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Resumo

BONEMANN, Daisa Hakbart. Determinacdo da concentracao total e fragéo
bioacessivel de metais em tomates e derivados por MIP OES. 2019. 86f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Programa de Pds-Graduacdo em
Quimica, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

O consumo de frutas e hortalicas vem crescendo nos ultimos anos, uma vez
gue séo fontes de nutrientes importantes para diversas fun¢cées no organismo,
além de auxiliar na reducdo do risco de diversas doencas. A procura por
alimentos que sejam de répido e facil preparo também tem aumentado. Dentre
esses alimentos, destacam-se os tomates in natura, molhos e extratos. Diante
disso, € extremamente importante haver um controle de elementos essenciais
e potencialmente toxicos presentes nesses alimentos. Além disso, €
fundamental conhecer a concentracdo bioacessivel, que corresponde a
guantidade dos elementos que séo liberados para posterior absor¢cdo no
organismo. O objetivo deste trabalho foi de apresentar os resultados obtidos
das determinacdes das concentracdes de Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg,
Mn, Mo, Pb e Zn em tomates pela técnica de espectrometria de emisséo éptica
com plasma induzido pro micro-ondas (MIP OES) usando para a introducao da
amostra, o sistema Multimode. Para a determinacdo da concentracdo total as
amostras foram preparadas usando a decomposicdo acida em sistema de
refluxo a uma temperatura de 150 °C. A exatiddo dos resultados foi avaliada
através da comparacdo entre métodos de preparo de amostra e do teste de
adicdo dos analitos, obtendo-se recuperacdes satisfatérias para todos os
elementos estudados, variando de 80 a 116 %, comprovando que nao ha
perdas de elementos volateis, como por exemplo, o Hg. No estudo comparativo
entre métodos, ndo houve diferencas significativas a 95 % de confianca no
teste t Studant pareado. Para a determinacado das fracdes bioacessiveis de Ba,
Cu, Fe, Mn, Pb e Zn, a exatiddo dos resultados desta etapa foi assegurada
pelo balanco de massa, através do somatério das fracdes bioacessiveis e ndo
bioacessiveis, que deve ser semelhante a concentracdo total previamente
quantificada, obtendo recuperacdes de 79 a 119 %. As concentragOes
bioacessiveis, dos elementos essenciais, para as amostras ficaram na faixa de
14 a 100 %. Ja para o Pb que é um elemento potencialmente téxico apresentou
porcentagens de 36 a 100 % de bioacessibilidade, demonstrando que ha
necessidade de um maior controle nesse tipo de amostra.

Palavras-chave: molhos de tomate; extratos de tomate; decomposicdo acida;
sistema de refluxo; concentracdo total; concentracdo bioacessivel; Sistema
multimode.



Abstract

BONEMANN, Daisa Hakbart. Determination of Total Concentration and
Bioaccessible Fraction of Metals in Tomatoes and Derivatives by MIP
OES. 2019. 86f. Dissertacdo (Master in Chemistry) — Programa de POs-
Graduagdo em Quimica, Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2019.

Consumption of fruits and vegetables has been growing in recent years as they
are important sources of nutrients for various functions in the body and helps
reduce the risk of various diseases. The demand for food that is quick and easy
to prepare has also increased. Among these foods are the fresh tomatoes,
sauces and extracts. So, it is extremely important to have control of essential
and potentially toxic elements present in these foods. In addition, it is essential
to know the bioaccessible concentration, which corresponds to the amount of
the elements that are released for later absorption in the body. The objective of
this work was present the obtained results from concentrations determinations
of Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg, Mn, Mo, Pb and Zn in tomatos samples by
Microwave induced plasma optical emission spectrometry (MIP OES) technique
using a multimode system for sample introduction. For the determination of the
total concentration the samples were prepared by acid decomposition with
reflux system at 150°C. The accuracy of the results was evaluated by
comparison between sample preparation method and through of analyte
addition tests, obtaining satisfactory recoveries for all the analytes, ranged
between 80 to 116%, proving that there are no losses of volatile elements, such
as Hg. In the comparative study between methods, there were no significant
differences at 95% confidence in the paired Student t test. For the determination
of the bioaccessible fractions of Ba, Cu, Fe, Mn, Pb and Zn, the accuracy of the
results was evaluated by the mass balance, through the sum of the
bioaccessible and non-bioaccessible fractions, which should be similar to the
total concentration previously quantified, obtaining recoveries of 79 to 119%.
Bioaccessible concentrations of the essentials for the samples ranged from 14
to 100%. For Ph, which is a potentially toxic element, it presented percentages
of 36 to 100% of bioaccessibility, demonstrating that there is a need for greater
control in this type of sample.

Key-words: tomato sauces; tomato extracts; acid decomposition; reflux system;
total concentration; bioaccessible concentration; multimode system.
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1. Introducéao

O consumo de frutas e vegetais vem crescendo nos ultimos anos, uma
vez que sdo uma excelente fonte de nutrientes, 0s quais proporcionam uma
alimentacdo saudavel e equilibrada contribuindo para a melhoria da qualidade
de vida e auxilia na reducéo do risco de diversas doengas nao transmissiveis.
Além disso, a grande aceitabilidade relacionada aos beneficios do seu
consumo, possibilitam obtencéo de rapido retorno econémico ao produtor com
grande producéo, gerando empregos e lucros, principalmente para a agricultura
familiar (Elbadrawy & Sello, 2016; Treichel, 2016; Camargo & Filho, 2017;
Pereira et al., 2018a).

Dentre as frutas e vegetais, o tomate tem ocupado lugar de destague na
mesa do consumidor, pois sua ingestao oferece ao organismo fibras, licopeno,
vitaminas A, C e E, compostos antioxidantes e fendlicos, acidos organicos e
minerais como Ca, Cu, Fe, K e Zn. Com isso, ha um crescente interesse por
parte da populacdo para o consumo do tomate in natura como de seus
derivados, tais como tomate enlatado, molhos e concentrados (Hernandez et
al., 2007; Demirbas, 2010; Bressy et al., 2013; Elbadrawy & Sello, 2016).

Dois produtos fabricados a partir de tomates s&o o extrato e o molho, os
quais podem ser consumidos durante as refei¢cdes, por serem praticos e faceis
de utilizar. Além disso, sdo encontrados na forma liquida, com pedacos de
tomates, temperos e misturas diversas, proporcionando sabor e cor as
refeicbes (Camargo & Filho, 2017).

O molho de tomate é, tradicionalmente, elaborado extraindo-se a polpa
dos tomates que estdo mais maduros, a qual passa por um processo de
evaporacao, pois apresenta muito liquido, até atingir a consisténcia desejada.
Para isso, € necessario deixar o produto concentrado antes de ser enlatado ou
usado para a preparacao de molhos, adicionando-se os demais ingredientes na
sua composi¢do (Camargo et al., 2006; Italian Food, 2018). J4 para o extrato,
0s tomates devem apresentar boa coloracgédo, firmeza e um ponto de maturacéo
adequado, ndo sendo verdes nem excessivamente maduros. Além disso,
passam por um processo de aquecimento rapido para inativacdo enzimatica e
em seguida pelo despolpamento e refinagdo. Posteriormente, seguem para o

processo de concentragdo, para eliminagdo da &gua, e entdo sédo
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pasteurizados, obtendo-se o produto final (Camargo et al., 2006; Italian Food,
2018).

A producdo desses produtos € de responsabilidade das industrias
alimentares, que procuram preservar os valores nutricionais e o sabor do
tomate. Contudo, o tipo de tomate ou a forma de cultivo poderao influenciar nos
nutrientes presentes nesse fruto. Além disso, os fatores naturais ou
antropogénicos, como uso de fertilizantes e agroquimicos durante o cultivo,
podem resultar em uma absorcdo dos elementos essenciais e potencialmente
toxicos pelas plantas e ser incorporados aos frutos, comprometendo assim o
produto final que chega até o consumidor (Bressy et al., 2013; Ndinwa et al.,
2014; Camargo & Filho, 2017).

Com a crescente demanda dos consumidores por esses produtos e a
necessidade de informacdes nutricionais, € importante o monitoramento dos
elementos essenciais e potencialmente toxicos nesses tipos de alimentos, a fim
de verificar se os tomates in natura, os molhos e os extratos atendem as
necessidades fisiologicas dos seres humanos. Além de disso, 0s possiveis
disturbios fisiologicos que podem ocorrer devido ao excesso desses elementos
na saude da populacdo também pode ser avaliado. Sendo assim, para
determinar a concentracdo total dos elementos nessas amostras ha a
necessidade de utilizar métodos de preparo de amostra que fornecam
resultados precisos e exatos. Além disso, para a determinacédo dos elementos
potencialmente, se faz necessario utilizar técnicas analiticas com alta
detectabilidade, ja que esses analitos podem ser encontrados em baixas
concentracdes (Holler et al., 2009; Krug, 2016).

A determinacdo somente da concentracdo total nesse tipo de amostra
nao é o suficiente para avaliar os riscos e 0s beneficios da sua ingestdo. Sendo
assim, € extremamente importante determinar a concentracéo bioacessivel dos
elementos, fornecendo informagdes da quantidade que pode ser liberada do
alimento para ser posteriormente absorvida pelo organismo (Silva et al., 2013;
Pereira et al., 2018a; Souza et al., 2018).
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2. Revisao da literatura

2.1. Tomate

A planta teve sua origem nas regides andinas ocupadas pelos incas no
Peru, na Bolivia e no Equador. O tomate € um fruto (Solanum lycopersicum)
que pertence a familia Solanaceae, mesma familia da batata. Contudo,
também é considerado uma hortalica, sendo uma das principais produzidas no
Brasil, ocupando a segunda posicao, perdendo apenas para a producdo de
batata. Apresenta producdo anual estimada em torno de 4,0 milhdes de
toneladas e uma area plantada de aproximadamente 38.000 hectares, sendo
18.700 destinadas ao tomate de mesa, para 0 consumo in natura, e 19.300 ao
tomate de industria. Dentre os principais paises produtores, o Brasil ocupa a 92
posicdo atras da China, Estados Unidos, india, Turquia, Egito, Italia, Ird e
Espanha (Attokaran, 2011; Treichel et al., 2016; Carvalho et al., 2017; IBGE
2018).

No Brasil, destacam-se os estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Bahia,
Goias, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Espirito Santo, Santa Catarina,
Parana e Ceara como 0s maiores produtores de tomate. O Brasil destaca-se
também por ser um dos maiores consumidores de produtos derivados do
tomate, sendo que boa parte da producdo nacional de tomate é destinado a
elaboracéo de diversos produtos como extratos, molhos, sucos, entre outros. O
crescimento destes produtos se deve a diversos fatores, como a falta de tempo
das pessoas e a busca por praticidade para o preparo de alimentos, além do
crescimento das redes de fast-food (Carvalho & Pagliuca, 2007; Camargo &
Filho, 2016; Vieria, 2016; Italian Food, 2018).

Devido as diferentes condi¢cBes climaticas dos estados produtores de
tomates, a planta tem grande capacidade de adaptacdo, sendo que 0 seu
melhor desenvolvimento ocorre em condi¢gdes de clima subtropical de altitude
ou temperado, fresco e seco, com temperaturas diurnas variando de 18 a 25 °C
e noturnas de 13 a 24 °C, as quais séo ideais para a floracao e frutificacdo do
tomateiro (Giordano & Silva, 2000; Filgueira, 2013; Reetz et al., 2014; Camargo
& Filho, 2016).

Como pode ser observado na Figura 1, sua estrutura € composta por:
epicarpo (pele), mesocarpo, endocarpo, feixe fibrovascular, septo, l6culo,
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tecido placentario e sementes. Os léculos estdo no interior dos frutos e as
sementes imersas no tecido placentario (Knoblich et al., 2005; Ferrari, 2008).

Feixe
fibrovascular Septo Feixe
Endocarpo fibrovascuiar

Loculo

Tecido
Epicarpo Sementes placentanro

Figura 1 - Estrutura de um tomate.

Fonte: Ferrari, 2008.

O tomate € considerado um excelente alimento e tem grande
importancia na mesa do consumidor, pois contribui para a ingestéo de fibras,
vitaminas A, C e E, minerais como Ca, Cu, Fe, K e Zn, compostos
antioxidantes e fendlicos, como os flavonoides. Além disso, auxilia na
prevencdo de doencas cronicas nao transmissiveis, como doencas
cardiovasculares, hipertensédo, diabetes e cancer (destacando-se o cancer de
prostata) (Hernandez et al., 2007; Demirbas, 2010; Bressy et al., 2013;
Elbadrawy & Sello, 2016).

Devido as essas caracteristicas nutricionais, vem sendo crescente o
interesse por parte da populacdo em consumir vegetais, frutas e hortalicas,
uma vez que 0s beneficios associados ao consumo de uma alimentacdo
saudavel sdo capazes de promover uma maior qualidade de vida. Dessa forma,
a Organizacdo Mundial da Saude recomenda a ingestdo de no minimo 400 g
de frutas e vegetais por dia em seu relatério da WHO/FAO, visando uma
alimentacdo nutricionalmente mais balanceada (WHO/FAO, 2003; Ogunkunle
et al., 2014, Pereira et al., 2018a).
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A composicdo do tomate pode variar dependendo das condi¢cdes de
cultivo, como solo, uso de fertilizantes, manejo e conservagéo da &rea cultivada
e os diferentes tipos de cultivares. Além disso, o tomate pode ser melhorado
geneticamente para atender os aspectos desejados tais como o sabor, aroma,
coloracao, textura, resisténcia as pragas e as condi¢des climaticas (Machado et
al., 2007; Camargo & Filho, 2017).

