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Anualmente no mundo sdo gerados milhBes de toneladas de residuos
provenientes das mais diversas culturas do agronegocio, sendo que muitas vezes
estes ndo sdo aproveitados e acabam sendo descartados de forma incorreta, o que
gera danos ambientais. O aproveitamento destes residuos, como 0s provenientes de
vinicolas, que tem como seu principal residuo o bagaco de uva, vem aumentando o
interesse por parte das industrias de alimentos e de cosmeéticos na extracdo de
compostos que apresentam importantes propriedades biolégicas. Estes residuos
apresentam em sua composicdo agua, proteinas, lipideos, carboidratos, vitaminas,
compostos fendlicos e minerais, os quais sao dependentes do tipo de residuo
gerado, da cultivar, bem como das condi¢cdes climaticas e de cultivo. Assim, a
caracterizacdo elementar destas amostras se faz necessario, o que vem a auxiliar a
melhor forma de destino destes. O objetivo do presente trabalho foi o
desenvolvimento de uma metodologia simples e segura de preparo de amostra com
0 uso do sistema de refluxo para posterior determinagéo da concentracéo total e da
fracdo bioacessivel de metais (essenciais e potencialmente toxicos, tais como Ba,
Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb e Zn) em amostras de casca de uva das
cultivares Cabernet Sauvignon e Tannat através da técnica de espectrometria de
emissao Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) com sistema
multimode para introducdo das amostras. Para determinagdo da concentracédo total
dos elementos de interesse, as amostras foram preparadas em um bloco digestor
através de uma decomposicdo acida em sistema de refluxo com dedo frio, utilizando
HNO3; e H,O, como meio oxidante. A exatiddo do meétodo foi realizada através de
testes de adicdo e recuperacdo de analito, obtendo-se recuperacdes adequadas,
gue ficaram na faixa de 82 a 118 %, bem como através de um método comparativo
de preparo de amostra em sistema fechado. De acordo com os resultados obtidos

da concentracgao total, os elementos Cd e Bi ficaram abaixo do limite de deteccéo do



método (LOD,) em ambas as amostras e o Cr para a cultivar Tannat. Para a
determinacado da fracdo bioacessivel, foi simulado o sistema gastrointestinal in vitro.
A exatiddo do método foi avaliada somando-se a fracdo bioacessivel (sobrenadante)
com a ndo bioacessivel, a qual deve ser proxima da concentracdo total, os
resultados ficaram entre 81 e 120 %. A fracdo bioacessivel dos elementos Zn, Cu,
Ba, Pb, Mn ficaram na faixa de 13,5 a 52,8 %. Ja o Fe que apesar de estar presente
nas amostras em concentracdes consideraveis, teve sua fracdo bioacessivel abaixo
do LOD,,. E importante salientar que o Pb, que é considerado um elemento no
essencial e potencialmente téxico apresentou alta bioacessibilidade, o que ressalta a
necessidade do monitoramento de elementos essenciais e potencialmente toxicos

nestas amostras, o que vem auxiliar no destino desses residuos.

Palavras-chave: sistema de refluxo, casca de uva; decomposicdo &cida;
bioacessibilidade; MIP OES.



Abstract

JACOBS, Bruno. Determination of the total concentration and the bioaccessible
fraction of metals in samples of grape skin of the cultivars Tannat and
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Every year in the world millions of tons of waste are generated from the most
diverse agribusiness crops, many of which are not used and are eventually disposed
of incorrectly, which causes environmental damages. The use of these residues,
such as those from wineries, whose main residue is grape skin, has increased the
interest of the food and cosmetic industries in the extraction of compounds that have
important biological properties. These residues contain water, proteins, lipids,
carbohydrates, vitamins, phenolic compounds and minerals, which are dependent on
the type of residue generated, the cultivar, as well as the climatic and cultivation
conditions. Thus, the elementary characterization of these samples becomes
necessary, which helps to the best form of destination of these. The objective of the
present work was the development of a simple and safe sample preparation
methodology with the use of the reflux system for subsequent determination of the
total concentration and the bioaccessible fraction of metals (essential and potentially
toxic metals such as Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb and Zn) in grape-
peel samples of cultivars Cabernet Sauvignon and Tannat by means of the
microwave induced plasma optical emission spectrometry (MIP OES) with multimode
system for introduction of samples. To determine the total concentration of the
elements of interest, the samples were prepared in a digester block by acid
decomposition in cold reflux with HNO3; and H,O, as the oxidizing medium. The
accuracy of the method was performed by analytical addition and recovery tests,
obtaining adequate recoveries, which were in the range of 82 to 118%, as well as
through a comparative method of sample preparation in a closed system. According
to the results of the total concentration, the elements Cd and Bi were below the limit
of detection of the method (LODm) in both samples and Cr for the cultivar Tannat. In
order to determine the bioacessible fraction, the gastrointestinal system was

simulated in vitro. The accuracy of the method was evaluated by adding the



bioaccessible (supernatant) fraction to the non-bioaccessible fraction, which should
be close to the total concentration, the results were between 81 and 120%. The
bioaccessible fraction of the elements Zn, Cu, Ba, Pb, Mn were in the range of 13.5
to 52.8%. However, the Fe that despite being present in the samples in considerable
concentrations, had its bioaccessible fraction below the LOD,. It is important to point
out that Pb, which is considered a non-essential and potentially toxic element,
showed high bioaccessibility, which highlights the need to monitor essential and
potentially toxic elements in these samples, which helps to the destination of these

residues.

Keywords: reflux system, grape skin; acid decomposition; total concentration;
bioaccessibility; MIP OES.
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1. Introducéao

No ano de 1532, Martin Afonso de Souza trouxe as primeiras videiras da
cultivar Vitis Viniferas ao Brasil para serem plantadas na Capitania de Séo Vicente,
porém ele encontrou clima e solo desfavoraveis para a realizacdo do seu
experimento. Foi entdo que um membro da sua expedicdo, Bras Cubas, em 1551,
transfere as videiras para o Planalto Atlantico e consegue elaborar o primeiro vinho
brasileiro. No Rio Grande do Sul o plantio é creditado a chegada dos jesuitas a
regido das Miss0Oes, através do Padre Roque Gonzales de Santa Cruz (VINHOS DO
BRASIL).

A diversidade climatica e a criatividade dos brasileiros, levou o pais a alcancar
uma vitivinicultura completamente original. A vinda de milhares de imigrantes,
principalmente a de europeus, aliada ao investimento em inovagao, resultou na
elaboracdo de vinhos distintos, onde cada zona produtora desenvolveu sua
especialidade, com caracteristicas proprias. Hoje, a area de producéo vitivinicola no
Brasil soma 79,1 mil hectares, divididos principalmente entre seis regifes (Serra
Gaulcha, Serra do Sudeste e Campos de Cima da Serra, no Rio Grande do Sul,
Planato Catarinense e Vale do Sao Francisco) . Essas regides abrigam a maioria
das mais de 1,1 mil vinicolas espalhadas pelo pais, as quais estdo instaladas
principalmente em pequenas propriedades, com uma média de 2 hectares de
vinhedos por familia. (IBRAVIN., 2018).

A Serra Gaucha ocupa a primeira colocacéo na producédo de vinhos, seguido
da Campanha Gaucha, a qual apresenta aproximadamente dois mil hectares de
vinhedos, todos em espaldeira, correspondendo a nivel nacional, a soma de 35 % do
total de uvas vitis viniferas cultivadas, aliando o cultivo a paisagem, inovacao,
preservacao e sustentabilidade (DEBON., 2015).

No entanto, nos ultimos anos tem se constatado a necessidade de destinar
corretamente os residuos gerados pelas industrias vinicolas, os quais podem
representar até 30 % do peso total das uvas, dependendo das condicbes da
colheita. Assim, com base no volume consideravel de residuos gerados e a
importancia relacionada as questdes de sustentabilidade e problemas de carater

ambiental, cresce cada vez mais a demanda por novas perspectivas que
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possibilitem o reuso destes subprodutos (AHMAD & ALl SIAHSAR, 2011,
ROCKENBACH et al., 2008).

Os residuos sélidos da uva processada industrialmente que podem ter algum
interesse econdmico potencial sdo o engaco, o bagaco, sementes, material filtrado
dos liquidos e outros. Dependendo do tipo de residuo, das condi¢fes climéticas e de
cultivo, esses sdo compostos de agua, carboidratos, lipidios, proteinas, vitaminas e
minerais, bem como por compostos com propriedades biolégicas importantes, como
fibras, vitamina C e compostos fendlicos (AHMADI & ALI SIAHSAR, 2011; BURIN et
al., 2010; ROCKENBACH et al., 2008;).

Com base nas propriedades funcionais dos compostos presentes nesses
residuos, os quais se caracterizam por atuar auxiliando no metabolismo humano,
estudos vém evidenciando o interesse das indUstrias para a extracdo desses
compostos, com o objetivo de agregar valor aos produtos alimenticios, auxiliando na
melhoria do padrdo e seguranca alimentar da populacdo, além de prevenir diversos
tipos de doencas (CETIN et al., 2011; DENG et al., 2011). Cabe salientar que, hovos
estudos também vém evidenciando um potencial promissor desses subprodutos a
ser utilizado como alimentagdo animal e humana, bem como sua incorporagdo na
adubacao organica (GALLON et al, 2013; KLINGER et al, 2013; LOPES et al, 2013;
PAZ et al, 2015; OLIVEIRA et al, 2016; ZHU et al, 2019 no prelo;).

Com base no contexto da reutilizacdo destes residuos aplicados as mais
diversas areas, e sabendo-se da importancia dos teores de metais para garantir a
qualidade e o valor nutricional do fruto, é de fundamental importancia a
determinacao da concentracdo total e da fracdo bioacessivel de metais através de
um preparo de amostras adequado, bem como uma técnica analitica instrumental
gue apresente precisao e exatiddo adequadas.

Dentre os varios elementos pesquisados neste trabalho, o Pb e Cd sao
considerados potencialmente téxicos. Porém, normalmente, sdo encontrados em
concentracfes baixas, na ordem de ppb, desta forma foi necesséario aplicar o
sistema multimode com geragao de hidretos ao MIP OES para sua determinagéo,
com o intuito de aumentar a sensibilidade da técnica analitica (KODURU & LEE,
2014; DONATI et al., 2013; D’ULIVO et al., 2011).
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2. Revisao da literatura

2.1 Panorama da vitivinicultura brasileira

A viticultura no Brasil € muito propria e caracteristica nas suas principais
regides produtoras. Ha regibes onde a producdo se destina principalmente ao
consumo in natura, outras para processamento, transformando a uva em suco e
vinho. H& também regibes onde se predomina o cultivo de uvas americanas ou
hibridas, e outras com cultivo exclusivo de variedades de Vitis viniferas, como é o
caso da Campanha Gaucha. A agricultura familiar € a principal fonte produtora de
uvas, mas também ha médias e grandes empresas envolvidas no setor, as quais
muitas vezes fazem parcerias com as pequenas empresas e/ou agricultura familiar
para aumentarem o seu volume de producdo. Os produtos finais, como suco e vinho
apresentam caracteristicas distintas, uma vez que a uva é cultivada em diferentes
solos, clima e o modo de fazer estéo relacionados com a cultura local. A elaboracéo
de vinhos de mesa e suco (integral e concentrado) representa a maior parte do
processamento da produgdo, mas também ha o reconhecimento internacional dos
vinhos finos, sejam eles espumantes ou tranquilos (MELLO, 2016).

A é&rea cultivada com videiras no Brasil, em 2016, foi de aproximadamente
78,5 mil hectares, apresentando aumento de 0,68% em relacdo ao ano anterior
(Tabela 1), sendo o Rio Grande do Sul o estado com maior representatividade, em
torno de 60 % da area viticola nacional, concentrando mais de 60% da area viticola
nacional com 50.044 hectares. Na principal microrregido produtora, Caxias do Sul,
caracterizada pela producéo de uvas destinadas a elaboracdo de vinhos e suco de
uva, em 2015, apresentava 79,68% das propriedades viticolas do estado, sendo a

agricultura familiar a principal fonte produtora (MELLO, 2016).
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Estado/Ano 2014 2015 2016
Rondbnia 25 27 27
Piaui 9 7 7
Ceara 25 38 38
Paraiba 202 122 132
Pernambuco 6.797 6.814 7.143
Bahia 2.862 2.861 2.519
Minas Gerais 784 856 911
Espirito Santo 138 148 180
Rio de Janeiro 10 7 7
Séao Paulo 8.040 7.803 7.939
Parana 4.681 4.465 4,500
Santa Catarina 4.897 4.846 4.823
Rio Grande do Sul 50.007 49,739 50.044
Mato Grosso do Sul 18 13 56
Mato Grosso 57 51 56
Goias 150 150 106
Distrito Federal 77 79 65

Tabela 1. Area cultivada com videiras, por estado, em hectares, 2014/2016.
Fonte: MELLO, 2016.

Segundo a Organizacdo Mundial do Vinho (OIV) em 2016 a previsdo de
area utilizada no cultivo de videiras foi de 7,5 milhdes de hectares. Deste total o
Brasil apresentou no ano de 2013 aproximadamente 90 mil hectares e em 2016, 85
mil hectares, onde produziu 1,4 milhdes e 1,1 milhdes de toneladas de uva,
respectivamente. Porém apenas 33% do volume total produzido teve como destino a
producgéo de vinho (Ol1V, 2016).

