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RESUMO

Temperos e visceras de frango sdo importantes do ponto de vista econémico e
nutricional. Neste estudo, determinaram-se os teores de em tecidos comestiveis de frango,
especiarias, temperos industrializados e sais de uso culinario. Amostras de tecidos de frango
foram analisadas cruas e cozidas em diferentes panelas utilizadas no Brasil: panela de ferro,
de aluminio e de aluminio fundido. A digestdo assistida por radiagdo micro-ondas foi
empregada para decomposicdo das amostras. Os teores dos elementos metalicos Al, Ca, Cu,
Fe, Mn e Ni foram determinados por espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido
por micro-ondas. Os limites de quantificacdo ficaram abaixo de 0,52 mg kg™, mostrando
detectabilidade adequada para o nivel dos analitos; os desvios padrdes relativos ficaram
abaixo de 23 %, indicando boa exatiddo. A cocgdo das amostras de frango promove redugéo
dos teores de Ca, Ni e umidade e aumento dos teores de proteinas e cinzas, independente do
tipo de panela utilizada. Os teores de ferro obtidos para a amostra de figado cozida nas
panelas de ferro e de aluminio fundido sdo comparaveis, evidenciando que a coc¢do em
panela de ferro ndo é significativa para melhorar o aporte desse nutriente na alimentacao.
Quanto ao estudo das ervas e temperos, a digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas
foi utilizada para determinacgéo dos teores de Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn em 15 amostras de
especiarias e temperos prontos por espectrometria atbmica. A exatiddo das andlises foi
avaliada por ensaios de adicdo e recuperacao, com valores entre 91 e 109 %, e pela anélise de
material de referéncia certificado, com recuperagdes entre 93 e 107 %, indicando boa
exatiddo. Os limites de quantificacdo variaram de 0,061 (Cr) a 69 mg kg(K); os desvios
ficaram abaixo de 13 %, indicando uma boa precisdo. As amostras de temperos prontos
apresentam teores de Na maiores que as amostras de alho, louro e pimenta. Observou-se uma
grande variagéo dos teores de Fe e Zn em amostras de especiarias e de Ca e K em amostras de
temperos prontos, ndo havendo um perfil para a concentracdo desses elementos. Os teores de
Ca, Fe, K, Mg e Na foram determinados em 23 amostras de sal culinario por técnicas
espectrométricas apos dissolucdo empregando &cido nitrico diluido. A exatiddo do método foi
avaliada por ensaios de adicéo e recuperacdo, com resultados entre 94 a 109 %; os limites de
quantificacdo variaram de 3,3 (Fe) a 76 mg kg™ (K). Os desvios padrdes relativos ficaram
abaixo de 3 %, mostrando a boa precisdo. As amostras de sal azul da Pérsia e sal light
apresentam 0s maiores teores de K, enquanto as amostras de sal negro do Havai apresentam

teores de Na e Fe similares. Contudo, os niveis encontrados dos analitos indicam que esses



sais nao sdo fontes significativas de minerais. A presenca dos corantes E122 e E124 nas
amostras de sal rosa do Himalaia foi investigada usando o método espectrofotométrico e a
espectroscopia Raman como um método alternativo. Nao foram encontradas evidéncias de

adulteragdes no conjunto de amostras analisado.

Palavras-chave: Visceras de Frango. Panela de Ferro. Panela de Aluminio. Metais. MIP OES.

Sal. Especiarias. Temperos. Corantes. F AAS. GF AAS. Espectroscopia Raman.



ABSTRACT

Chicken meat and seasonings are important products for nutrition and economy. In this
study, the levels of minerals were evaluated in edible chicken tissues, seasonings and kitchen
salts. Samples of edible chicken tissues were analyzed raw and cooked with seasonings in
different cooking pots commonly used in Brazil: iron, aluminum and hammered aluminum
pot. Microwave-assisted acid digestion was used to sample decomposition. The levels of the
metallic elements Al, Ca, Cu, Fe, Mn and Ni were determined by Microwave Induced Plasma
Optical Emission Spectrometry. The limits of quantification were below 0.52 mg kg™,
showing to be adequate to the analytes levels; deviations were below 13 % showing good
precision. The cooking in different pots promoted a decrease of Ca, Ni and moisture contents
and an increase in the protein and ash concentration. Liver cooked in both iron and hammered
aluminum pots presented similar Fe contents. The concentrations of Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na
and Zn in 15 samples of seasonings from different brands commercially available in Brazil
were determined by Atomic Absorption Spectrometry, after microwave-assisted digestion.
The method showed good accuracy with recovery ranges between 91 and 109% for addition
to recovery tests and between 93 and 107% for the analysis of a certified reference material.
The limits of quantification ranged from 0.061 (Cr) to 69 (K) mg kg™. The standard
deviations were below 13%, indicating good precision. The ready-to-eat spices showed the
highest Na levels among the samples studied. The levels of Ca, Fe, K, Mg and Na were
determined in 23 samples of common and gourmet salts by spectrometric techniques after
dissolution using diluted nitric acid. No matrix effects were observed when aqueous
calibration was compared to the standard addition method. The accuracy of the method was
assessed by addition and recovery tests, with ranges from 94 to 109%. The limits of
quantification ranged from 3.3 (Fe) to 76 (K) mg kg™. The standard deviations were below
3% showing a good precision also. Principal component analysis showed that some
Himalayan salts had similar Ca and Mg contents among different samples. Blue Persian salts
and low-sodium salts had the highest K concentration levels. In addition, the Hawaiian black
salts presented similar Na and Fe concentrations. In relation to the concentration of the
analytes in general, the results suggest that these types of salts cannot be considered to be a
source of Ca, Fe, and Mg, contrary to the widespread statements found in popular media.

With respect to the Himalayan samples' authenticity, both UV-VIS spectrophotometry and



FT-Raman spectroscopy were used to investigate the presence of ordinary colorants E122 and

E124 in commercial samples, and no evidence of adulteration or fraud was observed.

Keywords: Chicken Tissues. Iron Pot. Aluminum pot. Metals. MIP OES. Salt. Spices.
Seasonings. Metals. Food Dyes. F AAS. GF AAS. Raman Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

Por razBes histdricas, geograficas e socioeconémicas, 0 agronegdcio é historicamente
uma atividade importante no cenario econémico brasileiro. Mas, o agronegdcio brasileiro se
destaca, também, no cenério internacional, com elevados indices de exportacdo de diferentes
produtos, tais como soja, café e carnes, com destaque para exportacdo de aves. De acordo com
o relatorio da Associagdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) divulgado no ano de 2019, o
Brasil é 0 2° pais no ranking mundial de producdo de carne de frango, perdendo apenas para
os Estados Unidos da Ameérica. Ainda de acordo com este 6rgdo, o pais produziu 12,86
milhdes de toneladas de carne de frango no ano anterior, sendo 31,9 % deste valor destinado a
exportacdo. Dentre os estados brasileiros, o lider no ranking de exportacbes € o estado do
Parand, responsavel por 37,51 % do volume de exportacGes de carne de aves. O estado de
Minas Gerais € 0 6° no ranking de exportacdes deste produto, com uma fatia de 2,89 % do
volume produzido no Brasil. Outro dado interessante é a exportacdo na forma de cortes,
incluindo as visceras, que corresponde a 66 % do total de exportacdes de produtos avicolas do
pais (ABPA., 2019).