2.2. Variedades de tomate

As variedades de tomate atualmente plantadas e comercializadas
apresentam diferentes caracteristicas que podem variar de tamanhos, os quais
vao desde os tomates cerejas, pesando aproximadamente 20 g, até os tomates
para saladas, com aproximadamente 500 g. Além disso, pode variar em
relacdo as cultivares desenvolvidas, as quais podem ser melhoradas para um
destino final especifico, ou seja, para o processamento industrial ou para o
consumo in natura. Os programas de melhoramento tém buscado cultivares
bem mais adaptadas as condi¢cfes climaticas das principais regides produtoras,
com uma maior resisténcia a doencas e pragas, além de uma maior producao
por plantas, com frutos de boa qualidade nutricional e que atendam os
interesses tanto do produtor, como do consumidor (Rosa, 2011; Bergougnoux,
2014; Iglesias et al., 2015; Luz et al., 2016).

Dentre as variedades de tomates, destacam-se o italiano, paulista,
gaucho, cereja e sweet grape, 0s quais apresentam caracteristicas nutricionais
em comum, tais como, vitaminas A, C, E e K, elementos essenciais como Ca,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, N e P, além de licopeno. No entanto, apresentam
caracteristicas peculiares de cada variedade, como o tomate italiano, bastante
cultivado pela sua alta produtividade, sabor, polpa espessa e coloracao
vermelho intenso, além de ser firmes e saborosos. Esses fatores, o classifica
como uma variedade com caracteristicas importantes para uso industrial, ja
gue é considerado o melhor tomate para fazer molhos e extratos, uma vez que
contém menos sementes e apresenta maior quantidade de polpa. (Alvarenga
2004; Sahlin et al., 2004; Machado et al., 2007; Filgueira, 2008; Fragni et al.,
2018).
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O tomate da variedade gaucho apresenta uma textura mais delicada,
sendo mais moles, o que dificulta o0 seu manuseio e 0 uso por parte da
industria. Os frutos sdo maiores, quando comparados a outras variedades,
podendo chegar ao peso de 500 g, além de serem consumidos
preferencialmente in natura (Carvalho et al., 2005; Reetz et al., 2014). J4 o
tomate paulista ou santa cruz, como também é conhecido, possui grande
resisténcia ao manuseio, fato que explica a sua predominancia no plantio. E
mais utilizado como tomate de mesa para consumo in natura, ndo sendo
utilizado pela grande maioria das industrias. (Shirahige et al., 2010; Cunha et
al., 2018).

O tomate cereja € uma espécie cujo tamanho é menor e, nhormalmente,
tem sabor mais doce, com isso, pode ser utilizado em saladas, enfeites de
pratos ou sem acompanhamentos. Possuem teores significativamente mais
elevados de nutrientes e de fibras em relagdo as outras variedades. Além
disso, sdo habitualmente caracterizados por apresentar elevado teor de matéria
seca e de solidos soluveis totais (Raffo et al., 2002; Simonne et al., 2006; Rai et
al., 2014; Shahzad et al., 2014). Um dos tomates cerejas que mais tem se
destacado € o tomate sweet grape, pequeno e mais saboroso, possui formato
parecido com o de uma uva, coloracdo vermelho intenso, tanto da casca
guanto da polpa do fruto; baixo indice de acidez; teores elevados de umidade,
cinzas, proteinas, lipideos e licopeno (Junqueira et al., 2011; Vieira et al., 2014;
Loro, 2015).

2.3. Molho e extrato de tomates

Os principais produtos derivados do tomate sdo o extrato concentrado e
o molho pronto, que sao obtidos a partir do fruto inteiro ou em pedacos. A
diversificacdo dos produtos vem ocorrendo de forma a atender as
necessidades do consumidor, que devido a falta de tempo para preparar
refeicdes tem buscado pelo consumo de alimentos de facil preparo (Carvalho &
Pagliuca, 2007; Italian Food, 2018). Dessa forma, o uso de extratos e molhos
de tomates tem aumentado nos ultimos anos, ja que atendem a essa demanda
da populacéo, por ser produtos praticos e de facil preparo (Camargo et al.,
2006; Vieira, 2016).
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O molho de tomate € definido pela ANVISA, como sendo, um
condimento feito a base de tomate e acrescido de ingredientes como cebola,
manjericéo, sal, 6leo, alho e varios outros condimentos para conferir sabor.
Sendo assim, surgiram o0s molhos com variagbes de sabores e mais
sofisticados, que oferecerem maior praticidade, cor e sabor as refeicdes, entre
outros atributos. Ja o extrato de tomate, pode ser definido, como produto obtido
da polpa de frutos do tomateiro, devendo conter, no minimo 6 % de solidos
soltveis naturais de tomate, podendo ser adicionado sal e/ou acucar (Brasil,
2005; Santos, 2014; Italian Food, 2018).

O processamento industrial destes produtos passa por diversas etapas,
desde as mais basicas como o recebimento, lavagem com agua clorada,
selecdo manual, a qual consiste na retirada dos tomates improprios para o
processamento, até as etapas que sdo diferenciadas para o molho e para o
extrato de tomate.

Para preparacdo do molho, apos ser feita a selecdo, os tomates séo
levados inteiros para um equipamento com aquecimento de vapor, cuja
finalidade é amolecer a casca dos mesmos. A temperatura nesse processo
deve ser de 100 °C e o tempo de permanéncia dos tomates dentro do
equipamento deve variar entre 30 a 50 segundos, dependendo da variedade do
tomate utilizado. Depois de retirada a casca, os tomates sdo encaminhados
para uma fatiadeira, a qual os transforma em tamanhos pequenos para ser
efetuado o seu cozimento em temperaturas de 95 °C a 97 °C, variando o tempo
de 18 a 25 minutos, o qual ocorre em um equipamento com aquecimento de
vapor. Ao mesmo tempo em que se processa o tomate, as cebolas e os demais
ingredientes que compdem a formulacdo também devem ser preparados para
posterior mistura e cozimento. Por fim, o produto final é pasteurizado, processo
que consiste no tratamento térmico do produto, elevando sua temperatura
rapidamente de 92 °C a 96 °C, com a finalidade de eliminar toda a carga
bacteriana presente no produto. Apds a pasteurizagdo o0 produto esta pronto
para ser envasado (Santos, 2014; De Oliveira & Santos, 2015; Italian Food,
2018).

Ja para o extrato, 0s tomates, apdés serem selecionados sé&o
encaminhados a uma fatiadeira para obtencdo de pedagcos menores, com 0

objetivo de facilitar a extragédo do suco de sua polpa. Nesta etapa, o triturador
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deve ser adequado garantindo que as sementes dos tomates ndo se
fragmentem, pois, as mesmas afetam de forma negativa a textura do produto
final. Em seguida, €é realizado o aquecimento a temperatura de 90 a 95 °C com
0 objetivo de inativar as enzimas presentes na casca. ApOs inativacao
enzimatica, sdo realizados o despolpamento e a refinagdo do tomate,
ocorrendo em duas etapas, sendo a primeira com a finalidade de separar a
casca e a segunda etapa com a finalidade de separar as sementes da polpa.
No entanto, ainda a um terceiro estagio, o qual consiste em homogeneizar o
suco de tomate. Em seguida, o produto passa por um aquecimento a fim de
concentrar a polpa, fazendo com que a 4gua seja evaporada até atingir o grau
de concentracdo desejado e entdo é submetido a pasteurizacdo, da mesma
forma descrita para o0 molho de tomate. Apds ser pasteurizado, o extrato de
tomate pode ser envazado e esta pronto para o consumo (Rosa et al., 2011;
Vieira, 2016; Italian Food, 2018).

Os tipos de processamentos empregados nas industrias podem causar
efeitos nos produtos e deterioracdo de componentes nutricionais, como € o
caso da vitamina C, a qual € degradada durante o processamento térmico de
frutas e hortalicas (Dewanto et al., 2002; Borguini, 2006). No entanto, outros
componentes nutricionais presentes no tomate in natura, ficam mais
concentrados quando sdo submetidos ao processamento, pois parte da agua
que contem no tomate evapora quando passam pelo processo de
industrializacdo. Isso pode ser observado no licopeno, uma vez que néo perde
suas propriedades quimicas ou medicinais quando concentrado ou cozido por
longo tempo, sendo melhor absorvido pelo organismo humano quando sao
ingeridos na forma de molhos e extrato (Luz et al., 2016). Além disso, sao
fontes de vitaminas A e E, e elementos como Ca, Fe, K, Mg e Zn (TACO, 2011;
Italian Food, 2018).

Diante dos beneficios nutricionais que o consumo de tomates e seus
produtos oferecem para o organismo humano, principalmente em relacdo aos
elementos quimicos, é importante conhecer as fun¢des que desempenham no
organismo, além dos possiveis problemas que a deficiéncia ou até mesmo o

excesso desses elementos podem causar.
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2.4. Elementos essenciais e potencialmente toxicos

Os elementos essenciais sdo substancias nutritivas indispensaveis ao
organismo, pois participam de diversas reagfes enzimaticas, além de serem
extremamente importantes para diversos sistemas do corpo humano (como
imunologico, respiratério, cardiovascular, cerebral, entre outros). No entanto,
nao séo sintetizados pelos organismos vivos, havendo a necessidade de ser
consumidos em alimentos que fornegcam as quantidades que o organismo
necessita, através de carnes, leites, ovos, legumes, frutas, verduras e
leguminosas. Dessa forma, conhecer a essencialidade e toxicidade dos
elementos se torna importante, uma vez que fazem parte da nossa dieta e
dependendo dos niveis de concentracdes podem acarretar efeitos prejudiciais
a0 nOsso organismo.

Diante dos beneficios e riscos que 0s elementos quimicos apresentam ao
organismo humano, determinar as concentragcbes dos mesmos presentes em
amostras de tomates in natura, molhos e extratos de tomate, & extremamente
importante, uma vez que podem apresentar elementos essenciais que
contribuem para a manutencéo e funcionalidade do organismo, bem como os
potencialmente téxicos. ConcentracBes desses elementos acima do limite
diario recomendado torna-se um risco a saude do consumidor. Além disso, é
possivel avaliar se ha perdas ou incrementos desses elementos durante o
processamento de molhos e extratos. Sendo assim, existe a necessidade de
desenvolver novos sistemas de preparo de amostra, que sejam eficientes e
acessiveis a todos os laboratérios para que possa ser realizada a quantificacédo

de elementos.

2.5. Preparo de amostra

Para que a amostra esteja na forma adequada para ser inserida no
equipamento de andlise e garantir que a espécie quimica de interesse seja
preservada, se fazem necessarios estudos de métodos de preparo de
amostras, o qual é responsavel por converter a amostra em uma forma
adequada para posterior introducdo em um equipamento de analise (Oliveira,
2003; Krug, 2010).
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A etapa de preparo de uma amostra € a mais critica dentro de toda a
sequéncia analitica, j& que é responséavel por 30 % dos erros totais de uma
andlise e tem o maior gasto de tempo de uma sequéncia analitica
(aproximadamente 60 %). Isso demonstra a importancia da escolha adequada
do método para o preparo da amostra de interesse, a fim de evitar erros, baixa
frequéncia analitica e recursos financeiros (Oliveira, 2003; Krug, 2016).

Os erros que poderédo ocorrer durante esta etapa, estdo associados a
perdas de elementos por volatilizagdo ou adsorcéo, dissolugdo incompleta do
elemento e contaminacdo, que pode ser proveniente de diversas fontes, tais
como o ar, reagentes de baixo grau de pureza, além das impurezas
provenientes da inadequada lavagem e descontaminacdo dos materiais. Sendo
assim, por mais cuidados que se tenha durante esta etapa, uma
desqualificacdo e falta de treinamento do analista, contribuem como fonte de
erros (Krug, 2016).

Com isso, para se obter um preparo de amostra que seja eficiente, é
necessario conhecer as caracteristicas dos elementos que se desejam
quantificar, as faixas de concentracdo desses elementos, a quantidade de
amostra disponivel, se ha procedimentos ja descrito na literatura, tempo que
sera gasto, os custos relacionados, 0s equipamentos e reagentes disponiveis e
a experiéncia e qualificacdo do analista. Esses cuidados devem ser
considerados para que se tenha um baixo consumo de reagente, menor
espaco de tempo, minima contaminacdo, andlise livre de interferéncias e
menor geracdo de residuo, contribuindo com os principios da quimica verde
(Lenardéo et al., 2003; Krug, 2016).

Dessa forma, os métodos de preparo de amostras podem ser divididos
em via seca e via Uumida. O método por via seca utiliza fornos tipo mufla e
apresenta inconvenientes no preparo das amostras, tais como perdas de
elementos por volatilizacao, elevado tempo de preparo e contaminagdes (Krug,
2010).

J4 o método por via Umida, consiste no rompimento das ligacdes
quimicas atravées da adicdo de reagentes e uma fonte de energia
simultaneamente. Geralmente, o0 método mais empregado por via umida € a
decomposicdo acida, a qual consiste na adicdo de acidos minerais como o

HNOs3; HCI; H,SO,4; HCIO4, entre outros; ou com a mistura destes acidos. Os
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mesmos podem ser adicionados com outros reagentes oxidantes para melhorar
a decomposicao da amostra, como € o caso do H,0,, formando CO, e H,O e
deixando os analitos livres em solucdo. Dentre os &cidos, o mais empregado
para decomposicfes por via umida é o HNO3, uma vez que quase todos os
nitratos sdo sollveis em agua. Além disso, é um acido eficiente no processo de
oxidagdo da matéria organica, economicamente acessivel e apresenta facil
purificacdo, além de ser um reagente quimico com baixo nivel de interferéncias
na grande maioria das técnicas analiticas de analises (Krug, 2010; Pereira,
2014; Souza, 2018).

Para o preparo de amostra, podem-se utilizar os sistemas abertos como
muflas, chapas de aquecimento e bloco digestor. Ja nos sistemas fechados
pode ser utilizado banhos ultrassénicos, fornos micro-ondas, entre outros. O
sistema aberto é um dos métodos mais antigos, caracterizado, geralmente
como simples e de baixo custo, sendo utilizado para a decomposicdo da
matéria organica e inorganica de um grande numero de amostras. No entanto,
apresenta algumas desvantagens relacionadas a eficiéncia de decomposicao,
tais como, elevado teor de carbono residual e a possibilidade de perdas de
elementos volateis, além do risco de contaminacédo pelo ambiente e perda de
reagentes, necessitando da reposicdo de acidos durante a decomposicéo,
elevando os sinais de brancos, além prolongar o tempo de preparo (Nogueira,
2003; Krug, 2016; Souza, 2018).

