 1- Maiores produtores de mandioca no mundo.
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Fonte: Adaptado de FAO (2017).

A Figura 2 apresenta os maiores produtores de mandioca e fécula no Brasil.
No cenario nacional, o estado do Pard lidera a producdo de mandioca, seguido dos
estados do Parana e Bahia. Entretanto, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), as maiores producfes de fécula estdo concentradas na regido sul
e sudeste, sendo destacados os estados do Parani e Sao Paulo, o que pode ser
justificado pelo fato dos produtos oriundos da mandioca ter tratamentos distintos
conforme regido (IBGE, 2019). Enquanto no Centro-Sul hd o beneficiamento, nas
regides norte e nordeste, a producdo da mandioca €, majoritariamente, destinada ao
consumo in natura ou transformada em farinha de mesa, produtos de pouco valor
agregado (AMORIM et al., 2018).

Figura 2 - Principais produtores de mandioca no Brasil.
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Fonte: Adaptado de IBGE (2019)
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No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA),
vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), atua em
pesquisa, desenvolvimento e inovacdo no setor agropecuario, além de proporcionar
um intercambio de conhecimento e uma difusédo de tecnologia aos produtores rurais,
ao longo do territorio nacional. Na Bahia, no municipio de Cruz das Almas, existe a
unidade denominada Embrapa Mandioca e Fruticultura, a qual € responsavel pelo
desenvolvimento, inovacéao e sustentabilidade da cadeia produtiva da mandioca e de
algumas fruteiras tropicais. No ambito internacional, a EMBRAPA tanto atua
intercambiando conhecimentos com algumas instituicdes internacionais, quanto
realiza capacitacdo e transferéncia de tecnologia em paises em desenvolvimento
(EMBRAPA, 2018).

A mandioca é uma planta bastante versatil, podendo ser aproveitada
integralmente, tanto as partes aéreas quanto a subterrdnea, como ilustrado na
Figura 3 (FIALHO; VIEIRA, 2013). A parte aérea é empregada majoritariamente na
alimentacdo animal, mas, em alguns locais do Brasil, também €& aplicada na
culinaria, como por exemplo, na producdo de mani¢oba, uma iguaria consumida nas
regides norte e nordeste do pais. Ha relatos na literatura que as folhas de mandioca
possuem flavonoides em sua composicdo, 0S quais possuem propriedades
antioxidantes. (KUBO; SHIMIZU; NIHEI, 2012).
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Figura 3 - Aproveitamento das partes da mandioca.
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Varias séo as aplicacdes da parte subterranea da mandioca (raiz). Dentre os
seus derivados, a farinha e a fécula possuem uma grande relevancia econémica,
principalmente pelo elevado teor de carboidrato em sua composi¢do (FIORDA et al.,
2013b). No Brasil, a producdo da farinha de mandioca é, essencialmente, para
atender o consumo interno. O processo de fabricacdo de farinha e fécula de
mandioca é feito tanto pela agricultura familiar quanto por unidades empresariais.
Em algumas regifes tanto a farinha quanto a fécula sdo produzidas em locais
conhecidos como “casas de farinha” (BRANDAO, 2007; SEBRAE, 2008; SENAR,
2018).

Devido as buscas por fontes de energia renovaveis, outro subproduto da
mandioca que tem sido objeto de estudo € o etanol (LI; ZHU, 2011). Dentre as
opcOes de fontes renovaveis, a biomassa é uma alternativa viavel. Assim sendo,
existem diversos trabalhos que relatam o processo de fabricagdo do etanol a partir
de residuos oriundos da fabricacdo de derivados de mandioca apds a extracdo da
fécula (SORAPIPATANA; YOOSIN, 2011; BEHERA; RAY, 2015; LOMTHONG,;
LERTWATTANASAKUL; KITPREECHAVANICH, 2016; MARTINEZ et al., 2018) e
ainda da prépria fécula e de partes da planta como a folha (AZMI et al., 2016).

Qualquer que seja o grau de tecnologia empregada no processamento da
mandioca para obtencdo dos seus principais derivados (farinha e fécula),
geralmente, envolve etapas similares tanto na fabricacdo industrial quanto na
producdo artesanal (JUNIOR; ALVES, 2016).

As etapas de lavagem da mandioca, descascamento, ralacao/trituracéo, sao
comuns na producao de farinha e fécula. Quando o objetivo é produzir a farinha de
mandioca, a massa ralada, apés ser esfarelada, passa pelas etapas de secagem e
torracdo. Na producdo da fécula, ha a separacdo das fibras do material soluvel, e
este liquido é conhecido como manipueira. O material fibroso € lavado com agua e
peneirado, ocorrendo a separacéo do residuo sélido, o bagaco (SENAR, 2018).

A parte liguida deverd ser decantada ou centrifugada para obtencdo da
fécula. Se o proposito for obter a fécula in natura, também conhecida como polvilho
doce, uma etapa de secagem deve ocorrer imediatamente apoés
decantacéo/centrifugacdo da fécula (DEMIATE; KOTOVICZ, 2011). Caso a

finalidade seja produzir o polvilho azedo, uma etapa de fermentacdo da fécula deve
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ser realizada (TORRES-LOZADA; MARMOLEJO-REBELLON; CAJIGAS-CERON,
2014). Frequentemente, o amido in natura é transformado em amido modificado, em
que sao realizadas modificacbes quimicas, fisicas e enzimaticas na sua estrutura,
permitindo ampliar suas funcionalidades e atender diversos ramos industriais (ZHU,
2015). A Figura 4 apresenta as principais etapas do processo de fabricagcdo dos
derivados de mandioca.

Figura 4 - Etapas de producéo de alguns derivados de mandioca.
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Fonte: Adaptado de JUNIOR; ALVES (2016)

3.2 Fécula de mandioca

A fécula é, indubitavelmente, o derivado da mandioca que se apresenta como
o de maior valor econdmico (TAPPIBAN et al., 2018). Na literatura pode-se encontrar
o uso indiscriminado dos termos fécula, amido e tapioca. Apesar disso, segundo a
Resolugdo n° 263, de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),

“amidos sdo os produtos amilaceos extraidos de partes comestiveis de cereais,
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tubérculos, raizes ou rizomas” (BRASIL, 2005a). Os amidos extraidos dessas partes
de vegetais podem ser designados de fécula, sendo, portanto, termos anélogos.

O MAPA (BRASIL, 2005b) também tem atuado na identidade desses
alimentos. Segundo a Instrucdo Normativa n° 23, de 2005, os produtos amilaceos da
mandioca séo classificados em dois grupos: fécula e tapioca. Fécula é o produto
amildceo extraido das raizes de mandioca, ndo fermentada, obtida por decantacéo,
centrifugacdo ou outros processos tecnologicos adequados. A tapioca € o produto
gue se apresenta sob forma de granulos irregulares, poliédricos ou esféricos, e 0
amido é um termo referente aos carboidratos, caracteristicos da raiz da mandioca.
Dessa forma, fécula e tapioca ndo sédo sinbnimos. Neste trabalho, dos derivados
amilaceos de mandioca existentes, foi estudada a fécula (polvilho doce), além da

massa de mandioca.

3.3 Composicao quimica da fécula e massa de mandioca

A Tabela 1 apresenta um resumo dos principais componentes presentes na
mandioca e na fécula, segundo a Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos
(TBCA, 2019).

Tabela 1 - Composicao de Mandioca e Fécula de Mandioca em 100 g de amostra.

Alimento . TBCA .
Fécula Mandioca
Umidade (%) 27,6 65,4
Carboidrato (g) 71,9 32,6
Proteina (g) 0,36 0,98
Lipideos (g) 0,0 0,22
Fibra alimentar (g) 0,20 2,09
Ca (mg) 22,7 13,8
Mg (mg) 3,40 40,4
Mn (ug) 0,07 0,05
P (mg) 6,94 26,7
Fe (mg) 0,42 0,25
Na (mg) 1,31 1,95
K (mg) 31,2 188
Cu (mg) Tr 0,06
Zn (mg) Tr 0,18
Se (ug) Tr 0,6
Tr = trago Fonte: TBCA
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E possivel verificar que tanto a mandioca quanto a fécula possuem uma
concentracdo significativa de carboidrato em sua composicdo, sendo este o
componente majoritario presente na fécula. Além do carboidrato, estdo presentes
nesses alimentos elementos quimicos importantes como K, Mg, Ca e P.

Na fécula, elementos como Ca, Fe e Mn apresentam-se (Tabela 1) em
maiores concentracfes quando comparado com os resultados disponiveis para a
mandioca. Em contrapartida, os resultados de concentracdo apresentados para K,
Mg, P e Na sdo mais elevados na mandioca.

A variacdo da concentracdo de elementos quimicos pode ocorrer devido a
contaminacdo ambiental, bem como as diferentes formas de processamento da
mandioca em seus derivados. A extracao da fécula ocorre em meio aquoso, 0 que
contribui para a perda por lixiviagdo de nutrientes (TUZEN; SOYLAK, 2007,
CORREIA, 2014).

Apesar da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos identificar como
elementos traco apenas Cu, Zn e Se, presentes na fécula, a Unido Internacional da
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) denomina elemento traco espécies que estdo
presentes em alimentos em concentracdes médias menores que 100 ug g™ (IUPAC,
2014) Dessa forma, os elementos Cu, Fe, Mn, Na, Se e Zn, para ambos o0s
alimentos, e Mg e P, para a fécula, podem ser considerados como elementos traco,
conforme apresenta Tabela 1.

O amido é o principal carboidrato presente nos derivados de mandioca. Vale
destacar que o amido € o mais importante carboidrato na alimentacdo humana,
fornecendo cerca de 70% das calorias consumidas pelo homem e,
consequentemente, apresenta um papel nutricional bastante relevante. Na fécula, o
amido é encontrado na forma de granulos, que sdo compostos por cadeias de
amilose e amilopectina. A amilose € um polimero formado por unidades de glicose
unidas por ligacdes glicosidicas a-(1,4), tendo uma estrutura essencialmente linear.
Sua concentracdo nos granulos de amido varia entre 15,2 e 26,5% (FENNEMA,
2010; ZHU, 2015).

A amilopectina consiste em um polimero bastante ramificado, uma molécula
formada por trés tipos de cadeia: A, B e C. A primeira € uma cadeia ndo-redutora de
glicoses unidas por ligagdes a-(1,4), sem ramificagcdes. A segunda, cadeia do tipo B,

€ composta por glicoses ligadas em a-(1,4) e a-(1,6), contendo uma ou Varias
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cadeias tipo A, podendo conter cadeias tipo B unidas por meio de um grupo hidroxila
primério. Por fim, a cadeia do tipo C é uma cadeia principal, formada por residuos
glicosidicos ligados em a-(1,4), a qual possui um grupamento final redutor e
numerosas ramificacdes de cadeias tipo B. Cada molécula de amilopectina possui
apenas uma Unica cadeia C (PEREZ e BERTOFT, 2010). As Figuras 5 e 6 ilustram

as estruturas das moléculas formadoras do amido de mandioca.

Figura 5 - Estrutura molecular da amilose e sua distribuicdo espacial.

Fonte: Adaptado de SANTOS (2018).

Figura 6 - Estrutura molecular da amilopectina e sua distribuicdo espacial.
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Fonte: Adaptado de SANTOS (2018).

As moléculas de amilopectina sdo 0s principais componentes responsaveis
pela estrutura dos granulos de amido. A organizacdo granular é semicristalina,
resultado do agrupamento de espécies de amilopectina em camadas cristalinas e

amorfas, formando anéis concéntricos, alternadamente (TAPPIBAN et al., 2018).

25



3.4 Propriedades tecnolégicas da fécula (amido)

As propriedades tecnologicas do amido sao retratadas na literatura (ZHU,
2015; JAEKEL et al., 2015; WANG et al., 2018), uma vez que esse alimento €,
amplamente, empregado como ingrediente industrial, principalmente em industrias
de alimentos, por permitir o controle de algumas propriedades como textura,
aparéncia, viscosidade, estabilidade no armazenamento, dentre outras.

A gelatinizacdo e a retrogradacdo sdo algumas das propriedades fisico-
quimicas do amido, que representam o cerne de suas diversas aplicacdes
industriais, sendo influenciadas por sua estrutura granular, mais especificamente
pela relacdo de amilose - amilopectina (ZHU, 2015). Apesar da presenca dos grupos
hidroxilas e atomos de oxigénio nas moléculas de amilose e amilopectina, o amido é
insolavel em &gua fria, devido a forte interacdo, do tipo ligacdes de hidrogénio, entre
essas espécies. Entretanto, quando o sistema amido e 4gua é aquecido, a agua
penetra nos granulos de amido, liberando espécies mais sollveis como a amilose.
Dessa forma, o amido torna-se solivel em meio aquoso até que o processo de
gelatinizacdo seja alcancado, o qual é caracterizado pela formag¢édo de um gel. Com
a diminuicdo da temperatura, as moléculas de amilose se reorganizam, tornando-se
uma estrutura mais rigida, e o amido sofre uma retrogradacdo, o que reduz suas
funcionalidades do ponto de vista industrial (FIDELES et al., 2019).

Os amidos in natura estdo mais suscetiveis a retrogradagcdo e, portanto,
possuem uma limitacdo no que se refere as suas aplicacdes industriais, pois suas
propriedades granulares podem sofrer transformacfes devido as variacdes inerentes
aos processos industriais (VAN HUNG, LAN PHI e VY VY, 2012). Dessa maneira,
existem diversos estudos na literatura (WANG et al., 2018; PALAVECINO; PENCI,
RIBOTTA, 2019) com a finalidade de elucidar as propriedades fisico-quimicas do
amido, bem como propor estratégias de sua modificacdo quimica, fisica e

enzimaética, a fim de torna-lo mais robusto.
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3.5 Minerais essenciais e nao essenciais

O monitoramento de elementos quimicos em amostras de alimentos é
fundamental, pois essas espécies podem ser essenciais ou potencialmente téxicas
para organismos vivos. Os elementos quimicos podem ser classificados de acordo
com a sua exigéncia nutricional para seres humanos, sendo denominados de
macroelementos e microelementos (GUPTA; GUPTA, 2014; GONZALEZ; SILVA
2019). Os macroelementos estdo em maior concentracdo no organismo animal,
sendo requerida, geralmente, uma maior ingestéo diaria (>100 mg dia™). Calcio, Mg,
Na, K e P sdo exemplos de macroelementos, que realizam uma variedade
significativa de funcdes metabdlicas nos organismos vivos (GAUR; AGNIHOTRI,
2017).

Existem elementos quimicos que desempenham, em quantidades menores,
um papel importante no metabolismo de animais, principalmente no funcionamento
de algumas enzimas. Essas espécies sdo conhecidas como microelementos ou
oligoelementos, os quais requerem uma ingestéo diaria abaixo de 100 mg dia™.
Dentre eles, é possivel citar: Co, Cu, Cr, Mn, Se e Zn (GAUR; AGNIHOTRI, 2017;
SORIANO et al., 2018).

Elementos quimicos como Pb, Cd e As ndo possuem nenhuma funcao
biolégica conhecida nos organismos vivos, sendo assim, mesmo em baixas
concentracdes sdo espécies deletérias quando presentes em alimentos (BONVEHI;
BERMEJO, 2013). A legislacdo brasileira estabelece limites maximos de alguns
contaminantes permitidos em alimentos. Para raizes ou tubérculos, as
concentracdes de Cd e Pb devem ser até 0,10 mg kg ™ e, para As, 0,20 mg kg™,
(BRASIL, 2013).

Deficiéncias, excessos ou desequilibrios no suprimento de elementos
quimicos de fontes alimentares podem ter uma influéncia deletéria significativa na
saude humana. Portanto, € importante determinar com precisdo seus niveis para
melhor avaliar o valor nutricional e toxicoldégico dos alimentos (COZZOLINO, 2016).
Na Tabela 2 esta apresentado um resumo de algumas func¢bes biolégicas dos

elementos quimicos essenciais estudados neste trabalho:
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Tabela 2 - Resumo de fung¢des bioldgicas de alguns elementos quimicos.

Elemento

quimico Funcdes bioldgicas importantes

Formacdo e manutencdo do esqueleto, envolvido nas funcdes
Ca vasculares, neuromusculares e glandulares do corpo. Mineral
mais abundante do corpo humanao.

Ocupa o sitio catalitico da vitamina B12 e € essencial para a

Co atividade biolégica da vitamina.

Envolvido no metabolismo da glicose, faciltando a ligacdo da
Cr insulina ao seu receptor ou amplificando o efeito da insulina no
catabolismo de carboidratos e lipidios.

Componente de varias metaloproteinas que atuam em reacdes de
Cu oxirreducao, tais como: citocromo-oxidase, monoamino-oxidase,
superoxido dismutase, dentre outras.

Componente importante de varias proteinas, incluindo enzimas,
Fe citocromos, mioglobina e hemoglobina, atuando nesta ultima no
transporta de oxigénio por todo o corpo.

Exerce papel importante na fungcdo osmotica, equilibrio hidrico e

acido basico. Céation mais abundante no liquido intracelular.
Importante na integridade estrutural do esqueleto e dentes, além
Mg de ser essencial nas reacbes de contracdo muscular, transporte

ativo, sintese de proteinas, lipideos, acidos nucleicos e glicideos,
na fosforizagdo oxidativa.

Envolvido na formacdo d&ssea e em reacdes especificas
Mn relacionadas ao metabolismo de aminoacidos, colesterol e
carboidratos.

Exerce papel importante na funcdo osmotica, equilibrio hidrico e
acido basico. Necessario para transmitir 0s impulsos nervosos e

Na estimular a acdo muscular. Cétion mais abundante no liquido
extracelular.
Componente importante dos ossos e dos dentes, atua no
equilibrio acido-basico, na utilizacéo e transferéncia de energia via

b adenosina trifosfato (ATP), adenosina difosfato (ADP), creatina-
fosfato, (glicidios fosfatados, além de que todos os
monossacarideos precisam estar fosforilados para entrarem nas
vias metabolicas.

Se Funcdo protetora contra estresse oxidativo, regula acbes do

horménio tireoidiano e o status redox da vitamina C.

Cofator ou ativador de varias enzimas, principalmente DNA e RNA
Zn polimerases, sendo essencial na divisdo celular e na sintese de
DNA e proteina, importante na cicatrizacao de feridas.