Do ponto de vista nutricional, a carne de frango é considerada um alimento importante,
rico em vitaminas, proteinas de alto valor biolégico e minerais/ metais importantes para a
saude humana (USDA, 2020). Essas caracteristicas, associadas ao baixo teor de gordura,
fazem desta uma 6tima opcdo para dieta de individuos de todas as idades e o consumo
adequado pode contribuir para o controle do peso corporal podendo, e adicionalmente reduzir
o0 risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares, diabetes e cancer (MARANGONI;
CORSELLO; CRICELLI; FERRARA et al., 2015).

Para o consumo de alimentos como as carnes devem-se empregar alguns tratamentos
térmicos tais como a coccdo, cujos objetivos consistem no aumento da palatabilidade,
digestibilidade e inibicdo do crescimento de organismos patogénicos (ORNELAS; H.;
KAJISHIMA; VERRUMA-BERNARDI, 2006). O alimento pode ser assado, frito ou cozido
com adicdo de agua, empregando utensilios e panelas de diferentes materiais, tais como
aluminio, ferro, pedra sab&o, teflon (revestimento), vidro, etc. Nesse contexto vale ressaltar
que existe na literatura uma discussdo a respeito da possivel migracdo de diferentes
compostos, tais como os metais, dos utensilios empregados na cocgdo para o alimento (AL
JUHAIMAN, 2010; DLA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; QUINTAES, K. D.; AMAYA-
FARFAN, J.; TOMAZINI, F. M.; MORGANO, M. A. et al., 2004). Além disso, para agregar
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sabor ao alimento é comum a adicdo de sal de cozinha, especiarias e temperos, sejam 0s
naturais, como as ervas frescas e secas, ou aqueles processados industrialmente, tais como
caldos de legumes e de carnes (BRASIL, 2014), que podem conter compostos antioxidantes e
minerais como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn (BRASIL, 2014).

As especiarias e os temperos sdo utilizados ha milénios pelas diversas civilizagdes e
fazem parte da historia da humanidade. Por séculos foram usados como moeda de troca no
comércio internacional e, devido as suas propriedades antimicrobianas, ainda hoje séo
utilizados como aditivos e conservantes na culinaria, além de agregar aroma e sabor aos
alimentos. Estes produtos naturais aumentam a seguranca e a vida de prateleira de produtos
alimenticios porque agem contra a proliferacdo de patégenos (CHAN; GAN; SHAH;
CORKE, 2018). Além disso, combinacGes especificas de especiarias caracterizam a cozinha
de um povo ou regido, como as Ervas de Provence, na culinaria francesa, que consiste na
combinacdo de ervas como orégano, tomilho, manjerona, segurelha e alecrim. Outro exemplo
é a Masala, na culinaria indiana, que pode variar em composicao de acordo com a regido em
que é produzida, mas que emprega basicamente pimenta-do-reino, cominho, anis, canela e
cravo (REINHOLDS; BARTKEVICS; SILVIS; VAN RUTH et al., 2015). No Brasil, cuja
cultura e habitos alimentares sofreram influéncia de diferentes povos, a utilizacdo de
especiarias e temperos varia nas diferentes regides. As especiarias mais utilizadas pelos
brasileiros incluem o alho, a cebola e a pimenta. Outro tipo de tempero que faz parte da
cultura alimentar do brasileiro sdo os temperos industrializados, especialmente devido a sua
praticidade (BRASIL, 2014).

De forma mais especifica, as ervas e especiarias sao ricas em fitoquimicos, compostos
bioativos derivados de plantas que apresentam um elevado potencial no combate a diferentes
sintomas e doencas. Estes produtos sdo compostos por flavonoides, compostos fendlicos,
carotenoides, esterdis vegetais, glucosinolatos e outros compostos contendo enxofre
(EMBUSCADO, 2015). Além de sua atividade antioxidante e, também, antimicrobiana,
muitas especiarias apresentam atividade anti-inflamatoria, antimutagénica, auxiliam a
digestdo, reduzem as taxas de colesterol, auxiliam no combate a diabetes e sdo
anticarcinogénicos potenciais. Além disso, sdo excelentes alternativas para a redugdo da
ingestdo do sal de cozinha no preparo dos alimentos, auxiliando assim no combate a
hipertensdo arterial e doencas cardiacas associadas (INGUGLIA; ZHANG; TIWARI;
KERRY et al., 2017; MOHAMED, 2014).
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Quanto ao sal de cozinha, 0 mesmo desempenha um importante papel no consumo e
comercializacdo de alimentos e, por isso, constitui uma comodity. Além de agregar sabor, é
um produto historicamente usado na preservacdo dos alimentos sendo reconhecido como o
mais antigo conservante usado pela humanidade (EFTEKHARI; MAZLOOMI;
AKBARZADEH; RANJBAR, 2014; PHILIPPI, 2014). Em termos nutricionais, a sua ingestéo
é importante para a regulagdo dos niveis de Na e K, essenciais em fungdes celulares e balanco
osmotico e, também, para introducédo de I na alimentacao, elemento importante para a sintese
de hormonios importantes pela glandula tireoide, que regula funcGes em 6rgéos como cérebro,
coragdo, figado e rins (TAYLOR; DOYLE; WEBB, 2018).

Atualmente existe grande variedade de sais disponivel no comércio mundial, com
destaque para os chamados na linguagem popular ‘“sais gourmet”. Nesse contexto, o
consumidor tem acesso a um elevado volume de informacdes sobre a grande variedade de
minerais possivelmente presentes nestes sais, tais como célcio (Ca), cobre (Cu), ferro (Fe),
magnésio (Mg), manganés (Mn) e zinco (Zn) e tende, ainda, a substituir o sal refinado comum
pelos mesmos. Dentre estes, 0 sal rosa do Himalaia tem ganhado destaque na midia e redes
sociais e é vendido em diferentes precos e formas (grosso ou refinado). Neste cenario, existem
suspeitas de possiveis fraudes ou adulteracGes de sal marinho com corantes artificiais, que
seriam entdo comercializados como o auténtico sal do Himalaia. Porém, estas afirmacdes, que
estdo cada vez mais populares devido a influéncia da internet, sdo baseadas em testes de
solubilidade em agua e pouco conclusivos/ confidveis. Logo, preocupa muito o fato destas
informacBes serem vinculadas sem respaldo cientifico, 0 que merece atencdo e estudos que

possam esclarecer e orientar sobre esses pontos.

Neste contexto, o objetivo geral deste trabalho consistiu no desenvolvimento de
métodos analiticos que permitissem o monitoramento dos teores de elementos metélicos
nessas matrizes tdo importantes para a economia brasileira. Para isto, foram analisadas
amostras de tecidos comestiveis de frango, sais e temperos comercializados na cidade de Juiz
de Fora, Minas Gerais, Brasil. Além disso, objetivou-se a verificacdo da possivel adulteracdo

de sais por adi¢do de corantes sintéticos empregando-se métodos espectroscopicos.
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1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Estudos desenvolvidos entre 2016 e 2020 em diferentes paises propdem o
monitoramento dos teores de diferentes elementos metalicos em amostras de carne de frango
empregando para deteccdo a espectrometria atdbmica. Alguns destes trabalhos apresentam
como foco apenas o monitoramento de contaminantes inorganicos tais como Cd e Pb
empregando a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do
inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (KIM; KIM; SHIN; SON, 2016), a
espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacdo eletrotérmica no forno de grafite (GF
AAS, do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) (CAMPOS; OLIVEIRA;
IZUMI; SOUSA, 2018) e a espectrometria de absorcdo atdmica em chama (F AAS, do inglés
Flame Atomic Absorption Spectrometry) (TYOKUMBUR, 2016).