Devido as desvantagens do preparo de amostras em sistema aberto, a
utilizacdo dos sistemas fechados tem sido cada vez mais empregado,
principalmente para o preparo de amostras para posterior determinacdo de
elementos volateis. A possibilidade de explosdo dos fracos durante a
decomposicdo e/ou no momento de abrir 0 sistema, ocorrendo proje¢des em
direcdo ao analista € a principal desvantagem desse sistema (Oliveira, 2003;
Krug, 2016). Através da implementacdo do controle de temperatura e pressao
nos equipamentos, o uso de sistema fechado se tornou mais seguro, mas
elevou consideravelmente os custos das analises.

Os métodos de sistema fechado tém se destacado na literatura,
principalmente para decomposicdo de elementos volateis. Um exemplo é a
decomposicdo assistida por radiagcdo micro-ondas, inicialmente proposta em

1975, empregando fornos domésticos. Com 0s avancos da instrumentacao
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analitica, novos sistemas com radiacdo micro-ondas foram desenvolvidos, a fim
de aperfeicoar o procedimento de preparo das amostras. Além disso, esse
sistema reduz o tempo de preparo de amostras e 0s problemas associados
com perdas dos elementos volateis e contaminacédo, além do aumento na
velocidade das reacdes, devido as altas temperaturas e pressoes (Krug, 2010).
A energia micro-ondas é uma radiacdo eletromagnética ndo-ionizante que
provoca movimento das moléculas em solucdo pela migracdo de ions e/ou
rotacdes de dipolo, causadas pelo elevado numero de vezes em que 0 campo
eletromagnético se alterna, causando o aquecimento pela interacdo entre as
micro-ondas e as moléculas da amostra (Bressy, 2013; Krug 2016; Souza,
2018).

A decomposicdo acida assistida por radiacdo micro-ondas é uma técnica
utilizada para diversos tipos de amostras. Contudo, nem todos os laboratoérios
de pesquisas podem ter acesso a esse equipamento, devido ao custo
relativamente elevado para sua aquisicdo. Além disso, apresenta algumas
desvantagens como a necessidade do uso de pequenas quantidades de
amostra, afim de evitar a elevacdo da pressao interna e levar a explosdes dos
frascos no interior do forno micro-ondas (Oliveira, 2003; Pereira, 2014; Krug,
2016).

Sendo assim, existe a necessidade de desenvolver métodos alternativos
de preparo de amostras, 0s quais minimizem as desvantagens como 0 custo
relativamente elevado dos métodos com sistemas fechados. Assim, novos
métodos estdo sendo desenvolvidas buscando a mesma eficiéncia dos
sistemas abertos ja existentes comercialmente e reportados na literatura, sem
perdas de elementos e reagentes por volatilizacdo e que sejam acessiveis aos
laboratérios de pesquisa.

O uso de condensadores convencionais € utilizado no preparo de
amostras, pois eles promovem a mudanca da fase vapor para a fase liquida. O
primeiro relato da utilizagdo desses condensadores foi feito em um artigo de
revisdo de Tolg, 1971, o qual mostrou-se eficiente ao preparar amostras
permitindo o aumento da temperatura durante a decomposicdo sem que
houvesse perdas de elementos ou espécies volateis. Ja em 2013, Ferreira e
colaboradores publicaram um artigo de revisao, relatando o uso de um sistema

de refluxo sobre os tubos digestores para uso em blocos digestores, esse
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sistema era de um formato similar a um dedo. Na parte superior do sistema é
colocada agua, com a finalidade de manter a superficie fria, causando a
condensacdo dos elementos volateis e dos reagentes empregados no meio
reacional. No entanto, esse sistema ainda apresentava alguns inconvenientes,
como a temperatura da agua na parte superior ndo permanecia suficientemente
fria para o processo de condensacédo e ndo ocorria o alivio de presséo, pois o
sistema de refluxo era colocado diretamente no tubo digestor, conforme

apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Desenho esquematico do sistema de refluxo (A), tubo digestor (B) e
(C) sistema de digestdo com refluxo proposto por Ferreira e colaboradores.

Fonte: Ferreira e colaboradores, 2013.

Com base no sistema apresentado na Figura 2, em 2013, Oreste e
colaboradores desenvolveram um novo desenho para o sistema de refluxo,
para contornar os problemas de aquecimento e projecdo da agua contido no
sistema de refluxo. Esse sistema consistiu em acoplar um tubo de vidro com
recirculacdo de agua com o auxilio de um encaixe confeccionado em
politetrafluoretileno (PTFE), com uma ranhura lateral para o alivio da pressao,

diminuindo inclusive a contaminacdo pelo ambiente, como pode ser observado
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na Figura 3. Como pode ser observado, esse conjunto € acoplado a tubos
digestores comerciais, que irA conter a amostra e 0s reagentes sendo
posteriormente aquecidos em um bloco digestor. O sistema possui uma
circulacdo continua de éagua refrigerada, preservando o resfriamento da
superficie do tubo condensador ao longo do tempo de trabalho, possibilitando a
condensacao dos vapores, o qual propicia a formag¢do de um filme liquido de
uma solucdo absorvedora, basicamente constituida de agua e acido. Quando
utiizada uma quantidade de &cido adequada e uma temperatura de
aguecimento acima do ponto de ebulicdo, por exemplo do HNO3; uma solucéo
absorvedora com elevada forca idnica € formada, a qual propicia a retencéo
dos elementos na forma de nitratos solUveis, que apdés a condensacao
retornam para o meio reacional (Pereira, 2014; Souza, 2018). O primeiro
trabalho publicado na literatura com este novo modelo, foi apresentado por
Oreste e colaboradores, em 2013, na determinagdo de Hg em amostras
biolégicas. Este elemento frequentemente apresenta perdas por volatilizacdo
no preparo de amostras em sistemas abertos, o que dificulta sua quantificacao
guando se utiliza esse sistema de preparo de amostras. No entanto, os autores
obtiveram bons resultados na determinacdo, mostrando a elevada eficiéncia e
seguranga do novo sistema de refluxo. Deste entédo, esse novo sistema semi-
fechado com refluxo ja foi empregado satisfatoriamente para diversas
amostras, tais como: goma xantana (Souza et al., 2015), erva-mate (Pereira et
al., 2016), arroz (Oliveira et al., 2016), leite em p6 (Oreste et al., 2016), suco
industrializado (Pereira et al., 2018b), cereal infantil (Souza et al., 2019), entre

outros.
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Figura 3 - Esquema do sistema de refluxo acoplado ao tubo digestor proposto
por Orestes e colaboradores.

Fonte: Oreste e colaboradores, 2013.

Para amostras de frutas, o sistema de refluxo foi aplicado para de frutas
vermelhas, como amora, framboesa, mirtilo e morango (Pereira, 2018). Essas
amostras apresentam elevada quantidade de agua, da mesma forma que os
tomates. Sendo assim, € necessario investigar detalhadamente o preparo da
amostra. A presenca de dgua no meio reacional reduz o poder oxidante dos
acidos, além de gerar um aumento na producdo dos vapores, 0 que pode
resultar numa maior dificuldade da destruicdo da matéria organica e propiciar
uma maior perda dos elementos volateis, atraveés do arraste dos analitos pelos
vapores gerados no meio reacional.

Algumas alternativas de preparo sao encontradas na literatura para os
tomates e estdo apresentados na Tabela 1. Em todas as situacfes, 0 que se
busca é obtencdo de uma etapa de preparo de amostras que propicie a
decomposicdo completa da matriz da amostra sem perdas de elementos por
volatilizacéo, além de assegurar que esses elementos permanegcam livres em
solucdo e na auséncia de interferentes, que prejudicaria sua determinagéo

através de determinadas técnicas de analise.



Tabela 1 - Métodos de preparo de amostras para tomates in natura, extratos e molhos relatados na literatura.
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Amostras Método do preparo da amostra Analitos Técnica(s) Referéncia
. Santos e
Tomate 0,5 g de .cgda amostra + 6 mL de. HNO3z; + 1 mL de HCIO,. Cd, Co, Cu, Mn, Ni, E AAS colaboradores
Decomposi¢cdo em bloco digestor em sistema aberto Pbe Zn (2002)
Extrato de tomate 1 gde gmpstrq + 7 mL de HNQg + 1 mL de H,0,. Decomposi¢cdao Cd, Cu, Fe, Pb, Sn HR-ICP-MS Yenisoy-Karakas
por radiacdo micro-ondas em sistema fechado eZn (2012)
Al, Ba, Cd, Co, Cr, Bressy e
Tomate 03 g de amostra + 7 mL de HNOs + 1 mL de H,0,. Cu, Fe, Hg, Mn, Ni, colaboradores
Decomposic¢ao por radiagdo micro-ondas em sistema fechado ICP OES e
Se, Sn, Sr, Ve Zn (2013)
ICP-MS
Extrato de tomate Hadiani e
enlatado e molho 1 g de C‘fid~a amostra ’ S _mL de HNOs N 2 mL de Hy0s. As, CdePb GF AAS colaboradores
Decomposigéo por radiacdo micro-ondas em sistema fechado
de tomate (2014)
Tomate, molhose 0,5 g de amostra + mistura HNO3:HCIH,O, = 6:2:2. As, Ca, Cd, Cu, Fe, OzturkOglu-budak;
extratos de tomate Decomposicao por radiacdo micro-ondas em sistema fechado K, Mg, Mn, Mo, Na, ICP-MS AkSahin
P, Pb, Se e Zn (2016)

F AAS: Espectrometria de absorcao atdmica em chama. HR-ICP-MS: Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplada de alta resolugéo. ICP OES: Espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado. ICP-MS: Espectrébmetro de massas com plasma indutivamente acoplado. GF AAS: Espectrometria de absorcdo atdmica em forno de grafite.
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Como pode ser observada na Tabela 1, a maioria dos trabalhos € com
uso de sistema fechado, exceto o de Santos e colaboradores, 2002, o qual
utilizou sistema aberto, porém com acido perclérico que € um acido altamente
reativo e exige cuidados. Além disso, os trabalhos utilizam pequenas
quantidades de amostras e elevada quantidade de acidos e/ou misturas de
acidos, necessitando muitas vezes de elevadas diluicdes. Isso pode prejudicar
a determinacédo de elementos em baixas concentracdes, principalmente para a
determinacdo de elementos potencialmente toxicos e/ou quando utilizadas
técnicas com baixa sensibilidade e suscetiveis a interferéncias provocadas pela
presenca de &cidos em altas concentragdes.

Como ja citado, o tomate € composto em sua maior parte por agua, o
gue requer uma grande quantidade de amostra para possibilitar a deteccédo de
elementos em baixas concentracdes. Com isso, se torna necessario o
desenvolvimento de métodos de preparo de amostra que sejam eficientes e
acessiveis a todos os laboratorios, para que possa ser realizada a
quantificacdo de metais nesse tipo de amostra.

A maioria dos estudos de preparo de amostra para a quantificacdo de
metais determina somente a concentracdo total dos elementos, dessa forma
nao € possivel avaliar a toxicidade ou a essencialidade dos elementos para o
organismo humano, pois o0 alimento ao entrar no sistema digestivo passa por
diferentes transformacgdes, nao liberando totalmente os elementos para que o
organismo possa absorver, uma vez que a matriz do alimento ndo é totalmente
degradada. Sendo assim, estdo sendo desenvolvidos estudos de
bioacessibilidade e biodisponibilidade, visando avaliar o quanto € liberado do
alimento para posterior absor¢cdo pelo organismo (Minekus et al., 2014; Do

Nascimento da Silva et al., 2015; Souza et al; 2018; Pereira et al., 2018a).

2.6. Bioacessibilidade e Biodisponibilidade

A quimica analitica vem desenvolvendo novos métodos para determinar
a concentracdo dos elementos em alimentos em geral. A concentragao total de
um nutriente em um alimento ndo € um indicador confiavel para avaliar se o

mesmo, apis sua ingestado, fornece um valor essencial ou pode trazer riscos a
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saude do consumidor, pois ndo é possivel relacionar com a quantidade que
pode ser liberada ou absorvida por nosso organismo (Minekus et al., 2014;
Souza et al., 2019).

Para saber se as concentracdes dos analitos estdo em niveis essenciais
ou toxicos, € necessario avaliar o comportamento do alimento no sistema
digestivo, estudando as trés principais etapas: boca, estdbmago e intestino
(Minekus et al., 2014; Do Nascimento da Silva et al., 2018; Pereira et al., 2018).
Sendo assim, estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade vém sendo
desenvolvidos, a fim de permitir uma melhor avaliagdo dessa interacdo dos
nutrientes presentes nos alimentos com o sistema gastrointestinal.

Os estudos da fracdo bioacessivel referem-se a quantidade do
elemento que é liberado de sua matriz no trato gastrointestinal, tornando-se
disponivel para a efetiva absorc¢éo intestinal. Ja a fracdo biodisponivel refere-se
ao teor do composto ou do elemento que é absorvido pelo organismo humano
a partir do trato gastrointestinal e esta disponivel para ser utilizado nas funcdes
fisioloégicas (Fernandez-Garcia et al., 2009; Do Nascimento da Silva et al.,
2013; Minekus et al., 2014; Pereira et al., 2018a; Souza et al., 2018).

As determinacdes das fragcbes, bioacessivel e biodisponivel, podem ser
realizadas, através de experimentos in vivo ou in vitro. Os testes in vivo,
geralmente séo feitos utilizando cobaias humanas ou animais, 0s quais
possuem o sistema digestivo semelhante ao do ser humano como macacos,
ratos ou coelhos. Os estudos séo realizados basicamente por balanco de
massa, subtraindo-se a quantidade desse elemento excretado pelo animal da
guantidade ingerida, ou monitorando a concentracdo do elemento de interesse
no plasma sanguineo. No entanto, esse método apresenta varias limitacoes,
pois necessitam de um tempo longo de andlise, sdo caros, invasivos,
dependem de fatores fisioldgicos intrinsecos de cada espécie e devem
assegurar o bem estar das cobaias através de diversas diretrizes por meio dos
principios éticos para 0 uso de seres vivos em estudos cientificos (He et al.,
2010; Etcheverry et al., 2012; Peixoto et al., 2013; Carbonell-Capella et al.,
2014; Souza et al., 2018).