No Rio Grande do Sul em 2017, de acordo com o IBRAVIN/Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)/Secretaria da Agricultura, Pecuéria e
Irrigacdo(SEAPI-RS) foram processadas 753,3 mil toneladas de uva (viniferas,
americanas/hibridas), sendo que 77,9 mil toneladas foram de uvas viniferas
(IBRAVIN, 2017).

Dentre as viniferas tintas, e que foram utilizadas neste presente trabalho a
cultivar Cabernet Sauvignon se destaca em area plantada. No periodo de 1996/2015
a area permaneceu estavel, com 433 hectares, aumentando para 1.868 ha em 2007,
e reduzindo-se a 1.028 hectares em 2015. A cultivar Tannat apresentou crescimento
até o ano de 2007, atingindo 421 hectares e apos teve reducdes anuais, chegando a
352 hectares em 2015 (IBRAVIN, 2017).
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De acordo com o Instituto Brasileiro do Vinho (IBRAVIN) neste ano de 2018 a
safra de uva no Rio Grande do Sul é caracterizada por sua qualidade, onde foram
colhidos 663,2 milhdes de quilos de uvas destinados ao processamento de produtos
vinicolas. Isso corresponde a 90 % da producdo nacional, sendo que deste total
597.699.541 foram de uvas americanas e hibridas e 65.540.421 de Vitis viniferas
(IBRAVIN, 2018).

Nesta safra, 113 variedades de uva foram colhidas em 129 municipios do Rio
Grande do Sul, com processamento realizado em 64 cidades do Estado. Assim
como nos ultimos seis anos, 50% da producao foi destinada a elaboracao de suco
(IBRAVIN, 2018).

2.2 Subprodutos da industria vitivinicola

De acordo com a Associacdo Brasileira de Normas técnicas (ABNT), NBR
10004/2004, os residuos séao classificados como “todo material nos estados sélido e
semi-soélido, que resulta de atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar,
comercial, agricola, de servigos e de varrigdo”. Além disso, segundo a Resolucéo do
CONAMA n°5, ficam incluidos também nesta definicdo os lodos provenientes de
sistemas de tratamento de agua, aqueles gerados em equipamentos e instalacées
de controle de poluicdo, bem como determinados liquidos cujas particularidades
tornem inviavel o seu lancamento na rede publica de esgotos ou corpos de agua.

A classificacdo dos residuos sélidos, de forma mais especifica, conforme a
norma, € definida em 4 classes, tais como perigosos, ndo perigosos, inertes e nao
inertes (ABNT, 2004).

Em todo mundo, milh&es de toneladas de residuos provenientes de atividades
agroindustriais sdo gerados todo ano, sendo que alguns deles sdo usados como
complemento em racdo animal e outros dispostos em campo aberto. Embora a
maioria seja biodegradavel, necessitam de certo tempo para sofrer a mineralizagéo,
0 que pode causar danos ao meio ambiente pelo descarte de forma incorreta
(MAKRIS, 2007; CATANEO, 2008).

Dentre os inumeros residuos provenientes do agronegdécio no Brasil, se
destacam os do setor vinicola pelo alto volume gerado de residuos, de

aproximadamente 20 a 30 %, comparado com o peso total, dependendo da cultivar e
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do processo de prensagem. Esse residuo é composto pelo engaco, bagaco (casca e
sementes) e a borra resultante do processo fermentativo, o que torna esse setor
promissor como fonte de substancias naturais (MAKRIS et al.,, 2007; DWYER et
al.,2014).

O engaco é rico em compostos tanicos, os quais apresentam alto potencial
nutracéutico e farmacolégico. A casca da uva representa, em média, 82 % do peso
do bagaco (KAMMERER et al, 2004) sendo uma fonte de antocianidinas e
antocianinas, que sdo corantes naturais e possuem propriedades antioxidantes.
Além disso, apresenta acucares e macro e micronutrientes (MURGA et al., 2000;
YILMAZ & TOLEDO, 2006), sendo também uma excelente fonte de fibra alimentar,
gue corresponde de 50 a 60 % da composicao total das cascas (DENG et al, 2011).
A semente da uva é composta aproximadamente de: 40% fibra, 16% Oleo, 11%
proteinas, 7% compostos fendlicos complexos (taninos), aglcares e sais minerais,
sendo rica em Oleo essencial, o qual possui um alto valor agregado, sendo utilizado
nas industrias quimicas de cosméticos e farmacéuticas. (MURGA et al., 2000).

O bagaco de uva representa um importante subproduto da industria vinicola e
sua composi¢do quimica pode variar bastante, dependendo do tipo de bagaco, a
natureza das castas de que provém o modo de vinificacdo, as condigbes
atmosféricas que presidem a vegetacdo do vinhedo, as quais tém uma influéncia
marcada na composicdo das uvas e na sua conducao e o estado sanitario das uvas
no momento da vindima (FAMUYIWA & OUGH, 1982).

Segundo dados da industria, na producdo de 100 litros de vinho branco
obtém-se 31,7 kg de residuos, enquanto que na producéo de 100 litros de vinho tinto
obtém-se 25 kg de residuos, gerando 20 Kg e 17 Kg de bagaco, respectivamente.
Hoje, estes subprodutos estdo sendo utilizados como racéo animal e como adubo de
vinhedos, beneficiando os sistemas agricolas familiares, e por outro lado, permitindo
as vinicolas a doac¢do ou mesmo a venda deste subproduto (CAMPOS, 2005).

No estudo realizado pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) e pela
Fundacdo das Industrias do Estado de S&o Paulo (Fiesp) em 2010, denominado
Brasil Food Trends 2020, foi demonstrado que os consumidores estdo buscando
habitos alimentares cada vez mais saudaveis e que estdo exigindo mais
responsabilidade por parte das industrias alimenticias no controle dos seus residuos

e o reaproveitamento destes (ITAL, 2010)

22



O aumento do interesse do consumidor em relagédo ao perfil ambiental em
produtos, especialmente aqueles ligados ao setor de alimentos e bebidas, aliado as
pressfes governamentais e das comunidades locais, vem encorajando empresas a
tomarem praticas sustentaveis na cultura da uva e na producao de vinho (RUGANI
et al, 2013).

2.3 Utilizacdo dos subprodutos da producao de vinho

Como é de conhecimento, os residuos gerados pelas agroindustrias podem
ser aproveitados como ingredientes na elaboracdo de novos produtos. Dentre estes
destaca-se o0s subprodutos gerados a partir do processamento da uva, ja que as
uvas sdo consideradas 6timas fontes naturais de antioxidantes e compostos
fendlicos, os quais contribuem na reducdo de doencas cardiovasculares,
neurolégicas e cancerigenas (ABE et al, 2007; LOPES, 2013; ZHU, 2019, no prelo).

De acordo com trabalhos citados na literatura, o bagaco de uva, que é
composto da casca e semente, vem sendo utilizado para a extracao de acido citrico,
malatos, tartaratos de potassio, compostos fendlicos e 6leo proveniente da semente
(GONZALES-PARAMAS et al, 2004; ROCKENBACH et al, 2008), os quais podem
ser utilizados na composicdo de cosméticos, suplementos alimentar, fitoterapicos,
dietéticos e como antioxidantes na industria de alimentos. Estas visam desenvolver
formulacbes que tenham como objetivo melhorar a qualidade dos produtos
alimenticios, atendendo a demanda dos consumidores por alimentos mais saudaveis
e naturais.

Também ha relatos do uso da farinha de bagaco de uva em paes (PAZ et
al., 2015), barra de cerais, massas, 0 que torna uma excelente alternativa para os
diabéticos, uma vez que tem o consumo restrito de frutas in natura devido ao alto
teor de acucar presente (OLIVEIRA et al, 2016), assim como uso de antioxidantes
oriundos de fontes naturais, em substituicAo aos aditivos sintéticos, aplicados
principalmente em produtos carneos vem sendo o foco de muitos trabalhos (NEGRO
et al, 2003). Outras aplicacbes conhecidas para os residuos gerados a partir da
industria do vinho sdo: material organico para condicionamento do solo, alimentagéo
animal (ovinos, suinos e bovinos) (BARROSO et al, 2006; LOULI, 2004;
SHIRAHIGUE et al, 2010).
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Barroso e colaboradores (2006) relatam que nas regifes semiaridas, como as
encontradas em locais do nordeste brasileiro, as quais também sdo produtoras de
uva, por apresentarem poucos recursos forrageiros devido a fatores climaticos, como
a falta de chuva, o suprimento alimentar dos rebanhos é afetado, acarretando em
uma deficiéncia nutricional. Em vista disso, o uso do bagaco de uva na sua forma
desidratada e ensilada pode garantir um bom suplemento de nutrientes para 0s
animais, ja que apresentam em média 14,77 % de proteina bruta e 66 % de
carboidratos totais.

Para a incorporacdo desse subproduto na alimentacdo do gado leiteiro, é
indicada uma proporcao de 6 a 10% da dieta, e para o gado de corte esta propor¢ao
pode ser maior, 0 que se torna um atrativo financeiro para as vinicolas uma vez que
podem transformar esse subproduto em um bem econémico, ao invés de despender
gastos para trata-lo. Porém, estudos vém evidenciando que quando fornecido esse
alimento a vacas em periodos de lactacdo, com a incorporacdo acima de 10% da
silagem de bagaco de uva na alimentacdo de vacas leiteiras, pode haver alteracdo
nas caracteristicas do leite, resultando em aroma e sabor desagradaveis em
produtos lacteos pela transferéncia de antioxidantes polifendlicos presentes no
bagaco (GALLON et al, 2013).

Além do uso para animais de grande porte ja citados acima, ha também a
possibilidade do uso do bagaco como ingrediente alternativo no arracoamento de
coelhos em crescimento. Neste estudo ficou demostrado que a adicdo do bagaco
misturado ao feno aumentou o ganho de peso e o consumo de racao, possivelmente
pelo seu efeito palatabilizante e aromatizante (KLINGER et al, 2013).

A compostagem dos residuos da producdo do vinho confere caracteristicas
adequadas para seu uso como condicionador de solo devido a presenca de micro e
macronutrientes. Além disso, a lama de tratamento de vinho mostra-se um
adsorvente eficaz para poluentes potencialmente toxicos (ARANITOYANNIS;
LADAS; MAVROMATIS, 2006).
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2.4 Cultivares

2.4.1 Cabernet Sauvignon

E uma cultivar classica, apresenta cachos de comprimento e largura
medianos, tamanho tendente a pequeno, cilindrico-cdnico, mais longo que largo,
pouco alado, com ocorréncia de dois a trés cachos secundarios pouco
desenvolvidos. (ZOCCHE, 2009)

Nas regifes umidas onde é cultivada, exigem um nimero e uma intensidade
de tratamentos preventivos de doencas e pragas que elevam os custos de producao.
Embora seja uma uva de amadurecimento tardio e producdo pouco volumosa,
oferece um mosto doce e agradavel, resultando apds a vinificagdo, um vinho tinto
escuro, encorpado, com um persistente odor agradavel. O processo de
envelhecimento é lento, portanto, exigindo um longo tempo de guarda. Quando

jovem o vinho mostra-se um pouco adstringente e taninoso (ZOCCHE, 2009).

2.4.2 Tannat

Segundo RIZZON e MIELE (2004), a cultivar Tannat é originaria do
Sudoeste da Franca, sendo responsavel pelas caracteristicas dos vinhos tintos de
Madiran na Franca, e do Uruguai, que se tornaram embleméaticos para essas
regides. Foi introduzida no Rio Grande do Sul, em 1971, pela Estagdo Experimental
de Caxias do Sul. Ela apresenta elevado vigor e brotacéo tardia, o que |he garante
protecdo dos efeitos prejudiciais das geadas primaveris. No entanto, € sensivel a
doencas, como o mildio e ao oidio. O vinho Tannat apresenta elevada intensidade
de cor e concentracdo de taninos, por isso necessita de mais de seis meses de
amadurecimento em barrica de carvalho para adquirir equilibrio e maciez. O destino
dessa producéo é para a elaboracdo de vinho tinto, utilizado principalmente para

corte.
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2.5 Principais doencas na videira, medidas de controle e fertilizagdo.

A videira quando cultivada em condicbes climaticas favoraveis ao
desenvolvimento de patdgenos durante o periodo vegetativo, estd sujeita a uma
série de doencas, que podem ocorrer em todas as partes da planta, como raizes,
troncos, ramos, folhas, brotos e cachos. Algumas dessas doencas, de natureza
fungica ou virdtica, provocam grandes perdas e, frequentemente, tornam-se fatores
limitantes ao cultivo, se medidas de controle adequadas n&o forem adotadas. Dentre
as doencas, as principais sao as fungicas que ocorrem principalmente em uvas
finas. Dentre elas destacam-se o mildio (Plasmopara viticola), oidio (Uncinula
necator), podridées de cachos (Glomerella cingulata, Botrytis cinérea), antracnose
(Elsinoe ampelina) e ferrugem (Phakopsora euvitis). Além das doencas fungicas, as
viroses também podem causar sérios prejuizos aos viticultores (NAVES et al., 2005).