Por outro lado, outros estudos sdo focados na determinacdo de macro e micronutrientes
metalicos, tais como Al, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Zn, etc com detec¢do por F AAS
(CAMPOS; LOURDES; ALVARENGA; SABARENSE et al, 2018; EL BAYOMI,
DARWISH; ELSHAHAT; HAFEZ, 2018), ICP-MS (GIRI; SINGH, 2019), espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES, do inglés Inductively Coupled
Plasma Optical Emission Spectrometry) (AL BRATTY; ALHAZMI; OGDI; OTAIF et al.,
2018; MAJEWSKA,; SZCZERBINSKA; LIGOCKI; BUCLAW et al., 2016; MOTTALIB;
ZILANI; SUMAN; AHMED et al., 2018; RAMOS; PESTANA; CALDAS; AZEVEDO et
al., 2019; VYILMAZ-AKSU; TARHAN; SANDIKCI-ALTUNATMAZ; PASTACI-
OZSOBACI et al., 2018) e, ainda, por espectrometria de emissao Optica com plasma induzido
por micro-ondas (MIP OES, do inglés Microwave Induced Plasma Optical Emission
Spectrometry) (PINTO; BOEIRA; LISBOA; MEDINA et al., 2019).

No trabalho desenvolvido por Giri e colaboradores em 2017 na india (GIRI; SINGH,
2019), os niveis de Cu, Ni e Zn determinados por ICP-MS em amostras de peito e tecidos de
frango comercializadas em algumas regifes do pais excederam os limites maximos
estabelecidos. Os niveis de Pb determinados por ICP OES em musculo e visceras de frango
no trabalho desenvolvido em 2018 por Al Bratty e colaboradores (AL BRATTY; ALHAZMI;
OGDI; OTAIF et al., 2018) tambem excederam o valor maximo permitido pela Organizacéo
Mundial da Saude.
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Em 2019, Pinto e colaboradores (PINTO; BOEIRA; LISBOA; MEDINA et al., 2019)
avaliaram os niveis de diferentes elementos metélicos em carnes de frango e de peru
comercializadas no Brasil com deteccdo empregando MIP OES. Os resultados das anélises
mostraram que a carne de frango contém teores elevados de Al, Ca, Cu, Fe, K, Mg e Na,
indicando que o seu consumo pode complementar a alimentacdo e fazer parte de uma dieta
saudavel. Em 2017, o estudo de Campos e colaboradores mostrou que as visceras de frango
sdo boas fontes de Fe, cujos teores totais e bioacessiveis foram determinados por F AAS
(CAMPOS; LOURDES; ALVARENGA; SABARENSE et al., 2018). Resultados similares
foram obtidos no trabalho desenvolvido por Majewska e colaboradores em 2016
(MAJEWSKA,; SZCZERBINSKA; LIGOCKI; BUCLAW et al., 2016), cujos teores de Fe e
outros micronutrientes metalicos foram determinados em figado de frango, figado de peru e

em carne de ostra com deteccdo por ICP OES.

Contudo, para que seja consumida, a carne de frango precisa passar por um processo de
cocgdo que visa, como anteriormente mencionado, aumentar a palatabilidade e digestibilidade
do alimento bem como promover a remo¢do de micro-organismos patogenos (PHILIPPI,
2003). Quando o alimento é cozido, permanece por algum tempo em contato com o interior
do recipiente e com os utensilios utilizados na sua preparagdo, o que pode causar a migracao
de diferentes compostos, tais como os elementos metalicos para a matriz alimenticia (PARK;
BRITTIN, 2000; QUINTAES, 2000). Esta migracdo pode ser interessante em casos de
deficiéncia de alguns minerais no organismo do individuo e, a0 mesmo tempo, preocupante
guando se trata de elementos toxicos ou essenciais em concentracfes nocivas a saude.
(QUINTAES, 2000; QUINTAES; AMAYA-FARFAN; TOMAZINI; MORGANO et al.,
2007).

Por outro lado, durante a cocgdo ocorrem diversas reagcdes que promovem alteracOes
fisico-quimicas, trocas quimicas e estruturais nas matrizes dos alimentos. Diferentes métodos
de cozimento, as formas de transferéncia de calor, a temperatura, a duragcdo do processo e o
meio de coccdo causam alteracGes quimicas e fisicas que podem modificar o valor nutricional
dos alimentos, principalmente devido a perdas de vitaminas e minerais (DEB-
CHOUDHURY; HAINES; HARLAND; CLERENS et al., 2014; HE; KE; WANG, 2010;
WEN; ZHOU; LI; XU et al., 2015). Quando o cozimento ocorre em agua pode haver perda de
minerais do alimento para o meio de coccdo por dissolucdo ou lixiviagdo de componentes
hidrossollveis (ROSA; BRESSAN; BERTECHINI; FASSANI et al., 2006).
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A literatura apresenta alguns trabalhos que discutem aspectos da coccdo e da migragao
de elementos metélicos dos utensilios e panelas empregadas para coccdo (GERBER,;
SCHEEDER; WENK, 2009; GOKHALE; MAHONEY, 2014; GORAN; TUDOREANU;
ROTARU; CRIVINEANU, 2016; MENEZES; OLIVEIRA; FRANCA; SOUZA et al., 2018;
NUNES; SOUSA; SILVA; PEIXOTO et al., 2013; PERELLO; MARTI-CID; LLOBET;
DOMINGO, 2008; QUINTAES, K.; AMAYA-FARFAN, J.; TOMAZINI, F.; MORGANO,
M. et al., 2004). Contudo, boa parte destes estudos reporta apenas a utilizacdo de simulantes
de alimentos e, 0s poucos que descrevem a coc¢do de matrizes carneas, o fazem sem a adicéo
de temperos e/ou avaliacdo de diferentes tipos de materiais dos utensilios utilizados para as
preparacOes. Neste sentido, existe uma lacuna na literatura no que diz respeito a possivel
influéncia dos temperos adicionados e dos tipos de panelas empregadas nas cocgdes sobre 0s

teores de elementos minerais em carnes, que consiste em um dos objetivos deste estudo.

Em 2009, Gerber e colaboradores (GERBER; SCHEEDER; WENK, 2009) avaliaram o
efeito da coccdo sobre os teores de Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn em carnes bovina e suina,
grelhadas ou cozidas. Os resultados obtidos no trabalho mostraram uma reducdo dos teores de
Ca, K, Mg e Na em todas as amostras apds a coccdo e um incremento dos teores de Fe e Zn.
Contudo, os autores ndo deixam claro quais os utensilios utilizados nas preparacfes nem

relatam se houve adi¢éo de temperos.