Ja os testes in vitro, apresentam-se como uma alternativa, uma vez que

apresentam menor tempo e custo. Esse método simula as condigbes
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fisiologicas e de digestdo no trato gastrointestinal utilizando reagentes bioativos
para o preparo das solu¢des digestivas, como saliva, suco gastrico, suco
duodenal e bile. No entanto, para uma boa reprodutibilidade e repetibilidade
deste método, € necessario reproduzir de forma idéntica e controlar a
temperatura, pH, movimentos peristélticos e a composicdo quimica da saliva,
do suco géstrico, do suco duodenal e do suco biliar. Sendo assim, é necessario
compreender as funcdes de cada parte do sistema digestivo humano apdés a
ingestdo dos alimentos (Minekus et al., 2014; Do Nascimento da Silva et al.,
2015; Peixoto et al., 2016; Do Nascimento da Silva et al., 2017).

A primeira etapa do sistema digestivo é a boca, porta de entrada dos
alimentos, onde inicia-se o processo de trituracdo e o alimento € misturado aos
fluidos salivares, o0s quais sdo excretados pelas glandulas parotidas,
submaxilar, sublingual e entre outras glandulas menores. A saliva apresenta pH
médio de 6,7, é rica em mucina, que tem funcao de lubrificacao, e a-amilase, a
qual tem a funcdo de degradar o amido em maltose ou a quebra da celulose
em frutas e vegetais. O bolo alimentar, posteriormente, passa pelo eséfago até
chegar, por meio de movimentos peristalticos, ao estbmago, onde ocorre a
segunda etapa (Versantvoort et al., 2005; Hur et al., 2011; Minekus et al.,
2014).

O estbmago, tém como funcdo armazenar temporariamente o alimento e
liberar de forma lenta para o duodeno. Além disso, apresenta uma elevada
acidez devido a presenca de HCI, o qual é utilizado para eliminar as bactérias e
desnaturar as proteinas, convertendo o pepsinogénio em pepsina, que atua na
degradacdo de proteinas gerando aminodacidos, oligopeptidios e polipeptidios.
No jejum, o pH gastrico é de 1,5 a 2, podendo subir temporariamente para pH
de 3 a 7, logo apos as refeicdes. O esvaziamento gastrico é determinado por
trés fatores: volume da refeicdo, pressao osmoética e conteudo caldrico. A taxa
de liberacdo para o duodeno depende do alimento, por exemplo, gorduras,
carboidratos e proteinas, apresentam uma taxa de liberacéo de 2 kcal min™,
variando o tempo de 60 a 227 min. Ja as refei¢cdes liquidas, apresentam um
tempo de esvaziamento variando de 10 a 60 min. Além disso, é nesta etapa,
que ocorre a mistura do alimento com as secrec¢des gastricas para produzir o
guimo (Versantvoort et al., 2005; Hur et al., 2011; Minekus et al., 2014).
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Apds o tempo de residéncia no estbmago, 0 quimo entra no intestino
delgado, e a quebra das moléculas € completada, pois ocorre a liberacdo dos
fluidos pancreaticos, da bile e o entérico. Os fluidos pancreaticos contém
tripsinogénio,  quimotripsinogénio,  procarboxipeptidases, pro-elastases,
amilase, ribonuclease e desoxirribonuclease que sdo responsaveis pela
finalizacdo da digestdo, além de conter bicarbonato (HCOj3), que atua na
neutralizacdo da acidez do quimo. A bile € uma mistura complexa de agua,
bicarbonato de sédio (NaHCO3), sais biliares, bilirrubina, colesterol, entre
outros, que auxiliam na digestdo da gordura. JA& 0 suco entérico, € uma
secrecao intestinal volumosa (3L/dia) contendo, principalmente, NaCl e poucas
enzimas, como sacarase, lactase, maltase e nucleotidases (Versantvoort et al.,
2005; Hur et al., 2011; Minekus et al., 2014).

Os produtos finais da digestao gastrointestinal séo o quilo e o bolo fecal.
O quilo, contém os nutrientes que atravessa a parede do intestino e vao para a
corrente sanguinea e, assim, os componentes sao distribuidos para todas as
células do corpo. Ja o bolo fecal, € o que sera excretado e contém todo o
residuo que néao foi absorvido pelo corpo humano. Sendo assim, a absor¢éo de
todos os elementos presentes nos alimentos pode ser afetada pelas
propriedades fisicas e bioquimicas, como a solubilidade, teores de fibras e
proteinas, entre outros fatores. Além disso, a composicédo do alimento também
€ um fator limitante, pois pode dificultar ou facilitar a liberacdo dos elementos,
influenciando entdo a sua bioacessibilidade (Minekus et al., 2014; Do
Nascimento da Silva et al., 2018; Souza et al., 2018).

Estudos de bioacessibilidade em amostras de tomates e derivados séo
importantes, uma vez que, na literatura sao relatados somente estudos de
determinacdo da concentragdo total, ndo correlacionando com a liberacao
desta concentracdo no sistema digestivo. Sendo assim, é necessario estudos
de bioacessibilidade, ja que apresentam um elevado consumo e o uso de
técnicas analiticas sensiveis para a determinacéo da fracéo total e bioacessivel

em amostras de tomates e derivados.
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2.7. Técnicas para quantificacdo de metais

Para a quantificacdo de metais & de extrema importancia a escolha de
técnicas analiticas que apresentem uma boa sensibilidade, detectabilidade e
precisdo, ja que a concentracdo do elemento presente na amostra é um fator
limitante (Krug, 2010). A literatura reporta o uso de diferentes técnicas para
quantificacdo de elementos, tais como a espectrometria de absorcao atbmica
em chama (F AAS) ou em forno de grafite (GF AAS) ou de emissao atbmica em
chama (F AES); espectrometria de emissdo oOptica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES); espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) (Skoog, 2002; Holler et al., 2009). Dentre as
técnicas instrumentais citadas, as que utilizam o plasma como fonte de
atomizacdo sdo as mais atrativas, por serem multielementares, com maior
destaque para o ICP-MS, que apresenta maior detectabilidade e menores
limites de deteccédo (LD). Ja a técnica de ICP OES, apresenta parametros de
mérito préximos as técnicas de F AAS e MIP OES (Holler et al., 2009; Lima et
al., 2016).

Apesar das técnicas multielementares serem atrativas, normalmente
utilizam argonio para formacdo e manutencao do plasma, o que atribui um alto
custo a essa técnica, devido ao elevado consumo desse gas. Uma alternativa,
frente ao alto custo dessas técnicas que utilizam plasma de argbnio, é a técnica
de MIP OES, ja que o plasma € mantido através do nitrogénio retirado do ar,
reduzindo significativamente os custos de operacao (Li et al., 2013; Lima et al.,
2016; Agilent Technologies, 2016).

No MIP OES, o processo de formacao do plasma se da quando um fluxo
momentaneo de gas argbnio é liberado e, entdo, um campo magnético para
excitacdo do gas é gerado. Logo apos a formacgéo do plasma, o gas argonio &
substituido pelo gas nitrogénio, o qual é mantido durante todo o tempo de
funcionamento. A ignicdo € feita com argbnio devido a necessidade de uma
maior energia, pois 0 nitrogénio precisa ser primeiramente dissociado para a
sua posterior ionizacdo. O plasma de nitrogénio atinge uma temperatura de
5.000 °C, isso faz com que essa técnica tenha menor sensibilidade para alguns

elementos em relagcdo ao plasma de argdnio, que pode chegar a uma
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temperatura de até 10.000 °C (Li et al., 2013; Karlsson et al., 2015; Agilent
Technologies, 2016).

O sistema de introducdo de amostra consiste em uma bomba
peristaltica, que leva a solucdo até o nebulizador, local em que ocorrera a
conversdo do liquido em aerossol. As finas goticulas do aerossol séo
separadas em uma camara de nebulizagéo e introduzidas por meio de um gas
de arraste diretamente para a regido do plasma. Ao atingir o plasma, o aerossol
se transforma em atomos, moléculas e ions. A radiacdo emitida pela espécie
excitada no plasma é coletada através de uma série de componentes épticos,
dispersa por um monocromador, e entdo é encaminhado ao detector (Holler et
al., 2009; Jankowski & Reszke, 2010; Agilent Technologies, 2016).

No entanto, as técnicas podem apresentar interferéncias, as quais
podem ser ndo espectrais ou espectrais. Ja as interferéncias espectrais sdo
causadas pela sobreposicao de linhas de outros elementos com o elemento de
interesse. No caso das ndo espectrais, as interferéncias quimicas, de ionizacao
e efeitos de matriz podem ser causadas por diferentes razdes, tais como, a
presenca de elementos facilmente ionizdveis em elevadas concentracdes e
mudancas nas propriedades fisicas da solucao que poderéo afetar a formacao
do aerossol, eficiéncia de seu transporte e a energia do plasma. Para contornar
os problemas de interferéncias ndo espectrais, a literatura tem reportado
algumas alternativas, como: a diluicho da amostra, emprego da padronizacéo
interna, método de adicdo de analito ou separacdo da matriz da solucdo
(Zhang & Wagatsuma, 2002; Holler et al., 2009).

Uma alternativa para contornar essas interferéncias é o uso da geracao
quimica de vapor (CVG), a qual transforma a espécie de interesse em um
composto volatil para posterior transporte do vapor até um instrumento de
analise. Além do aumento da eficiéncia de transporte dos elementos, devido a
sua separagdo prévia da matriz, o que resulta na melhora da exatidao;
seletividade, devido a reducdo significativa dos interferentes e dos LDs,
satisfazendo os interesses para determinagdo de elementos traco (Welz &
Sperling, 1999; Takase et al., 2002; Welna et al., 2017; Machado, 2018).

A geracédo de hidretos, recebe destaque dentre as técnicas de CVG, pois
ocorre a partir da formagdo de compostos volateis por meio de uma reagao

7

quimica, na qual o analito em solugdo € convertido seletivamente a fase



38

gasosa, na forma de um hidreto volatil. Assim, o analito é separado da matriz e
transportado de maneira efetiva, na sua forma gasosa, até a fonte de
atomizacaol/ionizacdo. Dentre os reagentes redutores mais utilizados para
converter o elemento para o seu respectivo hidreto (forma volatil), o borohidreto
de sodio (NaBH,) apresenta-se como sendo o mais utilizado. Geralmente, a
solucdo de NaBH, é preparada em meio alcalino, estabilizando-a, o que a torna
mais eficiente, melhorando a reprodutibilidade, associada a uma reacdo em
meio homogéneo e com cinética mais definida. Ja em relacdo ao acido, o mais
utilizado é o HCI, porém outros acidos como HNO; e H,SO, podem ser
utilizados, sendo a concentragao ideal dependente do analito em estudo. Com
isso, a concentracdo da solucdo redutora, da solucdo acida e do agente
estabilizante devem ser otimizadas para cada analito de interesse, para
garantir uma boa reprodutibilidade (Dédina & Tsalev, 1995; Takase et al., 2002;
Vieira, 2007).

A técnica possibilita a formacao de hidretos volateis de elementos como
As, Bi, Cd, Ge, Hg, In, P, Pb, Sb, Se, Sn, Te e Ti. O mecanismo para a geracao
de hidretos volateis é demostrado a seguir (Equacao 1) e caracteriza-se pela
sua rapidez, onde “E” representa o analito de interesse, que é transformado na
forma de hidreto volatil, podendo ser conduzido até o atomizador; “m” é o
estado de oxidagdo do analito e “n” € o numero de coordenagao do hidreto
formado (Takase et al., 2002; Machado, 2018; D'’ulivo et al., 2011).

[BHAT + H* + 3H,0 — H3BOs + 8H
E™ +(m+n)H— EH, +mH" Equacéo 1

O acoplamento da geracdo de hidretos (HG) as técnicas espectro
analiticas, tais como a espectrometria de absorcédo atbmica com chama (HG-
FAAS), espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (HG- GF
AAS) e espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente
(HG-ICP OES), possibilita que os elementos que geram hidretos sejam
determinados em baixas concentracdes (Machado, 2018). Além destas
técnicas, € possivel acoplar a geracdo de hidretos com a espectrometria de

emissao 6ptica com plasma induzido por micro-ondas (HG-MIP OES), através
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do acessorio desenvolvido pela empresa Agilent Technologies, chamado MSIS
(sistema de introducdo de amostra multimodo, popularmente chamado de
“‘multimode”), permitindo a introducdo de amostras por meio de geracédo de
vapor ou de nebulizacdo. A Figura 4 representa o sistema de introducdo MSIS,
que permite a introducdo da solucdo de amostra por nebulizagcdo convencional
e geracéao de hidretos, simultaneamente (Agilent Technologies, 2016).

Bomba peristiitica
Aerosol da amostra

€ gases de hidrato
Agente redutor

Amostra
Descarte Gas de nebulizacao

Figura 4 - Esquema do sistema multimode (MSIS) para introducédo de amostra
no MIP OES
Fonte: Agilent Technologies, 2016.

Ha relatos de trabalhos na literatura que utilizam a deterrminacéo
simultdnea de elementos formadores de hidretos e elementos ndo formadores
de hidretos utilizando o sistema MSIS para introducdo de amostras. Sendo
assim, Matusiewicz e Slachcifiski, 2009, utilizaram o MSIS para determinacéo
de elementos formadores e ndo formadores de hidretos por MIP OES,
utilizando solugbes de NaBH, estabilizada em meio de NaOH 0,1 % (m/v),
permitindo a quantificagdo de elementos na faixa de pg L™ para alguns
elementos, quando comparado com o sistema de introdugdo de amostras
convencional por nebulizacdo. Recentemente, Souza e colaboradores, 2019,
utilizaram o sistema para determinacdo de elementos formadores e néo
formadores de hidretos em amostras de cereais infantis por MIP OES com
MSIS, utilizando a concentracdo de solugdes de NaBH; 0,5 % (m/v)

estabilizada em meio de NaOH 0,5 % (m/v).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Determinar a concentracao total e bioacessivel de metais em tomates

in natura: paulista, italiano, gaucho e cereja, aléem de diferentes marcas de

molhos e extratos de tomate pela técnica de MIP OES, utilizando o sistema

MSIS para introdugéo de amostras.