Fonte: adaptado de INSTITUTE OF MEDICINE (2006); GUPTA; GUPTA (2014); SCHARF et al.
(2014) e GONZALEZ; SILVA (2019)

Com base em uma investigacao feita na literatura, notou-se que, ainda que ha

uma escassez de dados quanto a determinacdo da composi¢cao mineral da fécula de
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mandioca, podendo, a proposta de trabalho apresentada ser uma importante
contribuicdo para a tabela de composicdo de alimentos a nivel regional e nacional.

3.6 Meétodos para determinacdo de elementos essenciais e

potencialmente toxicos em alimentos

No que se refere a quantificacdo de elementos essenciais e/ou
potencialmente tOxicos em amostras de alimentos, as técnicas analiticas que
compdem a espectroscopia atbmica sdo, sem duvida, as mais empregadas (KORN
et al., 2008). Entre elas, pode-se citar a espectrometria de absor¢cdo atdmica com
chama (FAAS), espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacdo em forno de
grafite (GF AAS), além das técnicas baseadas em plasma acoplado indutivamente
(ICP OES e ICP-MS).

Entretanto, para a determinacdo das espécies quimicas de interesse
empregando as técnicas da espectroscopia atbmica, geralmente, se faz necessaria a
oxidacdo da matéria organica presente nas amostras, numa etapa de tratamento
prévio da amostra, utilizando procedimentos de decomposicdo por via seca ou por
via Umida, fazendo uso de blocos digestores e fornos de micro-ondas (KRUG;
ROCHA, 2016).

O tratamento da amostra visa minimizar a maioria das interferéncias da matriz
antes da introducdo no instrumento analitico, sendo fundamental a eliminacdo da
fracdo organica e obtencdo de uma solucédo das espécies de interesses (FUMES et
al., 2015).

Para determinacdo de baixas concentracdes de elementos, a decomposi¢céo
por via Umida é bastante util, pois os analitos sdo convertidos em espécies simples
nao volateis, além de ter como principal vantagem um menor risco de perdas de
espécies volateis, devido as baixas temperaturas empregadas, quando comparado
com a decomposi¢ao por via seca. A decomposi¢cao por via umida pode ocorrer em
sistemas abertos ou fechados. Os sistemas abertos permitem a decomposi¢céo de
uma maior quantidade de amostra, entretanto, sdo limitados em relacdo a pressao
atmosférica, aléem de necessitarem de quantidades relativamente maiores de
solventes. Os principais reagentes utilizados para este fim sdo acidos ou mistura de
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acidos e oxidantes auxiliares como o peréxido de hidrogénio (HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).

Os sistemas fechados sédo a alternativa adequada para determinacdo de
elementos em baixas concentracdes, pois com esses sistemas é possivel alcancar
altas pressdes e temperaturas, permitindo um menor emprego de reagentes, além
de um menor risco de perdas por volatilizagdo ou contaminacgéo. A digestdo assistida
empregando radiacdo micro-ondas é unanime para que essas condicbes sejam
alcancadas (NOBREGA et al., 2012). No entanto, apesar das vantagens intrinsecas
dos fornos de micro-ondas, esses sistemas tém a desvantagem de oferecer um maior
risco de explosdo, devido a limitagBes no que se refere a massa da amostra, além de
um custo relativamente alto quando comparado com sistemas abertos como blocos
digestores, muflas e estufas (KRUG; ROCHA, 2016).

Existe uma alternativa mais econémica para o desenvolvimento de métodos
analiticos, que sd@o os blocos digestores em sistemas fechados, os quais fornecem
procedimentos simples e eficazes para a preparacdo de amostras, com resultados
equivalentes aos obtidos em sistemas assistidos por radiacédo micro-ondas (AVILA et
al., 2017). Dentre as desvantagens destes sistemas, € possivel citar a
impossibilidade de monitoramento da pressao interna nos frascos de digestdo das
amostras.

Paniz et al. (2018) realizaram um estudo comparativo de preparo de amostra
para a determinacdo de As, Cd, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Ni, Pb, Se, Th, Zn, U e
elementos terras raras em material de referéncia certificado de plantas e alimentos
por ICP-MS. Foram avaliadas quatro condi¢cdes para o aquecimento da amostra:
banho-maria (BM), bloco digestor (BD), forno micro-ondas sob pressdo média
(MWMP) e forno micro-ondas sob alta pressao (MWHP). Para os sistemas BM e
BD, os autores confeccionaram frascos fechados de politetrafluoretiieno (PTFE).
Apesar de serem verificados melhores resultados quando o sistema MWHP foi
empregado, ficou constatado que para o sistema BD os percentuais de recuperagao
apresentados variaram entre 80 e 120%, exceto para Zn, Hg, além dos elementos
terras raras La, Ce, Th, Er, Ho, Nd, Pr, Tm, Yb, sendo possivel concluir a eficacia
dos blocos digestores em sistemas fechados, dependendo da matriz e dos analitos.
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3.7 Planejamento Fatorial de dois niveis

Frequentemente, o desenvolvimento de métodos analiticos exige ajustes de
muitas variaveis com a finalidade de estabelecer as condi¢cbes adequadas para
andlise. Sendo assim, € comum buscar valores especificos (niveis) para cada
variavel (fatores) com o proposito de obter melhores resultados (resposta) nos
experimentos (NOVAES, 2011).

A otimizacdo de métodos analiticos pode ocorrer de forma univariada ou
multivariada. Na otimizacdo univariada cada fator avaliado é otimizado por vez,
enquanto os demais séo fixados. Essa € uma alternativa relativamente simples e os
dados gerados podem ser facilmente interpretados. Entretanto, requer uma maior
demanda de tempo de estudo, gasto de reagentes, além de ndo considerar as
interacOes entre os fatores (FERREIRA, 2015).

Na estratégia multivariada todos os fatores sdo variados simultaneamente, e
as melhores condicdes de trabalho sdo estabelecidas apds analise estatistica de
dados. Esse modelo exige a execucdo de um menor numero de experimentos,
menor uso de reagentes, além de permitir a avaliacdo de interacdo entre os fatores.
Sua principal desvantagem €& gerar dados com uma maior dificuldade de
interpretacdo, o0 que pode ser contornado com 0O emprego de programas
computacionais especificos que facilitam a interpretacdo desses dados (NOVAES,
2011). Por fim, um modelo matematico linear entre os fatores e as respostas é
obtido, o qual deve ser validado e permitir um bom ajuste entre os dados
experimentais e os valores preditos (FERREIRA, 2015).

Para uma avaliacdo preliminar dos fatores de um método analitico, 0 emprego
de um planejamento fatorial de dois niveis pode ser uma alternativa adequada. Essa
ferramenta estatistica € empregada para planejar e otimizar experimentos de forma
relativamente simples, quando existe o interesse de saber a influéncia dos fatores
sobre a resposta em estudo (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Nos Gltimos anos,
técnicas de otimizagdo multivariada tém sido amplamente utilizadas no
desenvolvimento de métodos analiticos que exigem a otimizacéo de varias fatores

simultaneamente.
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Tuzen et al. (2018) desenvolveram um método analitico utilizando
microextracao dispersiva por liquido idnico e assistida por ultrassom, usando violeta
de pirocatecol (PV) como reagente complexante e bis (trifluorometilsulfonil)-imida de
1-hexil-3-metilimidazolio (C 6 MIM] [Tf 2 N] como liquido ibnico, para a detecgcédo de
estanho em amostras de alimentos, empregando espectrometria de absorcao
atdbmica eletrotérmica (ETAAS). Os autores utilizaram um planejamento fatorial de
dois niveis e, visando obter uma melhor resposta de recuperacédo de estanho, todos
os fatores avaliados foram significativos, a saber: pH do meio de trabalho (efeito
negativo), tempo de extracao (efeito positivo), quantidade de reagentes e volume do
liguido ibnico, ambos com efeitos positivos. Para um efeito positivo, a resposta
guimiométrica aumenta quando o fator avaliado varia de um nivel inferior para um
nivel superior, sendo verificado o inverso para um efeito negativo. Dessa maneira, 0s
autores concluiram que para a obtencdo de uma maior extragcdo de estanho, as
condi¢cdes do método deveriam apresentar menores valores de pH, maior tempo de
sonicacdo e menores quantidades de reagentes. Por fim, apds avaliacdo de um
teste de curvatura, foi verificada a significancia deste e estabelecido o ponto central
como condi¢ao experimental.

Costa et al.( 2018) realizaram um estudo visando desenvolver um método de
determinacdo direta de Ca, K, Mg em amostras de farinha de mandioca por
espectrometria de emissao Optica em plasma induzido a laser (LIBS). Com o objetivo
de encontrar as melhores respostas de razdo sinal/ruido e sinal/fundo, os
parametros instrumentais tempo de espera e fluéncia foram otimizados com a
emprego de um planejamento fatorial completo.

Campos et al. (2019) desenvolveram um procedimento de preparo de
amostras derivadas de soja utilizando aquecimento assistido com infravermelho e
determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mn e P por ICP OES e F AAS. Nesse sistema de
digestdo foi incluida uma unidade de refluxo visando melhorar a eficiéncia de
decomposicao de amostra. O método analitico foi otimizado a partir da avaliagdo dos
fatores volume de HNOg3, tempo de aguecimento, e influéncia da unidade de refluxo,
sendo as respostas quimiométricas teor de carbono residual (RCC), aléem das
concentracbes dos analitos estudados. Os trabalhos descritos anteriormente
confirmam a importancia e consolidacdo do emprego do planejamento fatorial de

dois niveis, na otimizacdo de métodos analiticos.
32



3.8 Caracteristicas das técnicas de ICP OES e ICP-MS

Devido ao desempenho analitico, as técnicas ICP OES e ICP-MS tém sido
amplamente empregadas para determinagfes multielementares e, também, para
caracterizac&o isotopica no caso de ICP-MS (GARCIA-POYO et al., 2015).

Essas técnicas possuem principio de funcionamento distinto. A técnica de ICP
OES baseia-se na medida da intensidade da radiacdo emitida, quando um atomo ou
ion excitado pelo plasma retorna ao seu estado fundamental. Na técnica ICP-MS, a
medida da concentracdo do analito esta relacionada com uma razao massa-carga
(m / z) especifica. Na realizacdo de uma analise por meio dessas técnicas, existem
algumas etapas similares, como por exemplo, o sistema de introducdo de amostra
(SIA) e a fonte de plasma (THOMAS, 2013). A Figura 7 representa a configuracao

basica de um espectrémetro 6ptico e de massa indutivamente acoplado.

Figura 7 - Esquema de blocos dos componentes bésicos utilizados em
equipamentos baseados em ICP OES e ICP-MS.

ICP-M3 Interface m | Analisador | m Lentes -y Sistemﬂ"de
iénicas deteccio
SIA - Plasma
Sist Sistema de
ICP OES Soma |-

optico detecgéo

Fonte: Adaptado de MONTASER; GOLIGHTLY (1992); THOMAS (2013)

O plasma indutivamente acoplado (ICP) é um géas parcialmente ionizado,
contendo moléculas, radicais, atomos, ions e elétrons livres que se forma apés o
contato entre uma bobina de radiofrequéncia (RF) e um fluxo de gas (geralmente
argonio), iniciado pela descarga, sem emprego de eletrodo, de uma bobina tesla,
sob a pressdo atmosférica, mantido pela energia acoplada entre uma bobina de
cobre a um gerador de radiofrequéncia (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009)

As semelhancas entre as técnicas de ICP OES e ICP-MS terminam apoés a

introducéo da amostra no plasma. Em ICP OES, atomos e ions sdo requeridos no

33



caminho Optico, enquanto em ICP-MS apenas ions sédo desejados. Sendo assim, 0s
espectrobmetros de massa que compdem o0s equipamentos da técnica ICP-MS
possuem dispositivos para eliminacdo de processos radioativos ou uma
conformacao ortogonal entre a tocha e o detector (THOMAS, 2013). Os processos
que ocorrem no ICP ao longo de uma andlise tipica de amostras liquidas estdo
apresentados na Figura 8.

Figura 8 - Processos que ocorrem no plasma indutivamente acoplado.

| Aspiragao | | Dessclvatagio |
Solugdo Aerossol Aerossol
da - liquido / - gas |
amostra gés sélido

2 Vaporizagao
/-I E =h moléculas }4— Moléculas | ™ Moléculas

excitadas gasosas

o Dissociagio

Processos _< | E =hv atomos |4_ Atomos - Atomos

radioativos

excitados

gasosos

Processos nao

E 3 lonizagdo '— radioativos

\_| E =hv ions |<— lons - lons

excitados gasosos

| Requeridos na ICP OES |

| Requeridos na ICP-MS |

Fonte: Adaptado de HOLLER; SKOOG; CROUCH (2009); THOMAS (2013)

Apesar das duas técnicas apresentarem boa aplicabilidade para amostras de
alimentos, considerando principalmente a capacidade de determinagao
multielementar e sensibilidade adequada, algumas interferéncias devem ser
investigadas. As interferéncias podem ser classificadas como espectrais ou nao
espectrais (GARCIA-POYO et al., 2015).

Para a técnica de ICP-MS, interferéncias espectrais ndo sao especificas para
um analito, mas sim para uma razao m/z. Desta forma, alguns is6topos de um
determinado elemento podem sofrer interferéncia, enquanto outros isétopos do
mesmo elemento ndo. As interferéncias espectrais podem ser isobaricas ou
poliatdmicas. Nas interferéncias isobaricas, isétopos de elementos distintos possuem
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a mesma razao m/z, enquanto que as interferéncias poliatbmicas sao produzidas
pela combinacdo de dois ou mais ions atémicos. Geralmente estdo associadas ao
gas do plasma ou outros componentes presentes na amostra, solvente ou atmosfera
(MONTASER; GOLIGHTLY, 1992). Para a técnica ICP OES, as interferéncias
espectrais sao geralmente decorrentes de radiagdo de fundo (background) e
sobreposicao de linhas espectrais.

As interferéncias ndo espectrais podem ocorrer de trés formas: efeitos de
transporte, supressdo ou aumento de sinal e, no caso do ICP-MS, também efeito
espaco-carga. As interferéncias de transportes podem acontecer quando a solucao
da amostra possui algumas propriedades fisico-quimicas distintas das solu¢cbes da
curva analitica, como por exemplo, viscosidade. Os efeitos de supressdo ou
aumento de sinal acontecem quando concomitantes da matriz influenciam na
eficiéncia de ionizagdo do plasma, comum em amostras com elevados teores de
carbono ou de espécies com baixa energia de ionizacao. Por fim, as interferéncias
espaco-carga acontecem nas lentes ibnicas, quando elementos de alta razdo m/z

podem repelir elementos mais leves, causando supressao de sinal (THOMAS, 2013).

3.9 Bioacessibilidade de minerais

Comumente, os métodos analiticos desenvolvidos para a quantificacdo de
elementos quimicos em amostra de alimentos visam a determinacdo dos teores
totais desses constituintes (BARBOSA et al., 2019). Entretanto, para fins
nutricionais, o teor total de nutrientes presentes em alimentos ndo é um indicativo da
guantidade absorvida desses pelo organismo humano, apds o complexo processo
de digestdo. Sendo assim, estimar o teor de minerais que efetivamente estao
disponiveis para absorc¢ao pelo organismo é fundamental (COZZOLINO, 2016).

A bioacessibilidade € uma estratégia analitica empregada para estimar a
guantidade de nutriente em um alimento que pode ser mobilizada no trato
gastrintestinal durante a digestdo (SANTOS et al, 2018). Os modelos de
bioacessibilidade relatados na literatura podem ser in vivo (LI et al., 2015; FAN et al.,

2017) ou in vitro (XAVIER et al., 2019; CHIOCCHETTI et al., 2020). Os métodos in
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vivo, geralmente, oferecem resultados mais exatos, pois utilizam cobaias ou seres
humanos para realizacdo dos ensaios. Entretanto, esses métodos sdo caros, exigem
um maior grau de dificuldade, devido a necessidade de monitoramento de todas as
etapas da digestdo, além de envolver limitagdes éticas quando substancias toxicas
sao envolvidas (SOUZA et al., 2018).

Uma alternativa conveniente sdo os métodos in vitro, que sao ensaios
analiticos utilizados para simular as condi¢@es fisiologicas, tais como, composi¢ao
quimica dos fluidos biolégicos, pH e tempos de residéncia do alimento, em uma
(JORGE MENDOZA et al.,, 2017; YAN et al.,, 2019) ou mais etapas (AGUDELO,
2015; SOUZA et al.,, 2018) da digestdo humana. Eles podem ser estaticos ou
din&micos.

Nos métodos estaticos, a simulacdo das condicdes fisiolégicas negligencia a
dindmica e complexidade do organismo como, por exemplo, a mudanca constante
no ambiente bioquimico e parametros fisicos, tais como, alinhamento do corpo e
forcas de tracdo inerentes nos sistemas digestivos. Apesar disso, os modelos
estaticos foram (teis para estimar a bioacessibilidade em diversos trabalhos. O
primeiro trabalho de bioacessibilidade in vitro foi realizado em 1954 por Debaun e
Connors (1954), em que foi estimada a bioacessibilidade de proteina em soro de
leite em p6 (LUCAS-GONZALEZ et al., 2018). Nesse trabalho, foi verificado pelos
autores que os resultados obtidos pelo modelo in vitro empregado concordaram com
0s resultados da avaliacdo em animais.

Ao longo dos anos, diversos modelos de bioacessibilidade in vitro foram
desenvolvidos. Dentre esses, um dos mais empregados € o método PBET
(Physiologically Based Extraction Test), o qual foi desenvolvido por um estudo
realizado por Ruby et al.(1993) para avaliar a bioacessibilidade de Pb em amostras
de residuo de mineracao, simulando as fases digestivas do estbmago e do intestino
delgado. Para a realizacdo do método, foram utilizadas solu¢cbes de pH especificos,
contendo as enzimas digestivas pepsina e pancreatina, além de acidos organicos,
dentre outros componentes. O método in vitro foi validado com ensaios in vivo
aplicados em coelhos. Os autores constataram a eficacia do método in vitro para
estimar a bioacessibilidade de Pb simulando o trato gastrintestinal.

Uma alternativa simplificada do método PBET foi desenvolvida para uma

avaliacdo da bioacessibilidade in vitro de nutrientes, levando em consideracdo
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apenas a fase gastrica. Este modelo, denominado SBET (Simple Bioaccessibility
Extraction Test), permite uma maior frequéncia de analise, além de ser empregada
uma menor quantidade de reagentes (solu¢des contendo HCI e glicina). Entretanto,
resultados superestimados podem ser obtidos, pois a fase intestinal, onde ocorre
essencialmente a absor¢do ndo é considerada (BOSSO; ENZWEILER, 2008;
JORGE MENDOZA et al., 2017).