Quintaes e colaboradores (QUINTAES, K.; AMAYA-FARFAN, J.; TOMAZINI, F.;
MORGANO, M. et al., 2004) avaliaram a possivel migracdo de Ca, Cd, Cr, Fe, Hg, Mg, Mn,
Ni, Pb e Zn de panelas de aco inoxidavel, ferro fundido e pedra sabdo (esteatito) para
simulantes de alimentos em cocgdes sequenciais. Os autores observaram que houve migragédo
de Fe e Mn para os simulantes em todas as coc¢fes, mas nao observaram a presenca de metais
toxicos como Cd, Hg e Pb nos mesmos. Contudo, verificaram a migracdo de Ni, metal ndo
essencial, quando os simulantes foram preparados em panelas de pedra sabdo. Ainda de
acordo com os autores, a migracdo de metais do material da panela ou utensilio depende de
fatores como pH do alimento, tempo de contato, temperatura e utilizacdo de agua na
preparacdo. Este estudo contempla curiosidades do saber popular, especialmente em relacéo a
migracdo de ferro, cuja caréncia esta associada & anemia ferropriva. E comum ouvir, que o
cozimento de alimentos em panela de ferro ou ainda com adicdo de pregos enferrujados
poderiam prover quantidades de ferro expressivas pra combate a esta doenca, muito comum

em criancas, mulheres e na populacdo que ndo tém acesso a uma alimentacdo balanceada
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(QUINTAES, 2000; QUINTAES; AMAYA-FARFAN; TOMAZINI; MORGANO et al.,
2007; QUINTAES; HAJ-ISA; NETTO; AMAYA-FARFAN, 2011).

Recentemente, um estudo brasileiro (MENEZES; OLIVEIRA; FRANCA; SOUZA et
al., 2018) avaliou a influéncia do modo de preparo (cozido em agua, assado em forno
convencional ou micro-ondas, grelhado) sobre os teores de Ca, Cu, Fe, Mg e Zn em carnes de
frango, bovina e suina preparadas sem adicdo de temperos. Os autores observaram uma
reducdo estatisticamente significativa dos teores totais destes elementos ap0s a coccdo das

amostras com adi¢do de agua, justificada por perdas por lixiviacao.

Nas coccOes, as ervas, 0S temperos e especiarias sdo adicionados aos alimentos para
agregar sabor e aroma, tornando o alimento mais atrativo para consumo. Além disso, com o
aumento crescente do interesse da populacdo pela culinaria natural e de qualidade e ainda pelo
conceito de “gourmetizagdo”, ou seja, qualificar e diferenciar a alta gastronomia através da
elaboragéo de pratos exclusivos e refinados, 0s sais gourmet, bem como as especiarias e suas
diferentes combinacdes estdo cada vez mais presentes na culinéria. De acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, (BRASIL, 2005b), especiarias sdo 0s produtos
constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas, folhas, flores, frutos, sementes, talos)
de uma ou mais espécies vegetais tradicionalmente utilizadas para agregar sabor ou aroma aos
alimentos e bebidas. J& os temperos sdo definidos como os produtos obtidos da mistura de
especiarias e de outro(s) ingrediente(s), fermentados ou ndo, empregados para agregar sabor
ou aroma aos alimentos e bebidas. O sal para consumo humano é definido pela ANVISA
como “cloreto de sddio cristalizado extraido de fontes naturais, adicionado obrigatoriamente

de iodo” (BRASIL, 2000) e ndo existe, ainda, legislacdo especifica para os sais gourmet.

Diversos trabalhos disponiveis na literatura determinam a atividade antioxidante deste
tipo de produto, em funcdo dos teores de compostos fenolicos totais e dos demais compostos
mencionados anteriormente (EMBUSCADO, 2015; KAEFER; MILNER, 2008; OPARA;
CHOHAN, 2014; REINHOLDS; BARTKEVICS; SILVIS; VAN RUTH et al., 2015).
Diversos trabalhos relatam, ainda, que as especiarias podem ser fontes de macro e
microelementos como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, e Zn, que desempenham funcgdes
essenciais no organismo (CARIDI; MESSINA; BELVEDERE; D'AGOSTINO et al., 2019;
DONG; ZHANG; ZHAO; ZUO et al., 2017; KARAVOLTSOS; SAKELLARI; BAKEAS;
BEKIARIS et al.; 2020; KHAN; CHOI; NHO; HABTE et al., 2014; LEMOS; SANTOS;
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BEZERRA, 2010; SEDDIGI; KANDHRO; SHAH; DANISH et al., 2016; TEFERA;
CHANDRAVANSHI, 2018; TOKALIOGLU; CICEK; INANC; ZARARSIZ et al., 2018),.

Por outro lado, sabe-se que o0s vegetais podem conter, em alguns casos, teores
significativos de contaminantes inorganicos (BUA; ANNUARIO; ALBERGAMO; CICERO
et al., 2016; CARIDI; MESSINA; BELVEDERE; D'AGOSTINO et al., 2019; EL-RJOOB;
MASSADEH; OMARI, 2008; KARAVOLTSOS; SAKELLARI; BAKEAS; BEKIARIS et
al.; 2020; MATOS-REYES; CERVERA; CAMPOS; LA GUARDIA, 2010; NORDIN;
SELAMAT, 2013). Uma das razBes para isso é que durante as fases de producdo da
especiaria, seja no plantio, crescimento, armazenamento, no transporte e/ou na sua
distribuicdo pode haver contaminagdo por micro-organismos e também por poluentes
qguimicos, como pesticidas, metais tdxicos, cinzas e, ainda, pela presenca de adulterantes
como corantes artificiais e materiais densos, especialmente no caso de produtos com alto
valor agregado (REINHOLDS; BARTKEVICS; SILVIS; VAN RUTH et al., 2015).

Em relacdo a contaminacao por metais toxicos, em 2013 Nordin e Selamat (NORDIN;
SELAMAT, 2013) avaliaram a presenca de contaminantes inorganicos em ervas
comercializadas na Malésia. Os teores de As, Cd, Pb e Hg encontrados nas amostras
excederam os limites maximos permitidos pela legislacdo do pais. Em 2018, Tokalioglu e
colaboradores (TOKALIOGLU; CICEK; INANC; ZARARSIZ et al., 2018) observaram
teores elevados de As e Cd em amostras de gengibre comercializadas na Turquia.

No Brasil, existem poucos estudos reportados a respeito da determinacdo e
monitoramento de elementos metalicos em ervas e temperos comercializados e utilizados no
pais (GAMELA; COSTA; PEREIRA, 2020; KRAUSE; VIEIRA; CUNHA; BRANDAO et
al., 2020; LEMOS; SANTOS; BEZERRA, 2010). Krause e colaboradores (KRAUSE;
VIEIRA; CUNHA; BRANDAO et al., 2020) investigaram os teores de elementos metalicos
em amostras de pimenta preta de diferentes formas de apresentacdo (grdo ou moida) e marcas
comercializadas no Brasil. Uma andlise estatistica dos dados permitiu concluir que os niveis
de Fe, Pb e V em amostras de pimenta preta comercializadas moidas eram maiores que
aqueles determinados nas amostras de gréos. Outro estudo brasileiro (GAMELA; COSTA,
PEREIRA, 2020) revelou que amostras de diferentes tipos de pimenta comercializadas e
utilizadas pelos brasileiros podem conter teores importantes de metais como Ca, Fe, K, Mg,
Mn, P e Zn.
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Contudo, estes estudos focam apenas em um tipo de tempero e ndo contemplam aqueles
bastante utilizados pelos brasileiros (BRASIL, 2014), tais como alho e temperos prontos,
comercializados sob diferentes formas, tais como em po, em pasta ou em barras. Outro fato
preocupante estd relacionado com o pouco ou nenhum controle na comercializacdo de tais
produtos, por parte das agéncias reguladoras, ja que ndo existe regulamentacao especifica para
temperos comercializados no Brasil e estes sdo produtos de crescente interesse na culinéria

nacional.