A pulverizagdo com fungicidas de contato € o método de controle adotado
com maior frequéncia pelos produtores para a prevencdo e tratamento destas
doencas (SONEGO & GARRIDO, 2005), que requerem diversas aplicacdes durante
o ciclo de crescimento e producdo da videira (MADDEN et al., 2000). Os fungicidas
sistétmicos e mesostémicos, por apresentarem sitios de acdo mais especificos,
podem induzir o aparecimento de racas resistentes na populacdo dos patdgenos.
Dessa forma, produtos que possuam agdo sistémica e pertengcam ao mesmo grupo
quimico, ndo devem ser utilizados em mais de duas ou trés aplicagbes por ciclo
vegetativo. (NAVES et al., 2005)

Na safra de 2018, correspondente as amostras utilizadas neste trabalho,
foram realizadas aproximadamente 52 aplicacbes em ambas as cultivares com
concentracbes diversas, utilizando 16 fungicidas diferentes. Também foram
aplicados fertilizantes, aproximadamente 70 vezes, sendo 23 diferentes, para
desenvolvimento da planta e fruto.

Tendo em vista a diversidade de defensivos e fertilizantes aplicados em
toda a etapa de desenvolvimento da planta até a colheita do fruto, é possivel que
uma parte desta aplicacdo seja absorvida e/ou retida pela planta e fruto. Sendo
assim a caracterizacdo quanto aos metais presentes nestas amostras é de extrema
importancia, visto que pode haver metais potencilamente toxicos que prejudiqguem o

desenvolvimento da planta e causem doencas ao organismo humano, 0 que esta
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relacionado as inUmeras aplicabilidades destas matrizes nos mais diversos setores
industriais.
Para a determinacdo destes analitos diversas técnicas estdo disponiveis,

entre elas se destacam as de espectrometria atbmica.

2.6 Técnicas analiticas para determinacao de metais

De acordo com a literatura, diversas técnicas analiticas instrumentais vém
sendo utilizadas para a determinacdo de metais. A escolha da técnica mais
adequada de analise deve levar em consideracao o objetivo do trabalho, a natureza
das amostras a serem analisadas, os analitos, a quantidade de amostra disponivel,
exatiddo requerida, bem como os recursos disponiveis (KRUG, 2010)

Dentre as técnicas analiticas citadas na literatura que apresentam
sensibilidade, detectabilidade e precisdo adequada para a determinacdo de metais
em diferentes tipos de matrizes, destacam-se as técnicas de espectrometria atémica,
como absorcéo atdbmica em chama (F AAS), em forno de grafite (GF AAS) ou com
plasma como a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) e a espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP OES) (FIGUEREDO REGO et al.,2012; GARCIA-RICO et al., 2007;
KREJCOVA et al.,2012; MINDAK et al., 2008; PEREIRA & ARRUDA, 2008
SORIANO et al., 2007; WELZ & SPERLING, 1999)

A espectrometria de emisséo 6ptica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES), além das caracteristicas ja apresentadas pelas técnicas que usam
plasma, se diferencia pelo uso de nitrogénio retirado da atmosfera, o que a torna
extremamente competitiva frente as outras técnicas semelhantes (AMAIS et al.,
2013; Ll et al., 2013).

A sensibilidade e o LOD sdo muito importantes quando se esta trabalhando
com concentracdes muito pequenas de elementos e as técnicas que utilizam plasma
citadas acima se diferenciam frente a esses dois parametros, sendo a técnica de
ICP-MS a que apresenta maior sensibilidade (PERKINELMER, 2000).



2.6.1 Espectrometria de emisséo Optica com plasma induzido por micro-ondas

O plasma induzido por micro-ondas (MIP) se destaca devido seu baixo
consumo de energia e géas, facilidade de operacao, aliado a uma boa sensibilidade
para determinacdo de varios elementos (JANKOWSKI, RESZKE, 2010;
MATUSIEWICZ, 2004).

Um sistema tipico de MIP OES consiste nos seguintes componentes
principais: um sistema de introducdo de amostras, uma fonte de excitagdo (gerador
de microondas), um sistema de alimentacdo de gas de plasma, um sistema Optico e
um instrumento para controlar o equipamento, armazenar e processar os resultados.
(JANKOWSKI, RESZKE, 2010). A Figura 1 apresenta o esquema instrumental de um
MIP OES.
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Figura 1: Esquema de instrumentacéo de um MIP OES Conferir a numeracgao.
Fonte: ORESTE, 2017
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Apos o preparo da solugdo analitica padréo (curva analitica) e da solugéo
da amostra, a qual provavelmente passou por um pré-tratamento, ocorrem suas
introducbes no equipamento através de seu sistema de aspiracdo promovido por
uma bomba peristéltica, onde a solugdo passa por um sistema de nebulizacdo sob
alta presséo que as convertem em pequenas gotas de diversos tamanhos, formando
um aerossol. Esse aerossol € projetado para uma camara ciclénica, onde as gotas
maiores sdo descartadas pela acdo da gravidade e somente as micro gotas seguem
para o destino final, que é a tocha do plasma (JANKOSWKI., RESZKE, 2010).
Quando as micro gotas atingem o plasma ocorre primeiramente a etapa de
dessolvatacdo, em que o solvente evapora para produzir um aerossol molecular de
particulas finamente divididas, que € entdo volatilizado para formar moléculas
gasosas. A dissociacdo da maior parte dessas moléculas produz um gas atémico, 0s
quais séo excitados resultando em espectros de emissdo atbmica. Essa radiacao
emitida pela tocha passa por uma série de componentes Opticos, sendo 0s
comprimentos de onda selecionados passam por um monocromador e sdo enviados
para um detector CCD (dispositivo de carga acoplada, do inglés charge-coupled
device) que tem a funcdo de detectar e multiplicar os sinais caso tenham baixa
intensidade. Por fim, esses dados sao registrados e armazenados em um dispositivo
eletrénico (HOLLER et al, 2009; JANKOSWKI & RESZKE, 2010).

Esta técnica se torna atrativa, pela possibilidade de utilizacdo de diferentes
gases, Ar, He, N, ou mistura deles, Ar/He e N,/O,, para gerar o plasma. No MIP
OES que utiliza a combinacdo N,/O,, o plasma é sustentado por nitrogénio a
pressdo atmosférica, sendo a amostra introduzida em forma de aerossol a partir de
um nebulizador pneumatico convencional. O nitrogénio que é utilizado, é fornecido
por um gerador de N, a partir do ar atmosférico, fazendo com que o custo de
operacdo seja 0 mais baixo, em comparacdo com qualquer outra técnica de
espectrometria atdbmica. E importante salientar também que o desempenho da
respectiva técnica foi comparado com o da analise tradicional de ICP-OES e
apresentou resultados correspondentes em termos de LOD, LOQ (JANKOWSKI &
RESZKE, 2010; LI etal., 2013).

No entanto, cabe salientar que a respectiva técnica de andlise, assim como as
demais técnicas instrumentais, também esta sujeita a inferéncias espectrais ou néo

espectrais.
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As interferéncias espectrais, as quais sdo mais comuns, como as
interferéncias quimicas, de ionizacdo e os efeitos de matriz, de acordo com a
literatura podem ser minimizadas a partir da diluicho da amostra, através do
emprego da padronizacdo interna, utilizacdo do método de adicdo de analito ou
separacdo do analito da matriz da amostra (HOLLER et al.,, 2009; ZHANG &
WAGATSUMA, 2002).

Uma forma de contornar essas interferéncias é a partir da geracdo quimica de
vapor (CVG), a qual se caracteriza por transformar a espécie de interesse em um
composto volatil que é posteriormente transportado para o instrumento de medi¢do
(MACHADO, 2017; TAKASE et al., 2002; WELNA et al., 2017; WELZ & SPERLING,
1999).

Das técnicas de CVG, a geracao de hidretos destaca-se dentre as demais,
pois baseia-se na formacao de compostos volateis a partir de uma reacao quimica,
sendo o analito em solucéo, separado da matriz de forma seletiva, e transportado ao
atomizador (TAKASE et al., 2002).

Dentre os agentes redutores utilizados para converter o elemento a seu
respectivo hidreto, o borohidreto de sddio (NaBH,) apresenta-se como o reagente
mais utilizado. A solucado de NaBH, é preparada em meio alcalino, sendo este meio
responsavel por sua estabilizacdo, o que possibilita uma melhor reprodutibilidade,
associado a uma reacao mais homogénea e com cinética mais definida. Em relagéo
ao acido, o HCI é o mais utilizado, sendo a concentracdo dependente do elemento
em estudo. Assim, estas condicbes devem ser otimizadas para cada analito, o que
irAd garantir a eficiéncia da respectiva técnica (TAKASE et al., 2002; VIEIRA et al,
2009).

Esta técnica possibilita a formagéo de hidretos volateis de elementos como
As, Bi, Cd, Ge, Hg, In, P, Pb, Sb, Se, Sn, Te e Ti. A reacao quimica abaixo, equac¢ao
1, representa 0 mecanismo para a geracao de hidretos volateis, onde “E” representa
o analito de interesse, o qual é transformado na forma de hidreto volatil, podendo ser
conduzido até o atomizador; “m” é o estado de oxidacido do analito e “n” € o numero
de coordenacao do hidreto formado (MACHADO, 2017; TAKASE et al., 2002).
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NaBH,4 + 3H,0O + HClI — H3BO3; + NaCl + 8H°
Equacgéo 1
E™ +8H° — EH, + H2(excesso)

A determinagcdo em baixas concentragbes, dos elementos formadores de
hidretos, € possivel a partir do acoplamento da geracao de hidretos (HG) a técnicas
como a espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (HG-FAAS), a
espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado (HG-ICP
OES) e espectrometria de absor¢édo atdmcica com forno de grafite (HG-GF AAS)
(MACHADO, 2017; TAKASE et al., 2002).

E possivel acoplar também a geracéo de hidretos a técnica de espectrometria
de emissado 6ptica com plasma induzido por micro-ondas (HG-MIP OES), através do
sistema de introducdo de amostra multimode (MSIS), o qual permite a introducao da
amostra por meio da geracdo de vapor e nebulizacdo convencional,
simultaneamente.

A Figura 2 representa o sistema de introdugcéo MSIS, permitindo a introducao
da amostra por nebulizagdo convencional e por geragdo de hidretos (Agilent
Technologies, 2016).

Bomba peristaltica
Aerosol da amostra

e gases de hidreto
Agente redutor

I

Amostra
Descarte Gas de nebulizagdo

Figura 2. Esquema do sistema multimode (MSIS) para introducao de amostra.

Fonte: Agilent Technologies, 2016.

Neste trabalho foi usado o sistema multimode de introducédo de amostra,

para todos os elementos em estudo, visto que Bi, Cd e Pb podem formar hidretos
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volateis. Desta forma todos os elementos, formadores e ndo formadores de hidretos

podem ser determinados simultaneamente (WILTSCHE et al, 2008).

2.7 Preparo de amostras

De forma geral, uma analise quimica normalmente exige um tratamento
prévio da amostra visando sua preparacdo para a forma mais apropriada de
insergéo no instrumento de medida. No entanto, esse tratamento pode variar, desde
um simples polimento da superficie da amostra, até sua completa transformacao da
forma sdlida para a forma de uma solucéo, sendo esta compativel com o método de
determinacdo. Deste modo, muitos fatores precisam ser avaliados quando se vai
decompor uma amostra, entre eles, a natureza dessa matriz, bem como os analitos
em estudo e a concentragdo dos mesmos na amostra, além do método a ser

utilizado, associados a precisao e exatidao requeridas (KRUG, 2010).

2.7.1 Decomposicao acida por via umida

O preparo de amostras pode ser realizado através de sistemas abertos e
fechados de decomposicdo. A decomposicdo de materiais organicos por via Umida
normalmente requer o aquecimento da amostra na presenca de um acido mineral
oxidante concentrado, da mistura de acidos com diferentes propriedades, ou do uso
de um &cido oxidante com peroxido de hidrogénio (KRUG, 2008; OLIVEIRA, 2003).
Desta forma, € possivel converter a maioria dos elementos em uma forma
apropriada para sua determinacdo. Esse método € particularmente atil para a
determinacdo de baixas concentracfes de elementos em varios tipos de amostras,
sendo os analitos de interesse convertidos em cations inorganicos simples e nao
volateis, que permanecem no meio acido. Porém, alguns elementos podem sofrer
volatilizacdo e serem perdidos, como halogénios, antimonio, arsénio, boro, mercurio
e selénio, dependendo do procedimento utilizado, além de estarem passivel de
contaminacao pelo ambiente (KRUG, 2008; KRUG & ROCHA, 2016).

Dentre os equipamentos utilizados na decomposicdo por via Umida em

sistema aberto pode-se citar o forno mufla, bico de Bunsen, chapa de aquecimento e



bloco digestor, porém existe a possibilidade de perda do analito por volatilizagéo,
bem como de contaminacéo (KRUG, 2008; KRUG & ROCHA, 2016).

Com o intuito de resolver tais problemas outros sistemas vém sendo
utilizados, como o sistema de digestdo &cida com uso do dedo frio proposto por
Oreste e colaboradores (2013) e decomposicdo acida em sistema fechado, como o
frasco de teflon, que apresenta o inconveniente de ndo poder se trabalhar com
massas elevadas de matéria organica, devido apresentar risco de explosao (KRUG,
2008; OLIVEIRA, 2003).