3.2. Objetivos especificos

Desenvolver um método de preparo de amostra de tomate por
decomposicdo acida com uso do sistema de refluxo;

Avaliar todos os parametros de mérito para a determinagdo
multielementar do MIP OES com o sistema MSIS;

Aplicar o método de preparo de amostra desenvolvido para a
determinacdo da concentracdo total em amostras de tomates in natura
das cultivares: gaucho, italiano, paulista e cereja; molhos de tomates e
extratos de tomate de trés marcas diferentes;

Determinar a concentracdo total de Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg,
Mn, Mo, Pb e Zn nas amostras de tomate in natura, molhos e extratos
por MIP OES com o sistema multimode;

Aplicar o método de digestdo in vitro para determinacdo da fracdo
bioacessivel em amostras de tomate in natura, molhos e extratos;
Determinar a concentracdo da fracdo bioacessivel de Ba, Cu, Fe, Mn,
Pb e Zn em amostras de tomate in natura, molhos e extratos por MIP
OES com sistema de introducdo de amostra MSIS;

Validar os resultados de concentracdo através do balanco de massa
entre os valores encontrados para a concentragdo total, bioacessivel e
nao bioacessivel.

Correlacionar os resultados obtidos com os limites diarios

recomendados de ingestédo para os elementos determinados.
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4. Materiais e métodos
4.1. Instrumentacao

Para a determinacédo dos elementos Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, K, Li, Mg,
Mn, Mo, Pb e Zn foi utilizado um espectrémetro de emissao 6ptica com plasma
induzido por micro-ondas (MIP OES) modelo Agilent 4200 (Agilent
Technologies, Australia) equipado com um nebulizador OneNeb e uma camara
de nebulizagcdo Multimode Sample Introduction System (MSIS, “multimode”). O
nitrogénio utilizado para manter o plasma € extraido do ar atmosférico por meio
de um gerador de nitrogénio modelo 4107 (Agilent Technologies, Austrélia). As
medidas foram realizadas em triplicata com velocidade da bomba de 15 rpm,
tempo de aspirar as amostras de 15 s, tempo de estabilizacdo de 15 s, tempo
de leitura de 3 s e correcdo automéatica dos sinais de fundo por meio de
subtracdo entre espectros do branco e das amostras. Os demais parametros
instrumentais utilizados estao presentes na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros instrumentais utilizados para as determinacdes

multielementares por MIP OES.

Analito Comprimento de Posicdo de visualizagdo  Vazao de nebulizagéo
onda (nm) do plasma (mm) (L min™h
Ba 4554 10 0,65
Ca 393,3 10 0,60
Cd 228,8 10 0,55
Cu 324,7 0 0,60
Fe 3719 0 0,75
Hg 253,6 0 0,75
K 766,4 10 1,00
Li 670,7 0 1,00
Mg 285,2 10 0,70
Mn 403,0 0 0,85
Mo 379,8 0 0,75
Pb 405,7 -10 0,70

Zn 213,8 0 0,55
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Todas as amostras foram pesadas utilizando uma balanca analitica
modelo AR 2140 (Ohaus Adventurer, EUA), com uma resolucdo de 0,1 mg e
tara maxima de 210 g. Para a decomposicdo acida e estudos de
bioacessibilidade as amostras de tomate in natura foram homogeneizadas em
um mixer com poténcia de 400 watts (Philips Walita, Brasil). J& as amostras de
molho e extratos foram utilizadas diretamente dos sachés. Na decomposicao
acida foi utilizado um bloco digestor modelo MA-4025 (Marconi, Brasil). Em
cada tubo digestor foi acoplado um sistema de refluxo com recirculacdo de
agua a 15 ° C, mantido por uma unidade de refrigeracdo modelo Q MAO83
(Marconi, Brasil).

Para a determinacao da fracdo bioacessivel, utilizou-se no preparo das
amostras um pHmetro modelo pHS-3B (PHtec, Brasil), um banho Dubnoff com
agitacdo e aquecimento a 37 °C modelo Q226M2 (Quimis, Brasil) e uma
centrifuga de velocidade maxima de 10.000 rpm modelo 5804 (Eppendorf,

Alemanha).

4.2. Reagentes

Os reagentes utilizados para este estudo foram de grau analitico e todas
as solucdes foram preparadas utilizando agua desionizada, a qual foi obtida a
partir de um sistema de destilagdo de vidro, modelo MAO78/5 (Marconi, Brasil)
e, posteriormente, desionizada passando através de uma coluna, modelo
CS1800 Evolution (Permution, Brasil). A solucdo multielementar dos analitos foi
preparada a partir da solucéo estoque n° 6 para ICP (Sigma-Aldrich, Alemanha)
contendo 100 mg L™ de cada um dos analitos. J& para o Hg foi utilizado a
solugdo monoelementar de 1.000 mg L™ (Sigma-Aldrichi, Alemanha). O HNOs
(Vetec, Basil) utilizado na etapa de preparo de amostra e o HCI (Qhemis,
Brasil) foram bidestilados abaixo do ponto de ebulicio em um destilador de
quartzo, modelo MA-075 (Marconi, Brasil). Para esta etapa também foi utilizado

H,0, 30 % (v/v) (Synth, Brasil).
Na gerag&o quimica de vapor, foram utilizadas solu¢cées de NaBH4 0,5 %
(m/v) estabilizadas em meio de NaOH 0,5 % (m/v) e HCIl 2 % (m/v) (Qhemis,
Brasil). Para os estudos de bioacessibilidade foram utilizados os seguintes

reagentes: a- Amylase a partir de Aspergillus oryzae, Pepsina, Bile e
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Pancreatina 3x (Sigma, EUA); CaCl,(H.0), (Vetec, Brasil), NaOH (Vetec,
Brasil), KCI (Merck, Alemanha), NaCl (Merck, EUA), NaHCO3 (Synth, Brasil),
MgCl»(H20)s (Sigma, EUA), (NH4).CO3 (Synth, Brasil), HCI (Qhemis, Brasil),
KH2PO4 (Sigma-Aldrich, EUA).

Todos os materiais e vidrarias utilizados foram lavados com agua e
detergente e, em seguida ficaram por 48 horas imersos em HNO3 10 % (v/v).
Posteriormente foram enxaguadas com agua desionizada e secas a

temperatura ambiente antes de seu uso.

4.3. Amostra

As amostras de tomates de diferentes cultivares como gaudcho, italiano e
tomate cereja 1 foram adquiridas de produtores do interior da cidade de
Pelotas, RS e a cultivar paulista e tomate cereja 2 (sweet grape) foram
adquiridas no comércio local do mesmo municipio. Todas as amostras foram
lavadas com agua desionizada e homogeneizadas, com cascas e sementes,
com o auxilio de um processador de alimentos doméstico. Ao fim do processo,
as amostras foram acondicionadas em frascos de polipropileno (PP) de 50 mL,
identificadas e congeladas em um freezer a -16° C.

Foram utilizadas trés amostras de molhos de diferentes marcas,
denominadas A, B e C e trés amostras de extratos de tomates de diferentes
marcas, também denominadas A, B e C. Todos os molhos e os extratos,
respectivamente, com os mesmos tipos de ingredientes em sua formulacao,

adquiridas no comércio da cidade de Pelotas, RS.

4.4, Teor de umidade

O teor de umidade foi realizado nas amostras de tomate in natura,
molhos e extratos, para saber a quantidade de agua presente em sua
composicdo. Esse estudo € importante, uma vez que a quantidade de agua vai
influenciar na eficiéncia dos reagentes adicionados durante o preparo das
amostras. Para a determinacdo, foram pesadas aproximadamente 5 g das
diferentes amostras diretamente em béqueres, as quais foram posteriormente
levadas ao aquecimento em estufa a uma temperatura de aproximadamente

105 °C por 3 h, conforme metodologia descrita por Adolfo Lutz, 2008. Apds, as
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amostras foram retiradas da estufa e deixadas em um dessecador até

chegarem a temperatura ambiente para proceder a pesagem das mesmas.

Esse processo foi realizado até as amostras adquirirem 0 peso constante.

4.5. Procedimento de preparo da amostra

O preparo das amostras foi realizado em bloco digestor com sistema de
refluxo apresentado na Figura 3, reproduzindo a mesma quantidade de massa,
volume de HNOj; e H,O, do trabalho descrito por Pereira e colaboradores,
2018. Ja a temperatura e o tempo de digestdo foram otimizados, variando em
150 e 200 °C e 1, 2, 3 e 4 h, respectivamente. Apds as condi¢cdes otimizadas,
foram pesadas 5,0 g para os tomates in natura e 4,0 g para os molhos e
extratos de tomates, equivalente a 0,5 g da massa seca, diretamente nos tubos
de digestdo e com posterior adicdo de 5 mL de HNO3. Logo apdés, acoplou-se o
sistema de refluxo e o sistema foi encaminhado ao bloco a 150 °C por 3 h.
Apos as solucdes foram retiradas do bloco para resfriamento até temperatura
ambiente, nas quais foram adicionados 1 mL de H;O, e as amostras
retornaram ao bloco por mais 1 h na mesma temperatura. Ao final da
decomposicdo as solucfes resultantes das amostras foram aferidas a 20 mL
com agua desionizada.

Testes de adicdo de analito foram realizados nas amostras de tomate
paulista e molho de tomate A, para validacdo do método em trés diferentes
niveis de concentracdo para cada analito. Todas as solucbes resultantes da
decomposicdo acida foram diluidas 5x, considerando os 5 mL de HNOj;
adicionados, para uma concentracdo acida maxima de 5 % (v/v) de acordo com
as recomendacgbes de trabalho descrito pelo fabricante do equipamento
(Agilent Technologies, 2016).

4.6. Meétodo comparativo — Decomposicdo acida em sistema
fechado

Para estudo comparativo entre método, foi utilizado uma decomposicao
acida em sistema fechado em frascos de politetrafluorotileno (PTFE) em bloco
digestor. Foram pesadas, a massa referente a 0,1 mg de massa seca de cada
amostra, sendo aproximadamente 0,88 g para extrato de tomate e de 1 g para
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os tomates paulista e cereja A diretamente nos frascos de PTFE e foi
adicionado 2,5 mL de HNOs;. Em seguida, os frascos foram completamente
fechados e encaminhados ao bloco digestor por 4 horas a uma temperatura de
140 °C. ApoOs este periodo, os frascos foram retirados do bloco digestor e
deixados em repouso até o dia seguinte, a fim de retornarem a temperatura
ambiente e diminuir a temperatura e a presséo. Ao final, abriu-se os frascos e
as solucdes foram transferidas para frascos de PP e avolumadas a 20 mL com
agua desionizada. A Figura 5 apresenta o frasco de PTFE utilizado e o bloco

digestor utilizado nesse método.

(A) (B)
Figura 5 — Frasco de PTFE fechado (A) e bloco digestor (B).

4.7. Fracao bioacessivel

Para os estudos de bioacessibilidade, utilizou-se o processo de digestao
in vitro que consiste na simulacéo das trés principais etapas (boca, estbmago e
intestino) do sistema digestivo humano, o qual foi adaptado de Minekus e
colaboradores, 2014.

No desenvolvimento deste estudo, foram pesados aproximadamente 5 g
de cada amostra de tomate, molho e extrato de tomate em frascos de PP. Na
primeira etapa, 4 mL de saliva sintética e 1 mL de CaCl, 7,5 mmol L™ foram
adicionados diretamente as amostras, o pH da solucéo foi ajustado para 7 com
a adicdo de NaOH 1 mol L e, posteriormente encaminhadas ao banho
Dubnoff com aquecimento a 37 °C e agitacao, por 10 min. Na segunda etapa,
foram adicionados 9,1 mL de suco gastrico sintético, 700 uL de CaCl, 2 mmol
LY e HCI 1 mol L™, para ajustar o pH da solucdo para 3, e novamente
encaminhadas ao banho Dubnoff com aquecimento a 37 °C e agitagdo por 2 h.
Ja na terceira etapa, adicionou-se 18,5 mL de suco intestinal, 1,35 mL de CaCl,
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9 mmol L* e NaOH 1 mol L™?, para ajustar o pH a 7, e encaminhou-se as
solu¢Bes novamente ao banho a 37 °C com agitacao por mais 2 h.

ApoOs as solucdes foram colocadas em um banho de gelo por 20 min
para inativacdo da atividade enzimética e, posteriormente, centrifugadas por 10
min a 10.000 rpm para separacdo da fracdo bioacessivel (sobrenadante), a
qual foi utilizada para determinacdo dos analitos por MIP OES e da fragdo ndo
bioacessivel (parte solida). A Figura 6 apresenta a amostra de molho de tomate
apos a simulacdo das trés etapas (A) e apos a centrifugacdo (B). Para a
determinacdo dos analitos no sobrenadante por MIP OES, este foi diluido 3x
para se obter no maximo 3 % (m/v) de sdlidos totais dissolvidos, seguindo as
recomendacdes do fabricante do equipamento (Agilent Technologies, 2016).

Ja a fracdo ndo bioacessivel (parte sélida) foi utilizada para uma nova
decomposicdo acida, a fim de validar os resultados de bioacessibilidade,
conforme trabalho realizado por Souza e colaboradores, 2019. O método de
preparo seguiu conforme ja descrito no item 2.4 para a decomposicao acida

total.