Dentre os modelos de bioacessibilidade in vitro relatados na literatura, a
proposta de Oomen et al. (2003) € a que mais se aproxima das condicbes
fisiolégicas (AGUDELO, 2015). Esse modelo foi desenvolvido para avaliar a
bioacessibilidade de contaminantes de solos sob condi¢éo de jejum, considerando
trés etapas: boca, estdmago e intestino delgado. Versantvoort et al. (2005)
propuseram uma adaptacdo nesse modelo com a finalidade de avaliar a

bioacessibilidade de contaminantes em amostras de alimentos.
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4. DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO DE
DECOMPOSICAO PARA AMOSTRAS DE DERIVADO DE MANDIOCA EM BLOCO
DIGESTOR EM SISTEMA FECHADO E QUANTIFICACAO POR ICP OES

4.1 EXPERIMENTAL
4.1.1 Instrumentacao e equipamentos

Nas etapas de tratamento e andlise das amostras foram empregados 0s
seguintes equipamentos:
v Estufa com circulacéo de ar SPLABOR, modelo SPCR 100, Brasil;
Moinho de grdo Hamilton Beach, modelo 80374BZ, EUA,;

v
v Balanca analitica Scientech, modelo SA210, USA;

v Bloco digestor fechado TECNAL,modelo TE-015-1, Brasil;
v

v

Destilador de acido Milestone, sub-boiling distilation, Italia;
Sistema de purificagdo de agua, Elga, PURELAB Option-Q, Reino
Unido;

4.1.2 Amostras de fécula e massa de mandioca

Neste trabalho, foram analisadas amostras de derivados de mandioca (fécula
e massa de mandioca) industrializadas e artesanais, sendo estas ultimas produzidas
em laboratério. Também foram analisadas a massa residual e o sobrenadante,
gerados apoés a extracao da fécula in situ.

As amostras industrializadas de derivados de mandioca foram adquiridas em
supermercados dos seguintes estados: Bahia, Goias e Para. Entretanto, em relagéo
ao local de fabricagéo, foi possivel abranger todas as regibes do pais. Foram
estudadas um total de 21 amostras, sendo: fécula industrializada de mandioca,

comercializadas em diferentes estados (16), massa industrializada de mandioca para
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bolo (1), fécula artesanal (1), massa artesanal de mandioca (1), massa residual (1) e
sobrenadante (1), produzidas no laboratério de pesquisa onde esse trabalho foi
desenvolvido. A Tabela 3 apresenta as amostras codificadas e seus respectivos

locais de origem.

Tabela 3 - Amostras de derivados de mandioca codificadas e seus respectivos locais
de origem.

Caodigo Origem Tipo de amostra
PC Goias
TQD Bahia
TDT Séao Paulo
TFDM Paraiba
TBA Bahia
TP Bahia
TDI Paraiba
TDL Parana
TL Bahia Fécula industrializada
TR Para
TRDG Pernambuco
FR Minas Gerais
TBB Mato Grosso do
Sul
TAF Parana
TLA Bahia
TUP Pernambuco
MMAEF Laboratério Massa artesanal residual
MMSEF Laboratério Massa de mandioca artesanal
FEIL Laboratério Fécula artesanal
SOB Laboratério Sobrenadante residual
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4.1.3 Reagentes, materiais utilizados e solugdes

Os seguintes reagentes, grau analitico, foram utilizados: acido nitrico 65%
mm™*(Merck, Darmstadt, Alemanha), destilado em um sistema de purificacdo de
acido, peroxido de hidrogénio 30% m m * (Merck, Darmstadt, Alemanha). Também
foi utilizada agua deionizada, resistividade 18,2 MQ cm.

Para a andlise das amostras empregando ICP OES, foram preparadas as
seguintes solu¢cdes multielementares: (1) solu¢do contendo Na, K, Mg, Ca e P, a
partir de solucdes estoque (Specsol®, Jacarei, Brasil) com concentragcdo de 10000
mg L™ e, (2) solucdo contendo Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sr e Zn, a partir de
solucBes estoque (Specsol®, Jacarei, Brasil) com concentracdo de 1000 mg L™.

Todo material utilizado para execucdo desse trabalho foi previamente
descontaminado, seguindo o procedimento: primeiramente, o material foi lavado com
agua potavel e detergente, em seguida, colocado em solucéo de acido nitrico 10% v
v! por 24 horas. Posteriormente, todo material foi lavado com agua deionizada e

secado em temperatura ambiente.

4.1.4 Pré-tratamento das amostras

As amostras foram submetidas a tratamento prévio, seguindo procedimento
recomendado no Manual do Instituto Adolfo Lutz, com a finalidade de obter amostras
representativas. Assim, cada pacote de fécula passou por um processo de reducao
por quarteamento. Primeiramente, as amostras foram integralmente colocadas em
uma bandeja de plastico limpa, em seguida, as amostras foram divididas em quatro
guadrantes. Posteriormente, dois quadrantes opostos foram escolhidos
aleatoriamente para serem descartados. Por fim, os dois quadrantes restantes foram
misturados e passaram por um novo processo de reducdo por quarteamento
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Esse processo foi realizado até que fosse
possivel obter aproximadamente 250 g de cada amostra. As amostras quarteadas
foram secas em estufa em temperatura de cerca de 80 °C. Apds secagem, as

amostras foram trituradas em um moedor de grdos e peneiradas em malha de
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didmetro de didmetro 305 micrémetros. As amostras moidas foram acondicionadas
em recipientes de plastico, previamente descontaminados, e armazenadas em

dessecador.

4.1.5 Preparo de fécula e massa de mandioca em laboratorio

Uma raiz de mandioca, adquirida em feira livre da cidade de Salvador, BA e
de local de cultivo desconhecido, foi, primeiramente, lavada com agua potavel, para
remocao de qualquer tipo de sujeira residual em sua casca. Em seguida, a mandioca
foi descascada com o auxilio de uma faca de material plastico. A raiz foi triturada
com o emprego de um ralador doméstico plastico. A massa de mandioca total obtida
foi dividida em duas partes: a primeira parte para secagem em estufa e a segunda
para extracdo da fécula. A figura 9 apresenta as etapas do processo de extracao da

fécula realizada in situ.

Figura 9 - Processo de extracéo da fécula de mandioca no laboratério.

| Lavagem da massa | | Decantagio e purificagio da fécula

d

Coleta de sobrenadante e
Coleta da massa de material residual
mandioca

Fonte: autora, 2020.
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A massa de mandioca destinada a extracéo da fécula foi lavada com cerca de
300 mL de &gua deionizada, sendo posteriormente, peneirada em malha de
diametro de 305 micrédmetros para separacéo da parte residual. O sobrenadante foi
submetido a decantacdo, em temperatura de aproximadamente 15 °C. Apés 24
horas, separou-se a fécula decantada do sobrenadante. A fécula obtida foi lavada
com mais 300 mL de &gua deionizada até que o sobrenadante estivesse
visualmente branco (Figura 9d). O primeiro sobrenadante (Figura 9b) foi coletado e
conservado em temperatura de cerca de -18 °C para andlise futura. A massa de
mandioca que ndo passou pelo processo de extracdo da fécula (Figura 9a), bem
como a massa residual (Figura 9c) obtida apds o processo de extracdo foram secas

em estufa, em temperatura de cerca de 80 °C, para posterior analise.

4.1.6 Otimizacao multivariada da etapa de decomposicdo de amostra

Um planejamento experimental completo de dois niveis foi desenvolvido com
a finalidade de otimizar a etapa de decomposicédo de amostra empregando um bloco
digestor em sistema fechado. Foram estudados os seguintes fatores: concentracao

de HNOg3, volume de H,O,, tempo e temperatura de decomposicao.

Uma amostra de fécula foi selecionada de forma aleatéria para o
desenvolvimento dessa etapa. Para realizacdo do planejamento, pesou-se
aproximadamente 500 mg da amostra e, em seguida, adicionou-se as quantidades
dos reagentes (HNO3 e H,0,) conforme Tabela 4. Ap6s decomposi¢do das amostras
nas condigdes previamente estabelecidas, as solugbes digeridas foram avolumadas
para 10 mL com agua deionizada. A partir da equagéo 1, foram definidos dezesseis

experimentos, além de quatro réplicas no ponto central.
n= 2 Equacao 1

em que n é o numero de experimentos e k € niumero de fatores avaliados.

Para cada fator, os niveis foram variados conforme mostra Tabela 4:
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Tabela 4 - Variacdo de niveis para os fatores avaliados no planejamento fatorial de

dois niveis da otimizacdo da etapa de decomposi¢cao de amostras.

Fatores (+) 0) )

HNO; (mol L™ 7,0 4,9 2,8
H,0, (mL) 1 0,5 0
Tempo (min) 45 30 15

Temperatura (°C) 200 190 180

(+) = Nivel méaximo (-) — Nivel minimo, (0) — Ponto central.

4.1.7 Determinacdo da concentracdo acida e de carbono organico

dissolvido das amostras digeridas

A concentracdo acida na solucéo final das amostras digeridas, apos diluicdo
para 14 mL com agua ultrapura, foi determinada atraves de titulag6es &cido-base.
Para isso, utilizou-se uma solugéo padronizada de hidréxido de sédio (0,09347mol L

1Y e solucéo de fenolftaleina em 10% de etanol como indicador.

As concentracbes de carbono organico dissolvido foram determinadas por
ICP OES, utilizando a linha de emissao de carbono (193,091 nm). A curva analitica
para obter o teor de carbono residual foi construida com solucdo de acido citrico
25000 mg L™, para faixa de concentracdo de 100 - 5000 mg L™ para o preparo das
solucdes analiticas de calibracéo para carbono.

4.1.8 Determinacado da umidade

Em um béquer de 100 mL, pesou-se aproximadamente 3 g de amostra (fécula
e massa de mandioca) em balanca analitica. Em seguida, a amostra foi aquecida em
estufa em 80 °C por 1 hora a fim de promover a remocao de umidade e evitar perdas
de possiveis elementos volateis que pudessem estar presentes nas mesmas.
Posteriormente, a amostra foi resfriada em um dessecador e, entdo, pesada

novamente em balanca analitica. Esse processo foi repetido até obtencdo de massa
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constante (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A percentagem de massa Umida foi
calculada empregando-se a Equagéo 2:

Umidade (%, mm™) = (N/P) x 100 Equacéo 2

em que, N é a massa de umidade e P a massa da amostra em gramas.

4.1.9 Determinacao dos analitos

As amostras digeridas foram analisadas empregando um espectrémetro de
emissdo com plasma indutivamente acoplado simultaneo com visdo axial (Vista Pro
Varian, Mulgrave, Australia). As condigcbes operacionais empregadas na
determinacao dos analitos nas amostras por ICP OES estéo resumidas na Tabela 5:

Tabela 5 - Condicbes operacionais do espectrometro empregado para as
determinagdes por ICP OES.

Parametros
Radio frequéncia do gerador (MHz) 40
Detector de solido CCD 167 - 785 nm
Grade de difracdo Echelle e prisma de
Sistema 6ptico — policromador CaF;
Camara de nebulizacao Ciclénica
Nebulizador Concéntrico pneumatico OneNeb
Poténcia de medida (W) 1300
Tempo de integracdo de sinal (s) 1
Vazdo do gas do plasma (L min™) 15
Vazao do gas auxiliar (L min™) 1,5
Vaz&o do gas do nebulizador (L min™) 0,8

Para escolha das linhas espectrais os seguintes critérios foram avaliados:
maxima intensidades de emissao, interferéncias espectrais, as inclinacdes das

curvas analiticas e os resultados dos percentuais de recuperacdo dos ensaios de
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material de referéncia certificado e de adicdo e recuperacdo. Sendo assim, na
Tabela 6 encontram-se destacadas as linhas empregadas ao longo do trabalho.

Tabela 6 - Linhas espectrais dos elementos estudados, sendo destacadas as linhas
selecionadas.

Comprimentos de Comprimentos de

Elementos Elementos

onda (nm) onda (nm)

Ba 455,403 (1) Mn 257,610 (11)
C 193,027 (1) Mg 285,213 (1)

Ca 422,673 () Na 588,995 (1)

Co 228,615 (I1) P 213,618 (1)

Cr 267,716 (1)) Pb 220,353 (I
Cu 213,598 (I1) Sr 421,552 (Il
Fe 238,204 (1I) Zn 213, 857(1)
K 769,897 (1)

I-Linha de emissdo atémica; lI- Linha de emisséao i6nica

A calibracdo do sistema 6ptico do espectrometro foi realizada empregando-
se uma solucdo de Mn 5,0 mg L™ para alinhamentos vertical e horizontal da
tocha, seguido do emprego de uma solucao estoque multielementar, ambas em
meio de HNO35% (v v'1).

4.2 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.2.1 Aplicacdo do planejamento experimental para otimizacdo das

condi¢cdes de preparo de amostra

Para estimar a condi¢do 6tima para decomposi¢cdo das amostras, utilizou-se
como resposta as concentragcbes de carbono organico dissolvido (DOC) em
percentagem, pois as amostras estudadas possuem como componente majoritario
carboidratos na forma de amido. De acordo com a Tabela 7, foi possivel verificar que
as melhores respostas obtidas, 5,32 e 7,87 %, foram para as soluc¢des digeridas nas

condicbes 1 e 6, respectivamente. Apesar da condicdo 1 apresentar a melhor
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resposta, indicando o menor valor de %DOC, optou-se por empregar a condi¢édo 6, a
qual dispensa o uso de peroxido de hidrogénio, além de ser empregado o menor
nivel de temperatura na decomposicdo. Menores quantidades de reagente
contribuem para um menor custo, além de minimizar possiveis fontes de

contaminacgdo para o método desenvolvido (KRUG; ROCHA, 2016).

Tabela 7 - Matriz de planejamento fatorial 2*, aplicada & decomposicéo acida de
amostras de derivados de mandioca.

Condicdo HNOs; (mol L") H,0, (mL) tempo (min) temp.(°C) DOC (%)

1 7,0 1 45 200 5,32
2 7,0 1 45 180 7,92
3 7,0 1 15 200 9,74
4 7,0 1 15 180 16,97
5 7,0 0 45 200 12,23
6 7,0 0 45 180 7,87
7 7,0 0 15 200 13,36
8 7,0 0 15 180 17,26
9 2,8 1 45 200 14,35
10 2,8 1 45 180 13,97
11 2,8 1 15 200 13,64
12 2,8 1 15 180 12,76
13 2,8 0 45 200 11,47
14 2,8 0 45 180 11,24
15 2,8 0 15 200 16,34
16 2,8 0 15 180 16,38
17 4,9 0,5 30 190 10,22
18 4,9 0,5 30 190 12,39
19 4,9 0,5 30 190 9,28
20 4,9 0,5 30 190 12,36

Considerando que a fécula de mandioca possui majoritariamente carboidratos
em sua composicao (80%), foi possivel inferir que ocorre uma mineralizagdo quase
gue completa das amostras de derivados de fécula com o emprego de &cido nitrico
na decomposicdo a 180 °C (KRUG; ROCHA, 2016). Barbosa et al. (2015)
realizaram um estudo em amostras de soja para determinacdo elementar

empregando solucdes de HNO3; de diferentes concentragcbes. Os autores
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encontraram valores de até 18% de carbono orgénico dissolvido, concluindo néo
haver diferencas significativas entre as concentracdes obtidas.

A partir da analise do Grafico de Pareto, conforme apresentado na Figura 10,
foi verificada a significancia apenas do fator tempo de aquecimento, sendo
irrelevantes os demais fatores e suas interac6es, no dominio experimental estudado.
Desta forma, comparando os resultados obtidos para as solugcdes resultantes da
condicdo 6 com a condicdo 7 da matriz de planejamento (Tabela 7), foi possivel
verificar que ao variar o tempo de decomposicao de 15 para 45 minutos, os teores
de DOC% diminuem significativamente. Esse comportamento também pode ser
observado ao comparar as condigdes 1 e 3.

Figura 10 - Gréfico de Pareto do planejamento fatorial 24 para os fatores de
digestdo das amostras de derivados de mandioca.

{3)Tempo (min)
(1)HNQ3 (mol L-1)
1x3

1x2x3
1x3x4

3x4

(2)H,0, (mL)
1x2x4

1x4

1x2

2x4

2x3

(4)Temp. (°C)
Curvatura

2x3x4

p=,05

Estimativa do efeito padréo (Valor absoluto)

Foi possivel também fazer uma avaliacdo da curvatura (1,26) (Figura 10), a
gual compara a média das respostas do planejamento experimental com a média

das respostas no ponto central (FERREIRA, 2015), indicando ndo haver diferenca
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significativa entre as mesmas no dominio experimental avaliado, o que torna o

emprego de metodologia de superficie facultativo.

A analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 8, corrobora com as

informacbes de significancia verificadas no grafico de Pareto, além de permitir a

inferéncia de que o modelo matematico foi adequado para a finalidade do método,

em que a falta de ajuste nao foi significativa, com valor de p de 0,68 para um nivel

de confianca de 95%.