Estudos acerca da determinacdo de diferentes elementos em sais refinado, marinho e
sais de rocha (“sais gourmet”) estdo disponiveis na literatura (AKSUNER; TIRTOM,;
HENDEN, 2011; AMORIM; FERREIRA, 2005; CARIDI; MESSINA; BELVEDERE;
D'AGOSTINO et al., 2019; CHERAGHALI; KOBARFARD; FAEIZYA, 2010; DA-COL;
BUENO; MELQUIADES, 2015; DRAKE; DRAKE, 2010; EFTEKHARI; MAZLOOMI,
AKBARZADEH; RANJBAR, 2014; ESQUIVEL-PENA; MUNGUIA-ACEVEDO;
RODRIGUEZ DE SAN MIGUEL; AGUILAR et al., 2016; KARAVOLTSOS; SAKELLARI;
BAKEAS; BEKIARIS et al, 2020; LIMCHOOWONG; SRICHAROEN;
TECHAWONGSTIEN; KONGSRI et al.,, 2017; MIN HWANG; YANG; HYUN KIM,;
JAMILA et al., 2016; SOYLAK; MURAT, 2011; SOYLAK; PEKER; TURKOGLU, 2008).

Alguns desses trabalhos focam na determinagdo de macro e micronutrientes metalicos,
tais como Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn por Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (DRAKE;
DRAKE, 2010; MIN HWANG; YANG; HYUN KIM; JAMILA et al., 2016; SOYLAK;
PEKER; TURKOGLU, 2008) e Fluorescéncia de Raio X combinada com ferramentas
quimiométricas (DA-COL; BUENO; MELQUIADES, 2015). Em geral, os teores de Ca e Mg

apresentaram uma grande variacdo entre as amostras estudadas nesses trabalhos.

Os teores de alguns contaminantes inorganicos também foram avaliados em sais
provenientes de minas no Egito, na Grécia e na Turquia (AKSUNER; TIRTOM; HENDEN,
2011; CHERAGHALI; KOBARFARD; FAEIZYA, 2010; EFTEKHARI; MAZLOOMI;
AKBARZADEH; RANJBAR, 2014; SOYLAK; PEKER; TURKOGLU, 2008). Felizmente,
0s niveis encontrados para estes elementos toxicos ficaram abaixo dos limites maximos
estabelecidos pelo CODEX Alimentarius para ingestdo humana (FAO, 2012). Contudo, a
variedade de tipos de sais culinérios avaliada nestes trabalhos é modesta e, dado o elevado

consumo deste tipo de produto, fica clara a necessidade de se avaliar a composi¢ao quimica
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dos diferentes tipos disponiveis no mercado. Além disso, ndo foram encontrados estudos
brasileiros a respeito da caracterizacdo dos metais presentes em amostras de diferentes tipos

de sal comercializados e empregados pela populacéo brasileira.

Ainda em relacdo aos sais, as redes sociais vinculam videos contendo testes simples
para demonstracdo da possivel adulteragdo de sal marinho comum por adi¢cdo de corantes
artificiais, sendo este produto entdo comercializado como o auténtico sal do Himalaia a precos
variaveis (Sal Rosa do Himalaia (FALSO X VERDADEIRO), 2016, video do youtube).

Os corantes sdo adicionados aos produtos alimenticios para melhorar a aparéncia e
tornd-los mais atrativos para o consumidor, especialmente naqueles processados
industrialmente como embutidos, doces e balas, iogurtes e outros produtos lacteos, etc.
(LIPSKIKH; KOROTKOVA; DOROZHKO; DERINA et al., 2017; YAMJALA; NAINAR;
RAMISETTI, 2016; ZHANG; ZHANG; ZHANG; YAN et al., 2019). Estes compostos
podem ser de origem natural ou sintética, sendo os sintéticos cada vez mais utilizados na
inddstria de alimentos devido & sua elevada estabilidade e aos baixos custos relacionados a
sua producdo. Dentre 0s corantes sintéticos, os azocorantes ganham destague com uso
correspondente a cerca de 70 % do mercado de corantes na industria de alimentos mundial.
Estes corantes sdo assim chamados devido a presenca do grupo azo (— N = N —) como parte
de sua estrutura (YAMJALA; NAINAR; RAMISETTI, 2016). No entanto, estes compostos
apresentam neurotoxicidade, genotoxicidade e carcinogenicidade, e 0 Sseu consumo excessivo
pode causar problemas relacionados a hiperatividade e alergias em criangas (ZHANG;
ZHANG; ZHANG; YAN et al.,, 2019) e, nos adultos, dores de cabeca (YAMJALA,;
NAINAR; RAMISETTI, 2016). Devido a isto, muitos paises ja proibiram a utilizacdo de
alguns azocorantes e as legislacbes para aqueles permitidos sdo restritivas (ANVISA;
JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2008; FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2012).

Para a quantificacdo de corantes em amostras de alimentos, os métodos oficiais
recomendados sdo baseados na espectrofotometria de absor¢cdo molecular na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) (FAO, 1999; LUTZ, 2008). Os espectrofotdometros utilizados
nestas determinagdes operam nas regides visivel e ultravioleta do espectro eletromagnético,
apresentando basicamente uma fonte continua para emissdo de radiacdo (lampada de
tungsténio para a regido visivel e lampada de Deutério para a regido do ultravioleta), um

monocromador para selecdo do comprimento de onda de interesse, um detector para medida
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da intensidade da radiacdo e um computador para armazenamento e processamento dos dados
(GOMES; TREVIZAN; NOBREGA: KAMOGAWA, 2008; HARRIS, 2005; SKOOG;
HOLLER; NIEMAN, 2006).

A espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis)
baseia-se na absor¢do de fotons por ions e moléculas presentes em uma solugdo, que séo
promovidos do chamado estado fundamental para um estado excitado de maior energia.
Através da Lei de Lambert-Beer (equacédo 1), é possivel afirmar que a quantidade de energia
absorvida é proporcional a concentracdo da espécie de interesse na solucdo, o que permite a
sua quantificacdo. Esta lei é baseada na medida da transmitancia (T) ou da absorbancia (A)
das espécies contidas na solucdo, em uma regido de observacdo com um caminho 6ptico (b),
usualmente em centimetros. A concentracdo ¢ da espécie absorvente estd linearmente
relacionada a absorbancia (vide equacdo 1), onde & consiste na absortividade molar, uma
grandeza especifica e caracteristica da espécie absorvente. O valor desta grandeza depende de
outras grandezas como o comprimento de onda, monocromaticidade da radiacdo incidente, da
secdo de choque da espécie que absorve e, ainda, da probabilidade da transi¢do eletrénica
ocorrer (GOMES; TREVIZAN; NOBREGA; KAMOGAWA, 2008; SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 2006).