(A) (B)

Figura 6 — Amostra de molho de tomate apods as trés etapas de digestao (A) e

apos a centrifugagdo com o sobrenadante e a parte sélida (B).
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5. Resultados e discusséo

5.1. Parametros de mérito para determinacdo das concentracdes

totais de metais

Os parametros de mérito para determinacdo multielementar das
concentracfes totais obtidos por MIP OES com o sistema multimode para
introducdo da amostra, estdo apresentados nas Tabelas 3. As curvas analiticas
foram construidas na mesma concentracado acida das amostras. Para o K a
curva foi aumentada com adicdo de concentracbes a partir do padrdo
monoelementar de K, devido as amostras apresentarem grandes

concentracdes desse elemento nas amostras.

Tabela 3 - Parametros de mérito obtidos por MIP OES para as determinacfes
das concentracdes totais de metais

Faixa de Calibracéao a ) LD(m) LQm)
Elementos 4 9 3 4
(hg L) (L ug™) (mg kg™) (mg kg™)
Ba 25-200 488 0,999 0,026 0,086
Ca 25 -200 726 0,996 0,034 0,112
Cd 25 —-200 38 0,999 0,025 0,082
Cu 25 —-200 199 0,999 0,025 0,082
Fe 25-200 18 0,994 0,071 0,234
Hg 25-200 109 0,999 0,223 0,736
K 525 — 5200 87 0,999 0,023 0,076
Li 25 -200 1.889 0,999 0,038 0,125
Mg 25-200 340 0,999 0,036 0,119
Mn 25-200 65 0,999 0,029 0,096
Mo 25 -200 50 0,999 0,087 0,287
Pb 25 -200 7 0,994 0,023 0,076
Zn 25-200 46 0,996 0,016 0,053

a: coeficiente angular; R2? coeficiente de correlagdo linear ao quadrado; LD, limite de
deteccéo do método; LQm): limite de quantificacdo do método.

De acordo com os parametros de mérito apresentados na Tabela 3,
observa-se bons coeficientes de correlagéo linear ao quadrado para todos os

analitos investigados (R? > 0,99).



48

O LD e o limite de quantificagdo (LQ) foram calculados conforme as

Equagbes de 2 a 5.

100
100
BEC = Cpadrao Equacao 4
SBR
SBR = (Ipadrio = lbranco) Equacao 5

Ibranco

Sendo: RSD: Desvio padrdo da leitura do branco (n=10); BEC:
Concentragdo equivalente do fundo; Cpadrso: Concentragdo de um padréo da
curva analitica; lpadrzo: Intensidade do sinal de emissdo do padrdo da curva
escolhido e lpanco: INtensidade do sinal de emissdo do branco analitico; SBR:

Razao entre o sinal de emissao e sinal de fundo.

5.2. Resultados das concentragfes totais nas amostras de tomates

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados das concentracdes totais,
além dos testes de adicdo de analito em diferentes concentracbes para as
amostras de tomate paulista in natura e molho de tomate A.

De acordo com os resultados, foram obtidos valores de recuperacao na
faixa de 80 a 116 % para os trés diferentes niveis de adicdo dos analitos. Ja o
RSD obtido ficou em média inferior a 5,0 %, para o0 método exposto.

A exatiddo do método proposto foi comprovada através de uma comparacao
entre 0 método de decomposicao acida com sistema de refluxo e 0 método de
decomposicdo acida em sistema fechado para as amostras de tomate paulista,
tomate cereja A e extrato de tomate A. Os resultados podem ser observados na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados dos testes de adicdo de analito para as amostras de tomate paulista in natura e molho de tomate A por MIP

OES. (n = 3).
Analito Adi(;élo1 Paulist? Recuperacéo Adi(;élo1 Molho ﬁ Recuperacéo

(mg kg™) (mg kg™) (%) (mg kg™) (mg kg™) (%)

0 0,19 + 0,01 (5,3) - 0 0,23 £ 0,02 (8,7) -
Ba 1,2 1,18 £ 0,05 (4,2) 82 0,75 0,845 + 0,041 (4,8) 82
1,6 1,50 + 0,07 (4,7) 82 1,5 1,68 £ 0,03 (1,8) 97
2,4 2,19 £ 0,05 (2,3) 83 2,25 2,15+ 0,07 (3,2) 85

0 61+ 4 (6,5) - 0 81+7(8,6) -
o 24 83 +4(4,8) 92 50 132 + 3 (2,3) 102
48 105+2(1,9) 92 100 192 +£9 (4,7) 111
72 128 + 6 (4,7) 93 150 220+ 12 (5,4) 93

0 < LD(m) - 0 < LD(m) -
cd 1,2 1,04 £ 0,04 (3,8) 87 0,75 0,61 + 0,02 (3,3) 81
1,6 1,57 £ 0,07 (4,4) 98 1,5 1,42 £ 0,03 (2,1) 95
2,4 2,16 + 0,06 (2,8) 90 2,25 2,15+ 0,08 (3,7) 95

0 0,56 + 0,03 (5,4) - 0 0,81 +0,01(1,2) -
Cu 1,2 1,83 +£0,09 (4,9) 106 0,75 1,42 £ 0,07 (4,9) 81
1,6 2,30+ 0,17 (7,4) 109 1,5 2,29 +0,11 (4,8) 99
2,4 2,99 £ 0,11 (3,7) 101 2,25 2,89 + 0,06 (2,1) 92

0 2,82 +£0,20 (7,1) - 0 6,03 £ 0,18 (3,0) -
Fe 60 58,9 + 0,25 (0,4) 93 2,5 8,38 + 0,63 (7,5) 94
100 91,5+1,55(1,7) 89 50 11,4+0,3 (2,6) 107
140 140 £ 6 (4,3) o8 7,5 13,1 £0,7 (5,3) 94

Média + desvio-padréo (desvio-padréo relativo); < LDy): Valores abaixo do limite de detec¢éo do método.



Continuacéao.

50

Analito Adicao Paulista Recuperacéao Adicao Molho A Recuperacéo

(mg kg™) (mg kg™) (%) (mg kg™) (mg kg™) (%)

0 < LD(m) - 0 < LD(m) -
Hg 1,2 1,12 £ 0,04 (3,6) 93 0,75 0,77 £ 0,04 (5,2) 103
1,6 1,38 £ 0,08 (5,8) 86 1,5 1,21+ 0,04 (3,3) 81
2,4 2,16 + 0,06 (2,8) 90 2,25 1,80 + 0,08 (4,4) 80

0 2171+ 12 (0,5) - 0 2751 + 50 (1,8) -
K 1200 3260 £ 72 (2,2) 91 1500 4350 + 118 (2,7) 107
2400 4349 + 221 (5,1) 91 3000 6038 + 186 (3,1) 110
3600 5587 + 217 (3,9) 95 4500 7191 + 144 (2,0) 99

0 < LD(m) - 0 < LD(m) -
L 1,2 1,27 £ 0,06 (4,7) 106 0,75 0,87 £ 0,05 (5,7) 116
1,6 1,76 £ 0,08 (4,5) 110 15 1,74 £ 0,08 (4,6) 116
2,4 2,46 = 0,04 (1,6) 102 2,25 2,54 + 0,04 (1,6) 113

0 99+1(1,0) - 0 114 + 4 (3,5) -
M 60 148 £ 1 (0,7) 82 50 159 £ 4 (2,5) 90
9 100 197 + 8 (4,1) 08 100 209 £ 5 (2,4) 95
140 237 +4 (1,7) 99 150 238 + 2 (0,8) 83

Média + desvio-padréo (desvio-padréo relativo); < LDy): Valores abaixo do limite de detec¢éo do método.
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Analito Adicao Paulista Recuperacéo Adicao Molho ﬁ Recuperacéo

(mg kg™) (mg kg™ (%) (mg kg™) (mg kg™) (%)

0 1,49 £ 0,08 (5,4) - 0 1,12 £ 0,04 (3,6) -

Mn 1,2 2,46 + 0,16 (6,5) 81 0,75 1,83+£0,13 (7,1) 95
1,6 3,07 £ 0,12 (3,9) 99 1,5 2,63 +0,12 (4,6) 101

2,4 3,64 £0,18 (4,9) 90 2,25 3,34 + 0,02 (0,6) 99

0 < LD(m) - 0 < LD(m) -

Mo 1,2 1,00 £ 0,04 (4,0) 83 0,75 0,638 £ 0,021 (3,3) 85
1,6 1,40 + 0,06 (4,3) 88 1,5 1,20 £ 0,08 (6,7) 80

2,4 1,95 + 0,06 (3,1) 81 2,25 1,89 + 0,04 (2,1) 84

0 0,614 + 0,014 (2,3) - 0 0,931 + 0,072 (7,7) -
Pb 1,2 1,77 £ 0,08 (4,5) 96 0,75 1,76 £ 0,08 (4,5) 110
1,6 2,43 +£0,10 (4,1) 114 1,5 2,55+0,13 (5,1) 108
2,4 2,98 £ 0,07 (2,3) 99 2,25 3,20 + 0,08 (2,5) 101

0 2,54 + 0,11 (4,3) - 0 1,07 £ 0,09 (8,4) -

7n 1,2 3,51+0,10 (2,8) 81 0,75 1,75 £ 0,06 (3,4) 91
1,6 3,96 + 0,14 (3,5) 89 1,5 2,64 +£ 0,14 (5,3) 105
2,4 4,61 + 0,30 (6,5) 86 2,25 3,19 + 0,08 (2,5) 94

Média + desvio-padréo (desvio-padréo relativo); < LDy): Valores abaixo do limite de detec¢éo do meétodo.
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Tabela 5 — Resultados das concentracdes obtidas no estudo comparativo entre os métodos de preparo de amostras do sistema de
refluxo versus o sistema fechado para os tomates paulista, cereja A e extrato de tomate A. Valores em mg kg™ (x = SD) (n = 3).

Tomate Paulista

Tomate Cereja A

Extrato de Tomate A

Analitos Sistema de Sistema Sistema de Sistema Sistema de Sistema
Refluxo Fechado Refluxo Fechado Refluxo Fechado
Ba 0,194 + 0,007 0,192 + 0,014 0,268 + 0,009 0,279 + 0,002 0,321 + 0,004 0,305 £ 0,014
Ca 61+4 64+1 62+4 62+2 1636 1777
Cu 0,558 + 0,025 0,601 + 0,046 0,653 +£ 0,011 0,677 £0,011 1,59 + 0,02 1,49+ 0,12
Fe 2,82 +0,20 2,69 + 0,28 2,40 + 0,07 2,37+0,12 11,8+0,4 11,3+0,5
K 2173 + 118 2237 £ 57 3779 £ 178 3451 + 327 2675 + 136 2561 + 134
Mg 9+1 98 +7 108 +5 102+ 2 263 + 13 247 + 3
Mn 1,49 + 0,08 1,26 + 0,17 0,947 £ 0,025 0,878 £ 0,052 1,72 + 0,09 1,67 +0,13
Pb 0,614 + 0,014 0,634 + 0,039 0,764 £+ 0,006 0,762 £ 0,017 1,72+ 0,04 1,76 + 0,11
Zn 2,54 +0,11 2,67 +£0,08 1,62 + 0,09 1,77 +0,18 1,19+0,11 1,01 +0,04

Média + desvio-padrao.
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Os elementos Cd, Hg, Li e Mo ficaram com as concentra¢gdes abaixo do
LD. J& nos resultados apresentados na Tabela 5, para os demais elementos,
foi aplicado o teste estatistico t Studant pareado para um limite de confianca de
95 %, a fim de verificar se existe diferenca entre os resultados encontrados
para os dois métodos estudados. Este teste demonstrou que ndo héa diferencas
significativas entre os resultados encontrados na decomposicdo com sistema
de refluxo em relacdo a decomposicdo em sistema fechado em bombas de
PTFE.

Ja os resultados das determinacdes da concentragdo total dos analitos
nas amostras de tomate paulista, italiano, gaucho, cereja A e B, molho A,Be C
e extrato de tomate A, B e C por MIP OES com sistema multimode, estéo
apresentados nas Tabelas 6 e 7. Para uma melhor visualizacdo, esses
resultados também estdo reapresentados em graficos no Apéndice A e B,

respectivamente.
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Tabela 6 — Resultados de concentracao total para as amostras de tomate in natura obtidas por MIP OES. Valores expressos em

mg kg™ (n = 3).
Concentracéo, X + SD
Elementos
Paulista Italiano Gaucho Cereja A Cereja B

Ba 0,194 + 0,007 0,515 £+ 0,045 < LD(m) 0,268 + 0,009 < LD(m)
Ca 61+4 187 +9 134 £ 2 62+ 4 42 +2
Cd < LD(m) < LD(m) < LDm) < LD(m) 0,185 + 0,009
Cu 0,558 + 0,025 0,722 £ 0,026 0,264 + 0,012 0,653 £ 0,011 0,667 + 0,028
Fe 2,82 +£0,20 3,02+0,17 1,29+0,13 2,40 £ 0,07 1,42 +0,18
K 2173 £ 118 2583 + 190 2393 + 200 3779+ 178 3097 + 141
Mg 9 +1 107 £ 10 102 £2 1085 807
Mn 1,49 £ 0,08 1,06 £ 0,10 0,325 + 0,032 0,947 + 0,025 0,668 + 0,028
Pb 0,614 + 0,014 0,947 £ 0,008 0,843 + 0,054 0,764 + 0,006 0,714 +£ 0,048
Zn 2,54+0,11 1,90+0,11 1,90 + 0,01 1,62 + 0,09 3,36 £ 0,26

Média + desvio-padréo; < LDy): Valores abaixo do limite de detec¢céo do método.
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Tabela 7 — Resultados de concentracao total para as amostras de molhos e extratos de tomate A, B e C por MIP OES. Valores
expressos em mg kg™ (n = 3).