Tabela 8 - Resultado da Andlise de variancia (ANOVA) para o planejamento fatorial

2.
SQ Gl MQ Valor F  Valor P

Curvatura 7,12 1 7,12 2,90 0,19
(1)Temp. (°C) 3,91 1 3,91 1,60 0,30
(2)Tempo (min) 64,35 1 64,35 26,27 0,01
(3)H20, (mL) 8,23 1 8,23 3,36 0,16
(4)HNO3 (mol L™) 23,75 1 23,75 9,69 0,05
1x2 6,35 1 6,35 2,59 0,21
1x3 15,82 1 15,82 6,46 0,08
1x4 7,28 1 7,28 2,97 0,18
2x3 5,06 1 5,06 2,06 0,25
2x4 5,29 1 5,29 2,16 0,24
3x4 10,04 1 10,04 4,10 0,14
1x2x3 13,82 1 13,82 5,64 0,10
1x2x4 8,07 1 8,07 3,29 0,17
1x3x4 10,76 1 10,76 4,39 0,13
2x3x4 1,22 1 1,22 0,50 0,53
Falta de ajuste 0,51 1 0,51 0,21 0,68

Erro puro 7,35 3 2,45

Total SS 198,93 19

SQ: soma quadratica, gl: graus de liberdade, MQ: média dos quadrados

A Figura 11 apresenta a avaliagdo do modelo matematico a partir de uma

correlagdo entre os valores preditos e os valores observados, mostrando uma boa

correlagao entre os mesmos, apresentando um coeficiente de correlacéo r = 0,9617,

em um nivel de 95% de confiancga.
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Figura 11 - Gréfico de correlagdo entre os valores preditos versus valores
observados.
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ApoOs avaliacéo dos resultados, foi recomendado o seguinte procedimento: em
aproximadamente 500 mg de amostras foram adicionados 3,0 mL de acido nitrico
concentrado e 3,0 mL de 4gua deionizada em frascos de PTFE. As amostras foram
aguecidas empregando bloco digestor em sistema fechado por 45 minutos, com
temperatura de decomposicdo de 180 °C. Em seguida, os frascos foram resfriados
por um periodo de 30 minutos e as amostras digeridas foram transferidas para
frascos volumétricos sendo avolumadas para 14,0 mL com agua ultrapura. Para a
analise do sobrenadante, residuo liquido gerado na extracdo da fécula, uma aliquota
de 3,0 mL foi submetida ao procedimento de decomposicdo, sendo adicionado
apenas 3,0 mL de acido nitrico concentrado, nas mesmas condi¢cdes estabelecidas.

Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Para avaliacdo da exatiddo do método, pesou-se cerca de 250 mg de material
de referéncia certificado de farinha de trigo (NIST SRM 1567a) empregando o

método analitico nas mesmas condicbes citadas. A Figura 12 apresenta um
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esquema que compreende a etapa de pré-tratamento de amostra até a etapa de

determinagao.

Figura 12 - Etapas do preparo da amostra.

3 mL HNO,
concentrado
+

‘ 3mL H;0
deionizada
| Secagem, Moagem e Peneiramento l
o 14mL
H.0
T d==

=

Fonte: autora, 2020.

4.2.2 Resultados de concentragéo &cida final das amostras digeridas

Os resultados de concentracdo acida nas amostras digeridas, apo6s diluicdo
para 14,0 mL com &gua deionizada, foram de 3,4 + 0,2 mol L™, sendo estabelecido
essa concentracdo para todas as solugbes da curva de calibracdo analitica com a
finalidade de minimizar interferéncias ndo espectrais de transporte (TODOLI;

MERMET, 1999).

4.2.3 Avaliacdo da umidade nas amostras de produtos de mandioca

Foi possivel verificar um aumento significativo na precisdo dos resultados
gquando as amostras foram submetidas ao procedimento de secagem (KRUG,;
ROCHA, 2016). Nas amostras de fécula e massa de mandioca analisadas foram

encontradas percentuais de umidade de aproximadamente 38,9 + 0,1% e 43,6 £
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0,2%, respectivamente, para as amostras industrializadas. A amostra de massa de
mandioca, preparada no laborat6rio apresentou uma umidade de cerca de 59 + 2%.
Os valores de umidade para a mandioca disponiveis nha TBCA (65,4%) séo similares
aos obtidos neste trabalho para a massa artesanal de mandioca, mas difere dos
valores de umidade encontrados para a fécula (27,6%), conforme mostra a Tabela 1.
A determinacdo de umidade em alimentos como fécula e farinha de mandioca é de
extrema importancia, pois € um parametro utilizado para indicar a qualidade de
alimentos, podendo contribuir na sua deterioracdo microbiana, além de influenciar
diretamente no valor econdmico desses produtos, tendo em vista que, a
comercializa¢do de derivados de mandioca, geralmente, é feita por peso (RASCHEN
et al., 2014; HODORUGS®S et al., 2015).

4.2.4 Validacdo do método analitico proposto

A confiabilidade do método analitico foi realizada a partir da avaliagdo dos
seguintes parametros de desempenho: efeito de matriz, limites de deteccéo (LOD) e
de quantificacdo (LOQ), faixa linear de trabalho, precisdo e exatiddo, seguindo as
recomendacdes da ANVISA, Resolucdo n° 899 de 2003.

4241 Avaliacao do efeito de matriz

O efeito de matriz foi realizado comparando os coeficientes angulares,
lineares e de correlacdo das curvas de calibracdo analiticas obtidas no meio de
HNOs 3,0 mol L™ e no meio da amostra digerida. As concentracdes das solucdes
utilizadas nas curvas analiticas variaram de 0,020 e 2,0 mg L™ para Ba, Co, Cr, Cu,
Fe, Mn, Pb, Sr e Zn. Para Ca, Na, K, Mg, e P variaram de 0,5 e 50,0 mg L. As
curvas de calibragdo no meio da amostra foram analisadas empregando-se trés

réplicas.

Para verificar a possibilidade do emprego de calibracdo externa na etapa de
determinacdo dos analitos, estimou-se o efeito de matriz aplicando a analise de

regressao linear nos logaritmos dos coeficientes angulares das curvas de calibracao

51



analiticas obtidas no meio de HNO3 3,0 mol L™ (a;) e no meio da amostra (a,),
mostrados na Tabela 9. Foi verificado, a partir da equacéo linear y = 1,029(x0,126)*x
-0,039(+0,416), que nao existe diferenca significativa entre as inclinacées das curvas
analiticas estudadas, em um intervalo de 95% de confianca. A correlacdo entre os
dois modelos foi elevada, sendo expressa pelo coeficiente de correlacdo r = 0,9674.
Para valores de coeficiente linear proximo de zero, coeficientes angular e de
correlacdo proximo a 1, os meétodos podem ser considerados similares (MILLER;
MILLER, 2010). Sendo assim, pode ser empregada a técnica da calibracdo externa,

0 que € considerado uma vantagem do método proposto.

Tabela 9 - Coeficientes angulares obtidos a partir das curvas analiticas em meio
acido (a;) e em meio da amostra (a,) e seus respectivos logaritmos decimais.

Comprimento Coeficiente angular Coeficiente angular

Elemento Log a; Log a,

de onda (nm) (ay) (a2)

Ba 455,403 850150 821794 5,93 5,91
Ca 422,673 1410 1327 3,15 3,12
Co 228,615 3238 3202 3,51 3,51
Cr 267,716 2304 2231 3,36 3,35
Cu 213,598 1917 1891 3,28 3,28
Fe 238,204 1652 1561 3,22 3,19
K 769,897 6388 5527 3,81 3,74
Mg 285,213 2064 1849 3,31 3,27
Mn 257,610 17101 16251 4,23 4,21
Na 588,995 50 57 1,70 1,76
P 213,618 67 71 1,83 1,85
Pb 220,353 61 67 1,78 1,82
Sr 421,552 36347 2465 4,56 3,39
Zn 213,857 5263 5463 3,72 3,74

O comportamento das curvas de calibragdo analitica para os macro e
microelementos pode ser observado na Figura 13, em que estdo apresentadas
curvas de calibracdo analiticas para Ca e Fe, quando foram empregadas as linhas
422,673 nm e 238,204 nm, respectivamente. Os demais elementos avaliados

apresentaram uma tendéncia similar.
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Figura 13 - Representacdo das curvas de calibracdo de Ca e Fe no meio do solvente
e no meio da amostra.
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4.2.4.2 Limites de deteccéo e de quantificacdo

Nesta etapa do trabalho, considerando que foi empregada a técnica ICP OES,
os valores de LOD e de LOQ foram calculados empregando as concentragbes
equivalentes de fundo (BEC) e pela relacdo sinal/ruido (SBR), segundo
recomendacdes da Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), sendo
empregadas as equacdes (3), (4), (5) e (6) (IUPAC, 1978).

BEC =Cr/SBR Equacéo 3
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SBR=(lp=1b)/1b Equacéao 4

LOD = (3 x BEC x RSD) / 100 Equacéo 5

LOQ = (10 x BEC x RSD) /100 Equacéo 6

em que,
Cr: concentracdo de um padrdo referéncia multielementar (0,04 mg L™ para os
microelementos e 1,00 mg L™ para os macroelementos),
Ip é intensidade da concentracdo do padréo escolhido
Ib a intensidade do branco analitico da curva de calibracao.

Para o calculo dos valores de LOD e LOQ foram considerados os desvios
padrao relativos (RSD) da medida de dez brancos analiticos. Os resultados obtidos

para BEC, LOD e LOQ estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores calculados para BEC, LOD e LOQ, visando determinagdo dos
analitos por ICP OES, ap6s decomposi¢do em bloco digestor fechado (n=10) e comparacéo
com outros estudos.

Analito BEC LOIZ_)1 LO(% Correiaetal. Costaetal. Tarantino
(Mg 97)* (Mg g7)* (2017) (2018) (2012)
Ba 0,002 0,1 0,3 0,2 *x *x
Ca 0,2 3,3 11 19 27 5
Co 0,001 0,012 0,06 *x *x *x
Cr 0,0003 0,03 0,09 *x *x *x
Cu 0,0066 0,1 0,3 0,7 0,7 0,3
Fe 0,011 0,1 0,4 1,3 ** 0,3
K 0,05 0,7 2,4 10 45 2,3
Mg 0,03 0,5 1,6 2,4 2 7,7
Mn 0,0002 0,005 0,01 0,2 0,4 0,3
Na 0,08 0,9 3,1 *k *x *x
P 0,004 0,3 1,0 12 7 2,2
Pb 0,02 0,6 2,0 *x *x *x
Sr 0,0002 0,002 0,005 *x *x *x
Zn 0,005 0,1 0,4 0,7 0,7 0,6

*Considerando uma massa de cerca de 500 mg de amostra e um volume final de 14 mL apo6s a
decomposicédo; ** valores nao disponiveis.
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Os valores de LOQ (ug g™) variaram de 0,005 para Sr e 11 para Ca. Estes
valores foram inferiores para Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P e Zn quando comparado com
os valores obtidos por Correia et al. (2017) e Costa et al. (2018), exceto para Ba, que
apresentou valores superiores quando comparados com o resultado apresentado
por Correia et al. (2017). Em relagéo aos valores apresentados por Tarantino (2012),
0os valores de LOQ encontrados neste trabalho para Ca foram maiores. Em
contrapartida, para Mg, Mn, P e Zn, foram encontrados menores valores. Por fim,
para os elementos Cu, Fe e K foram obtidos LOQ concordantes.

E importante ressaltar que o método desenvolvido por Costa et al. (2018) foi
de andlise direta, enquanto Correia et al. (2017) e Tarantino (2012) fizeram
decomposicao acida das amostras avaliadas empregando radiacdo por micro-ondas.
Os diferentes valores de limites encontrados podem estar associados aos diferentes
tipos de procedimentos para preparo das amostras e configuracdo dos

equipamentos empregados nos trabalhos supracitados.

4243 Faixa linear de trabalho

Para a andlise quantitativa de elementos em amostras de alimentos
empregando a técnica ICP OES é necessaria a execucdo de uma curva de
calibracdo analitica multielementar, considerando as faixas concentracdo esperadas
na amostra. Assim, as concentracdes das solucées estoque variaram de 0,02 mg L™
até 5,00 mg L™ para Ba, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, Sre Zn e de 0,5 mg L™ até 50,00
mg L™ para Ca, K, Mg, Na e P.

Para quantificacdo do DOC, as solucdes estoques variaram entre 100 mg L™
até 5000 mg L™. Na Tabela 11 estdo apresentados alguns parametros obtidos a
partir das curvas analiticas, tais como: coeficiente de determinagéo e as equagdes
da reta para os elementos estudados, considerando as linhas de emissao utilizadas
neste trabalho. A faixa de trabalho para cada analito variou dos limites de
quantificacdo até o nivel de concentracdo mais elevado da curva analitica, sendo

linear em toda a faixa de concentragao.
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Tabela 11 - Equacdo da reta e coeficiente de determinacdo para os elementos
determinados por ICP OES, nas amostras digeridas.

Faixa de Coefici q
Elemento concentracao Equacéo da reta Dof iciente de
(mg L) eterminacao
Ba 0,02 — 5,00 y =1080114x + 8885 0,9994
C 100 - 5000 y = 196x + 20091 0,9914
Ca 0,5-50,0 y = 115650x + 354821 0,9900
Co 0,02 - 5,00 y =4178x — 298 0,9987
Cr 0,02 — 5,00 y = 3256x + 107 0,9986
Cu 0,02 - 5,00 y = 13811x + 306 0,9991
Fe 0,02 — 5,00 y = 14376x + 814 0,9988
K 0,5-50,0 y = 4683x + 4229 0,9992
Mg 0,5-50,0 y =5149x + 334 0,9989
Mn 0,02 - 5,00 y = 31297x + 989 0,9990
Na 0,5-50,0 y = 64976x + 16015 0,9991
P 0,5-50,0 y = 360x + 65 0,9988
Pb 0,02 — 5,00 y =576x + 40 0,9988
Sr 0,02 - 5,00 y = 80409x + 662 0,9996
Zn 0,02 — 5,00 y =9192x + 201 0,9990

Os coeficientes de correlacdo obtidos para os elementos quimicos
avaliados foram maior do que 0,99, com valores minimos aceitaveis pela
ANVISA (BRASIL, 2003).

424.4 Precisao

Para avaliar a preciséo, foram digeridas dez réplicas de uma mesma amostra
e os analitos foram determinados por ICP OES. A precisao foi avaliada em termo de
repetitividade e expressa em desvio padrédo relativo (RSD%), para n=10. Dessa
forma, os valores de RSD% obtidos foram menores ou iguais a 5% para todos os
elementos quimicos avaliados. Segundo a ANVISA, valores de precisdo aceitaveis
devem ser iguais ou inferiores a 5% (BRASIL, 2003). Para Ba, Co, Cr, Cu, Pb, Sre
Zn a precisao foi avaliada a partir da analise do material de referéncia certificado (n
= 3), pois a amostra selecionada para o teste de repetitividade apresentou valores
abaixo do LOQ do método para estes elementos (SOUZA et al., 2014)
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4245 Avaliacdo da exatiddo do método proposto

Para a avaliagdo da exatiddao foi empregado o material de referéncia
certificado de farinha de trigo (NIST SRM 1567a). O uso do SRM de farinha de trigo
pode ser considerado adequado devido ao elevado teor de carboidrato, cerca de
75%, presente nesse tipo de alimento, segundo a TBCA (2019). Os valores obtidos a
partir da andlise do SRM variaram entre 83 + 3% para K e 119 + 1% para Fe,
conforme apresentado na Tabela 12.

Os percentuais de recuperacdo para o material de referéncia apresentaram
boas concordancias, estando dentro da faixa de 90 a 110%, conforme os critérios
sugeridos pela AOAC, exceto para Fe (119%) e K (83%) (AOAC, 2016). A faixa
aceitavel de percentual de recuperacdo, segundo as recomendacfes da AOAC,

varia conforme a concentracdo do analito na amostra.

A exatiddo do método proposto também foi avaliada empregando-se ensaios
de adicdo e recuperacdo, em trés niveis de concentracdo. Os valores de

percentuais de recuperacao estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 12 - Comparacdo entre os valores certificados e observados para SRM
1567a, farinha de trigo.

Elementos Valor certifilcado Valor enco_?trado Recuperacgéo
(Mg g) (Mg g’) (%)
Ca 191 +4 177 £ 20 92+9
Cu 21+04 20+0,1 93+2
Fe 14,1+0,5 16,7 £ 0,2 119+1
Mn 9,4+0,9 9,10 £ 0,03 97,1+0,3
Mg 400 + 20 3917 98+2
P 1340 + 30 1368 + 25 102 +2
K 1650 + 20 1365+ 40 83+3

Resultados expressos como média + intervalo de confianga, n = 3.
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Tabela 13 - Valores de percentuais para teste de adi¢do e recuperacdo em 3 niveis
de concentracdo para macro e microelementos empregando determinacéo por ICP OES.

Recuperacao (%)
Niveis de concentracgéo (mg L™)

Elementos
I Il 1]
0,1 0,5 1
Ba 104+ 6 109+ 4 106 +1
Co 102+6 1033 96+ 6
Cr 84+7 102+ 4 97 +5
Cu 81+5 107+ 4 100+ 6
Fe 103+6 101+7 103+4
Mn 84+6 103 +4 98+ 6
Pb 82+9 106 £5 97 +6
Sr 119+2 108+ 4 97 +5
Zn 92+3 104+ 3 97 +5
0,5 1,0 2,0
P 108 +5 107 +1 104 +7
5,0 7,5 10,0
Ca 106 +7 99+6 1035
K 98+1 99 +7 96+ 4
Mg 98+3 100+ 3 91+6
Na 98 +2 100+ 4 91+7

Resultados expressos como média + desvio padréo, n = 3.

Os percentuais de recuperacgao variaram entre 81 + 5% para Cu e 119 + 2%
para Sr, no nivel I; 99 + 6% para Ca e 109 + 4% para Ba, no nivel Il e, no nivel lll, a
variacdo foi de 91 + 6% para Mg e 106 + 1% para Ba. Os niveis de concentracao
utilizados para os ensaios de adi¢cdo e recuperacdo foram estabelecidos a partir de
uma analise preliminar de uma amostra de fécula, escolhida aleatoriamente, por ICP
OES. As distintas faixas de concentragdo dos analitos, conforme apresenta Tabela
13, foram definidas a partir da concentracdo de cada analito presente na amostra
(INMETRO, 2016).