2.7.2 Digestao acida com sistema de dedo frio

Com o intuito de melhorar as condi¢des relacionadas a etapa de preparo
das amostras, o que garante maior exatiddo das andlises e tendo como base o
trabalho realizado por Ferreira e colaboradores (2013), os quais idealizaram o
sistema de refluxo, o grupo de pesquisa do Laboratdrio de Metrologia Quimica
(LABMEQUI) da UFPel desenvolveu um novo desenho do sistema de refluxo. Esse
novo sistema eliminou alguns inconvenientes como aquecimento da agua do dedo
frio, bem como proporcionou uma melhora com relagéo ao risco de exploséo.

Esse novo sistema também foi pensado para que as analises de rotina
fossem atendidas de forma satisfatoria, e que também se pudesse decompor varias
matrizes diferentes. O sistema modificado da digestdo acida com refluxo proposto
por Oreste e colaboradores (2013) avaliou a eficiéncia deste novo sistema
comparado com o convencional em sistema aberto. O sistema proposto se mostrou
sem risco de perda do analito e do acido por volatilizacdo, isso devido o
desenvolvimento de um conector de politetrafluoretileno (PTFE), com uma abertura
lateral, representado pelo numero trés na Figura 3, que alivia a pressao interna que
€ produzida pela formacéo de gases acidos e CO,. Isso possibilitou o emprego de

temperaturas acima dos pontos de ebulicdo dos acidos.
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Figura 3: A) Sistema de dedo frio com resfriamento, acoplado aos tubos digestores
de vidro. B) Imagem real do sistema de dedo frio
Fonte: ORESTE et al., 2013.

Todo o sistema de refluxo consiste em um tubo de decomposicéo alongado
gue € encaixado no bloco digestor, onde por sua vez outro tubo (dedo frio) é
acoplado a este, no seu interior, o qual é fixado pela tampa de PTFE. Além disso, a
temperatura de condensacao é controlada pela passagem continua de agua, a qual
€ realizada por um equipamento que mantém a &agua termostatizada a 15 °C,
garantindo a condensacdo dos vapores gerados e o retorno destes ao meio
reacional, impedindo perdas de reagentes e analitos por volatilizacdo. A eficiéncia do
sistema foi comprovada no trabalho desenvolvido por Pereira e colaboradores
(2018).

A Figura 4 representa o sistema de refluxo durante o preparo das amostras
por decomposicao acida, bem como o banho termostatizado utilizado para controle

da temperatura da agua de circulagao.
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Figura 4. Sistema de digestdo acida com dedo frio (A) com sistema de recirculacéo

de 4gua termostatizada (B).

2.7.3 Frasco de Teflon

As decomposi¢bes por via Umida em sistema fechado, como o0 uso em
frasco de politetrafluoretileno, também conhecido comercialmente como Teflon, ao
contrario dos sistemas abertos apresentam diversas vantagens, como reducdo da
guantidade de reagentes, diminuindo-se os valores dos brancos; as reac6es podem
ser mais curtas com temperaturas acima do ponto de ebulicdo do reagente; ndo ha
perdas por volatilizacdo dos elementos e ndo ha riscos de contaminacdo por fontes
externas. Porém, devido o sistema trabalhar a pressdes elevadas, em torno de 20
bar, a risco de explosdo o que limita a massa de amostra a ser utilizada (KRUG,
2008; OLIVEIRA, 2003).

Ainda segundo Krug, temperaturas étimas para oxidacao dos constituintes
da matriz em amostras biolégicas estédo na faixa de 170 e 180°C e o uso de 2,0 mL
de HNO3; 65-69% sdo necessarios para mineralizar uma quantidade de amostra

bioldgica que corresponda a 100 mg de carbono puro por um periodo de 3 horas.
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Nos Ultimos anos Vvarias pesquisas vém sendo realizadas para se
determinar a concentracdo de minerais em diferentes partes da baga, utilizando-se
diferentes técnicas de preparo de amostras.

Yang e colaboradores (2010) determinaram a concentracdo de dezoito
elementos em amostras de uvas, na casca, polpa e semente, em trés variedades
distintas. O preparo das amostras se deu pesando 0,5 g de amostra diretamente em
frascos de PTFE ,adicionando-se em seguida 5 mL de HNO3; 65% e 0,25 mL de
H,SO, 40%. Os frascos de PTFE foram colocados em placas de aquecimento
elétrico para decomposicdo por 90 minutos com agitagdo manual para
homogeneizacdo em intervalos de tempo. Apdés a dissolucdo das amostras, foi
adicionado 1 mL de H,0, 30% v/v para clareamento da solucdo e agitados por 45
minutos. Posteriormente, a solucdo resultante foi transferida para vials de 50 mL.
Essas solugdes foram analisadas por ICP-MS.

Em outro trabalho citado na literatura, inicialmente as amostras (bagaco de
uva) foram secas em estufa com posterior trituragdo e passagem por peneira
granulométrica. As amostras foram digeridas através de uma mistura nitroperclérica,
sendo os elementos Ca, Fe, Mg, Zn, Mg determinado por espectrometria de
absorcdo atbmica, e Na e K determinados pela técnica de fotometria de chama
(SOUSA et al, 2014).

Fagundes e colaboradores (2017) determinaram as concentracdes de Ca,
K, Mg na polpa e na casca de uva vinifera Cabernet Sauvignon, e para iSso as
amostras foram decompostas com H»SO,; (98%) e H,O, 30% com posterior
determinacao por espectrometria de absorcédo atbmica. Para as determinacfes de
Ca e Mg empregou-se 0,1% La na forma de La;0Os.

Como pode ser observado nos trabalhos citados acima, as amostras de uva
foram decompostas a partir do uso de misturas de reagentes, acidos oxidantes
fortes, os quais podem colocar em risco o analista em operacdo. E importante
salientar que a solucdo de acido perclorico concentrada libera vapores muito
corrosivos, tanto para pele e olhos, devendo ser manuseada com extremo cuidado,
€ um produto instavel que pode sofrer decomposicdo de forma explosiva,
especialmente na presenca de altas temperaturas. J& o uso do H,SO, como meio
oxidante limita o método de analise, ja que forma alguns sulfatos insollveis como
CaSO0,, BaSO,, SrSO4 e PbSO,.
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Desta forma, o desenvolvimento de métodos analiticos voltados
principalmente a etapa de preparo das amostras ainda € considerado um grande

desafio.

2.8 Micro e macroelementos em videiras e fruto

O crescimento das plantas, geracado e qualidade de seus frutos, como a
uva, sdo afetados pela acédo antropica como também por variacbes edafoclimaticas,
0 que acaba resultando em um produto final com diferentes padrdes fisico-quimicos
nas diferentes safras (BORGUEZAN el al, 2011; ALI & MALTESE, 2010), o que
preocupa o produtor, assim como o endlogo, ja que h& um impacto direto nos
produtos gerados a partir do processamento das uvas (MPELASOKA, 2003).

Dentre os micronutrientes essenciais para a videira, como Fe, Zn, Mn, Cu,
Co (LIKAR et al, 2015; MAGNA, 2013), o Mn tem relagao direta com o metabolismo
do nitrogénio e com a sintese da clorofila (LIKAR et al, 2015; BROADLEY et al,
2012). Ja o Ca, K, Mg considerados macroelementos apresentam um importante
papel no crescimento e na fisiologia da planta (Marschner, 2012). Os elementos Ba
(Jiménez-Ballesta, 2010) e Pb (Bravo et al, 2017), embora presentes no solo e
plantas ndo sdo considerados micronutrientes essenciais, sendo possivelmente
toxicos em baixas concentracges.

Segundo Bravo e colaboradores (2017), que avaliaram a influéncia do pH
do solo na bioacomulacédo de nutrientes nas folhas da videira, estudos evidenciaram
que os elementos Ca, Zn e Cu tem a sua maior absor¢do em pH &cido e os
elementos K, Pb, Mn, Fe e Ba em pH alcalino, entretanto todos tem uma parcela de
absorcao pela planta em pH entre 6 a 9.

Assim como 0s macro e micronutrientes sdo importantes para as plantas
(videiras), eles também desenvolvem fung¢des essenciais para o metabolismo

humano.

2.9 Micro e macroelementos no metabolismo humano

O alimento fornece energia e matéria para as incontaveis substancias

essenciais para o crescimento e a sobrevivéncia de todo ser humano. Os processos
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de digestdo, absorcdo e transporte de nutrientes convertem uma infinidade de
géneros alimenticios complexos em nutrientes individuais prontos para serem
utilizados no metabolismo. Os macronutrientes (proteinas, gorduras e carboidratos)
contribuem para o conjunto de energia total, mas na realidade a energia que
produzem € particularmente voltada para o trabalho dos musculos e 6rgdos do
corpo. A liberacédo de energia para a sintese, 0 movimento e outras funcdes requer
que o0s micronutrientes (vitaminas e minerais) funcionem como coenzimas,
cocatalisadores e tampfes na area aquosa do metabolismo. O modo como 0s
nutrientes tornam-se partes integrantes do corpo e contribuem para funcionamento
corporal adequado depende fortemente dos processos fisiologicos e bioquimicos
gue governam as suas acdes (MAHAN et al, 2012).

Os minerais representam de 4 a 5% do peso corporal, ou 2,8 a 3,5 kg em
mulheres e homens adultos, respectivamente. Aproximadamente 50% desse peso é
calcio e outros 25% séo fdsforo, existindo como fosfatos. Quase 99% do calcio e
70% dos fosfatos sdo encontrados nos o0ssos e dentes. Os outros cinco
macrominerais estabelecidos (magnésio, sédio, potassio, cloro e enxofre) e os onze
microminerais apurados (ferro, zinco, iodo, selénio, manganés, flior, molibdénio,
cobre, cromo, cobalto e boro) constituem os 25% restantes. Os elementos ultra-traco
(ug), tais como arsénico, aluminio, estanho, niquel, vanadio e silicio, fornecem uma
guantidade insignificante de peso. Os minerais também existem como componentes
de compostos organicos, tais como fosfoproteinas, fosfolipidios, metaloenzimas e
outras metaloproteinas, como a hemoglobina (MAHAN et al, 2012).

Entre o0s constituintes inorganicos encontrados nos alimentos, 0s
macroelementos sdo 0s necessarios em maior quantidade, com uma dose diaria
minima de 100 mg. Pode-se citar como exemplo o Ca, P, Mg, K, e Na, porém so
serdo objeto de estudo desta dissertacdo os macroelementos Ca, K e Mg. Em
guantidades menores necessarias (< 15 mg/dia), mas também com grande
relevancia para a manutencdo da saude estdo os microelementos como o Cu, Zn,
Fe, Mn, Cr, Co, Cr (MAHAN et al, 2012). Elementos que nao tem funcéo nutricional
como, Ba, Pb e Bi também sdo encontrados em alimentos, devido a fatores
antropoldégicos.

Conforme apresentado, o0s elementos podem ou n&o apresentar

funcionalidade ao organismo humano, assim a determinacdo quantitativa dos
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mesmos nos subprodutos gerados a partir do processamento das uvas € de extrema
importancia, o que vem a contribuir de forma significativa no destino correto dos

residuos gerados.

3. Sistema gastrointestinal

Pesquisas na area da quimica analitica tem mostrado interesse em
investigar a presencga de macro e micro nutrientes em diversas matrizes alimentares,
porém o conhecimento da concentracdo total de nutrientes presentes em um
alimento ndo possibilita discutir se esse teor suprira as necessidades dos individuos
que o estdo ingerindo, uma vez que ndo se sabe o quanto de fato sera liberado do
alimento e absorvido pelo organismo em suas fungcbes metabdlicas. (FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2009; INTAWONGSE et al., 2006; COSTA et al., 2015). Além disso,
alguns fatores como espécie ou forma quimica contida no alimento, necessidade
nutricional do individuo, fatores genéticos ou também a composicdo da matriz,
podem favorecer ou ndo a liberacéo dos nutrientes (INTAWONGSE et al., 2006).

A partir deste ponto surgem dois termos importantes a serem explicados, a
bioacessibilidade e a biodisponibilidade, os quais simulam o sistema gastrointestinal.

O termo bioacessibilidade pode ser definido como uma fracdo de um
nutriente que € liberado de sua matriz no trato intestinal, tornando-se disponivel para
ser absorvido e passivel de ser levado para a corrente sanguinea (BENITO et al.,
1998; INTAWONGSE et al., 2006; MINEKUS et al., 2014).

J& o termo biodisponibilidade se caracteriza pela absorcéo e transporte dos
nutrientes para os tecidos corporais relevantes (ETCHEVERRY et al, 2012;
FAIRWEATHER-TAIT, 1992). As células do tipo Caco-2, que sdo células de
adenocarcinoma do célon humano, tem sido bastante utilizadas para esta finalidade,
pois permitem o estudo da competicdo de nutrientes e componentes alimentares no
local da absorcdo (ETCHEVERRY et al, 2012.; SILVA et al., 2015.; MINEKUS et al.,
2014).

Tanto a fracdo bioacessivel como a biodisponivel podem ser determinadas
por testes in vivo e in vitro, nos quais ambos os métodos apresentam suas

vantagens e desvantagens. Nos testes in vivo sdo usados animais, como ratos,
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coelhos, porcos, macacos ou seres humanos, podendo ser determinados de duas
maneiras: através do nivel de nutrientes no sangue ou balanco de massa. Esses
testes possuem limitagdes, pois necessita de coleta de material biolégico e dessa
forma ser invasivo. Além disso, como os produtos alimenticios sdo mastigados e
digeridos de diferentes maneiras, a rigidez e texturas diferentes sdo caracteristicas
que influenciardo como a digestdo ocorrera. Sendo assim existem varios fatores
fisiologicos e fisicos que vao influenciar o processo como um todo e sera unico em
cada individuo (DICKINSON, 2014.; MINEKUS et al., 2014.; MOREDA-PINEIRO,
2011.; WANG et al, 2016).