Molho Extrato
Elementos Concentragéo, X + SD Concentragéo, X + SD
A B C A B C
Ba 0,231+ 0,016 0,239 £ 0,008 0,214 + 0,007 0,321 £ 0,004 0,315 £ 0,007 0,312 £ 0,019
Ca 817 159 +13 109+6 1636 182 +12 203 + 13
Cd < LD(m) < LD(m 0,514 + 0,047 < LD(m) 0,758 + 0,016 0,667 + 0,041
Cu 0,811 +£ 0,013 1,36 + 0,03 1,10+ 0,01 1,59 + 0,02 1,17 + 0,06 1,82 + 0,06
Fe 6,03 +0,18 5,64 + 0,28 40,4+1,2 11,8+0,4 25,1+0,9 42,2+1,6
K 2.751 £ 50 3.088 £+ 213 2.053+34 2.675 £ 136 3.195+ 54 5.337 £ 328
Mg 114+ 4 123 +6 61+3 263 + 13 86+1 140+ 9
Mn 1,12 + 0,04 1,13+ 0,08 1,34 + 0,05 1,72+ 0,09 1,45+ 0,05 2,61 + 0,09
Pb 0,931 + 0,072 0,108 + 0,006 0,852 + 0,055 1,72 + 0,04 0,428 + 0,023 1,06 + 0,04
Zn 1,07 £ 0,09 0,403 + 0,036 0,241 + 0,007 1,19+0,11 1,08 + 0,04 2,20+ 0,03

Média + desvio-padréo; < LDy Valores abaixo do limite de detec¢do do método.
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Os resultados de concentragcdo dos elementos Hg, Li e Mo nédo estao
apresentados na Tabela 6, pois apresentaram concentracdes inferiores aos
LDm) para todas as amostras de tomates estudadas. O Ba apresentou
concentragdes abaixo do LD, para as amostras gaucho e cereja B. Ja o Cd
apresentou concentracdo para a amostra de tomate cereja B e para as demais
amostras os resultados tambem foram inferiores ao LD,

Comparando os tomates paulista, italiano e gaucho, cereja A e cereja B,
as maiores concentracdes para Ba, Ca, Cu, Fe, e Pb na amostra de tomate
italiano. Para Cd e Zn as maiores concentracdes foram encontradas no tomate
cereja B, para 0 K e Mg na amostra de cereja A. O tomate paulista foi a
amostra que apresentou a maior concentracao para Mn.

Ja as menores concentracdes para Ca e Mg foi na amostra de cereja B.
Para os elementos Cu, Fe e Mn foram observadas no tomate gaucho. O K e o
Pb apresentaram as menores concentragdes no tomate paulista. A amostra de
cereja A foi a que apresentou a menor concentracdo para o Zn. Para o Ba as
amostras de tomates gaucho e cereja B ficaram com as concentracfes
inferiores ao LD(m). Ja para o Cd, todas as demais amostras, com excegéo da
cereja B, apresentaram concentracdes foram inferiores ao LD ).

Com excecdo do Li e Mo, que sédo elementos essenciais, a concentracao
de Hg ndo apresenta riscos a saude do consumidor. No entanto, algumas
amostras apresentaram concentracdes para Ba, Cd e Pb, necessitando de
estudos mais especificos, ou seja, se essas concentracdes podem ser
liberadas para posterior absor¢do, podendo se tornar um risco ao organismo
humano, uma vez que esses elementos sdo potencialmente toxicos (Nordberg
et al., 2007; Nielsen & Ladefoged, 2013; Ferreira et al., 2015; Gong, 2016). De
acordo com Ndiwnva e colaboradores, 2014, a presenca dos metais como Cd e
Pb em frutos de tomate dependem das caracteristicas do solo, como teor de
matéria organica, poluicdo ambiental, além da adicdo de produtos quimicos
como fertilizantes, fungicidas, inseticidas e herbicidas as lavouras. Ja Pereira e
colaboradores, 2018, relatam que concentracdes de Ba sdo provenientes do
solo, uma vez que o solo se comporta como um tampdao natural, podendo reter
uma maior quantidade desse elemento.

O K é o elemento que esté presente em maior concentracdo nas plantas,

sendo extremamente importante para o crescimento e desenvolvimento das
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mesmas. O Ca e o Mg apresentam-se em menores concentra¢des nas plantas,
0 que pode ser atribuido a menor mobilidade desses elementos nas plantas
através do floema e xilema, quando comparados com o K. (Marschner, 1995;
Fan et al., 2017; Pereira et al., 2018a). J& os micronutrientes Cu, Fe, Mn, Mo e
Zn sd@o necessdarios para o crescimento e reproducdo das plantas. Esses
elementos podem ser caracteristicos da composi¢cdo dos tomates, absorvidos
diretamente do solo, ou adicionados, por meio de fertilizantes, adubacdes
organicas, agua de irrigacéo, além da formas de cultivo e o desenvolvimento da
cultura (Fayad et al., 2002; Ferreira et al., 2015).

Durante o cultivo, até o inicio da floracdo, a planta absorve menos de 10
% do total de nutrientes acumulados ao longo do ciclo. JA no periodo de
florescimento e a frutificacdo, o tomateiro absorve elevadas quantidades de
nutrientes. Dessa forma, essa absorcdo ird depender de fatores como a
temperatura do ar e do solo, luminosidade e umidade relativa, época de plantio,
genatipo, concentracdo de nutrientes no solo e formas de cultivo (Fayad et al.,
2002; Bressy et al., 2013; Fan et al., 2017).

A Tabela 7 apresenta as concentragcdes obtidas para os molhos e extratos
de tomates, sendo possivel observar que para todas as amostras as
concentragdes de Hg, Li e Mo também foram inferiores ao LDmy. Ja para o Cd,
apenas as amostras de molho A e B e o extrato A ficaram com as
concentragdes inferiores ao LD ).

Ao comparar as trés amostras de molhos, em geral, as maiores
concentracfes de Ba, Ca, Cu, K e Mg e as menores concentracdes de Fe e Pb
foram encontradas na amostra B. Ja para Fe e Mn, as maiores concentracdes
foram na amostra C e as menores concentragfes nessa amostra foram obtidas
para Ba, K, Mg e Zn. Em relagdo a amostra A as maiores concentracdes foram
para Pb e Zn, ja as menores foram para Ca, Cu e Mn.

Dentre as amostras de extrato, as maiores concentra¢cdes para a maioria
dos elementos foram obtidas na amostra de extrato C. Ja os elementos Ba, Mg
e Pb apresentaram as maiores concentragcdes na amostra de extrato A. As
menores concentracdes para a maioria dos elementos foram obtidas na
amostra de extrato B.

Boadi e colaboradores, 2012, apresentaram concentracées em diferentes

amostras de molhos de tomate. Ao comparar os resultados obtidos pelos
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autores para os elementos em comum, o Fe apresentou concentracdes
proximas e o Pb apresentou valores inferiores aos encontrados nesse trabalho.
Ja os elementos, Hg, Mn e Zn apresentaram concentracdes superiores aos
encontrados neste trabalho. Os autores relatam que a variacdo dos elementos
entre marcas diferentes pode ser proveniente da adicdo de aditivos
alimentares, como estabilizantes, conservantes e corantes sintéticos, além dos
frutos utilizados no preparo de molhos e extratos.

Ao comparar os molhos e extratos, observa-se uma maior concentracéo
dos elementos nos extratos, principalmente dos elementos potencialmente
toxicos, Ba, Cd e Pb. Estes elementos, como ja citado anteriormente, podem
ser incorporados aos frutos devido ao uso de agrotoxicos, do préprio solo ou
pela agua de irrigacdo. Entretanto, os elementos essenciais também estao
presentes em maiores concentracdes nos extratos, uma vez que a elaboracao
do mesmo consiste somente de polpa de tomate, aclcar e sal, concentrando
assim os elementos provenientes dos frutos. Através dos valores apresentados
na Tabela 8, fornecidos pela Tabela Brasileira de Composi¢cdo dos Alimentos
(TACO), é possivel a comparacdo com os valores obtidos para concentracdo
total (Tabela 6 e 7).

Tabela 8 — Concentracfes fornecidas pela tabela TACO.

Concentracdo, mg kg™

Elementos
Tomate in natura Molho de tomate Extrato de tomate
Ca 70 120 290
Cu 0,4 0,8 2,0
Fe 2,0 16 21
K 2220 3880 6880
Mg 110 170 290
Mn 0,7 0,8 1,8
Zn 1,0 1,0 4,0

Ao comparar as concentracdes da Tabela TACO com os valores obtidos
para os tomates in natura (Tabela 6), € possivel observar que os resultados de

Ca, Cu e Zn ficaram diferentes para todas as amostras. Ja o Fe apresentou
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valores préximos com as amostras paulista e cereja A, para o K é observado
nas amostras paulista e gaucho e para o Mg no tomate italiano e cereja A. Ja o
Mn apresentou concentracao proxima somente na amostra cereja B.
Considerando as concentracdes da Tabela TACO com os resultados
obtidos na Tabela 7, observa-se que as concentracdes para molhos e extratos
sdo diferentes. Essa diferenca nos valores pode ser atribuida aos fatores ja
citados ao longo da discussdo, como sistema de cultivo, solo, clima, entre

outros.

5.3. Parametros de mérito obtidos para a determinacdo da

concentracdo bioacessivel de metais

Os parametros de método, para a determinacdo multielementar das
concentracbes bioacessiveis, por meio de curvas analiticas construidas em
meio das solu¢des do sobrenadante do processo apos a simulacéo do sistema
digestivo, a fim de reduzir os efeitos de matriz. Para isso foi separada uma
aliquota de cada amostra e feita uma solucao Unica, a qual foi utilizada para a
preparacdo das curvas. Foi utilizada a técnica de MIP OES com sistema
multimode, e os parametros estdo apresentados na Tabela 9. Os célculos para
LD e LQ foram realizados conforme as Equacdes 2 a 5, descritas anteriormente
(tem 5.1). De acordo com esses parametros foram obtidos bons coeficientes

de correlacao linear ao quadrado (R? > 0,99).
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Tabela 9 - Pardmetros de mérito para as determinagbes das concentragdes
bioacessiveis obtidas por MIP OES utilizando sistema MSIS.

Faixa de calibragao a 5 LD(m) LQm)
Elementos 4 4 4 4
(bg L) (L ug™) (mg kg™) (mg kg™)

Ba 25—-200 217 0,999 0,03 0,11

Cd 25—-200 334 0,999 0,02 0,08

Cu 25 - 200 91 0,999 0,03 0,08

Fe 25— 200 11 0,994 0,03 0,09

Mn 25—-200 38 0,999 0,02 0,04

Pb 25—-200 6 0,999 0,03 0,10

Zn 25— 200 15 0,999 0,02 0,07

a: coeficiente angular; R2 coeficiente de correlacdo linear ao quadrado; LDy limite de
detec¢do do método; LQm: limite de quantificagdo do método.

A concentracdo bioacessivel dos elementos Ba, Cd, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn
foi determinada em todas as amostras de tomates, molhos e extratos. Ja o Hg,
Li e Mo apresentaram concentragdes totais inferiores ao LD para todas as
amostras, ndo sendo possivel a determinacdo nessa etapa. Os elementos Ca,
K e Mg nao foram quantificados na fracdo bioacessivel, pois 0s mesmos estao
presentes em altas concentracfes nos sais adicionados para simulacdo do
trato gastrointestinal.

Apbs a simulacdo das trés principais etapas do sistema digestivo, o
sobrenadante foi recolhido para posterior determinacéo da fracdo bioacessivel
dos analitos e os residuos sélidos foram utilizados para o estudo posterior, da
fracdo ndo bioacessivel. O calculo para determinacdo da fracdo bioacessivel

esta apresentado na Equacao 6.

% fragdo bioacessivel = (Conc. bioac. / Conc. total) * 100 Equacéo 6

Sendo: Conc. bioac.: Concentracao obtida da fracdo bioacessivel e Conc. total:

Concentracao total obtida da decomposicao acida.

No balanco de massa, a soma da concentracdo de ambas as partes,

deve ser proximo possivel da concentragdo total nas amostras estudadas. Para
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verificar a exatiddo do método, foi realizada a determinacdo da concentracao
bioacessivel do sobrenadante (fracdo bioacessivel) e da parte sélida (fracao
nao bioacessivel) nas amostras de tomate Paulista, Cereja A, Molho A e
Extrato A. Os resultados do balanco de massa estdo apresentados na Tabela
10.

De acordo com valores obtidos, a recuperacao variou de 80 a 92 % para
o tomate paulista, de 79 a 119 % para o tomate cereja A, de 95 a 113 % para o
molho A e de 81 a 117 % para extrato A, comprovando assim, a exatiddo do
método para determinacdo da fracdo bioacessivel. Para o Cd todas as
amostras ficaram com os valores inferiores ao LD(m). Com isso, os resultados
das fracdes bioacessiveis das demais amostras estudadas estdo apresentadas
nas Tabelas 11 e 12. Para uma melhor visualizacdo os resultados estao

apresentados em grafico no Apéndice C e D.
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Tabela 10 — Resultados das concentragfes totais, bioacessivel e ndo bioacessivel para as amostras de tomate paulista, cereja A,
molho de tomate A e extrato de tomate A. Valores expressos em mg kg™. (n=3).