Com base nos resultados dos parametros de méritos, foi possivel inferir que o
meétodo proposto foi adequado para avaliagdo da composicdo mineral de amostras

de derivados de mandioca.
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4.2.5 Resultados de concentracdo dos analitos nas amostras de
derivados de mandioca

A Tabela 14 apresenta os resultados de concentracdo dos analitos nas
amostras apos emprego do método analitico validado. Da andlise desses resultados,
€ possivel observar uma dispersdo nos resultados de concentracdo de todos os
elementos quantificados nas amostras. Essa inferéncia também foi feita por Mohan
et al. (2019) ao realizar um estudo da composi¢édo bioquimica, mineral e proximal em
19 variedades de mandioca cultivadas na india. Provavelmente, essa variacédo de
concentracdo seja influenciada pelo tipo de solo e manejo agricola, visto que a
mandioca é uma planta que se desenvolve bem em solos diversos. Além disso, a
falta de padronizacdo no seu processamento também pode ser outro fator relevante.
(THOMAS, 2015).
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Tabela 14 - Concentracdo, em ug g™, para amostras secas de fécula e mandioca. Determinacédo por ICP OES (média + desvio padro,

n=3).
Amostras Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Sr
Fécula
TRDG <0,32 440 + 33 <0,34 <0,39 207 +8 275 0,550 + 0,006 <3,1 75+3 1,32 £ 0,02
TL 0,45+0,05 114+15 <0,34 111 +3 836 + 54 13+1 <0,02 67 +6 68+ 3 0,43 + 0,06
TDL 1,06 £ 0,08 286 + 22 <0,34 2,04 +0,19 1771 + 64 43+ 4 0,24 + 0,04 22+3 112+6 0,97 + 0,09
FR <0,32 356 + 16 <0,34 6,03+1,13 765+ 18 80+3 0,83+0,02 13,9+0,9 147 £ 2 0,97 £ 0,03
TDT <0,32 298 +7 <0,34 <0,39 3255 55+1 0,59+0,03 18,2+0,2 107+ 3 1,46 + 0,06
TBA 0,54+0,02 56%5 <0,34 5,54 +0,31 870 + 40 22+1 <0,02 98+ 3 80+3 0,07 £ 0,01
TFDM 0,83+0,03 379+41 <0,34 <0,39 354 + 32 351 0,550 + 0,001 71+£9 98+6 1,22 +0,12
TAF <0,32 174+ 12 <0,34 1,45+ 0,17 819 + 42 131 0,23 +0,03 52+3 89+3 0,087 + 0,003
TUP 260+0,13 265+1 <0,34 <0,39 1246 + 8 63+2 0,504 + 0,004 42 +1 155+9 1,95+ 0,09
TLA <0,32 334 + 45 <0,34 <0,39 265 + 26 65+9 <0,02 <3,1 150 + 19 2,95+ 0,50
TDI <0,32 542 + 53 <0,34 <0,39 275 + 26 12+2 <0,02 <3,1 58+5 <0,005
TQD <0,32 276 + 46 <0,34 1,75+ 0,22 437 £ 42 40+ 1 0,33+0,03 71+ 1 144 + 14 0,86 + 0,12
TBB <0,32 540+58 0,93+0,16 2,27 +0,13 7362 +276 533+65 3,27 £ 0,43 73+6 1774 +160 3,85+0,62
TP <0,32 119+ 22 <0,34 <0,39 422 + 37 37+6 <0,02 <3,1 108 + 16 <0,005
PC <0,32 25+1 <0,34 8,31 +0,10 626 + 19 56+3 <0,02 25+1 106 £5 <0,005
TR <0,32 <11 <0,34 <0,39 233+ 22 38+6 <0,02 <3,1 71+11 <0,005
FEIL <0,32 <11 <0,34 <0,39 632 + 25 9,8+0,5 <0,02 <3,1 1101 <0,005
Mandioca
MMSEF <0,32 398+45 1,3+0,2 1,7+0,3 6295+ 7 463 + 28 3,05+0,11 69+6 1263 + 69 3,2+0,1
MMTRDG 4,22+0,04 96+6 <0,34 3,60 + 0,09 156 +7 39+2 <0,02 <3,1 111+ 4 0,62 + 0,02
Outros*
SOB <0,32 15+1 <0,34 <0,39 7109 38,3+0,7 0,220+0,003 4,7+0,2 132+2 <0,005
MMAEF <0,32 440+6 0,48 +0,60 0,99 + 0,06 4012 + 80 220+ 1 1,38 £ 0,02 25+2 598 + 4 5,46 + 0,06

*Qutros: sobrenadante e residuo obtidos apds a extracéo da fécula
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Os elementos essenciais K, P e Mg foram quantificados em todas as
amostras analisadas. Calcio foi quantificado em quase todas as amostras, exceto em
FEIL e TR, sendo estas amostras de fécula de mandioca. A distribuicdo da
concentracdo média dos macroelementos estudados segue a ordem: K > Ca > P >
Mg. A mandioca extrai nutrientes do solo de acordo com suas exigéncias
nutricionais, a qual segue essa sequéncia (FIALHO; VIEIRA, 2013a). Foi possivel
verificar que Na ndo foi quantificado com a mesma regularidade que os
macroelementos supracitados, sendo determinado em 14 das 21 amostras
analisadas. Segundo a literatura, geralmente, as concentragcbes de K nos alimentos
vegetais sdo superiores as de Na (SANTOS et al., 2014). Em altas concentracdes,
este elemento pode causar desequilibrio nutricional em decorréncia da reducédo da
disponibilidade de K, Ca e Mg, comprometendo o crescimento e desenvolvimento
das plantas (FREIRE et al., 2013).

Considerando os microelementos estudados, Sr (<0,005 — 3,85 ug g) foi
guantificado em 15 do total de amostras avaliadas, seguido de Mn, Ba e Cu. Mesmo
sendo quantificado em apenas 12 amostras, Fe apresentou-se em maior
concentracdo que os demais microelementos. O elemento Cu foi quantificado em
apenas trés amostras, uma de fécula (TBB), na amostra de mandioca, (MMSEF) e
na amostra de massa residual (MMAEF), ambas obtidas no processo de extracédo da

fécula realizado no laboratoério.

4.2.6 Comparacdo de resultados para as amostras de fécula e mandioca
obtidas com outros trabalhos da literatura

Na Tabela 15 estdo apresentadas as concentracfes médias obtidas para os
analitos avaliados neste trabalho para as amostras de fécula, em comparagdo com
outros estudos disponiveis na literatura. Foram selecionados trabalhos que

avaliaram amostras de mandioca, farinha e fécula de mandioca.
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Tabela 15 - Comparacao entre as concentracdes médias (Ug g ™) deste trabalho com estudos de amostras similares.

Autor Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na P Sr Preparo Técnica
Este trabalho ? 0,63 280 0,93 17,3 1026 67 0,79 50,3 2031 1,34 Bloco digestor ICP OES
TBCA (2019) @ nd. 227 Tr 4,2 312 34 0,0007 13,1 312 n.d. n.d. ICP OES
Este trabalho ° 422 247 0,78 3,6 3225 207 2,34 69 687 1,91 Bloco digestor ICP OES
TBCA (2019) ° nd. 138 06 25 1880 404 0,0005 19,5 267 n.d. n.d. ICP OES
Costa (2012) © nd. 92,7 nd. 14,1 2842 26,5 n.d. 8,7 248,4 n.d. Micro-ondas ICP OES
Correia et al.(2017) ¢ 3,27 318 0,53 10,6 2660 370 1,85 n.d. 374 4,75 Micro-ondas 5285@
Costaetal. (2018)° n.d. 776 3 6,6 3202 837 55 n.d. 559 n.d. Bloco digestor LIBS
Mohan et al. (2019) ¢ n.d. 1502 3,18 120 6500 740 22 nd. 800 n.d. Via umida FAAS

a: fécula de mandioca, b: mandioca, c: farinha de mandioca, n.d.: ndo disponivel, Tr: traco
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Os valores de concentracao encontrados para Ba variaram entre <0,32 e 2,60 ug g
! sendo a média da concentracdo para a fécula 0,63 pg g™*. Os valores encontrados por
Correia et al. (2017) (3,27 pg g), em um estudo realizado em amostras de farinha de
mandioca, foram cerca de 5 vezes maiores que 0s obtidos neste trabalho para fécula e de
mesma ordem de grandeza para a amostra de mandioca (4,22 pug g*). Essa variacdo
pode ser justificada pelas diferentes etapas de processamento da mandioca em fécula e
farinha. O processo de obtencdo da fécula requer a utilizagdo de agua na extracao,
contribuindo para a perda de nutrientes por lixiviacdo. Normalmente, a farinha obtida a
partir da mandioca possui 0S mesmos componentes que as matérias-primas, exceto o
teor de umidade. Dessa forma, as perdas de nutrientes sdo menores quando comparado
com o processo de extracdo da fécula, conforme apresenta a Figura 3 (JUNIOR; ALVES,
2014).

Os resultados para Ca (<11 — 542 pg g*) apresentaram uma média de
concentracdo para fécula e mandioca de 280 e 247, respectivamente. Em comparacao
com a TBCA, esses valores sdo de mesma ordem de grandeza tanto para a fécula quanto
para a mandioca. Entretanto, as concentracdes de Ca obtidas por Mohan et al. (2019) em
um estudo realizado em amostras de mandioca foram cerca de cinco vezes maiores que
os valores obtidos neste estudo. Em comparacdo com as concentracfes apresentadas
por Costa (2012), em amostras de farinha de mandioca, os valores médios obtidos neste
trabalho apresentam uma proporc¢éo de até trés vezes mais.

Os valores de concentracdo para P variaram entre 58 — 1774 pg g™, apresentando
uma concentracdo média para a fécula (203 pg g*) e para mandioca (687 pug g*) da
mesma ordem de grandeza quando comparado com os valores encontrados na literatura
(Tabela 15). Esse comportamento foi similar para as concentracbes médias obtidas para
K (156 e 7362 ug g) tanto para a fécula (1026 pg g*) quanto para mandioca (3225 ug g°
1y, exceto para o valor relatado pela TBCA (312 pg g%), para fécula de mandioca, e para
os valores meédios apresentados por Costa (2012), para farinha de mandioca. O solo € a
principal fonte de minerais para vegetais como a mandioca, influenciando também a
composicdo mineral de seus derivados. Sendo assim, a variacdo de concentragcdo de
minerais em amostras de derivados de mandioca, provavelmente, pode ser atribuido as
distintas regides de cultivo (CORREIA et al., 2017).
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As concentracdes obtidas para Na variaram de < 3,1 e 98 pg g™, para a fécula, e,
para a mandioca, a variacdo foi de < 3,1 e 69 pg g*. Os teores médios para esse
elemento foram cerca de 4 vezes maiores que o0s valores apresentados pela TBCA, tanto

para a fécula ( 50,3 pg g*) quanto para a mandioca ( 69 pg g2).

As concentracdes obtidas de Fe variaram de < 0,39 e 111 pg g™, apresentando
uma média de concentracdo para as amostras de fécula (17,3 pg g*) concordante com os
valores médios apresentados por Costa (2012) (14,1 pg g*). Entretanto, as concentracées
obtidas por Mohan et al. (2019) s&o 7 vezes maiores quando comparado com os valores

obtidos neste trabalho.

Para Mg, a variacdo de concentracdo obtida foi entre 9,8 e 533 ug g™ para a fécula,
com uma concentracdo média (67 pg g™) aproximadamente duas vezes maiores que a
relatada pela TBCA. Para a mandioca, a faixa de concentracdo foi de 39 e 374 ug g™
com teor médio (207 pg g™*) de mesma ordem de grandeza que os obtidos pela maioria
dos trabalhos apresentados na Tabela 15, exceto pela concentracdo média encontrada
por Costa (2012).

Os reduzidos teores obtidos para Zn, Mn e Cu em amostras de mandioca,
também pode ter sido influenciada pelas praticas de manejo agricola, destacando-se a
calagem, em que se aplica calcario no solo com a finalidade de aumentar os teores de Ca
e Mg no mesmo, aumentando o pH do solo, o que contribui para diminuicdo da
disponibilidade dos referidos microelementos (THOMAS, 2015). Para os elementos Co
(0,062), Cr (0,0868), Zn (0,435) e Pb (1,9), os resultados obtidos encontraram-se abaixo
do LOQ.

4.3 CONSIDERACOES PARCIAIS

Nesta etapa, foi possivel estabelecer uma condicdo para decomposicdo de
amostras de derivados de mandioca com o emprego de um planejamento experimental de
dois niveis, em bloco digestor em sistema fechado e determinacdo por ICP OES. O
método desenvolvido apresentou boa precisdo e exatiddo, além de baixos limites de

quantificacdo, o que permitiu a determinagéo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Sr.
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Com o objetivo de ampliar as informagdes acerca da composi¢cdo mineral de
derivados de mandioca, foi realizado um estudo complementar visando quantificar alguns
elementos quimicos que ficaram abaixo do LOQ nesta etapa (Co, Cr, Zn e Pb), além de
elementos essenciais que apresentaram baixos valores de concentracdo (Cu e Mn).
Neste estudo também foram avaliados os seguintes elementos quimicos: As, Cd, Se e V.
Dessa forma, para a realiza¢do da segunda etapa deste trabalho foi empregada a técnica

ICP-MS, devido aos baixos limites de quantificacdo alcancados nesta técnica.
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5. DETERMINACAO DE As, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn EM FECULA DE
MANDIOCA EMPREGANDO ICP-MS

5.1 EXPERIMENTAL

5.1.1 Reagentes, materiais utilizados, solugcbes e amostras

Solucdes de calibracao/verificacdo contendo Li, In, Co, Ba, Ce e As na
concentracdo de 10 pg L™ foram preparadas para otimizacéo diaria do equipamento. Para
a analise das amostras, uma solucdo de trabalho multelementar contendo As, Cd, Co, Cr,
Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn foi preparada utilizando solugbes estoque (SpecSol®) de
concentracdo de 1000 mg L™. Essas soluces também foram utilizadas tanto para o
estudo de possiveis interferéncias quanto para avaliacdo da exatiddo na realizacdo de
teste de adicéo e recuperacao.

Escandio, Ge, Tl e Rh foram empregados como padrdes internos em todas as
solucBes analisadas (amostras, material de referéncia certificado, solu¢cdes da curva
analitica e branco analitico). A concentracdo final dos padrdes internos na amostra
digerida foi de 2 ug L™.

A concentracdo acida dos digeridos, bem como das solu¢fes da curva analitica foi
ajustada para 2% (v v?), a fim de atender uma limitacdo técnica do equipamento e
contribuir para a reducdo de possiveis interferéncias. Desta forma, as amostras foram
diluidas dez vezes com agua deionizada antes das analises.

Uma solucdo de limpeza de é&cido nitrico destilado 2% (v v') foi utilizada no
intervalo de analise de cada amostra com o objetivo de reduzir possiveis efeitos de
memoria. As analises no modo com Tecnologia de Célula de Colisdo (CCT) foram
realizadas empregando-se 8% (v v*) H, em He como géas de colisdo. Também foi utilizado
gas argb6nio (White Martins, S&o Paulo, Brasil) de pureza 99,996% em ambos 0os modos
de analise. Todas as solucdes foram preparadas em capela de fluxo laminar para
minimizar contaminagdes externas. Nesta etapa foram analisadas as mesmas amostras
de fécula e de mandioca digeridas em bloco digestor em sistema fechado, conforme
descrito na etapa 4.1.4 e 4.1.7.
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5.1.2 Instrumentacao

Nesta etapa do trabalho foi empregado um espectrometro de massas com plasma
indutivamente acoplado, Thermo Fischer Scientific (Waltham, EUA), modelo X série Il
quadrupolo, configurado com um nebulizador concéntrico e uma camera de nebulizacéo
com sistema Peltier com pérola de impacto, além de uma tocha de quartzo de parte Unica
e injetor de quartzo de 1,5 mm. O instrumento foi operado nos modos normal e
empregando CCT. Para a selecdo dos isotopos e do modo de analise foram empregados
dois modos de aquisicdo de sinal, a saber: modo de monitoramento das razées m/z, do
inglés Peak Jump e modo de varredura (survey run) para visualizacdo de possiveis

interferéncias poliatdmicas e isobaricas.

As condicdes operacionais empregadas na leitura das amostras estdo resumidas

na tabela 16:

Tabela 16 - Condi¢cdes operacionais de medida do ICP — MS no modo normal.

Parametros
Radio frequéncia do gerador (MHz) 1350
Cémara de nebulizacéo Ciclénica

Nebulizador
Modo de aquisi¢cdo de dados
Tempo de integracdo de sinal (ms)

Vazéo do gés auxiliar (L min™)
Vazao do gas do nebulizador (L min™)

Vazdo de bombeamento da amostra (L min™)
Equacbes de correcdo

Cone de amostragem e skimmer
Sweeps
Dwell Time (ms)
Réplicas

Concéntrico
Peakjump e survey
50

1,5
0,8-09
0,7
®As = (-3.13220 * 77Ar C)*

82Se = (-1.00100 * 83Kr)*
Niquel
100
10
3

#Disponivel pelo fabricante
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Para as andlises no modo CCT, foi necessario aguardar 10 minutos apdés
abertura do gas da célula de colisdo, para estabilizacdo dos sinais e 0s seguintes

parametros foram adotados conforme Tabela 17.

Tabela 17 - Condi¢cdes operacionais de medida do ICP-MS no modo CCT.

Parametros
Pole Bias (V) -10
Hexapole Bias (V) -5
Focus (V) 0-5

Gas CCT (LminY)y 4-5

Nas analises por ICP-MS, alguns parametros foram verificados diariamente com o
objetivo de alcancar uma condigdo de compromisso que minimizasse as interferéncias e
melhorasse os sinais analiticos para uma determinacdo multielementar. Os parametros

sy 238U’ 5ps para

verificados antes das anélises foram as razdes m/z dos isétopos ’Li,
anélise no modo CCT, além dos parametros 6xidos (**°Ce/**°Ce) e dupla carga
(**¥Ba™/**®*Ba"), de acordo com recomendacdes do fabricante, atendendo uma ampla
faixa de razbes m/z. Condi¢des consideradas Otimas exigiam o0s seguintes niveis de
contagens, a saber: ‘Li > 60.000 cps, **°In> 400.000 cps, **U> 800.000 cps, "°As> 15.000
cps. Para 6xidos e dupla carga eram aceitaveis razées menores que 2% (THERMO
FISHER, 2007).