A= —logpiz—logTz ebc Equacédo 1
0

Além dos métodos espectrofotométricos descritos na literatura (ABDELGHANI; AL-
DEGS; EL-SHEIKH; FASFOUS et al., 2020; BISGIN, 2018; 2019; ZHANG; ZHANG,;
ZHANG; YAN et al., 2019), trabalhos empregando outras técnicas analiticas sdo encontrados
na literatura para determinacdo de corantes artificiais em matrizes alimenticias. Séo
reportados métodos eletroanaliticos (LIPSKIKH; KOROTKOVA; DOROZHKO; DERINA et
al., 2017; STRELKOVA; VARYGINA; CHERNOVA, 2017) e, principalmente, métodos
cromatograficos (ALP; BASKAN; YASAR; YAYLI et al, 2018; DILRUKSHI,;
MUNASINGHE; SILVA; DE SILVA, 2019). Os métodos cromatograficos sdo bastante
utilizados para determinacdo de corantes em diferentes matrizes devido a elevada preciséo,
sensibilidade e possibilidade de deteccdo simultanea. Contudo, geralmente requerem uma
etapa de preparo de amostra envolvendo extragdes com solventes organicos gerando residuos,

demandam tempo e os custos para manutencdo dos cromatografos sdo geralmente elevados
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(GUKOWSKY:; XIE; GAO; QU et al., 2018; HARRIS, 2005, MUHLEN; LANCAS, 2004;
SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006; ZHANG; ZHANG; ZHANG; YAN et al., 2019).

Neste sentido, métodos alternativos para deteccdo rapida e seletiva de corantes que
gerem pouco ou nenhum residuo seriam Uteis e teriam grande aplicacdo para analises de
rotina. A literatura reporta o potencial da Espectroscopia Raman para deteccdo de diferentes
corantes alimenticios, tais como o E124 (ALMEIDA; STEPHANI; SANTOS; OLIVEIRA,
2010), E122 (GUKOWSKY; XIE; GAO; QU et al., 2018; SNEHALATHA; RAVIKUMAR;
HUBERT JOE; SEKAR et al., 2009), E110 (GUKOWSKY:; XIE; GAO; QU et al., 2018;
SUN; DU; YAN; CHEN et al., 2016), E132 (SUN; DU; YAN; CHEN et al., 2016), E133
(GUKOWSKY; XIE; GAO; QU et al., 2018; XIE; CHEN; GUO; CHENG et al., 2019). Esta
técnica foi empregada, também, para a determinacdo dos corantes Sudan IV em amostras de
azeite de dendé (ANDOH; NUUTINEN; MINGLE; ROUSSEY, 2019), &cido carminico em
amostras de balas (GARRIDO; CLAVIJO; COPAJA; GOMEZ-JERIA et al., 2019) e E102
em amostras de ovos (JOSHI; LOHUMI; KIM; QIN et al., 2020).

A espectroscopia Raman baseia-se no espalhamento inelastico da radiacdo
eletromagnética que interage com a matéria, sendo a radiacdo espalhada com uma frequéncia
diferente da incidida. Essa variacdo de frequéncia corresponde a diferenca de energia entre
dois estados vibracionais da molécula (ALMEIDA; OLIVEIRA; STEPHANI; OLIVEIRA,
2012; SALA, 2008). Além de ser uma técnica versatil e rapida, possibilita determinar mais de
um componente a0 mesmo tempo, exige pré-tratamento minimo das amostras (moagem)
gerando pouco ou nenhum residuo. Neste sentido, esta técnica pode ser utilizada para
caracterizacdo quimica/molecular de diferentes amostras, inclusive de alimentos tais como
leite e seus derivados (ALMEIDA; OLIVEIRA; STEPHANI; OLIVEIRA, 2012; OLIVEIRA;
CALLEGARO; STEPHANI; ALMEIDA et al., 2016; SMITH; HOLROYD; REID;
GORDON, 2017) e carnes (CAMPOS; OLIVEIRA; ALMEIDA; STEPHANI et al., 2014;
CAMPOS; OLIVEIRA; I1ZUMI; SOUSA, 2018). Em um artigo de revisdo publicado por
Esteki e colaboradores (ESTEKI; SHAHSAVARI; SIMAL-GANDARA, 2018) retratam o
uso da Espectroscopia Raman ndo s6 como ferramenta de caracterizagdo, mas para aplicacdo
em estudos sobre fraude ou adulteracdo de diferentes alimentos. Neste trabalho, a
Espectroscopia Raman foi empregada para caracterizagdo das amostras de sal gourmet e foi
avaliada como uma técnica alternativa para deteccdo de corantes em amostras de sal

comercializadas como sal rosa do Himalaia.
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1.1.1 Elementos metalicos

A exposicdo humana aos elementos metalicos ocorre principalmente através da ingestao
de agua e de alimentos. Assim, dados sobre a composicdo dessas matrizes sao fundamentais
para avaliar os indices de exposicao a elementos tdxicos e adequar a ingestdo daqueles que
sdo essenciais. Os metais sdo constituintes naturais de alguns alimentos, mas a presenca destes
pode também estar relacionada a contaminacdo ambiental e a etapas de processamento,
especialmente no caso dos alimentos que passam por algum tipo de processamento.
(AZEVEDO; CHASIN, 2003; LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a).

Alguns elementos metélicos sdo considerados nutrientes essenciais e se dividem em
macronutrientes, como Ca, K, Mg e Na, e micronutrientes como Cr, Co, Cu, Fe, Mn, Se e Zn (
LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), um elemento € considerado essencial para 0 organismo quando a sua ingestdo abaixo
de um determinado limite resulta no comprometimento de uma funcéo fisiol6gica importante
ou quando este elemento € parte de uma estrutura organica e desempenha funcfes essenciais
no organismo. Contudo, mesmo desempenhando funcgdes vitais, estes nutrientes podem
apresentar efeitos toxicos se ingeridos em excesso (WHO, 1996; WHO, 2004), ou seja, existe

um limite entre a dose que o torna essencial ou toxico (COZZOLINO, 2016).

Por outro lado, elementos como Al e Ni, presentes na agua e em alguns alimentos ndo
sdo essenciais, mas também ndo apresentam toxicidade para a maioria das pessoas, ainda que
em relacdo ao Al ndo haja um consenso na area da satude. Em relacdo a outros elementos ndo
essenciais destacam-se o As, Cd, Hg e Pb, que sdo classificados como contaminantes e tém a
capacidade de substituir elementos essenciais em enzimas e macromoléculas, conferindo
elevada toxicidade aos mamiferos, mesmo quando ingeridos em baixas concentracdes (WHO,
1996; WHO, 2004). Esses elementos estdo entre os principais contaminantes ambientais. Seu
comportamento bioquimico é complexo e de dificil remediagdo; por isso, os limites
permitidos ou recomendados para esses contaminantes sdo geralmente muito baixos, seja na
agua seja nos alimentos (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2008).

Nos parégrafos seguintes segue uma breve descricdo das caracteristicas principais dos

elementos essenciais, que foram objeto de estudo nesse trabalho.

O calcio (Ca) é um dos principais minerais presentes no corpo humano, contido nos

0Ss0s, nos dentes, no tecido conjuntivo, nos fluidos extracelulares e no sangue (PISTE;
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SAYAJI; AVINASH, 2012). A sua ingestdo é essencial para a manutencdo de 0ssos e dentes
saudaveis, para a regulacdo das contragfes musculares e para a coagulacdo sanguinea. Além
disso, este mineral atua como cofator de reacdes enzimaéticas e participa de processos de
regulacdo hormonal no organismo (LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; PISTE; SAYAJI;
AVINASH, 2012). A ingestdo diéria recomendada (IDR) de Ca para adultos é de 1000 mg,
valores preconizados pela legislagéo brasileira (BRASIL, 2005a) e por agéncias internacionais
(WHO, 2001; WHO, 2004). A deficiéncia deste mineral no organismo esta associada ao
enfragquecimento de dentes e 0ssos, podendo causar osteoporose, além de causar raquitismo,
irritabilidade, nervosismo e tremores (LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; PISTE;
SAYAJI; AVINASH, 2012). A toxicidade por ingestdo em excesso deste mineral é pouco
comum, mas pode ocorrer em individuos que ingerem grandes quantidades de suplementos de
Ca ou vitamina D ou em individuos que possuem as funcdes renais comprometidas, causando
arritmias cardiacas, constipacdo, confusdo mental etc. (PISTE; SAYAJI; AVINASH, 2012).