Elemento CT CNB % FNB CB %FB CT CNB % FNB CB %FB
Tomate Paulista Tomate Cereja A
Ba 0,194 £ 0,007 0,156 + 0,012 80 < LD(m) - 0,268 + 0,009 0,232 £ 0,02 87 < LD(m) -
Cu 0,558 £ 0,025 0,102 £+ 0,007 18 0,395 + 0,008 71 0,653 +0,011 0,593 £ 0,049 91 < LD(m) -
Fe 2,82 +£0,20 1,23+ 0,09 44 1,03+0,03 36 2,40 £ 0,07 1,48 £0,13 62 1,36+0,08 57
Mn 1,49 £ 0,08 0,352 + 0,033 24 0,844 + 0,082 56 0,947 £0,025 0,849 £ 0,006 89 0,275+0,006 28
Pb 0,614 £0,014 0,186 £ 0,013 30 0,327 £ 0,024 54 0,764 £ 0,006 0,602 0,071 79 < LD(m) -
Zn 2,54+0,11 1,37 £ 0,06 53 0,982 + 0,007 39 1,62 £ 0,09 1,12 £ 0,06 69 0,429+0,005 27
Molho de tomate A Extrato de tomate A
Ba 0,231 +£0,018 0,187 £ 0,005 81 < LD(m) - 0,321 £0,004 0,345 £ 0,009 107 < LD(m) -
Cu 0,811 £0,013 0,683 + 0,042 84 0,212 + 0,016 26 1,59 + 0,02 1,13+ 0,06 71 0,441 +0,022 28
Fe 6,03 +£0,18 4,49 + 0,43 74 2,29 + 0,07 38 11,8+ 0,35 6,52+ 0,14 55 7,38+0,39 62
Mn 1,12+ 0,04 < LD(m) - 1,07 £ 0,09 95 1,72 £ 0,09 0,644 + 0,029 37 1,13+0,08 66
Pb 0,931 +£0,072 0,123 £ 0,007 13 0,929 + 0,058 100 1,72+ 0,04 0,697 £ 0,067 40 1,09+0,01 63
Zn 1,07 £ 0,09 < LD(m) - 1,05+0,13 o8 1,19+0,11 0,232 £ 0,023 19 0,741+0,043 62

Média + desvio-padrdo; CT = concentracao total; CNB = concentracdo ndo bioacessivel; % FNB = porcentagem fragdo nédo bioacessivel; CB = concentragdo

bioacessivel; % FB = porcentagem fragéo bioacessivel; < LDy): Valores abaixo do limite de detec¢éo do método.
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Elemento Italiano Gaucho Cereja B
CB %FB CB %FB CB %FB
Ba 0,112 + 0,008 22 < LD(m) - < LD(m -
Cu 0,407 + 0,035 57 0,257 + 0,021 96 < LD(m) -
Fe 1,47 £0,14 49 1,27 £0,12 98 1,35 + 0,08 95
Mn 0,681 + 0,032 64 < LD(m - 0,443 £ 0,012 66
Pb 0,341 + 0,018 36 0,454 + 0,028 54 0,396 + 0,031 55
Zn 1,06 + 0,06 56 1,03 + 0,09 54 0,462 + 0,006 14

Media + desvio-padréo; CB = Concentragéo bioacessivel; % FB = porcentagem fracéo bioacessivel; < LDy = valores abaixo do limite de detecgdo do

método.

Tabela 12 — ConcentracBes bioacessiveis nos molhos de tomate B e C e extratos de tomate B e C. Valores em mg kg™ (n = 3).

Molho B Molho C Extrato B Extrato C
Elemento
CB %FB CB %FB CB %FB CB %FB
Ba < LD(m) - < LD(m) - < LD(m) - < LD(m -
Cu 0,409 + 0,013 30 0,271 + 0,027 24 0,382 + 0,031 32 0,696 + 0,019 38
Fe 1,57 £ 0,05 28 192+1,1 47 8,51+0,19 34 27,6 £0,6 65
Mn 0,988 + 0,063 88 1,06 + 0,02 77 1,22 + 0,03 84 1,83 +0,02 70
Pb < LD(m) - 0,823 + 0,025 99 0,412 + 0,004 95 1,01+0,06 95
Zn 0,402 + 0,004 100 0,233 + 0,009 97 1,04 + 0,04 96 1,61£0,05 73

Média + desvio-padréo; CB = concentragéo bioacessivel; % FB = porcentagem fra¢éo bioacessivel;, < LDy = valores abaixo do limite de detecg¢éo do

método.
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De acordo com os resultados das concentracdes bioacessiveis (Tabelas
10, 11 e 12), para algumas amostras a concentragdo bioacessivel ficou abaixo
do LDy, pois ja haviam apresentado baixas concentracdes totais, o que pode
ser observado para 0 Ba em quase todas as amostras, com exce¢ao da
amostra de tomate italiano que apresentou concentracdo bioacessivel. O Cd
apresentou concentracéo total para o tomate cereja B, molho C, extrato B e C,
porém estas concentragdes foram inferiores ao LDy para bioacessibilidade.
No entanto, o LD, estd acima do valor maximo permitido que € de 0,001
mg/kg de peso corporeo, mostrando que ha risco de contaminagcado por esses
elementos potencialmente toxicos pela maioria das amostras estudadas. Além
disso, o método ndo se mostra adequado para quantificacdo de Cd, uma vez
gue € necessario equipamentos com maior sensibilidade, como por exemplo
GF AAS (Azevedo & Chasin, 2003; JECFA, 2010).

Para o Cu e Fe, o tomate gaucho foi 0 que apresentou as maiores
porcentagens bioacessiveis. Em contrapartida, foram os analitos que
apresentaram as menores porcentagens nos molhos e extratos, isso pode estar
relacionado com a espécie quimica em que o analito estd em solugcédo, por
exemplo, Fe?* é mais facilmente absorvido do que Fe** (Martin & De Jong,
2012). Além disso, 0 processamento térmico e a adicdo de ingredientes como
conservantes e estabilizantes, podem formar compostos insolaveis com estes
elementos, dificultando a liberacdo para o sistema gastrointestinal (Van
Boeckel et al., 2010; Tomas et al., 2017).

O Mn e o Zn foram o0s elementos que apresentaram baixa
bioacessibilidade nos tomates in natura ao comparar com os molhos e extratos.
Essa variacdo da quantidade dos elementos liberados no trato gastrointestinal,
se deve a presenca e concentracoes diferentes de compostos que podem inibir
a absorcdo de cétions e diminuir sua bioacessibilidade como, por exemplo,
polifendis, fitatos e taninos (Ou et al., 2011; Pereira et al., 2018a). No entanto, a
maior fracdo bioacessivel desses elementos encontrados nos molhos e
extratos, apresentando, aproximadamente, 100 % de bioacessibilidade para o
Zn em todas as amostras de molhos e na amostra de extrato B, embora as
concentracdes totais nessas amostras sejam bem diferentes. Essa elevada
bioacessibilidade pode estar relacionada com a diminuicdo dos compostos

inibidores da absorcdo de minerais, uma vez que o tratamento térmico e a
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temperatura de cozimento reduzem as concentracfes desses compostos
presentes nos alimentos (Santos, 2006; Wang et al., 2009; Benevides et al.,
2011).

Para o Pb os maiores valores de concentracdo bioacessivel foram
encontrados nos molhos e nos extratos, além disso, em algumas amostras a
guantidade liberada no sistema digestivo foi de aproximadamente 100 %.
Contudo, em duas amostras, Cereja A e Molho B, as concentragdes ficaram
inferiores ao LD(m). ISso se deve, a forma quimica que esse analito se encontra
na matriz alimentar, uma vez que a sua forma soluvel ou complexada com
aminoacidos, acidos organicos ou componentes excretados pela bile, tem sua
liberacdo aumentada no sistema digestivo (Bosso & Enzweiler, 2008).

Para avaliar os beneficios e o0s riscos dos elementos que apresentaram
concentracbes bioacessiveis, as concentracbes encontradas foram
correlacionadas com o limite diario médio de ingestdo recomendado para Cu,
Fe, Mn e Zn, os quais sao 0,9; 10; 2 e 9 mg, respectivamente, considerando
homens e mulheres de diferentes faixas etarias (Institute of Medicine, 2011). Ja
o valor maximo permitido para Ba e Pb é de 500 mg e 0,036 mg,
respectivamente (Azevedo & Chasin, 2003; Nielsen & Ladefoged, 2013).

A WHO/FAO, em seu relatério, recomenda a ingestao de no minimo 400 g
de frutas e vegetais por dia visando uma alimentacdo nutricionalmente mais
balanceada (WHO/FAOQO, 2003). No entanto, essa recomendacao esta dividida
entre frutas, vegetais e outros alimentos ao longo das refeices diarias. Para
esse trabalho serdo admitidos o consumo de 100 g de tomates in natura e 60 g
de molhos e extratos, baseado na quantidade informada no rétulo.

Convertendo as concentracdes encontradas para mg/100 g dos tomates
in natura, é possivel observar que as concentracfes bioacessiveis para todos
os elementos ficaram abaixo do limite diario estabelecido. No entanto, para
suprir essa necessidade, fica evidente que € necessario o consumo de outras
frutas e vegetais ao longo do dia para auxiliar na complementacao, ja que os
tomates sdo parte importante para ingestdo de elementos essenciais que
participam de diversas func¢des fisioldgicas no organismo.

Ja ao converter as concentracdes das amostras de molhos e extratos
para mg/60 g, observa-se que as concentragdes para os elementos essenciais

também ficaram abaixo do limite estabelecido. No entanto, o Pb, que é um
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elemento potencialmente téxico, apresentou concentragbes acima do valor
maximo permitido para todas as amostras, necessitando de mais estudos para
verificar a origem deste elemento nessas amostras.

Sendo assim, ha a necessidade do consumo de outras fontes para suprir
a necessidade diaria, uma vez que a deficiéncia dos elementos essenciais
como Cu acarreta em anemia, deficiéncia do sistema imunoldgico, aumenta a
suscetibilidade & infec¢cdes. No entanto seu excesso pode causar um disturbio
hereditario, chamado Doenca de Wilson, podendo ainda danificar o figado e o
sistema nervoso (Azevedo & Chasin, 2003; Pereira et al., 2015). J4 a
deficiéncia de Fe pode causar principalmente anemia e alteracées no
metabolismo celular. Em excesso pode acarretar no aumento de incidéncias e
gravidade de doencas isquémicas cardiovasculares (Moraes et al., 2010;
Oreste et al., 2015).

Os elementos Mn e Zn participam como cofator enzimatico e estédo
presentes em mais de 200 enzimas, atuando na realizacdo de reacles
qguimicas importantes, respectivamente (Aditivos & Ingredientes, 2016; LPI,
2019). A deficiéncia de Mn esta relacionada com o desenvolvimento anormal
do esqueleto como ma formacédo da cartilagem e ossos ndo saudaveis. Em
excesso pode acarretar em pneumonia quimica, além de ser neurotoxico e
causar mutacfes (Food Ingredients, 2008; LPI, 2019). Ja o Zn, pode produzir
déficit de crescimento, diarreia crénica e pouco apetite, se estiver em baixa
concentracdo no organismo. No entanto, seu excesso, pode inibir a absorcéo
de outros elementos, como por exemplo o Cu (Azevedo & Chasin, 2003;
Golghaber, 2003; LPI 2019).

Diante disso, a presenca ou auséncia dos elementos nos alimentos
necessita de um maior monitoramento e atencdo para as induastrias,

assegurando assim a saude do consumidor.
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6. Consideracdes finais

O preparo de amostra utilizando a decomposicdo acida com sistema
semifechado com refluxo mostrou ser um método eficiente para as amostras de
tomates, molhos e extratos, apresentando bons resultados precisos e exatos
através da comparagdo com outro método e pelo teste de adicdo de analito
utilizando MIP OES, com o sistema MSIS para a introducédo de amostras.

Foram encontrados bons resultados de recuperacédo para o Hg, uma vez
que o preparo de amostras se torna dificil devido a sua alta volatilidade. Com
isso, a eficiéncia do método de decomposicao acida com sistema de refluxo é
comprovada, utilizando um procedimento de decomposicdo simples, o qual
utiliza HNO3z como oxidante. Além disso, sua determinacédo foi realizada por
geracado de hidretos, por meio de um equipamento de baixo custo operacional,
utilizando um plasma de nitrogénio. Também sendo possivel determinar a
concentracéo total dos elementos Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Mo, Pb e
Zn.

Através dos estudos de bioacessibilidade foi possivel observar que ha
liberacdo de elementos no trato gastrointestinal e que estes dependem da
composi¢do, do tipo e matriz da amostra estudada. Além disso, a validagdo
com balanco de massa apresentou bons resultados de recuperacao,
comprovando assim a veracidade dos resultados. No entanto, as
concentragfes bioacessiveis foram inferiores ao recomendado para uma boa
qualidade de vida. Essas concentracdes devem ser supridas durante o dia com
outros alimentos. Sendo assim, as concentracfes ndo suprem as necessidades
diarias de ingestdo de elementos essenciais, porém auxiliam na
complementacéo de uma dieta saudavel ao longo das refeicdes.

Em relagdo aos elementos potencialmente toxicos, verificou-se a
presenca de Pb em concentracdes acima do permitido em molhos e extratos de
tomates, sendo que esta contaminagdo pode estar ocorrendo durante o
processamento na industria. J4 para o Cd, algumas amostras apresentaram
concentracbes totais, porém para bioacessibilidade essas concentracbes
ficaram inferiores ao LD, o que requer métodos de quantificacdo com maior
sensibilidade para estes elementos, No entanto, o LD, esta acima do valor
maximo permitido para o Cd. Isso demostra que se deve ter um

monitoramento, tanto dos elementos benéficos a saude, quanto daqueles que
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apresentam potencial de toxicidade, a fim de garantir uma alimentac&o

saudavel e preservar a saude do consumidor.
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Apéndice A: Graficos referentes as Tabela 6 sobre a concentragdo total das

amostras de tomate in natura.
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Figura 1 - Comparacéao entre as concentragdes totais obtidas para Ba, Cu, Fe,

Mn, Pb e Zn para as amostras de tomate in natura por MIP OES.
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Figura 2 - Comparacao entre as concentragdes totais obtidas para Ca, K e Mg
para as amostras de tomate in natura por MIP OES.



Apéndice B: Graficos referentes as Tabela 7 sobre a concentragdo total das

amostras de molhos e extratos de tomate.
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Figura 1 - Comparacéao entre as concentracdes totais obtidas para Ba, Cu, Pb e

Zn para as amostras de molhos e extratos de tomate por MIP OES.
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Figura 2 - Comparagéao entre as concentracgdes totais obtidas para Fe e Mn

para as amostras de molhos e extratos de tomate por MIP OES.
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Figura 3 - Comparacdao entre as concentragdes totais obtidas para Ca, K e Mg

para as amostras de molhos e extratos de tomate por MIP OES.
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Apéndice C: Gréficos referentes as Tabelas 10 e 11 sobre a concentracao

bioacessivel das amostras de tomate in natura.
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Cu, Fe, Mn, Pb e Zn para as amostras de tomate in natura por MIP OES.