Em situacdes de persisténcia de baixas contagens, primeiramente, realizava-se
uma calibracdo manual, variando os seguintes parametros: tensdo das lentes idnicas,
vazdo de gas de nebulizacdo, alinhamento X, Y e Z da tocha usando uma solucédo de
ajuste contendo 10 pg L™ de ‘Li, **°In, ?®U, ®As (CCT) em 2% (v v'') de HNOs. Por fim,
havendo constancia de baixos sinais, uma calibragdo automatica era realizada. A
otimizacdo de oxidos e dupla carga também eram feitas variando a vaz&o de nebulizacdo

e a poténcia de radio frequéncia.
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5.1.3 Investigacdo de interferéncias empregando os modos de anélise

normal e CCT

Nesta etapa, foi realizado um teste com a finalidade de definir o modo de analise
(CCT ou normal) e os isétopos utilizados na analise das amostras. Para a selecdo dos
is6topos e dos modos de andlise foi realizada uma triagem, em que, primeiramente, foram
avaliadas as abundancias isotopicas e os potenciais interferentes, de acordo com o
programa computacional do equipamento e com informacdes obtidas na literatura.
Posteriormente, foi realizado um teste empregando um SRM de farinha de trigo 1567a da
NIST em ambos os modos, além de testes de adicdo e recuperacdo em trés niveis de
concentracdo (0,5 ug L™ 1,0 pg L™ e 2,0 pg L™?). Para Zn, o teste para selecdo dos
isétopos, bem como a avaliacdo da exatidao foram realizados apenas com o ensaio do
SRM. Foram selecionados pelo menos dois is6topos estaveis de cada elemento, de
acordo com as maiores abundancias isotépicas, a saber: *°V, ®'V, *°Cr, >3Cr, **Mn, *°Co,
63Cu’ 64Zn' 65Cu, 6671 75As, YSSe, SOSe, SZSe, 111Cd, 114Cd, zoepb’ 207Pb, 208p|,

5.2 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.2.1 Estudo das condi¢cGes experimentais para selecdo dos isOtopos e

modo de andlise

Primeiramente, foi realizada uma pesquisa, tanto no préprio programa
computacional do equipamento quanto na literatura (MONTASER; GOLIGHTLY, 1992;
MAY; WIEDMEYER, 1998; THOMAS, 2013) das abundéancias isotopicas dos elementos
estudados e de suas potenciais interferéncias, levando em consideragdo as possiveis
fontes dessas interferéncias e as informacdes encontradas na literatura. Apesar das
amostras terem sido submetidas a um procedimento de decomposi¢cdo com o uso de
HNOg, foi possivel inferir que carbono e nitrogénio residuais podem atuar como fontes de
interferéncias poliatdbmicas. Dentre outras possiveis espécies, Ar e O também podem

atuar como interferentes, além dos macroelementos K, Ca, Mg e P, presentes nas
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amostras de derivados de mandioca. A Tabela 18 apresenta os is6topos estudados, suas

abundancias naturais e um resumo de suas interferéncias.

Tabela 18 - Is6topos estudados, suas abundéancias naturais e interferéncias.

IsGtopo Abundancia (%) Interferentes
Oy 0,24 *Arr*N(0,3%)
>ty 99,76* - 1122c39|<(92,ocg%), 11660350|
52 Ar?C(98.5%),%° Ar'°0(0.3%),
Cr 83,76" _1c*Ca(95,8%), ** CI°O'H
53 Ar=C(1,1%)," OH*Ar(0,3%),
Cr 9,55 1INK(92,7%),
>Mn 100,00 OArN(0,4%), >*Fe(66,9%)
*Co 100,00 1"N*>Sc(99,6%), *°Ar’F(99,6%)
®Cu 69,10 OAr*Na(99,6%), 1*C°'Vv(98,7%)
®4Zn 48,8 OAr #*Mg(78,3%), *C + >*Cr(82,8%)
®Cu 30,9 iZArzng(lo,l%zh125C2353Cr(9,4%)
66 C **Fe(5,8%), 1*N>*Cr(83,5%),
Zn 21,9 OAMg(11,2%)
1°0°°C0(99,8%)," Ar®CI(75,1%),
>As 100,00 12C%cu(68,3%), 'OH®Ni(67,6%),
1464 lI_|7“rGe1(23 66'65 %)
78 N®Zn(48,7%),"*C®Zn(27,5%),
Se 23,52 1H77Se(7,5%)
BKr(2,3%), “°Ar*°Ar(99,2%), “°Ar*’Ca(96,5%),
B0g 49.96 11760Ig|463Cu(68,9%2A1I-éngr(50,6%),
’ 0%Zn(48,8%),*“N®®zZn(27,7%),
12C5%87n(18,4%)
%2Kr(11,6%), 'H®'Br(49,4%),
8235e 8,84* YOH®*Cu(30,8%), 1°0%Zn(27,7%),
12C%Ge(20,3%), 2*N°®Zn(18,5%)
12C%97¢(98,9%), *°Ar''Ga(39,6%),
Hed 12,86* YOHY"Zr(17,4%), °*0%*Mo(14,7%),
'H1%p((13,5%), 2CP®Ru(12,7%),
5n(0,7%), °Ar'*Ge(36,4%),
4ecd 28,81 12c102R(31,0%), °0%®Mo0(23,9%),
“NIRU(12,7%), tH113Cd(12,3%)
20pp 25.15 1 H ?%T1(70,5%),
207pp 21,10 UN2Ir(61,3%), MMIr'° 0+
208pp 52,40% 50'%205(40,9%), *°*Pt*°0

*recomendado pelo fabricante Fonte: Adaptado de May e Wiedmeyer (1998) e Thermo (2007)

Na Tabela 19 e na Figura 14 estdo apresentados os percentuais de concordancia

para Mn, Cu, Zn, Se e Cd obtidos da analise do SRM de farinha de trigo 1567a, os quais

variaram entre 72% para Se (m/z 78) e 157% para Cd (m/z 111). Nao estao disponiveis
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os valores certificados para os elementos quimicos As, Co, Cr, Pb e V. Os resultados

obtidos mostraram que percentuais de concordancia, dentro da faixa recomendada pela

AOAC (80-110%), foram encontrados para Mn e Cu, para todos os is6topos selecionados

para esses elementos e nos dois modos de andlise.

Os melhores percentuais de

concordancia para Se foram obtidos quando o isétopo ®2Se foi empregado. Para o

elemento Zn, o is6topo 66 apresentou percentuais de concordancia satisfatérios nos dois

modos de analise, mas o is6topo 64 apresentou apenas no modo CCT. Para as demais

condicbes, os percentuais obtidos estavam abaixo da faixa aceitavel. Os valores em

negrito, na Tabela 19, destacam os resultados que estéo dentro da faixa aceitavel.

Tabela 19 - Resultados da anélise de SRM de farinha de trigo 1567a.

Valores observados

Concordancia (%)

Is6topo Valores cert_ilficados (ng g—l)

(ng g”) CCT Normal CCT Normal
*Mn 9400 + 900 8360 + 157 8360 + 157 89 +3 89+3
®Cu 2100 + 200 2045 + 207 2045 + 193 88 + 4 97 +3
®4Zn 11600 + 400 10298 + 973 12577 + 890 91+9 108 + 10
®Cu 2100 + 200 2072 + 224 2072 + 199 88+5 99 +3
%Zn 11600 + 400 10368 + 861 10368 + 860 92+8 89+9
ST 1100 + 200 790 + 65 790 + 28 72+9 72+3
80ge 1100 + 200 917 + 83 * 81 + 10 *
825e 1100 + 200 998 + 150 1000 + 29 87+9 91 +4
Hicd 26+ 2 52 + 35 40 + 27 157 + 180 154 + 168
Hicd 26+2 53+ 35 32+28 137 +178 122 + 169

*Nao avaliado no modo normal; média + intervalo de confianga (n=3)

Figura 14 - Resultado de SRM de farinha de trigo 1567a no modo normal e CCT.

(%)

ancia

Concord

140
120
100
80
60
40
20
0

SRM - Modo normal x Modo CCT

55Mn 63Cu 64Zn 65Cu 66Zn 78Se 80Se 82Se

Isétopos

H Padrao
ECCT

71



O elemento Cd apresentou percentuais de concordancia entre 122 + 169% (modo
normal) e 157 + 180% (modo CCT), podendo indicar que as condigcbes empregadas néao
foram suficientes para a eliminacdo de possiveis interferéncias para esse tipo de matriz

amostral, mesmo quando a célula de coliséo foi utilizada.

Para Zn, foram escolhidas as razées m/z 64 e 66, com abundéancias naturais de
48,6 e 27,9%, respectivamente. Segundo a literatura, o is6topo principal de ®*Zn sofre

interferéncia na presenca de S e O, formando as seguintes espécies ¥*S*00.

Na Tabela 20 estdo apresentados os resultados obtidos para o ensaio do teste de
adicdo e recuperacgdo, realizado nas amostras de fécula de mandioca, para os analitos
estudados. Pode-se verificar que os percentuais de recuperagao para as concentracoes
de V, Mn, As e Se, ao serem utilizadas as razdes m/z 51, 55, 75 e 82, respectivamente,
estavam dentro da faixa aceitavel em ambos os modos de analise e nos trés niveis de
concentracdo avaliados. Para Co (m/z 59), Cu (m/z 65), Cd e Pb (todos os isotopos
avaliados), os melhores percentuais de recuperacdo foram obtidos quando o modo
normal foi empregado. Os valores de percentuais de recuperacdo mais adequados estédo

destacados em negrito (Tabela 20).

Para avaliacdo da determinacdo Cr, os isotopos 52 e 53 foram selecionados, os
quais possuem abundancias isotdpicas de 83,76% e 9,51%, respectivamente. O isétopo
*2Cr tem sido bastante afetado pela espécie poliatdmica “°Ar*2C (98,5%), a qual possui
uma elevada abundancia e, levando em consideracdo o tipo de gas do plasma e a
presenca de carbono na amostra, existe uma grande possibilidade dessa interferéncia ser
formada. Sendo assim, determinagdes de Cr empregando a massa 52 exige algum tipo de
correcéo de interferéncia (THOMAS, 2013). Os percentuais de recuperacao para Cr foram
de 87 + 28% (m/z 52, modo CCT) e 181 * 42% (m/z 52, modo normal). Foi possivel
observar valores elevados de percentuais de recuperagdo quando o modo normal foi
empregado. Entretanto, as interferéncias espectrais afetaram significativamente a

precisao e exatidao para esse elemento, mesmo com o emprego da célula de coliséo.
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Tabela 20 - Teste de adi¢do e recuperacdo em 3 niveis de concentracao .

Niveis de concentracéo (ug L™

Is6topos 0,5 1,0 2,0 0,5 1,0 2,0
Recuperacao (%) — Normal Recuperacao (%) — CCT

oy 75+ 7 75+ 7 129 + 22 261 + 195 60+8  1759+31
sy 101 +1 101 +1 92+1 109 +1 89+1 94 +1
2Cr 181 + 42 121 + 20 134+ 21 107 + 139 104 + 69 87 +28
3Cr 119 + 55 143+ 1 126 + 3 116 + 144 108 + 74 93+ 31
>*Mn 103+ 3 103+ 3 103+ 1 103+ 3 97 +3 97 +2
*Co 96+ 1 96+ 1 94 +3 99+ 1 115+ 1 114+ 1
%3Cu 83+11 83+ 11 90+ 13 73+5 100 + 2 95+ 1
%®Cu 98+1 98+1 95+ 2 76+ 1 104 +5 97 +1
As 104 +3 104 + 3 94 +3 89+5 101 +2 94 +2
83e 203+160 203 +141 94 + 17 106 + 5 106 + 3 105+ 3
8se * * * 299+ 200 265+159 9213
835e 94 +3 94 +3 102 +5 97 +6 105 + 7 94 +3
eq 96 +2 96 +2 108 + 1 79+1 105+ 1 94 +1
Hicq 106 + 1 106 + 1 105+ 3 72+6 93 +4 96 + 2
2%pp 98 +3 98 +3 86+1 69+ 1 87 +4 78+1
20’pp 96 + 3 96 +3 86+1 67 +1 86+4 79+1
208pp 98 +3 98+3 111 +1 67 +2 85+5 78+ 1

*N&o disponivel no modo normal; Resultados expressos com média + desvio padrédo (n=3).
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Para avaliacdo de Cd, foram selecionados os is6topos *'Cd e **Cd, com
abundancias naturais de 12,86% e 28,81%, respectivamente. Para **Cd, existe uma
interferéncia isobarica de Sn (0,65%), o que implica que se houver qualquer
guantidade de Sn na amostra a quantificacdo de Cd usando essa razdo m/z pode
ficar comprometida. Ainda foi relatado por Vrijens et al., (2011) que espécies de K,
tais como ¥*K,°0,'H , ®Ar¥K™®0,, podem ser uma causa de interferéncia
no isétopo *** Cd. Os referidos autores constataram que as interferéncias nessa razio
m/z nao foram significativas em analise de sangue humano, mesmo sem a utilizacéo de
uma célula de colisdo. Vale destacar que diferente dos resultados obtidos da anélise
do SRM de farinha de trigo (Tabela 19), os percentuais de recuperagao para Cd,
apresentados na Tabela 20, foram satisfatérios para quase todas as situacfes
estudadas, exceto no nivel 1, modo CCT, para as duas m/z avaliadas (79 + 1%,
Hlcd e 72 + 6%, *Cd). Esses baixos percentuais de recuperacdo podem ser
justificados pelo baixo nivel de concentracdo desse analito na amostra, dificultando
sua analise ao se utilizar o modo CCT, considerando a baixa sensibilidade causada
guando se utiliza a célula de colisdo (THOMAS, 2013).

O elemento Mn € monoisotopico, sendo selecionada a razdo m/z 55 para sua
avaliacdo. Sao relatadas varias espécies interferentes para essa razao m/z, como
OArMNIH, K0, as quais, de acordo com os resultados de percentuais de
recuperacdo (Tabelas 19 e 20), ndo se mostraram significativas neste estudo,
variando de 97 + 2% (modo CCT) e 103 £ 3% (nos dois modos).

Cobalto também tem apenas um isétopo estavel e, portanto, para esse estudo
foi selecionada a massa 59. As principais interferéncias para *°Co relatadas na
literatura (KADAR et al., 2011) sdo “*Ca'®0 e **Ca'®O'H, sendo que os is6topos
“3Ca e **Ca, que originam as referidas espécies, possuem apenas 0,1 e 0,6% de
abundancia, respectivamente. Os percentuais de recuperacdo para Co confirmam
que as possiveis interferéncias para essa razdo m/z ndo foram significativas,
variando de 94 £ 3% (modo normal) e 115 + 1% (modo CCT).

A concentragdo de Cd, Cu, Mn e Zn foi avaliada por Correia et al.( 2017) em
amostras de farinhas de trigo, milho e mandioca empregando ICP-MS. Esses
autores relataram que foi possivel fazer determinagfes desses elementos utilizando
o modo normal na andalise de SRM de farinha de trigo 1567a, apresentando

percentuais de recuperagao aceitaveis.
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Os dois is6topos de V foram selecionados para este estudo, *°V e **V, com
abundancias naturais de 0,24% e 99,8%, respectivamente. As determinagdes de V
na presenca de cloreto sdo bastante afetadas por interferéncias da espécie **0*Cl*,
sendo recomendado o emprego do isétopo *°V. Entretanto, considerando a baixa
abundéancia desse is6topo, a sensibilidade para esse elemento quimico pode ser
comprometida. Sendo assim, uma possivel alternativa para determinacdes de V por
ICP-MS, foi a utilizacdo da massa 51 com as devidas corre¢des de interferentes
(THOMAS, 2013). Foi possivel inferir, a partir dos percentuais de recuperacao (89 *
1% e 109 + 1%) que as interferéncias para V s6 foram resolvidas quando a razao
m/z 51 foi empregada, nos dois modos de analise.

Para avaliacdo de Cu, utilizando as razdées m/z 63 (69,17%) e 65 (30,83%)
foram selecionadas. Na presenca de Na, o is6topo mais abundante de Cu ndo pode
ser usado por causa da interferéncia da “°Ar*®Na e #®Na*’Ca. Na tabela 20, foi
possivel perceber que os melhores percentuais de recuperacédo (83 + 11%, m/z 65 e
98 + 1%, m/z 63) para esse elemento foram obtidos no modo normal nas duas
razbes m/z avaliadas. Entretanto, para o isétopo °*Cu, nesse mesmo modo de
operacao foram verificados maiores desvios.

A avaliacdo para Pb foi realizada usando os is6topos estaveis “°°Pb
(25,15%), *°"Pb (21,11%) e *®®Pb (52,38%). Os principais interferentes para essas
m/z sdo espécies de Pt e Ir, como *°Pt*°0, *1r'°0, 9°Pt'®0. Entretanto, esses
elementos ndo sdo tdo comuns em amostras de alimentos (BRITO, 2011). Os
percentuais de recuperacao para Pb, variaram de 67 + 1 e 86 £ 4%, no modo CCT e,
no modo normal, de 78 £ 1% e 111 £ 1%. No ensaio de adi¢éo e recuperagao, 0s
melhores percentuais e menores desvios para Pb foram obtidos empregando o
modo normal.

Arsénio possui um Unico isétopo, sendo selecionada a m/z 75 para sua
avaliacdo. O principal interferente para essa m/z é a espécie “°Ar®*Cl, o qual possui
75% de abundancia. Os percentuais de recuperag¢do encontrados para As estavam
dentro da faixa de aceitagcdo em todas as condi¢des avaliadas.

Para determinacdo de Se foram selecionados os is6topos "®Se e #Se, nos
dois modos de anélise, e ®Se disponivel apenas no modo CCT. As abundancias
para esses isétopos sao 23,78%, 8,73%, 49,61%, respectivamente. Os resultados
de Se ao escolher a m/z 80 sédo superestimados conforme apresentados na Tabela

20. Esse comportamento foi observado por Kadar et al., 2011, sendo verificado que
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o emprego da célula de colisdo ndo se mostrou eficiente para a eliminacdo das
interferéncias poliatémicas da espécie “°Ar,. Os percentuais de recuperacéo para Se
foram satisfatérios em todos os niveis quando a m/z 82 foi empregada. As Figuras
15 e 16 apresentam comparativamente os percentuais de recuperacao do ensaio de

adicao e recuperacao nos dois modos avaliados.

Figura 15 - Resultados comparativos de percentuais de recuperagdo em trés niveis
de concentracdo empregando o modo CCT.
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Figura 16 - Resultados comparativos de percentuais de recuperacdo em trés niveis
de concentracdo empregando o modo normal.
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Apoés consideracdes acerca dos potenciais interferentes e dos resultados do
teste de interferéncia, as seguintes condicbes foram definidas para andlise das
amostras de fécula de mandioca, conforme mostra a Tabela 21:

Tabela 21 - Sele¢éo de isétopos e modo de andlise para determinacao em ICP-MS.

Modo de analise Isétopo
Normal 14cd, Mn'>°Co, %°Cu, 2°8Pb, *As
CCT >y, #ge, %7n

Diante dos elevados desvios padrdo obtidos para Cr nos resultados dos
ensaios do teste de adicdo e recuperacdo, a determinacdo desse elemento nas
amostras nao foi realizada. Mesmo obtendo bons percentuais de recuperacao para
Zn nos dois modos de analise, optou-se pelo modo CCT, considerando as possiveis
diferencas matriciais entre a fécula e a farinha de trigo (SRM). Para V, mesmo
obtendo bons percentuais de recuperacdo (89 + 1% e 109 %= 1%) quando

selecionada a razdo m/z 51, também foi empregado o modo CCT.