O potéssio (K) € um macronutriente essencial e desempenha um papel importante na
atividade osmdtica intracelular, regulando os niveis de dgua dentro e fora das células. Além
disso, este elemento é importante para o equilibrio &cido-base e contribui para o
estabelecimento do potencial elétrico nas membranas celulares essenciais para células
musculares e nervosas. Outras fun¢des importantes do K no organismo incluem a regulacéo
de secrecGes hormonais e a sintese de proteinas e de glicogénio. No corpo, este elemento é
armazenado nos masculos, ossos, figado, pele e células vermelhas (AARON; SANDERS,
2013; LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; TURCK; BRESSON; BURLINGAME; DEAN
et al., 2016). A OMS recomenda uma IDR de potéassio equivalente a 3510 mg (WHO, 2012b).
A deficiéncia de K pode causar fraqueza muscular, problemas intestinais, confusdo mental e
em casos graves paralisia respiratoria. Ja o excesso deste elemento, apesar de pouco comum,
pode causar fraqueza, paralisia, nausea, voémitos e diarreia e, em casos extremos, arritmia
cardiaca (TURCK; BRESSON; BURLINGAME; DEAN et al., 2016).

O magnésio (Mg) é outro macronutriente essencial ao bom funcionamento do
organismo, armazenado principalmente nos 0ssos, mas também encontrado nos tecidos moles
e no sangue. Este mineral é essencial para a satde dos 0ssos, atua na regulacéo de vitamina D,
na secrecdo de hormoOnios e como cofator de enzimas, sendo essencial para o
desenvolvimento e reproducdo celular. Sintomas e problemas de salde relacionados a

deficiéncia de Mg incluem fadiga, fraqueza muscular, disfungdo neuromuscular, taquicardia,
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coma e eventual morte do individuo (LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; ISMAIL;
ISMAIL; ISMAIL, 2017). A IDR de Mg é de 260 mg para adultos e esses valores podem
variar em funcdo da idade, género e condicGes de saude do individuo (BRASIL, 2005a;
WHO, 2004). A ingestdo excessiva deste mineral pode causar hipotensdo, depressao
respiratoria e parada cardiaca; contudo, a intoxicacdo € mais comum em pacientes com
problemas renais cronicos (ISMAIL; ISMAIL; ISMAIL, 2017).

O sodio (Na) é o principal elemento presente nos fluidos extracelulares e esta envolvido
na manutencdo da homeostase celular e na regulacdo do equilibrio de fluidos e da presséo
arterial. E considerado um nutriente essencial que atua na regulagdo osmética celular,
importante para o transporte de nutrientes e substratos atraves das membranas plasmaticas
(STRAZZULLO; LECLERCQ, 2014; WHO, 2012a). A deficiéncia de Na no organismo
ocorre apenas em quadros patolégicos graves, causados por doenca renal cronica, diarreia
cronica, sudorese extrema prolongada e ingestdo excessiva de diuréticos. Em geral, o
problema de dimenséo epidemioldgica, relacionado a este elemento deve-se a sua ingestdo em
excesso, atraves da utilizacdo excessiva de sais de sddio na preparacdo dos alimentos e do
consumo de produtos processados industrialmente, que emprega diferentes compostos a base
de sddio como realcadores de sabor e conservantes. A ingestdo didria recomendada de Na
equivale a 2000 mg/dia, o que corresponde a 5g de sal de cozinha (NaCl) (WHO, 2012a). O
consumo excessivo de sddio pode causar hipertensdo arterial e doencas cardiovasculares.
Estudos indicam uma relacdo entre a ingestdo em excesso de sodio com doenca renal crénica,
cancer gastrico e osteoporose (AARON; SANDERS, 2013; MORRIS; SCHMIDLIN;
FRASSETTO; SEBASTIAN, 2006; STRAZZULLO; LECLERCQ, 2014).

O cromo (Cr) € um micronutriente essencial e importante para 0 metabolismo de
carboidratos. No organismo, este elemento pode ser encontrado no figado, nos tecidos moles e
nos 0ssos (AZEVEDO; CHASIN, 2003; INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). O Cr (HlI) atua
como cofator para ac¢do da insulina por formar um complexo com o0s receptores para insulinas
no organismo, contribuindo para a manuten¢do de niveis normais de glicose. Por outro lado, 0
Cr (V1) é considerado carcinogénico e ndo desempenha funcdes essenciais no organismo (LA
GUARDIA; GARRIGUES, 2015a). A ANVISA recomenda uma IDR de 35 pg de Cr para
homens adultos (BRASIL, 2005a). A deficiéncia de cromo no organismo pode favorecer o
desenvolvimento da diabetes enquanto o seu excesso pode causar disfungdes renal e hepatica
(MERTZ, 1993).
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O cobre (Cu) é um micronutriente essencial presente em todos os tecidos do corpo
humano incluindo o cérebro. Este elemento faz parte da estrutura de varias enzimas
envolvidas na sintese de peptideos e compostos neuroativos. Além disso, auxilia no processo
de renovacao das células vermelhas e nervosas, producdo de colageno e atua, ainda, nos
processos de absorcdo do ferro (BOST; HOUDART; OBERLI; KALONJI et al., 2016; LA
GUARDIA; GARRIGUES, 2015a). A deficiéncia deste elemento estd relacionada a
problemas no desenvolvimento do feto, alteracbes no metabolismo do colesterol, anemia e
disfuncéo do sistema neuroldgico, entre outros (BOST; HOUDART; OBERLI; KALONJI et
al., 2016; INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). A ingestdo diaria recomendada de Cu é de
900 g/ dia para adultos (BRASIL, 2005a) e o limite maximo tolerado (LMT) de ingestao
diaria por adultos € de 1000 g/ dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). A contaminacgéo
por excesso de ingestdo de Cu através dos alimentos € pouco comum, mas pode gerar estresse
oxidativo de diferentes células, causando principalmente disfuncdo hepética (BOST;
HOUDART; OBERLI; KALONJI et al., 2016).