Ja nos testes in vitro, compostos quimicos e enzimaticos sdo aplicados
diretamente sobre a amostra a fim de simular as condi¢des fisioldgicas do sistema
gastrointestinal, levando em consideragdo a presenca de enzimas digestivas, pH,
tempo de digestéo, concentragao de sais, entre outros fatores. Por esta razdo este
tipo de teste vem sendo utilizado com maior frequéncia, devido ndo esbarrar em
guestbes éticas, serem mais rapidos, faceis e por ter um custo menor, ao contrario
dos testes in vivo (DEY, 2015.; MINEKUS et al., 2014.; MOREDA-PINEIRO, 2011.;
OOMEN, 2002).

Todo o processo do sistema gastrointestinal se inicia na boca e termina no
intestino. Na boca inicia-se 0 processo através da trituracdo e esmagamento do
alimento pelos dentes, onde o bolo alimentar € simultaneamente umedecido e
lubrificado pela saliva, que € rica em mucina, a qual € expelida por trés pares de
glandulas salivares (parotidas, submaxilar e sublingual). Essa secre¢do contém a
enzima a-amilase que inicia a quebra das moléculas de amido a um pH de 6-8,
sendo inativada quando alcanca a segunda etapa do processo (0 estbmago) devido
seu conteudo acido (MAHAN et al., 2012; MINEKUS el tal., 2014; VERSANTVOORT
et al., 2005).

No estbmago os alimentos séo propulsionados para frente por contracdes e
misturados com as bebidas ingeridas juntamente com secrecfes gastricas, as quais
sdo excretadas diariamente em torno de 2 a 2,5 L. Essas secre¢fes contém acido
cloridrico, uma protease, lipase gastrica, muco, fator intrinseco (glicoproteinas que
facilitam a absor¢cdo de vitamina B;, no ileo) que auxiliam na decomposi¢do
alimentar e que também sdo importantes para aumentar a disponibilidade e
absorcao intestinal de calcio, ferro e zinco (MAHAN et al., 2012.; SOYBEL, 2005). A
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protease € a enzima pepsina, a qual é secretada em sua forma inativa, sendo entédo
ativada apenas no estdbmago, a uma pH entre 1 a 4, quando em contato com acido
cloridrico e serve principalmente para modificar a forma e o tamanho de algumas
proteinas presentes na refeicdo. No processo final de digestdo gastrica a maioria
dos alimentos é transformada em um quimo (bolo alimentar) semiliquido com
aproximadamente 50 % de agua que é liberado para o intestino delgado. Essa
liberacdo do quimo se da em quantidades pequenas, na ordem de mililitros, e pode
durar de uma a duas horas para refei¢cdes liquidas e de duas a trés horas para
sélidas. Ja em uma refeicdo mista vai depender das caracteristicas do alimento e do
volume total (MAHAN et al, 2012; MINEKUS et al.,2014; VERSANTVOORT et al.,
2005).

Na ultima etapa, que corresponde ao intestino delgado, ocorre a maior parte
da digestdo e absorcdo de nutrientes. O intestino delgado é dividido em duodeno,
jejuno e ileo, os quais tem 0,5 metros, de 2 a 3 metros e de 3 a 4 metros,
respectivamente. A maior parte dos processos digestivos se da no duodeno e na
parte superior do jejuno, ja a absorcdo da maioria dos nutrientes praticamente se
completa quando chega ao meio do jejuno, como demonstrado pela Figura 5. O
quimo, que se encontra em pH &acido, ao entrar no duodeno, € misturado com o suco
duodenal e secrecdes do pancreas e do sistema biliar, os quais contém
principalmente bicarbonato que neutralizam o pH do meio favorecendo as enzimas
do péncreas (pancreatinina) e intestino delgado (bile) para atuarem de forma
satisfatéria (MAHAN et al, 2012; MINEKUS et al.,2014; VERSANTVOORT et al.,
2005).
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Figura 5: Locais de digestdo, secre¢do e absorgao.

Fonte: MAHAN et al, 2012
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4. Objetivos
4.1 Objetivos gerais

Determinar e avaliar a concentracdo total e a fracdo bioacessivel de metais
provenientes da casca de uva das espécies Vitis Viniferas Tannat e Cabernet

Sauvignon, pela técnica de MIP OES.

4.2 Objetivos especificos

- Aplicar o método de decomposicéo &cida para determinacéo da concentragao total
de Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb, Zn em amostras de casca de uva

das cultivares Cabernet Sauvignon e Tannat por MIP OES;
- Aplicar um método comparativo (Frasco de teflon);

- Desenvolver o0 método de preparo de amostra sob refluxo para a casca de uva,

utilizando o sistema multimode de introducdo de amostra com geragao de hidretos;
-Validar os métodos para determinacdo da concentracéo total e da bioacessibilidade;

- Aplicar o método de digestao in vitro para determinacdo da bioacessibiliade de Ba,

Cu, Fe, Mn, Pb, Zn em amostras de casca de uva por MIP OES;

- Relacionar as concentracfes de metais encontradas no teor total e no teor da
fracdo bioacessivel, bem como, com os valores de limites diarios estabelecidos ou

recomendados de ingestao para os analitos estudados.
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5. Materiais e métodos
5.1 Instrumentacao

Para a determinacdo multielementar das concentragbes dos analitos Ba, Bi,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb e Zn nas amostras de casca de uva foi
utiizado o MIP OES, modelo 4200 (Agilent Technologies), equipado com um
detector CCD (do inglés, carge-couple device), monocromador Czerny-Turner com
distancia focal de 600 mm, com faixa de comprimento de onda de 178-780 nm,
equipado com nebulizador One Neb e céamara de nebulizacdo multimodal. O
nitrogénio gasoso (N,) utilizado para operagcdo do plasma foi obtido através de um
gerador de nitrogénio, modelo 4107 (Agilent Technologies), o qual produz N, com
pureza superior a 99,5 %.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata com um tempo de leitura de
trés segundos, para cada elemento, com velocidade de bomba peristaltica de 15 rpm
e tempo de estabilizacdo de 15 s, os quais sdo recomendados pelo fabricante. Os
sinais de fundo foram corrigidos de forma automatica através da subtracao entre os
espectros do branco e das amostras. As condigdes operacionais do MIP OES estéo

apresentadas na Tabela 2
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Tabela 2. Parametros operacionais para determinacao dos metais por MIP OES

Analito Comprimento de Posicao de visualizacéo Vazao de nebulizagao
onda(nm) do plasma(mm) (L min-1)
Ba 455,403 -10 1,00
Bi 306,772 0 0,65
Ca 393,366 10 0,6
Cd 228,802 10 0,55
Co 340.512 0 0,65
Cr 425,433 -10 0,95
Cu 324,754 0 0,6
Fe 371,993 0 0,75
K 766,491 10 1,00
Mg 285,213 10 0,7
Mn 403,076 0 0,85
Pb 405,781 -10 0,7
Zn 213,857 0 0,55

As amostras foram homogeneizadas em um liquidificador com 400 w de
poténcia, (Arno, Brasil). Em seguida, as amostras foram pesadas utilizando uma
balanca analitica com resolucdo de 0,1 mg e tara maxima de 210 g (Modelo AR
2140, Ohaus Adventurer, EUA).

Para a etapa de decomposicdo acida das amostras foi utilizado um bloco
digestor convencional (modelo MA-4025, Marconi, Brasil), onde foi adaptado a cada
um dos tubos digestores um sistema de refluxo (Figura 4), com recirculacdo a
temperatura de 15°C, a qual era provida através de um sistema de banho
termostatizado, modelo Q214S2 (Quimis, Brasil).

Para a determinacdo do teor de umidade foi utilizada uma estufa de
esterilizacdo e secagem, marca Odontobras.

Para o estudo da fragdo bioacessivel se utilizou um pHmetro modelo PHS-3B
(PHTek, Brasil), um banho Dubnoff com aquecimento e agitacdo, modelo Q226M2
(Quimis, Brasil) e uma centrifuga Eppendorf, modelo 5804 R (Alemanha).
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5.2 Materiais e reagentes

Para o processo de elaboracdo do vinho foram utilizadas garrafas de vidro,
rolhas sintéticas, valvula de Miller, levedura (Zymaflore Xpure, Franca).

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solu¢cdes empregadas
foram preparadas com agua destilada e deionizada.

As solugbes dos analitos foram preparadas em meio acido a partir de uma
solucdo estoque contendo 100 mg L™ para, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Pb e Zn
(Sigma-Aldrich, St.Louis - USA), 10.000 mg L™ para K, Fe e Mg (Merck, Alemanha)
e 1000 mg L™ Bi (Fluka Analytical, Suica) e Ca (Merck, Alemanha). Para o método
de decomposicao &cida, foi utilizado o H,O, 30% (Dinamica, Brasil) e 0 HNO3; 65%
bidestilado (Neon, Brasil). Para a geracdo quimica de vapor, foram utilizadas
solucbes de NaBH4 0,5 % (m/v) estabilizada em meio alcalino com NaOH 0,5 %
(m/v).

Os reagentes utilizados para os estudos de bioacessibilidade foram: CaCly,
NaOH, KCI, NaCl, KH,PO,4, MgCl,(H20)s (Synth, Brasil), NaHCO3; e HCI (Merck,
Alemanha), (NH,4),CO3 (J.T. Baker, EUA), a Amilase da Aspergillus oryzae (Sigma
86250, China), Pepsina (Sigma P7000, Suica), Bile (Sigma B8631, Nova Zelandia) e
Pancreatina 3x (Sigma P1625, EUA).

Foi utilizado com meio de suporte para pesagem das amostras papel de tipo

ceda, 100% celulose, da marca alLeda.
5.3 Amostras

As uvas das cultivares Tannat e Cabernet Sauvignon, Figura 6, foram
adquiridas através da doacao da vinicola Guatambu, localiza no municipio de Dom
Pedrito-RS. Foram coletados diversos cachos em locais diferentes do vinhedo, de
forma a ter maior representatividade. Ambos os vinhedos se encontram na mesma
propriedade localizada no interior do municipio, a qual tem a seguinte localizagdo
geografica: Tannat (Latitude: -30.98811597843 Sul, -54.492673088443 QOeste) e
Cabernet Sauvignon (Latitude: -30.9855753741855 Sul, -54. 4943688125776
Oeste).
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Cabernet Sauvignon Tannat

Figura 6: Amostras das cultivares Cabernet Sauvignon e Tannat

Fonte: autor

As uvas foram lavadas com agua ultrapura, Milli-Q, e posteriormente foi
realizado o desengace manual e separacdo da casca da polpa e semente. Em
seguida a polpa foi prensada manualmente a fim de se obter o mosto. As cascas
juntamente com o mosto foram adicionadas em frascos de vidro para o processo de
fermentacao e, sendo que apds quatro dias as cascas foram separadas do processo
de elaboracdo do vinho para serem trituradas e armazenadas em frascos de PP e

congeladas em freezer doméstico.

5.4 Teor de umidade

O teor de umidade foi realizado nas amostras de casca de uva analisadas,
para saber a quantidade de agua presente em sua composi¢cao. Esse estudo se faz
necessario uma vez que a quantidade de agua influencia na eficiéncia dos reagentes
adicionados no preparo de amostras.

A determinacao do teor de umidade foi realizada em triplicata, de acordo com
metodologia adaptada do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para isso foi pesado
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aproximadamente 5 g das diferentes amostras de casca de uva diretamente em
béqueres e posteriormente, levadas para aquecimento em estufa a 105 °C, por 3
horas. Posteriormente, as amostras foram retiradas da estufa e colocadas em um
dessecador até atingirem temperatura ambiente para proceder com a pesagem das
mesmas. Este processo foi repetido até a estabilizacdo do peso.

A porcentagem de umidade foi entdo calcula usando a férmula descrita na

equacéo 2:

. 100 X N
% umidade = — ( Equacio 2)

Onde N é o numero de gramas de umidade (perda de massa em gramas) e P é o

namero de gramas da amostra.

5.5 Sélidos totais dissolvidos e acidez

O teor de solidos dissolvidos totais foi adaptado da metodologia descrita por
Adolf Lutz (2008), onde primeiramente foi realizada uma decomposicdo acida em
bloco digestor com 5 mL de acido nitrico 65% e 1 mL de peréxido de hidrogénio 30%
v/v, em triplicata. Para isso foi usada a massa aproximada de 2,5 g das cultivares
Tannat e Cabernet Sauvignon. Apés, foi retirada uma aliquota de aproximadamente
duas gramas, sendo esta pesada em balanca analitica, e posteriormente adicionada
a um béquer, a qual foi levada a secura em chapa aquecedora para evaporacao dos
acidos. Em seguida as amostras foram levadas para estufa a 180 °C por 1 hora e
resfriadas em dessecador até temperatura ambiente para serem pesadas. Repetiu-
se a passagem até atingir peso constante, utilizando o mesmo calculo da umidade.