5.2.2 Validacdo do método proposto

Para validacdo do método foram avaliados os seguintes parametros de
desempenho: limites de deteccdo e de quantificacdo, faixa linear de trabalho,
precisado e exatiddo (BRASIL, 2003). Na avaliacdo da exatiddo foram considerados

0s resultados obtidos do teste de interferentes, conforme descrito na etapa 5.2.1.

5.2.21 Resultados de limites de detec¢éo e quantificacao

Nos ensaios para estimar os valores dos limites de detec¢cdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ) foram consideradas dez réplicas da solucdo de brancos

analiticos. Os valores de LOD e LOQ foram calculados a partir das Equacgdes 7 e 8:

LOD =(3xs)/ m Equacédo 7
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LOQ =(10xs) /' m Equacéao 8

em que m é a sensibilidade de calibracdo da curva analitica e s é desvio
padrao das solucdes dos brancos analiticos.

Os resultados dos limites de deteccao e quantificacdo estdo apresentados na
Tabela 22.

Tabela 22 - Limites de detec¢cédo e de quantificacdo estimados para a determinagao
dos analitos por ICP-MS, apds decomposi¢do em bloco digestor em sistema fechado (n=10).

- LOD LOQ LOD* LOQ*
Smeno gmlY)  (gmlY) (ggl) (nggh
As 0,01 0,04 3,68 12
Cd 0,03 0,11 9,15 30
Co 0,02 0,06 5,06 17
Cr 0,04 0,14 11,7 39
Cu 0,1 0,3 27,1 90
Mn 0,01 0,03 2,69 9
Pb 0,1 0,2 14,2 47
V 0,01 0,02 1,77 6
Se 0,02 0,06 471 16
Zn 3 11 1,0** 3,2**

*Considerando uma massa de amostra de cerca de 500 mg e volume total de 14 mL apods
decomposicéo e afericdo com diluicdo 1:10, v v *Resultados em Vle} g'l.

5222 Faixa linear de trabalho

A faixa linear de trabalho para os elementos estudados correspondeu aos
valores de LOQ a 50 pg L™ para todos os elementos estudados em ICP-MS, sendo
0,5 ug L™ a menor concentracdo avaliada. Todas as solugdes da curva analitica
foram ajustadas para uma acidez de 2%. Na Tabela 23 estdo elencados os
coeficientes de determinacdo e as equacdes da reta para os elementos avaliados
por ICP-MS.
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Tabela 23 - Equacéo da reta e coeficiente de determinagdo para cada elemento
determinado por ICP-MS.

Faixa de Coefici q
Elemento concentracao Equacéo da reta Doe iciente de
(g L) eterminagao
As 0,5-50,0 y = 5340x + 0,006 0,9996
Cd 0,5-50,0 y = 28596x + 0,33 0,9997
Co 0,5-50,0 y = 34225x + 0,01 0,9996
Cr 0,5-50,0 y = 458x + 0,07 0,9997
Cu 0,5-50,0 y =18222x + 0,12 0,9997
Cu 0,5-50,0 y = 445x + 0,16 0,9997
Mn 0,5-50,0 y = 49095x + 0,05 0,9996
Pb 0,5-50,0 y =5305x + 0,13 0,9997
Se 0,5-50,0 y =922x + 0,08 0,9999
Se 0,5-50,0 y =11x + 0,03 0,9995
Zn 0,5-50,0 y =7919x + 4,63 0,9980

E possivel inferir, a partir dos coeficientes de determinagdo, uma alta
correlacdo entre os valores de concentracdo e o0s sinais analiticos obtidos,
atendendo aos critérios minimos aceitaveis pela ANVISA (BRASIL, 2003), com

valores de < 0,99.

5223 Precisao

A precisao foi avaliada em termo de repetitividade, em que dez réplicas de uma
mesma amostra de fécula de mandioca foram digeridas e analisadas por ICP-MS.
Os resultados de precisdo obtidos para todos os analitos estudados nesta etapa
apresentaram valores de RSD% <5, atendendo as recomendacgdes da ANVISA
(BRASIL, 2003).
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5.3 Determinacao dos elementos por ICP-MS

A Tabela 24 apresenta os valores de concentracdo dos analitos obtidos por ICP-MS.

Tabela 24- Concentracdo, em ng g™, para amostras secas de fécula e mandioca. Resultados por ICP-MS, média + desvio padrdo (n=3).

Amostra As Cd Co Cu Mn Pb Se \Y% Zn
Fécula

FR <12 <9 <17 104 £5 617 + 36 <14 82+7 <6 < 3208

TRDG <12 22+2 295+10 226+11 489 + 16 20+1 <16 95+7 5207 £ 300
TL 151 <9 <17 <90 154 +2 <14 <16 137 +£3 <3208
TDL 75+6 <9 <17 <90 286 + 2 <14 <16 11+1 < 3208
TDT 64+6 <9 <17 <90 521 +14 25+2 <16 <6 < 3208
TBA 62+6 <9 <17 <90 109+1 <14 215 + 27 <6 <3208
TFDM 70+ 6 <9 <17 <90 590 + 12 <14 <16 106+ 6 < 3208
TAF <12 <9 <17 162 +3 424 + 25 <14 <16 20+ 2 <3208
TUP <12 <9 <17 <90 305 £ 23 <14 <16 41+£2 <3208
TLA 91+2 <9 <17 <90 468 £ 11 <14 <16 <6 < 3208
TQD 87+8 <9 25+2 <90 254 +12 202+16 <16 <6 < 3208
TDI 75+£3 <9 <17 <90 498 +35 438+8 18616 <6 <3208
TBB 84 +3 <9 <17 1071+40 2280+55 401 <16 <6 < 3208
TP 92+4 <9 <17 <90 394 +11 <14 <16 15+1 <3208
TR 82+3 471 <17 <90 70+ 6 <14 <16 14 +1 < 3208

PC 1585 <9 <17 178 £ 15 289+4 <14 <16 16+1 5168 +£433
FEIL <12 <9 <17 <90 178+ 1 <14 <16 <6 <3208

Mandioca
MMSEF <12 <9 22+1 1159+38 2523+66 521+18 158+23 <6 6344 + 440
MMTRDG <12 34+1 22+4 346 + 51 447 +16 1292 <16 <6 4900 £ 190
Outros

MMAEF <12 <9 <17 480+ 4 1460 + 25 <14 <16 <6 5960 + 10

SOB <12 <9 <17 847 + 63 1580+34 971 109 +2 <6 < 3208
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O emprego da técnica ICP-MS permitiu a ampliacdo da avaliagdo elementar
das amostras de derivados de mandioca. Foi possivel determinar os elementos
quimicos Co, Zn e Pb, os quais apresentaram concentracdes abaixo do valores de
LOQ, em todas as amostras por ICP OES. Além de ser possivel determinar
elementos como As, Cd, Se e V, como mostra a Tabela 24. Apesar de também
serem determinados por ICP OES, para fins de comparagédo com outras informacoes

na literatura, foram consideradas as concentracdes de Cu e Mn obtidas por ICP-MS.

Para As (<12 — 158 ng g™, os resultados obtidos apresentaram uma média
de concentracdo de 80 ng g*, sendo quantificado em 12 amostras das 16
estudadas. O principal aporte de As nos vegetais € o solo, podendo ser de origem
natural ou antropogénica. As fontes naturais podem ser a solubilizacdo de rochas,
emissdes vulcanicas e atividades biologicas. Dentre as fontes antropoldgicas, é
possivel citar a mineracdo, uso de pesticidas, fertilizantes e combustiveis fosseis
(CUBADDA et al., 2010; FUNES PINTER et al., 2018).

Para o elemento Pb (<14 — 521 ng g*), a concentracdo média obtida nos
derivados de mandioca foi de 237 ng g*. Muller et al.(2017) desenvolveram um
método de decomposicdo de amostras com alto teor de carboidratos em meio de
H.O,, empregando forno de micro-ondas e determinacdo por ICP-MS. Para as
amostras de farinha de mandioca, a concentracdo média apresentada para Pb (350
ng g*) foram de mesma ordem de grandeza dos valores obtidos no presente estudo.
As concentracdes obtidas para Cd variaram entre valores abaixo do LOQ (< 9 ng g*%)
e 47 ng g™, apresentando uma concentracdo média de 30 ng g*. A ANVISA (2013)
estabelece os valores maximos permitidos para contaminantes em alimentos de
acordo com a Resolucdo n° 42. Para raizes e tubérculos, os limites maximos
permitidos para As é 0,20 ug g™, enquanto para Cd e Pb esse limite ¢ 0,10 pg g™
Em comparacdo com os limites maximos de contaminantes, considerando o peso
Umido, as concentracées médias obtidas para As (0,05 pg g™) e Cd (0,01 - 0,02 ug
g!) nas amostras de derivados de mandioca estdo abaixo dos valores estabelecidos.
Para Pb as concentracdes meédias obtidas para as amostras de fécula industrializada
(0,09 pg g') e a concentracdo obtida para a massa industrializada de mandioca,
MMTRDG, (0,06 pg g™*) também apresentaram valores abaixo dos limites maximos

permitidos. No entanto, a concentracdo obtida para a massa artesanal de mandioca,
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MMSEF, (0,31 pg g™) foi cerca de 3 vezes maior do que o recomendado. Com base
nesses resultados, fica evidente a importancia de um monitoramento continuo em
amostras de mandioca e seus derivados, visando garantir que 0s niveis de
contaminacao nao ultrapassem limites seguros para a populacéao.

As concentracbes médias obtidas para Mn, Cu e Zn foram 1063 ng g™, 603
ng g e 4488 ng g, respectivamente. Gomes et al. (2017) avaliaram a concentracdo
de elementos quimicos em farinha de mandioca do estado do Para, Brasil, por ICP
OES. Dentre os elementos avaliados por esses autores, tanto as concentracfes
médias relatadas para Mn (1390 ng g') quanto as concentracbes médias
apresentadas para Zn (2290 ng g') foram de mesma ordem de grandeza dos
valores médios encontrados neste trabalho. No entanto, a concentracdo média de
Cu (4790 ng g*) apresentadas por estes autores foi cerca de 8 vezes maior do que a
concentracdo média obtida neste trabalho.

A Tabela 25 apresenta um resumo estatistico dos dados obtidos ap6s anélise
das amostras de derivados de mandioca por ICP-MS. Foram desconsiderados os

resultados inferiores aos valores de LOQ.

Tabela 25 - Resumo estatistico das concentracdes, em ng g*, obtidas em 16
amostras de derivados de mandioca.

Elemento As_1 Cd_1 Co_l Cu_1 Mn_l Pb_1 Se_l \Y . Zn_1
(hgg-) (ngg™) (hgg™) (hgg™) (hgg™) (hgg™) (hgg™) (Ngg™) (Ngg)

Média 80 33 159 603 1063 237 126 85 4488

Mediana 84 34 24 480 447 193 155 21 5207
Maximo 158 47 295 1159 2523 521 215 106 7277
Minimo <12 <9 <17 <90 70 <14 <16 <6 <3208

Desvio padrao 50 19 191 425 869 184 79 71 2913

5.4 Comparagdo com os valores de ingestao diaria recomendada

Segundo a ANVISA, a ingestdo diaria recomendada (IDR) é a quantidade de
proteina, 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, 2005c). A Tabela 26 apresenta uma comparagao
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entre os valores médios de concentracdo determinados para os elementos obtidos
por ICP OES e ICP-MS com os valores de IDR.

Tabela 26 - Contribuicdo nutricionais dos derivados de mandioca para a ingestédo
diaria recomendada, considerando 100 g de alimento.

Elemento Ca Cu Fe Mg Mn P Se Zn
IDRpara — 1559 g 14 260 23 700 0,03 7
adultos (mg)
FI (%) 28 39 124 2.8 21 31 537 74
FA (%) . . . 0.4 0.8 1.6 . .
MA (%) 40 129 12  17.8 110 180 527 91
MI (%) 10 38 26 15 1.9 1.6 . 7.0

FlI: fécula industrializada, FA: fécula artesanal, MA: mandioca artesanal, Ml: mandioca industrializada,
*ndo quantificado.

Com base na recomendacao de ingestado diaria para adultos (IDR), é possivel
inferir que o consumo diario de 100 g de fécula de mandioca industrializada (FI)
fornece cerca de 7,4% de ingestdo para Zn, 12,4% para Fe, 3,9% para Cu, 3,1%
para P, 2,1% para Mn e 2,8% para Ca e Mg. Do ponto de vista nutricional, o
elemento Se representa a maior contribuicdo, 53,7% para a amostra Fl e 52,7% para
a massa artesanal de mandioca (MA), para o IDR. Entretanto, s6 foi possivel
quantificar esse elemento quimico em apenas 3 amostras, conforme apresenta a
Tabela 26. Dessa forma, para uma melhor conclusdo dos resultados, estudos
complementares sdo necessarios.

Comparativamente, o consumo de 100 g de fécula artesanal (FA) representa
a menor contribuicdo dos elementos avaliados para o IDR, sendo apenas cerca de
0,4% de Mg, 0,8% de Mn e 1,6% de P, essa variagdo pode ser justificada pelas
distintas formas com que o processo de extracdo da fécula é realizada. A
contribuicdo para ingestdo de Cu, P, Mn, Zn, Fe e Ca em massa de mandioca
industrializada (MI) é responsavel por 1 a 7% das doses recomendadas. Finalmente,
observou-se contribuicdes médias de 47%, 13%, 10%, 9%, 8%, 3% para Se, Cu, P e
Mn, Zn, Fe e Ca, respectivamente, em 100 g de mandioca artesanal, sendo as

maiores contribuicdes dentre as amostras apresentadas na Tabela 26.
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5.5 Balanco de massa para as amostras produzidas em laboratério (in

situ)

Conforme informado na parte experimental 4.1.4., as amostras codificadas
como MMSEF, FEIL, SOB, MMAEF foram obtidas por um processo de extracdo de
fécula cuja execucédo foi realizada em laboratério. O codigo MMSEF corresponde a
amostra de mandioca integral, a qual foi processada na amostra FEIL - fécula
artesanal. Deste processo, ainda foram originadas as amostras SOB - sobrenadante
e MMAEF - massa residual, obtidas apos extracdo. Nas amostras produzidas
artesanalmente no laboratorio, foi empregado um balanco de massa comparando o
somatorio dos valores de concentracdo obtidos das amostras SOB, FEIL e MMAEF
(originadas no processo de extracdo) com os valores de concentracao obtidos apés
analise da massa de mandioca integral (MMSEF), de acordo com a Equacao 9. Os

resultados de balangco de massa estéo apresentados na Tabela 27.

BM = (SOB + MMAEF + FEIL) x 100 Equacao 9
MMSEF

Tabela 27 - Resultado das concentracdes dos analitos, em pg g*, e de balanco de
massa (BM) (%) para as amostras de massa e fécula de mandioca obtidas in situ.
Determinacéo ICP OES e ICP-MS (média + desvio padrdo, n=3).

Amostra MMAEF SOB FEIL MMSEF BM (%)
Ca 440+ 6 151 <11 398 £ 45 115+ 12
Cu* 0,480 = 0,004 0,85 £ 0,06 < 0,02 1,16 + 0,04 1151
Fe 0,99 +£ 0,06 <0,39 1,8+1,0 1,7+0,3 71+ 26

K 4012 + 80 710+9 632 + 25 6295+ 7 85+7
Mg 220,0+0,2 38,3+0,7 98+0,5 463 + 28 58+5
Mn* 1,46 +£ 0,03 1,58 + 0,03 0,178 + 0,001 25+0,1 126 + 2
Na 25+2 4,7+0,2 <3,1 69+6 57+1

P 598 +4 132+ 2 110+1 1263 + 69 67+3
Se* < 0,016 0,109 £ 0,002 < 0,016 0,158 + 0,023 69+1

Sr 5,46 + 0,06 <0,005 <0,005 3,2+0,1 172+ 8
Zn* 5,96 £ 0,01 <32 <32 6,3+0,4 9% +9

*Resultados obtidos por ICP-MS

A partir da andlise da Tabela 27, foi possivel verificar valores aceitaveis de
balanco de massa apenas para Ca, Cu, K e Zn. Resultados adequados de balanco

de massa devem estar na faixa de 80 e 120% (SOUZA et al., 2018). Os valores de
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BM fora da faixa de aceitacdo para Fe, Mg, Na, P, Se e Sr podem estar relacionados
as perdas ou contaminacdes ocorridos durante a extracdo da fécula. As
concentracdes obtidas para Sr, na amostra MMAEF (residuo) foram maiores que as
concentracfes encontradas para a mandioca (MMSEF), o que pode indicar uma
possivel contaminacdo. Foram encontrados resultados inconclusivos para As, Ba,
Cd, Co, Pbe V.

5.6 CONSIDERACOES PARCIAIS

Nesta etapa foi realizada a avaliagdo da concentracdo dos elementos As, Cd,
Co, Cr, Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn em amostras de derivados de mandioca empregando
a técnica ICP-MS. Para a selecdo dos is6topos dos elementos, foi realizado um
estudo de potenciais interferentes, sendo estabelecidas as seguintes condi¢des para
a andlise das amostras: no modo normal foram selecionados os is6topos ***Cd,
>Mn' *°Co, ®°Cu, ®Pb, "As e, no modo CCT, °!v, #Se, ®zn. Para o elemento Cr,
nao foi possivel minimizar as interferéncias espectrais mesmo quando o modo CCT
foi empregado. O método analitico desenvolvido apresentou baixos limites de
deteccdo e quantificacéo, além de boa precisdo e exatidao.

Com base na ingestao diaria recomendada para adultos, o consumo de 100 g
de derivado de mandioca fornece entre 1,0 e 2,8% da ingestdo diaria de Ca, 3,8 -
2,9% para Cu, 1,2 — 12,4% para Fe, 0,4 - 17,8% para Mg 0,8 — 11,0% para Mn, 1,6 —
18,0% para P, 52,7 — 53,7% para Se e 7,0 — 9,1% para Zn. As concentracdes
médias obtidas para As e Cd nas amostras avaliadas estavam abaixo dos valores
estabelecidos pela ANVISA. No entanto, para Pb (0,31 pg g*), na amostra MMSEF,
o valor encontrado foi cerca de 3 vezes maior do que o recomendado. Considerando
que além de determinar as concentracdes totais de elementos quimicos em
amostras de alimentos, é de interesse estimar a quantidade dessas espécies que
pode ser absorvida pelo organismo, na etapa 3 foi realizado um teste de

bioacessibilidade em amostras de derivados de mandioca.