A andlise de acidez total foi realizada através de método titulomeétrico, usando
como titulante NaOH 0,1 mol L™, previamente padronizado com Bftalato de Potassio.
O indicador usado foi a Fenolftaleina 1% e o ponto de viragem se deu no primeiro
aparecimento da cor rosa, de forma persistente. O volume de titulado usado foi de
0,5 mL. A porcentagem de acidez foi calculada levando-se em consideracdo a

massa do HNOs.
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5.6 Método de preparo das amostras
5.6.1 Decomposicao acida em bloco digestor com sistema de refluxo

Neste procedimento, foram inicialmente pesados 2,5 g de amostra, em
triplicata, e embaladas em ceda 100% celulose para que fosse inserido no tubo de
digestdo. Em seguida foi adicionado pérolas de vidro em cada tubo de digestdo e 5
mL de HNO3; 65%, encaminhado a aquecimento no bloco de digestdo submetido a
um programa de aquecimento, conforme apresentado na Tabela 3. O sistema de
refluxo foi acoplado aos tubos digestores, e foi utilizado uma recirculagao interna de

agua a qual foi mantida constantemente a 15 °C.

Tabela 3. Programa de aguecimento do bloco de digestdo com sistema de refluxo.

Etapa Tempo (min) Temperatura (°C)
1 10 80

2 10 150

3 120 200

4 60 150

Na etapa 4 se esperou a temperatura baixar a 150°C para a adi¢cdo de 1 mL
de H,0,30% v/v.

Ao término da ultima etapa, as solugcbes resultantes nos tubos digestores
foram transferidas de forma quantitativa para frascos de PP (polipropileno),
previamente descontaminados, e estes foram aferidos a 20 mL com &gua
deionizada. Todas as analises foram realizadas em triplicata, para verificar a
precisdo do método proposto. A exatiddo do método foi comprovada a partir de
testes de adicdo e recuperacao de analito na presenca da matriz da amostra, bem
como através da comparacdo dos resultados com um método comparativo de

decomposicao acida em sistema fechado.
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5.6.2 Digestéo 4cida em sistema fechado de alta presséo — Frasco de teflon

Para este estudo foi utilizado um sistema fechado com frascos de PTFE em
bloco digestor. Utilizou-se esse procedimento como um método comparativo a
decomposicao acida em bloco digestor com sistema de refluxo, a fim de validar o
referido método de preparo de amostra.

A andlise foi realizada em triplicata, onde se pesou diretamente em todas o0s
frascos, a quantidade aproximada de 321 mg de amostra na presenca de 2,5 mL de
HNO3,

No frasco do branco foi adicionado apenas o meio reacional (2,5 mL de
HNO3). Apds os frascos foram fechados e colocados no bloco de digestdo por 3
horas a uma temperatura de 140 °C. Finalizado o tempo, se esperou esfriar e em
seguida se transferiu a solucéo para frascos de PP sendo estes avolumados a 20
mL com &gua deionizada para posterior leitura no MIP OES.

5.7 Fracédo Bioacessivel

O teste de bioacessibilidade in vitro empregado foi um método adaptado de
Minekus e colaboradores, 2014. O método consiste em trés etapas consecutivas, as
quais representam o sistema digestivo humano: a primeira etapa simula a boca na
qual é adicionada uma solucdo de amylase, a qual simula a saliva, em meio neutro
(pH=7). A segunda etapa simula o estdmago, utilizando solugéo de pepsina em meio
acido (pH=3) e a Ultima etapa simula a digestdo intestinal, onde utiliza-se uma
solucdo de pancreatinina e bile, em pH neutro. Para este estudo primeiramente,
foram preparadas as solugdes de sais que simulam as substancias ativas do sistema

digestivo (saliva, suco gastrico e suco intestinal), representadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Concentragao dos reagentes utilizados nas solugdes do sistema digestivo

Reagentes Concentracéo Reagentes Concentracéo
KCI 37,3g L™ CaCly(H,0), 7,5 mmol L?
KH,PO, 340¢gL* CaCly(H,0), 2,0 mmol L*
NaHCOs; 840¢glL* CaCly(H,0y, 9,0 mmol L*
NaCl 117,0g L™ NaOH 1 mol L™
MgCla(H20)s 15,25g L™ HCI 6,0 mol L™
(NH4),CO3 12,0gL* HCI 1,0 mol L*
CaCl,(H.0), 12,0g L™

Em seguida foram preparadas as solugdes utilizadas para simular o sistema

digestivo, as quais se deram pela a adicdo das enzimas e reagentes, conforme a

Tabela 5.

Tabela 5. Solugdes utilizadas para simular o sistema digestivo

Pancreatinina +

Reagentes Amylase Pepsina Bile

Volume final: 50 mL Volume final: 100 mL Volume final: 200 mL
Enzima 1,24 ¢ 2,29 0,536 g+54¢g
KCI 1,5mL 1,4 mL 2,72 mL
KH,PO,4 750 pL 36 pL 640 L
NaHCO; 675 pL 2,5mL 17 mL
NaCl e 2,35 mL 3,85 mL
MgCl,(H20)s 100 pL 160 pL 880 pL
(NH,4)2.CO3 25 uL 400l e
HCI 1M 60uL e e
HCI6M e 260 pL 280 pL

Para a realizacdo dos estudos da fragdo bioacessivel, primeiramente pesou-

se aproximadamente 5 g de amostra, em triplicata de cada uma das variedades

estudadas, Cabernet Sauvignon e Tannat, em frascos de 50 mL. Em seguida



adicionou-se 4 mL da solucdo de saliva (amylase) e 1 mL de CaCl, 7,5 mM, e em
seguida o pH foi ajustado a 7 com NaOH pela adicdo de 150 pL, e encaminhado
para o banho Dubnoff com agitacdo e aquecimento a 37 °C por 10 minutos.

Na segunda etapa, a qual simula o estbmago (pepsina), foi adicionado 9,1 mL
da solucdo de suco gastrico, 700 pL de CaCl, 2 mM e 600 pL de HCI 1 mol L™ para
ajuste do pH=3 e em seguida os frascos foram encaminhados para o banho a 37 °C
por duas horas. JA na ultima etapa do sistema gastrointestinal, o intestino, foi
adicionado aos vials 18,5 mL da solucéo do suco intestinal (pancreatina e bile), 1,35
mL de CaCl, 9 mM e 100 pL de NaOH 1 mol L™* para ajustar o pH a 7, e
encaminhados para o banho Bubnoff por 2 horas a temperatura de 37 °C.

Apos, as solucbes foram colocadas em banho de gelo por 20 minutos, e em
seguida as amostras foram centrifugadas por 20 min a 10.000 rpm para separar a
fase sélida, a qual corresponde a fracdo néo bioacessivel, da sobrenadante,
utilizada para a determinacdo da fracdo bioacessivel, conforme apresentado na
Figura 8. O sobrenadante foi diluido trés vezes com um volume final de 15 mL para

posterior leitura no MIP OES.

a

Figura 8: Sobrenadante + parte solida (A) e fracdo ndo-bioacessivel depois da

retirada do sobrenadante (B).
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5.8 Fracdo néo bioacessivel

Com o intuito de comprovar a eficiéncia do método, foi realizada a
determinacdo dos analitos na fragdo ndo bioacessivel (parte solida), para verificar se
a soma das duas fracbes corresponde a concentracdo total encontrada para os
respectivos analitos. Esse método de validacao foi usado e comprovado no trabalho
desenvolvido por SOUZA (2018). Para isso, foram pesadas em papel celulose, em
triplicata, aproximadamente 2,5 g da fragdo soélida apos a centrifugacdo e
submetidos ao processo de decomposi¢do 4cida citado anteriormente, para posterior

leitura no MIP OES.
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6. Resultados e discussao

6.1 Teor de umidade

As andlises das amostras foram feitas em triplicata, sendo que a média do
teor de umidade da cultivar Tannat foi de 68,68 % e da Caberbet Sauvignon foi de
68,82 %, demostrando que ambas praticamente ndo apresentam diferenca no seu
teor de umidade. Esse valor estd muito proximo do exposto por Ferreira (2010), no
qual ele relata que a umidade média é encontrada entre 70 e 80 %.

6.2 Solidos totais dissolvidos e acidez

Os sdlidos totais dissolvidos (STD) apresentaram uma média de 0,37 % (m/v)
para cultivar Tannat e de 0,84 % (m/v) para cultivar Cabernet Sauvignon. Ja a
porcentagem de acidez foi de 2,7 % (viv) e 2,9 % (v/v) para Tannat e Cabernet
Sauvingon, respectivamente. Essas analises demonstram que o0s valores estdo
abaixo do limite maximo permitido pelo equipamento analitico MIP OES, que é no
méaximo 3 % (m/v) para STD e menos de 5 % (v/v) para acidez, o que garante sua

seguranca e bom funcionamento do equipamento.

6.3 Parametros de mérito
Os parametros de méritos relacionados a quantificacdo total dos elementos
presentes na casca de uva e das fracdes bioacessiveis, obtidas por MIP OES com

MSIS, estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente.
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Tabela 6. Parametros de mérito obtidos por MIP OES para as determinacdes das
concentragdes totais de metais em amostras de casca de uva.

Faixa a R LODm) LOQ(m)
Analito Linear

(mg L™ (Lmg™ (Mg Kg™)  (mgKg™
Ba 0,025-0,2 174,02 0,998 0,0014 0,0048
Bi 0,025-0,2 802,34 0,999 0,0086 0,028
Ca 0,025-0,2 165,77 0,993 0,171 0,572
Cd 0,025-0,2 24,98 0,999 0,045 0,15
Co 0,025-0,2 26,18 0,994 0,08 0,27
Cr 0,025-0,2 38,05 0,999 0,0043 0,014
Cu 0,025-0,2 166,52 0,999 0,018 0,061
Fe 0,025-0,2 13,90 0,999 0,095 0,318
K 0,525-52 28,74 0,999 0,167 0,557
Mg 0,025-0,2 92,94 0,990 0,14 0,27
Mn 0,025-0,2 51,44 0,999 0,0038 0,012
Pb 0,025-0,2 7,05 0,994 0,045 0,153
Zn 0,025-0,2 25,54 0,991 0,22 0,76

a: coeficiente de correlagdo angular da curva; LOD: limite de deteccdo do método; LOQ: limite de
quantificacdo do método; R: coeficiente de correlacao linear

55



Tabela 7. Parametros de mérito da frag&o bioacessivel.

Faixa a R LOD(m) LOD(m)

Linear
Analitos

mgL%  (Lmg? (mg Kg™")  (mgKg™)

Ba 0,025-0,2 408,80 0,999 0,0022 0,0074
Cu 0,025-0,2 171,50 0,999 0,122 0,408
Fe 0,025-0,2 11,79 0,995 0,208 0,694
Mn 0,025 -0,2 53,92 0,999 0,086 0,287
Pb 0,025-0,2 6,13 0,999 0,11 0,363
Zn 0,025-0,2 22,65 0,998 0,079 0,263

a: coeficiente de correlacdo angular da curva; LOD,,: limite de detec¢cao do método;

LOQ.: limite de quantificacdo do método; R: coeficiente de correlacdo linear

Como pode ser observado nas Tabelas 6 e 7, foram obtidos bons coeficientes
de correlagéo linear para todos os analitos investigados (R > 0,99). Os limites de
quantificacdo e deteccéo obtidos foram menores na determinacdo da concentracao
total, exceto para o Zn. Esse fator, possivelmente, se deve a complexidade da matriz
utilizada para simular o sistema gastrointestinal humano.

Os limites de deteccdo (LOD) e os limites de quantificacdo (LOQ) dos
elementos foram calculados de acordo com as Equacgdes 3 e 4.

LOD= 3XSgranco (Equagao 3)
a

LOQ= 10XSgranco (Equacéo 4)
a

Onde: Sgranco € 0 desvio padrao de 10 leituras do branco de cada elemento; a: é a

inclinag&o na curva analitica.

Os LOD do método para a quantificagdo total e para a fragdo bioacessivel
foram calculados de acordo com as Equacgbes 6 e 7, respectivamente. Para a

equacdo 5 o valor “20” representa o volume aferido e o valor “2,5” corresponde a



massa da amostra em gramas. Ja para a equagao 6 o valor “32” representa a soma
dos volumes das solugbes do sistema gastrointestinal adicionadas e o valor “5”

representa a massa (em gramas) da amostra usada.

LODm =LD X 20/2,5/1000 (Equacéo 5)

LODm=LD X 32/5/1000 (Equacéo 6)

6.4 Validacdo da metodologia proposta

Com o objetivo de avaliar a exatiddo da metodologia proposta, testes de
adicao e recuperagao dos analitos foram realizados utilizando amostras de casca de
uva da cultivar Tannat fortificadas e néo fortificadas com os analitos de interesse.
Este estudo foi feito em trés diferentes niveis de concentracfes (baixo, médio e alto

em relacdo a curva analitica), conforme apresentado nas Tabela 8 e 9.
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Tabela 8. Concentracdes obtidas em mg kg* de Ba, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cu em

casca de uva, média da concentracdo em mg kg’ * desvio (RSD) e % de

recuperacao.

Analito Adicdo (mg Kg™?) Média + desvio padrdo (RSD) Recuperacao (%)

0 5,72 0,22 (3,8) -
0,8 6,59 + 0,11 (1,7) 111
Ba 1,6 7,00 + 0,26 (3,7) 81
2,4 8,11 + 0,06 (0,7) 100
0 < LODm -
0,8 0,63 + 0,04 (6,3) 79
Bi 1,6 1,36 + 0,04 (2,9) 85
2,4 2,02 + 0,05 (2,5) 84
0 105 * 3 (2,9) -
56,4 161 %2 (1,2) 99
Ca 112,8 206 + 5 (2,4) 89
169,2 290 + 19 (6,6) 109
0 < LODm -
0,8 0,67 + 0,03 (4,5) 84
cd 1,6 1,34 + 0,01 (0,7) 84
2,4 2,18 + 0,005 (0,2) 91
0 0,79 + 0,01 (1,3) -
0,8 1,47 + 0,03 (2,0) 85
Co 1,6 2,15 + 0,07 (3,3) 85
2,4 2,89 + 0,05 (1,7) 88
0 < LODm -
0,8 0,96 + 0,05 (5,2) 120
Cr 1,6 1,64 + 0,003 (0,2) 103
2,4 2,59 + 0,04 (1,5) 108
0 3,59 + 0,15 (4,1) -
0,8 4,46 + 0,06 (1,3) 109
Cu 1,6 5,38 + 0,03 (0,5) 112
2,4 6,24 + 0,05 (1,7) 110

58



Tabela 9. Concentracdes obtidas em mg kg™’ de Fe, K, Mg, Mn, Pb, Zn em casca de

uva, média da concentracdo em mg kg™ + desvio (RSD) e % de recuperacéo

Analito Adicdo (mg Kg?) Média + desvio padrdo (RSD) Recuperacéo (%)

0 5,99 £ 0,3 (4,0) -
4,4 11,1+0,2 (1,8) 107
Fe 8,8 15,7 + 0,9 (5,7) 110
12,4 17,9+ 0,3 (1,6) 87
0 3991 =+ 105 (2,6) -
1600,4 5782 + 84 (1,4) 112
K 3200,8 7798 £ 173 (2,2) 119
4801,2 9721 + 190 (1,9) 119
0 91,6 + 8,8 (9,6) -
32,4 128,5 + 0,2 (0,1) 114
Mg 56,8 151,3 + 5,6 (3,7) 105
81,2 158,9 + 4,5 (2,8) 83
0 2,21 + 0,20 (9,0) -
0,8 3,18 + 0,09 (2,8) 117
Mn 1,6 3,79 + 0,03 (0,8) 97
2,4 4,94 + 0,06 (1,2) 112
0 0,51 + 0,03 (5,8) -
0,8 1,25 + 0,05 (4,0) 92
Pb 1,6 1,82 + 0,04 (2,2) 82
2,4 2,62 + 0,05 (1,9) 88
0 1,72 + 0,03(1,74) -
0,8 2,58 + 0,01(0,38) 110
Zn 1,6 3,24 + 0,13(4,01) 96
2,4 4,22 + 0,06(1,4) 105

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 8 e 9, pode-se
verificar uma faixa de recuperacéo dos respectivos analitos na presenca da amostra

gue variou de 79 a 120 % com valores de desvio padréo relativo (RSDs) inferiores a

59



10 %, o que comprova a exatiddo do método proposto, exceto para o Bi, e uma
precisdo adequada, tendo em vista a boa reprodutibilidade dos resultados.

A exatiddo do método proposto também pode ser verificada a partir da
comparacao dos resultados obtidos por diferentes procedimentos de preparo de
amostra. Este estudo foi realizado através da analise dos analitos nas amostras de

casca de uva da cultivar Tannat, demostrado na Tabela 10.

TABELA 10: Resultados comparativos entre os métodos com sistema de refluxo e
fechado aplicado as amostras de casca de uva da cultivar Tannat.

Concentracao, x + SD (RSD), mg Kg™

Analitos
Tannat Método Comparativo

_ Digestéo 4cida — sistema refluxo (Frasco de teflon)
B <LODm <LODm
Ba 5,72 + 0,22 (3,8) 5,18+ 0,11 (2,1)
Ca 105 + 3 (2,8) 99 + 3 (3,0)
cd < LODm < LODm
Co 0,79 + 0,01 (1,3) < LODm
Cr < LODm < LODm
Cu 3,59 +0,15 (4,2) 3,02 £ 0,28 (9,3)
Fe 5,99 + 0,3 (5,6) 7,3+0,5 (6,8)
K 3991 + 105 (2,6) 3908 + 59 (1,5)
Mg 91,6 + 8,8 (9,6) 78,4+ 3,0 (3,8)
Mn 2,21 + 0,20 (9,0) 1,95 + 0,02 (1,0)
Pb 0,51+ 0,03 (5,9) < LODm
7n 1,72 + 0,03 (1,7) 2,08 £ 0,14 (6,7)

Nos resultados apresentados na Tabela 10, foi aplicado o teste estatistico t de

Studant pareado para um limite de confianca de 95 %, a fim de verificar se existe
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diferenga entre os resultados encontrados para os dois meétodos. Este teste
demonstrou que nao ha diferencas significativas entre os resultados encontrados na
decomposicdo com sistema de refluxo em relacdo a decomposicdo em sistema
fechado. A exatidao das concentracdes encontradas para os elementos Co e Pb néo
puderam ser verificadas a partir deste estudo pois suas concentracbes ficaram
abaixo do LD quando utilizado o sistema fechado para o preparo das amostras. Isso
se deve a massa de amostra utilizada (321 mg), a qual € substancialmente menor
que a utilizada no sistema de refluxo, uma vez que ha risco de explosdo em
sistemas fechados de decomposicdo com quantidades elevadas de matéria
organica.

Assim, podemos dizer que o sistema de decomposicdo com refluxo
apresentou eficiéncia na decomposi¢cao das amostras de casca de uva possibilitando
a subsequente determinacdo dos elementos de interesse. E importante ressaltar
que, esta eficiéncia no processo de preparo das amostras esta relacionada a zona
de baixa temperatura proporcionada pelo uso do dedo frio, a qual é responsavel pela
condensacdo dos vapores gerados, aumentando assim a capacidade de
decomposicdo da amostra.

Através dos resultados apresentados, também foi possivel verificar a
aplicabilidade do sistema de decomposicdo proposto para determinacdo de
elementos volateis, devido aos bons percentuais de recuperacdo obtidos para o Cd
(84 a 91%) e para o Pb (88 a 92%) na amostra analisada. Por se tratar de um
sistema semifechado, certamente, na superficie do dedo frio, € gerada uma pelicula
fina de nitratos (decorrente da decomposicdo com o acido nitrico), que permite a

absorcao dos analitos, sem que estes sejam perdidos durante esta etapa.

6.5 Resultados da determinag&o da concentracao total nas amostras de casca
de uva.

A determinacdo da concentracdo total dos elementos em estudo nas
amostras de casca de uva se faz necessaria, a fim de verificar se ha possibilidade,
devido a concentracdo presente dos elementos, da insercdo deste coproduto da
vinificagdo em alimentos de origem humana e animal. Além disso, também é

importante investigar a existéncia de possiveis elementos ndo essenciais e
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potencialmente toxicos. Na Tabela 11 estdo apresentados os resultados das

concentracfes das cultivares Tannat e Cabernet Sauvignon.

Tabela 11: Concentragéo total de metais nas amostras de casca de uva por MIP
OES.

Concentracao, x + SD (RSD), mg Kg™

Analitos

Tannat Cabernet Sauvignon
Ba 5,70 £ 0,22 (3,8) 2,36 £ 0,07 (3,0)
Bi <LODm <LODm
Ca 105 + 3 (2,8) 132 +5 (3,8)
Cd <LODm <LODm
Co 0,79 + 0,01 (1,3) 1,13 + 0,05 (4,4)
Cr < LODm 0,012 + 0,0008 (6,2)
Cu 3,59 + 0,15 (4,2) 2,39 + 0,20 (8,4)
Fe 5,99 + 0,3 (5,6) 550+0,5(9,1)
K 3991 + 105 (2,6) 3495 + 130 (3,7)
Mg 91,6 + 8,8 (9,6) 49,2 + 1,8 (3,6)
Mn 2,21 + 0,20 (9,0) 1,92 + 0,07 (3,6)
Pb 0,51 + 0,03 (5,9) 0,25 + 0,01 (4,0)
Zn 1,72 + 0,03 (1,7) 3,35+ 0,19 (5,7)

De acordo com a Tabela 11, em ambas as amostras das cultivares, o Cd e o
Bi foram os Unicos elementos que apresentaram concentracdes abaixo do LODy,
para ambas as amostras, ndo trazendo risco ao consumidor numa possivel ingestéao
(MAGNA et al, 2013; YANG et al, 2011) , uma vez que se necessitaria um consumo
elevado para se ter um efeito toxico, de 0,05 mg Kg'! e 221 mg Kg?,
respectivamente ( BRASIL, 2013.; MAHAN.,2012). Ja o Cr teve seu LOQ, abaixo

em ambas as cultivares, ficando com valores abaixo do consumo diario
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recomendado, uma vez que é recomendado o consumo entre 0,021 a 0,035 mg Kg™*
para meninos e meninas, a partir dos 9 anos de idade. O fato de sua concentracao
ter ficado abaixo do LOD, pode ser devido a uva nao estar entre os principais
alimentos detentores deste analito, como levedo de cerveja, ostras, figado e batatas.
(COZZOLINO, 2016.; MAHAN, 2012). Todos os demais elementos ficaram acima do
LOQm.

A nutricdo mineral nas culturas de frutiferas, como as de videiras, € muito
importante para o seu desenvolvimento, uma vez que a absorcéo pela planta dos
micro e macrominerais depende de diversos fatores relacionados ao sistema solo-
planta. Como consequéncia, deve-se ter conhecimento para que se necessario seja
feita a fertilizacdo ou tratamento de suas doencas para que o produto final, a fruta,
tenha a composicéo fisico-quimica adequada (PROTANO & ROSSI; 2014).

Para uma melhor visualizacdo dos resultados das concentracdes totais dos
elementos, no apéndice A (Figura 1), que é referente a Tabela 10, estdo os
elementos Zn, Cu, Co, Ba, Pb, Fe, Mn, Cr, os quais foram encontrados em menores
guantidades e na Figura 2 estdo apresentados os elementos Ca, Mg e K, que fazem
parte dos macroelementos e estdo em maior quantidade.

O Mn e o Fe apresentaram valores muito proximos entre as duas cultivares.
Ja o Cu apresentou um valor de aproximadamente 50% maior para a Tannat em
comparacao com a Cabernet Sauvignon, enquanto a concentracdo do Zn, Ba, Mg
Pb tiveram uma grande diferenca entre as cultivares. Esse fato provavelmente esta
relacionado com a diferenga entre as cultivares, onde é relatado também por Ko e
colaboradores (2007) que reportaram diferentes concentracbes em cultivares
distintas. Outro fator que corrobora essa possibilidade é de as videiras das
diferentes cultivares estarem muito préximas entre si, no mesmo tipo de solo.

Comparando os resultados obtidos dos elementos deste trabalho com os
obtidos por Yang e colaboradores (2010), que avaliaram a quantidade de diversos
elementos na casca, polpa e sementes em trés cultivares, entre elas a Cabernet
Sauvignon que apresentou, aproximadamente, a concentracdo de 3, 2,5, 8 e 1,5 mg
kg’ para os analitos Zn, Cu, Fe e Mn presentes na casca, respectivamente, se
mostrando com valores proximos dos resultados deste estudo. Ja o elemento Co,
apresentou uma concentracdo de 0,0045 mg kg, estando bem abaixo da

encontrada neste trabalho.
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A DRI para o Co é de 0,002 a 0,003 mg, 0 que necessitaria apenas do
consumo de menos de 3 g de casca, comparando com a concentracdo encontrada
para a cultivar Tannat, para suprir a necessidade, porém ela se encontra
principalmente como parte integrante da vitamina Bi,, a qual ndo é sintetizada por
espécies monogastricas, como os seres humanos. Desta forma, a melhor via para
garantir as necessidades deste elemento é alimentos de origem animal
(COZZOLINO, 2016.; MAHAN, 2012).

De acordo com a RDC N° 42 da ANVISA, que dispde sobre os limites
méximos de contaminantes inorganicos em alimentos, o Pb é de 0,2 mg Kg™ para
frutas frescas de bagos (Brasil, 2013). Desta forma a concentracdo total de Pb
encontrada para a cultivar Tannat ultrapassa 2,5 vezes o limite permitido e para a
Cabernet Sauvignon foi de 25 % a mais, uma vez que os valores encontrados foram
0,51 e 0,25 mg Kg*, respectivamente, para as cultivares. Isso demostra a
necessidade de se ter mais controle deste metal possivelmente toxico a saude. Para
a Organizacdo Mundial de Saude e a Organizacdo das NacbGes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdo (OMS/FAQ), através da Comissao Codex Alimentar (OMS,
2018) o limite maximo do Pb é de 0,1 mg Kg®, o que tornaria ainda mais
preocupante a concentracdo encontrada. J&4 o elemento Cd teve sua concentracao
abaixo do LOD,, 0 que garante seguranca a esse produto.