85



6. ESTIMATIVA DA BIOACESSIACESSIBILIDADE IN VITRO DE
ELEMENTOS Cu, Fe, Mg e Mn, EM AMOSTRAS DE FECULA E MASSA DE
MANDIOCA.

6.1EXPERIMENTAL

6.1.1 Instrumentacao e equipamentos

Para a realizacéo desta etapa, 0s seguintes equipamentos foram utilizados:

v Balanca analitica (Scientech, modelo SA210, USA);

v Incubadora com agitacao orbital (TECNAL, modelo TE 4200, Brasil);

v Medidor de pH OHAUS (modelo STARTER 3100, USA,;

v Centrifuga Marconi (modelo MA — 1810, Brasil);

v Sistema de purificacdo de agua (Elga, PURELAB, Option-Q, Reino
Unido);

v Destilador de acido (Milestone, sub-boiling distilation, Italia);

6.1.2 Reagentes, solu¢cdes e amostra

Com a finalidade de realizar os ensaios de bioacessibilidade em todos os
tipos de derivados de mandioca estudados, foram selecionadas 2 amostras
industrializadas, uma de fécula (TRDG) e uma de mandioca
(MMTRDG), e duas amostras produzidas em laboratério, MMSEF (mandioca) e FEIL
(fécula), previamente tratadas conforme etapas 4.1.4 e 4.1.5.

Foram preparadas as seguintes solugdes: (1) solugcéo contendo Mg a partir de
solucées estoque (Specsol®, Brasil) com concentracdo de 10000 mg L™; (2) solugéo
contendo Cu, Fe e Mn usando solu¢des estoque (Specsol, Brasil) com concentracao
de 1000 mg L™.

Para o ensaio de bioacessibilidade, as enzimas, reagentes organicos e

inorganicos utilizados no preparo de cada solugcdo foram adquiridas de Sigma-
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Aldrich (EUA), exceto Albumina de soro bovino (BSA), pepsina, pancreatina, as
quais foram adquiridas da Merck (Alemanha).

A simulacdo das condicdes fisiolégicas de digestdo in vitro para o teste de
bioacessibilidade foi reproduzida conforme modelo descrito por Oomen et al., (2003),
adaptado por Versantvoort et al., (2005). Dessa forma, para esses ensaios foram
preparadas solucdes sintéticas de saliva, suco gastrico, duodenal e biliar conforme

apresenta Tabela 28.
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Tabela 28 - Composicdo das fluidos sintéticos de saliva, sucos gastrico,
amostras de fécula e massa de mandioca (Versantvoort, 2005).

duodenal e biliar empregados na bioacessibilidade de

Fluido Saliva Gastrico Duodenal Biliar
glucose (65)

A 1 . acido glucordnico (2) . .

Orgéanico (g L™) ureia (25) ureia (25) ureia (25) ureia (25)
glucosamina HCI (33)
KCI (89,6) NaCl (175,3) NacCl (175,3) NacCl (175,3)
KSCN (20) NaHPO, (88,8) NaHCO; (84,7) NaHCO; (84,7)

A 1 NaH,PO, (88,8) KCI (89,6) KH,PO, (8) KCI (89,6)

Inorganico (g L) Naso, (57) caCl, (22,2) KCI (89,6) MgCl, (5)
NacCl (175,3) NH,CI (30,6) MgCl, (5) 180 uL ***HC| 37% m m™

NaHCO; (84,7)

*HCI 37% m m*

**HC| 37% m m™*

290mg a-amilase 1g BSA CaCl,22,2g L™ CaCl,22,2g L™
Enzi 15 mg acido urico 2,5 g pepsina 1gBSA 1,8 g BSA
nzimas e outros : . . .
25 mg mucina 3 g mucina 9 g pancreatina 30 g pancreatina
1,5 g lipase 1,5 g lipase
pH 6,8 1,3 8,2 8,2

* aliquota de 6,5 mL, **180 L e ***150 L para um total de 500 mL de solugéo.



Para solubilizacdo dos componentes organicos, inorganicos e enzimas, 0S
fluidos sintéticos foram submetidos a agitacao de 100 rpm em temperatura ambiente
por um periodo de 3 h. Para a decomposicdo total e residual das amostras foi
utilizado acido nitrico (Merck, Darmstadt, Alemanha) destilado, além de agua

deionizada.

6.1.3 Procedimento de bioacessibilidade in vitro em amostras de fécula
de mandioca

Antes do ensaio de bioacessibilidade, os fluidos sintéticos foram aquecidos a
uma temperatura de 37 + 2°C por 1 hora para ativacao das enzimas. Apos periodo
de ativacao, pesou-se cerca de 500 mg de amostra em tubo de polietileno de 50 mL.
Em seguida, adicionou-se 6,0 mL de solugcdo de saliva sintética, incubando-se as
amostras por 5 min. Posteriormente, foram adicionados 12,0 mL de suco gastrico,
incubando-se por 2 h. Por ultimo, solu¢cdes de duodeno (12,0 mL), de bile (6,0 mL) e
2,0 mL de bicarbonato 1,0 mol L™ foram adicionadas simultaneamente, incubando-
se por mais 2 h. Todo o processo de incubacédo ocorreu numa velocidade de 55 rpm
a 37 + 2°C. Medidas de pH foram realizadas em cada etapa do processo . Apoés
adicao da solucdo sintética de saliva, o pH medido nas amostras foi de 6,8 £ 0,1. A
variacdo de pH encontrada apés a etapa gastrica foi de 2,4 + 0,2. E, finalmente, a
média do pH do quimo foi de 6,8 + 0,1.

Apos todo o ensaio de bioacessibilidade, as amostras foram centrifugadas por
5 min, em velocidade de cerca de 4000 rpm para separacao do quimo, fracdo soluvel
gerada apOs o processo simulado de digestdo, do residuo, que compreende a
amostra que nao solubilizou nas solugdes sintéticas. Em seguida, foram coletadas
aliquotas do quimo para serem analisadas imediatamente por ICP OES. As
amostras residuais foram secas em estufa e, posteriormente, foram digeridas
conforme meétodo analitico descrito na etapa 4.1.7. A Figura 17 apresenta um

esquema do preparo das amostras avaliadas.
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Figura 17 - Representacao esquematica do preparo de amostra, considerando as etapas 1 e 3.

Pré-tratamento Teor Total Determinacao

. - 14 mL com agua
a)Amostra industrializadas deionizada
b)Amostras in natura — jr— Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K,
1™ Mg, Mn,Na,P,Pbe Zn
1)Secagem (80°C) e A} o |
Digestao
moagem 8.0mL de iOs  em 180° C por 45 min
2)Peneiramento y
Bioacessibilidade
12mL  12mL
5mL 3 o 6mL ICP OES
2 3 3° 2,0mL "
1° Suco Duodeno 3° Bicarbonato Mg, Mn,
Gastrico - 1,0 mol L
saliva Bile
M \ | Sobrenadante [—

pH: 6,8 - 6,9; 5 min

Coleta da massa de | Coleta de sobrenadante e pH:21-25;2h ' [
mandioca material residual >

pH:62-64;2h ‘St
< Decomposigido

55 rpm, 37°C ' acida

i
- S

Fonte: autora, 2020
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6.2 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.2.1 Validacdo do método analitico

O método de bioacessibilidade foi validado através do balanco de massa
(soma dos teores bioacessiveis (TB) mais concentragdo residual (R) comparado ao
teor total (TT)), conforme a Equacdo 10 (SOUZA et al., 2018):

BM = (TB+R) /TTx 100 Equaco 10

em que, BM significa balanco de massa. O teor residual foi obtido

Resultando em recuperacdes absolutas que variaram de 95% para Mg e
122% para Mn. Para os demais elementos estudados, os resultados de balanco de
massa ficaram abaixo da faixa aceitavel.

Para confirmacdo da validacdo também foram avaliados o0s seguintes
parametros de desempenho: limites de deteccdo e de quantificacdo, faixa linear de

trabalho, precisao.

6.2.2 Limites de deteccédo e quantificacao

Os ensaios de limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram
realizados considerando 10 réplicas de brancos analiticos, conforme descrito na
etapa 5.2.2.1 e seqguindo as Equacdes 7 e 8. Os resultados dos limites estéao

apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 - Limites de deteccéo e de quantificacdo para a determinagéo dos analitos
apoés extracdo bioacessivel (n=10).

Elomento LOD LOQ *LOD *LOQ
(mg L™ (mg L™ (ug g™) (ug g™)
Cu 0,01 0,04 0,83 2,77
Fe 0,03 0,11 2,61 8,69
Mg 0,43 1,43 33 109
Mn 0,001 0,003 0,06 0,21

* Considerando uma massa de amostra de cerca de 0,5 g e volume total de 38 mL.
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O valor de LOQ obtido para o elemento Mg é justificado pela composicéo
quimica das solugdes sintéticas de saliva, suco géastrico, duodenal e biliar, as quais
contém elevadas concentracfes deste macroelemento, conforme mostra a Tabela
28. Por esse motivo, outros macroelementos como Ca, P, K e Na nédo foram
considerados neste estudo. Alguns microelementos, avaliados na etapa 1 (Co, Cr,
Pb e Zn) também né&o foram incluidos neste estudo, pois apresentaram resultados
de concentracéo total abaixo dos valores de LOQ. Para os ensaios de LOD e LOQ
foi considerado um volume de 38 mL, o que corresponde ao volume total das

solugdes sintéticas utilizadas.

6.2.3 Faixalinear de trabalho

As concentracfes da curva de calibracdo analitica variaram entre 0,02 e 2,0
mg L™ para os elementos Cu, Fe, Mn. Para Mg a variacéo foi de 0,5 e 50,0 mg L™,
Todas as solugbes da curva de calibracdo analitica foram avolumadas com os
fluidos sintéticos utilizados nos ensaios de bioacessibilidade. A faixa linear de
trabalho correspondeu a variacdo entre os valores de LOQ e a concentracdo mais
elevada da curva de calibracdo analitica.

Na Tabela 30 estdo elencados os coeficientes de determinacdo e as

equacdes da reta para os elementos avaliados na bioacessibilidade.

Tabela 30 - Equagéo da reta e coeficiente de determinagdo para cada elemento
determinado por ICP-MS.

Faixa de concentracao

Elemento Equacéo da reta Coeficiente de Determinacao

(mg L™
Cu 0,02-2,0 y = 18222x + 0,12 0,9997
Fe 0,02-2,0 y =15802x + 2715 0,9982
Mn 0,02 -2,0 y = 198214x + 2059 0,9988
Mg 0,5-50,0 y = 17002x +129153 0,9981
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6.2.4 Precisao

A precisdo do método, avaliada em termo de repetitividade, foi avaliada
considerando 7 réplicas da amostra de fécula. Os valores de RSD% para Cu, Mn e
Mg foram de 3, 9 e 11%, respectivamente. Para Fe os valores obtidos estavam
abaixo do LOQ.

6.3 Determinacdo dos teores bioacessiveis de Mg e Mn

Nesta etapa, foi possivel quantificar os teores bioacessiveis apenas para Mg
e Mn em apenas 2 (MMSEF e TRDG) das 4 amostras analisadas. Os demais
analitos avaliados tiveram teores bioacessiveis abaixo do LOQ.

Magnésio apresentou teores bioacessiveis (385 + 42) acima dos limites de
guantificacdo apenas para a amostra de mandioca (MMSEF). Conforme relatado por
Montagnac; Davis; Tanumihardjo (2009), o processamento da mandioca em seus
derivados pode afetar o valor nutricional dos mesmos. Com esses resultados foi
possivel inferir que o processamento da mandioca pode levar a uma reducéo do teor
de minerais por lixiviacdo, contribuindo também para uma menor disponibilidade de
nutrientes para o organismo.

Para Mn, esses valores variaram de 1,44 + 0,13 pg g (MMSEF) e 0,59 + 0,01
g g* (TRDG). Dessa forma, as fracbes bioacessiveis (FB) obtidas para esses
elementos e calculadas a partir da Equacdo 11, variaram de 43 + 4% e 106 +2%

para Mn, e, para Mg, a fracao bioacessivel foi de 80 + 8%.

FB = (TB/TT ) x 100 Equacéo 11

Em que, TB € o teor bioacessivel e TT o teor total.
A Tabela 31 apresenta um resumo dos resultados obtidos nos ensaios de
bioacessibilidade. Para o célculo do balangco de massa (BM), foi empregada a

Equacao 11.
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Tabela 31 - Teores totais (TT), teores bioacessiveis (TB), teores residuais (TR) em
ug g, fracdo bioacessivel (FB) e balanco de massa (BM), em percentagem, para 0s
elementos Mg e Mn.

Amostra  TT (ugg™) TB(ugg-1) FB(%) TR(ugg? BM (%)

Mg
MMSEF 463 + 28 385+ 42 80+8 79+7 95+8
TRDG 27 +5 <109 < 109 29+6 122 + 11
Mn

MMSEF 3,056+0,11 1,44 +0,13 43 £ 4 1,9+0,05 106 = 2
TRDG 0,55+0,01 0,59 +0,01 106 £2 0,02 +0,001 110+1

As fracBes bioacessiveis para Mn na amostra de fécula foram maiores
qgquando comparado com a amostra de mandioca. A disponibilidade de alguns
elementos pode variar dependendo da composicdo da amostra, sendo influenciada
pela presenca de fatores antinutricionais, os quais podem diminuir a solubilidade de
espécies cationicas divalentes (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Dos
fatores nutricionais presentes na mandioca, o fitato destaca-se com grande
abundancia, aproximadamente 624 mg / 100 g nas raizes, sendo capaz de interagir
com esses cations e interferir na absor¢cdo dos mesmos pelo organismo,
(MONTAGNAC; DAVIS; TANUMIHARDJO, 2009).

Estudos complementares sdo necessarios para uma avaliacdo mais ampla da
bioacessibilidade de elementos essenciais e ndo essenciais em amostras de

mandioca e seus derivados.

6.4 CONSIDERACOES PARCIAIS

Nesta etapa foi realizada a estimativa da bioacessibilidade para Cu, Fe, Mg e
Mn. Entretanto, foi possivel estimar teores bioacessiveis apenas para Mn e Mg,
sendo necessarios estudos complementares para uma melhor avaliacdo da
bioacessibilidade dos demais elementos quimicos em amostras de fécula e massa

de mandioca;
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho foram avaliadas estratégias analiticas para avaliacdo da
concentracdo total e fazer uma estimativa da bioacessibilidade de elementos
essenciais e potencialmente toxicos em fécula de mandioca.

A condicdo adequada para decomposicdo de amostras de derivados de
mandioca em bloco digestor em sistema fechado, seguido da determinacéo por ICP
OES foi realizada empregado um planejamento experimental 2*. O modelo
matematico obtido teve um bom ajuste (p = 0,68), além de uma boa correlacao entre
0s dados preditos e experimentais (r = 0,9617). O planejamento experimental foi
bastante eficiente no que se refere a custo e frequéncia analitica, quando

comparado com uma otimizacdo univariada

Foi possivel reproduzir o processamento da mandioca em fécula, sendo
verificado que perdas e contaminacdo podem ocorrer ao longo do processo, o0 que
reforca a necessidade de uma padronizacdo do mesmo. Com a avaliagcdo dos dados
obtidos, pode-se afirmar que a mandioca € uma melhor fonte de minerais quando
comparado com a fécula, além de ser viavel o reaproveitamento dos subprodutos
(sobrenadante e massa residual) gerados a partir da extracdo, mesmo esses tendo
um menor teor de elementos. A distribuicdo de concentracdo dos macroelementos
estudados segue a ordem: K > Ca > P > Mg, na maioria das amostras de fécula,

mostrando a sua importancia em termos nutricionais.

Foi realizado um estudo para avaliar a concentracéo de As, Cd, Se e V e
confirmar as concentracdes de Co, Cr, Cu, Mn, Pb e Zn empregando ICP-MS. Foi
constatado que para determinar os elementos As, Cd, Co, Cu, Mn e Pb em amostras
de fécula, apos decomposicéo utilizando acido nitrico, ndo foi necessario o uso da
célula de colisdo. Para os elementos V, Se e Zn, o modo CCT se mostrou eficiente.
Entretanto, para Cr, ndo foi possivel resolver as interferéncias espectrais, mesmo
empregando o modo CCT.

Os meétodos desenvolvidos apresentaram boa precisdo e exatiddo, baixos
limites de quantificacéo, o que possibilitou a determinacéo de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, P e Sr por ICP OES, e As, Cd, Co, Cu, Mn, Pb, Se, V e Zn por ICP-MS, em
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amostras de fécula de mandioca, bem como estimar os teores bioacessiveis de Mn e

Mg nessas amostras.

As concentracdes médias obtidas para As e Cd nas amostras de fécula estao
abaixo dos valores estabelecidos pela ANVISA. No entanto, a concentragdo média
obtida para Pb foi cerca de 3 vezes maior que o recomendado. Assim, fica evidente
a importancia de uma avaliacdo continua em amostras de mandioca e seus
derivados, visando garantir que os niveis de contaminacdo nao ultrapassem limites
seguros para a populacao.

Com base na ingestao diaria recomendada para adultos, o consumo de 100 g
de derivado de mandioca fornece 1,0 - 2,8% da ingestdo diaria de Ca, 3,8 - 2,9%
para Cu, 1,2 — 12,4% para Fe, 0,4 - 17,8% para Mg 0,8 — 11,0% para Mn, 1,6 —
18,0% para P, 52,7 — 53,7% para Se e 7,0 — 9,1% para Zn.

Ap6s avaliacdo da bioacessibilidade, ficou confirmado que os teores
bioacessiveis sdo influenciados tanto pelo o processamento dos alimentos quanto
pela sua composicado. Foi possivel estimar teores bioacessiveis apenas para Mn e
Mg, sendo necessarios estudos complementares para uma melhor avaliacdo da

bioacessibilidade em amostras de fécula de mandioca.

Este trabalho tem uma contribuicdo significativa, seja pela proposta de um
procedimento simples e de baixo custo para avaliacdo da composicao elementar da
fécula de mandioca, assim como estimar a bioacessibilidade de Mn e Mg, trazendo
novas informacgfes nutricionais e de interesse para a saude publica. Estudos
complementares devem ser realizados, de forma a ampliar este estudo para maior

numero de amostras e elementos.
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