Entre os macronutrientes oriundos deste trabalho, o K é o analito que
apresenta a concentracdo mais elevada na casca, necessitando de uma DRI
mimima de 4.700 mg, o que vem a ser uma 6tima fonte de consumo, ja que ele é o
principal cation do liquido intracelular, sendo responsavel por promover o
crescimento celular e muscular, bem como manter equilibrios osmético e acido-base
(COZZOLINO., 2016.; MAHAN.,2012). Apresentou valores préoximos entre as
cultivares e quando comparado aos elementos Mg e Ca, estd com uma
concentracdo muito superior. Comparando esses dados com o trabalho realizado
por Fagundes e colaboradores (2017) percebe-se a mesma légica na quantidade
encontrada desses trés macroelementos na casca de uva da cultivar Cabernet
Sauvignon, onde foi encontrada as seguintes quantidades em mg Kg™: K (2692,9),
Ca (143,33) e Mg (128,7).

As altas concentracdes de K na casca de uva estao de acordo com o trabalho

publicado por Mpelasoka e colaboradores (2003), os quais relatam que as maiores
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guantidades deste elemento estdo concentradas na casca, seguido das sementes e
da polpa, e que é transportado via xilema e floema, sendo esta ultima via a principal
entrada de K para a baga.

Assim como o K, o Ca e o Mg tem grande relevancia para o organismo
humano, os quais apresentam uma DRI recomendada de 1000 a 1300 mg e 320 a
420 mg, respectivamente, dependendo do sexo (COZZOLINO.,2016.;
MAHAN.,2012) . Com base na Organizacdo Mundial da Saude e a Organizacdo das
nacbes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (WHO/FAO.,2003), que
recomendam um consumo de 400 g diarios de vegetais e frutas, e comparando com
a média das concentracfes totais entre as cultivares deste trabalho, que foi de 70
mg Kg™* para o Mg e 118 mg Kg™ para o Ca, mostram que o Mg é o segundo
macroelemento que mais contribui para as fun¢des do organismo humano, seguido
do Ca.

Em relagdo a precisdo, os melhores resultados foram alcancados para os
elementos Ca, Ba e K, estando estes com um RSD abaixo de 5 %. Porém os demais
elementos como Zn, Cu, Mg, Fe, Mn apresentaram um RSD acima, que variou entre
de 1,0 a 9,6 % dependendo do elemento e do método. Os demais elementos como
Cd, Cr e Bi nao foram citados, pois em um dos métodos o resultado ficou abaixo do
LODp.

6.6 Resultados da determinacdo da fracdo bioacessivel nas amostras de casca

de uva.

As concentracdes bioacessiveis dos micro e macroelementos foram
determinadas usando o procedimento de bioacessibilidade in vitro e estédo
apresentadas na Tabela 12. Para uma melhor visualizagdo dos resultados, pode-se
também consultar o apéndice B (Figura 1).

Os elementos K, Ca, Mg, que estdo presentes nos estudos da concentracao
total, ndo foram possiveis de serem investigados no estudo da bioacessibilidade,
devido estarem em concentracdes muito elevadas nos reagentes utilizados para
simular o sistema gastrointestinal.

Cabe salientar que nao foram encontrados trabalhos na literatura utilizando

como amostra a casca de uva para testes de bioacessibilidade. Porém existem
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outros trabalhos com outras frutas como no desenvolvido por Pereira (2018), onde
foram utilizadas amostras de amora, morango, mirtilo e framboesa. Também a
estudos com maca, desenvolvido por Lima e colaboradores (2014) e roma, Sengul e
colaboradores (2014).
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TABELA 12: Concentracao da fracao

bioacessivel (FB) e ndo bioacessivel (FNB) nas amostras de casca de uva obtidas por

MIP OES.
Tannat Cabernet Sauvignon

Analitos

FB FNB %FB %FNB Rec (%) | FB FNB %FB %FNB Rec (%)
Zn 0,33+0,006 1,36+0,06 19,2 79,1 98,3 0,45 + 0,023 227+0,11 134 67,8 81.2
Cu 1,17 + 0,07 2,78+0,04 326 77,4 110,0 0,79 £ 0,007 1,47 +0,13 33,0 61,5 94,5
Ba 0,79+0,026 3,96+0,04 138 69,2 83,0 0,32 £ 0,012 1,74+0,10 13,6 73,7 87,3
Pb 0,13+0,004 0,41+0,03 25,7 804 106,1 0,13 +0,013 0,13+0,01 52,0 52,0 104,0
Fe < LODm 555+0,4  ------- 92,6 92,6 <LODm 565+0,4  ---—--- 102,7 102,7
Mn 0,75+ 0,06 1,66+0,06 335 751 108,6 0,67 £ 0,06 1,26 £0,06 34,9 65,6 100,5

Média + desvio-padrao; %FB Fracéo Bioacessivel; %FNB porcentagem da fracdo ndo bioacessivel; Rec (%) Porcentagem da recuperacéo.
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O célculo para obtencéo da porcentagem da fracdo bioacessivel é dada pela

seguinte expressao matematica:

% fracdo bioacessivel = (Conc.pjoac / CONC.10ta)) X 100 (Equacéo 7)

Onde: Conc.,ioac € a concentracdo encontrada no teste de bioacessibilidade;
Conc.ia: € @ concentracdo total encontrada na casca de uva apos a decomposi¢cao

acida.

Para validar o estudo da bioacessibilidade in vitro primeiramente foi
necessario realizar a quantificacdo das concentracfes totais dos elementos, e em
seguida foi determinada a concentracdo da fracdo liquida ou sobrenadante (fracdo
bioacessivel) e da parte solida (ndo bioacessivel), sendo que a soma destas duas
fracbes correspondem ao total de alimento ingerido e deve ser compativel com a
determinacdo da concentracdo total. Na Tabela 12 € possivel observar que a
recuperacdo de todas as amostras ficou entre 81,2 e 108,6 %, mostrando assim a
confiabilidade das andlises, uma vez que o somatério das fragbes foi compativel
com a concentracao total.

Observando a Tabela 12 fica evidente que apenas uma pequena fracdo do
que é ingerido torna-se passivel de ser absorvido e utilizado pelo organismo, em
comparacao com a concentragdo total ingerida. O elemento Fe, que € tdo difundido
perante a populacdo pela sua importancia nutricional, teve sua fracdo bioacessivel
abaixo do LOD,, e uma recuperacdo proxima de 100 % da fracdo ndo bioacessivel,
ou seja, a que foi excretada pelo organismo.

Diversos fatores podem ser responsaveis pela nédo liberacao, entre eles pode-
se citar a quantidade de taninos hidrolisaveis presentes na casca (CERBARO et al,
2016), os quais complexam-se com facilidade com ions metalicos e tendem a
reduzir a capacidade de liberacdo e absorcdo do Fe (SCALBERT, 1991; MUELLER-
HARVEY & MCALLAN, 1991; KRUGER, 2013 ). Outros fatores possiveis sdo a
presenca de grupos fosfatos, os quais ocorrem naturalmente em vegetais, como na
polpa da uva (BORGES, 2008), e que prejudicam a liberacdo destes analitos para

serem absorvidos pelo sistema gastrointestinal pela formacéo de quelatos (MAHAN,
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2012.; OU et al, 2011). Além disso, as enzimas amilase, tripsina e pepsina sao
inibidas e/ou prejudicadas pela interacao por grupos fosfatos com as proteinas, que
sdo responsaveis por promover a ligacdo com o mineral, o que desfavorece sua
liberacdo (LEAL et al, 2010.; BENEVIDES et al, 2011. Também pode ser devido a
acdo das fibras insollveis que estdo presentes em cascas de alimentos, que
aceleram o tempo do transito intestinal, carreando junto os minerais e diminuindo a
possibilidade de absorcdo (MAHAN, 2012). Em vista disso, a fonte de origem animal
€ a melhor forma de absorcéo deste mineral.

O Zn, teoricamente, sofre as mesmas agdes que o Fe perante os fosfatos e
fibras, porém mesmo tendo uma concentragao total mais baixa em relacéo ao ferro,
apresentou um comportamento diferente, sendo capaz de ser liberado no organismo
para ser absorvido.

Os elementos Cu, Ba e Mn para ambas as cultivares apresentaram
porcentagens das fracdes bioacessiveis praticamente idénticas mesmo tendo
concentracfes totais diferentes entre si e entre as cultivares, evidenciando que a
parcela liberada de nutrientes destes elementos é limitada. Para o Zn a cultivar
Tannat se mostrou um pouco mais elevada.

No caso do elemento Pb, embora a concentragéo total presente na cultivar
Tannat (0,51 mg kg™) tenha apresentado um valor duas vezes maior que a Cabernet
Sauvignon (0,25 mg kg, e levando-se em consideracdo as porcentagens da fragéo
bioacessivel (%FB) que foram respectivamente, 25,5 e 52,8 %, os valores da
concentracdo bioacessivel em mg kg’ para ambas a cultivares foram muito
similares, como pode ser visto na Tabela 12.

O elemento Ba, assim como o Pb néo apresentam nenhuma funcionalidade
no organismo, sendo considerados como elementos potencialmente toxicos. O Pb
apresenta um limite de ingestdo diaria admissivel de 0,0035 mg kg™ de peso
corporeo (MAGNA et al, 2014), o que comparando esse valor com a fracdo
bioacessivel de 0,132 mg kg™ é possivel observar que o valor se encontra dentro do
toleravel (0,245 mg), levando-se em consideragdo uma pessoa com massa corporea
de 70 Kg, 0 que ndo causaria riscos a saude do consumidor. Ja o Ba pode
apresentar niveis de intoxicacdo de 3 a 7 mg kg™ por peso corpéreo, estando a
concentracédo da fracéo liberada abaixo do estipulado (NIELSEN & LADEFOGED,
2013).
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Os elementos Cu e Mn apresentaram as concentracdes mais elevadas da
fracdo bioacessivel, e isso se deve ao fato da sua possivel ligagdo com proteinas,
facilitando sua quebra pelas enzimas digestivas e assim tornando-se mais sollveis
no pH do trato intestinal (do NASCIMENTO da SILVA et al, 2018; SOUZA, 2018).

Os valores dos micronutrientes essenciais recomendados (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2011; FOOD AND NUTRITION BOARD, 2001), em média para homens
e mulheres adultas, para o consumo diario dos elementos Mn, Zn, e Cu, séo de 2, 9,
e 0,9 mg, respectivamente. Comparando a necessidade diaria com a fracao
bioacessivel, percebe-se que a quantidade de nutrientes estd muito aquém do
necessario, principalmente para o Zn que apresenta uma concentracdo 20 vezes,
em meédia, menor que o recomendado. J& quando comparado com a recomendacao
diaria de ingestdo de frutas e verduras pela WHO/FAO (2003), que é de 400g, as
quantidades Mn, Zn e Cu ficariam em 0,56, 0,15 e 0,39 mg, em média. Esses
baixos valores sdo esperados, visto que o consumo diario estad baseado em diversas
fontes de alimentos e ndo exclusivamente na amostra em estudo.

Em vista destes resultados, uma alternativa para usar esse subproduto da
fabricagcdo de vinho, seria a sua inser¢cdo em outros alimentos, como barra de
cereais, snack extrusado, farinhas para bolo e paes, macarrdo e doces (BENDER,
2016; STRAPASSOM, 2016), para que se complemente na composicdo destes

alimentos minerais provenientes de uma fonte orgéanica.
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7. Considerac0es finais

Através dos resultados obtidos foi possivel observar que o método de
decomposicao acida com sistema de refluxo utilizado para o preparo das amostras
de casca de uva apresentou-se como um método eficiente, simples e seguro,
apresentando exatiddo e precisdo adequadas para a analise de metais por
MIP OES. Sendo assim, uma alternativa promissora aos métodos convencionais de
andlise. Os valores de recuperacdo encontrados para ambas as amostras, bem
como a utilizagdo de um método comparativo de preparo das amostras confirmam a
exatiddo do método proposto.

Através deste estudo foi possivel verificar que cultivares distintas, mesmo
estando no mesmo solo, apresentam diferentes niveis de concentracdo elementar
na casca de uva. Pode-se observar também uma relacdo direta entre a
concentracdo total dos micro e macroelementos, exceto 0s nao essenciais,
necessarios para 0 consumo humano e suas necessidades fisiologicas, com a
concentracdo encontrada na fruta (casca).

Em relacdo a bioacessibilidade, observa-se que as porcentagens da fracao
bioacessivel foram proximas para a maioria dos minerais liberados entre as
cultivares. Observou-se também que a quantidade liberada para absorcdo pelo
organismo ndo é suficiente para a necessidade diaria destes minerais, sendo a
casca de uva um subproduto com potencial para ser consumido de forma
complementar na dieta, através da sua insercdo em outros alimentos ou na
fabricacdo destes. Os elementos considerados néo essenciais, como Ba e Pb
mostraram-se bioacessiveis, principalmente o Pb, ficando desta forma o alerta para
gue se tenha mais controle e estudo em alimentos, e divulgacédo destes resultados
para sociedade .
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Apendicés

Apéndice A: Gréaficos referentes a Tabela 10, sobre a concentracdo total dos

elementos.
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Figura 1. Comparacao entre as concentracdes dos elementos Zn, Cu, Co, Ba, Pb,

Fe, Mn, Cr nas amostras de casca de uva.
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Figura 2: Comparacgéo entre as concentracoes totais dos elementos Ca, Mg e K nas
amostras de casca de uva.

Apéndice B: Gréfico referente a Tabela 11, sobre a concentracdo da fracdo
bioacessivel.
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Figura 3: Comparacao entre as concentracdes bioacessiveis obtidas para Zn, Cu,

Ba, Pb e Mn.
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