O ferro (Fe) é um elemento essencial que participa de varios processos metabdlicos
importantes para o organismo, tais como o transporte de oxigénio pelos tecidos, sintese de
DNA, transporte de elétrons nas células e atua como cofator de algumas reacdes enzimaticas
(ABBASPOUR; HURRELL,; KELISHADI, 2014). A ingestdo de ferro varia em fungéo da
idade e condicbes fisiolégicas do individuo e para adultos a IDR € equivalente a 14 mg
(BRASIL, 2005a; INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; WHO, 2004). A deficiéncia de ferro
no organismo € a principal causa da anemia ferropriva, um problema de saude publica
mundial. Além disso, uma baixa ingestdo de ferro também esta relacionada a problemas
motores e neurolégicos (LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a; WHO, 2004). Por outro lado,
0 excesso deste mineral no organismo pode ser nocivo para os tecidos, ja que o ferro livre esta
envolvido na formacgéo de radicais livres que podem lesar proteinas, lipideos e 0 DNA das
células (ABBASPOUR; HURRELL; KELISHADI, 2014). A ingestdo maxima tolerada de
ferro por dia é estabelecida como 45 mg, valor a partir do qual ocorre desconforto
gastrointestinal (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

O manganés (Mn) é outro micronutriente metalico essencial encontrado nos tecidos
ligado ao metabolismo de aminoacidos, proteinas, lipideos e carboidratos. Atua como cofator
de vérias enzimas, na regulacdo dos teores de glicose no sangue, na digestéo, na reproducéo,
no desenvolvimento dos 0ssos e no sistema imunolégico (ASCHNER; ASCHNER, 2005). A
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IDR para este elemento é igual a 2,3 mg para adultos (BRASIL, 2005a; INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001). A ingestdo inadequada de Mn gera m& formacdo Ossea, reducdo da
fertilidade além de alteracbes no metabolismo de carboidratos e lipideos (ASCHNER;
ASCHNER, 2005). Estudos indicam que este elemento pode apresentar efeitos toxicos
quando ha excesso deste no organismo. Os principais efeitos da intoxicacdo por Mn sdo
sentidos no sistema neuroldgico, com lesdes e sintomas parecidos caracteristicos da doenca de
Parkinson (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; POPICHAK; AFZALI; KIRKLEY;
TJALKENS, 2018). O limite maximo tolerado para o Mn equivale a 11 mg/ dia e a ingestdo a
partir deste limite pode causar efeitos adversos (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001).

O zinco (Zn) é um micronutriente essencial encontrado nos tecidos e fluidos corporais.
Atua como cofator de diversas reacGes enzimaticas envolvidas em processos metabolicos
importantes para a sintese de horménios e para o sistema imunolégico (RONAGHY, 1987;
ROOHANI; HURRELL; KELISHADI; SCHULIN, 2013). As agéncias reguladores
estabelecem uma IDR para o Zn equivalente a 7 mg (BRASIL, 2005a; INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001) e a deficiéncia deste mineral pode causar retardo no crescimento,
problemas reprodutivos especialmente nos homens e disfung¢ées no sistema imunologico (LA
GUARDIA; GARRIGUES, 2015a). O excesso de Zn no organismo pode causar efeito
adverso tais como ressecamento da pele e problemas géastricos. Além disso, pode afetar o
metabolismo do cobre associado a algumas enzimas. O limite m&ximo tolerado para este
elemento é de 40 mg/ dia (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; WHO, 2004)

O aluminio (Al) pode apresentar efeitos toxicos quando presente em elevadas
concentragfes no organismo humano (AZEVEDO; CHASIN, 2003). Os principais sintomas
da ingestdo em excesso deste metal sdo problemas gastrointestinais e neuroldgicos
(AZEVEDO; CHASIN, 2003), e um estudo de revisdo reporta altos niveis deste metal no
cérebro de pacientes que sofrem do mal de Alzheimer (EXLEY, 2016). A exposicdo
ocupacional ¢ a principal forma de exposicdo humana a este metal e nestes casos hé relatos de
desenvolvimento de bronquite crénica, problemas cognitivos e cansaco cronico. A absorcédo
de outros metais como Ca e Fe pode ser afetada pela presenca deste metal (AZEVEDO,;
CHASIN, 2003). A OMS estabelece um limite maximo tolerado para ingestao de Al igual a 2
mg/ kg/ peso corporal (WHO, 2004). Outras formas de exposi¢cdo ao Al incluem o uso de

cosméticos, de aditivos alimentares, consumo de agua e de alimentos e, ainda, através da
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utilizacdo de panelas e utensilios de materiais que possuem o metal em sua composi¢do (AL
JUHAIMAN, 2010).

Em relacdo ao niquel (Ni), ndo existem evidéncias de que este metal seja importante
para a nutricdo humana nem que participe de funcdes fisioldgicas essenciais para 0 organismo
humano (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001; ZAMBELLI; CIURLI, 2013). A exposi¢do
humana ao Ni pode ocorrer através da inalagdo, ingestdo e contato dérmico com seus
compostos. O contato com este metal pode causar diversos efeitos toxicos a saude humana,
em especial alergias, problemas respiratérios e cardiovasculares, além de problemas renais
(ZAMBELLI; CIURLI, 2013). O limite méaximo tolerado para ingestdo de sais de Ni,
reportado por agéncias internacionais, é de 1 mg/ kg/ peso corporal (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2001).

Os elementos mencionados, cujas concentracdes tém sido monitoradas em diversos
tipos de alimentos e produtos alimenticios, foram também determinados em amostras de
visceras de frango tais como coracdo, figado e moela, cruz e cozidos em diferentes tipos de

panela e nas amostras de especiarias, sais e temperos industrializados.
1.1.2 Técnicas Analiticas para determinacdo de elementos metalicos

Para a determinacdo de elementos metalicos em diferentes matrizes, a selecdo da técnica
empregada para a deteccdo é extremamente importante para definir a sequéncia analitica e
obtencdo dos resultados. A técnica selecionada deve apresentar adequadas detectabilidade e
sensibilidade, além de precisdo nas determinacdes dos elementos, cujos niveis de
concentracdo nas diferentes amostras sdo variaveis. (KORN; MORTE; SANTOS; CASTRO
et al., 2008; KRUG, 2008). O CODEX Alimentarius, programa conjunto da Organizacao das
Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), recomenda os métodos espectroanaliticos para a determinacdo de contaminantes
inorganicos e macro/micronutrientes minerais em produtos alimenticios (FAO, 1999). Dentre
as técnicas espectrometricas, a literatura destaca o uso da espectrometria de absorcao atdmica
em chama (F AAS) ou em forno de grafite (GF AAS), da espectrometria de emissdo Optica
com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), da espectrometria de massas com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS) e, também, da espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) (AMORIM; LOBO; SANTOS; FERREIRA,
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2008; BROWN; MILTON, 2005; BULSKA; RUSZCZYNSKA, 2017; EWA; ANNA, 2017;
SETTLE, 1997; WELZ, 1999).

A selecdo da técnica a ser empregada para a deteccdo depende especialmente do nivel
de concentracdo dos analitos na amostra em estudo, ja que cada uma possui particularidades
que afetam diretamente a sua sensibilidade e/ou detectabilidade (BROWN; MILTON, 2005;
BULSKA; RUSZCZYNSKA, 2017; SETTLE, 1997).

A espectrometria de absor¢do atdbmica, principal técnica empregada neste estudo, é uma
técnica bem estabelecida e de vasta aplicacdo para a determinacdo de metais em diversos tipos
de amostras, sejam liquidas, sélidas, suspensdes ou até mesmo gasosas. Baseia-se na
capacidade de atomos livres e no estado gasoso absorverem energia de frequéncia especifica,
emitida por uma fonte espectral. A quantidade de radiacdo absorvida relaciona-se a
guantidade de atomos, que é proporcional a concentragdo do elemento. O processo de
atomizacdo do elemento pode ser obtido através de uma chama (F AAS) ou por atomizacao
eletrotérmica, geralmente em um tubo pequeno, chamado de forno de grafite (GF AAS).
Principalmente quando operada no modo chama é uma técnica simples, que apresenta baixos
custos experimentais quando comparada as técnicas de plasma, além de poder ser associada a
sistemas de analise em fluxo e permitir, inclusive, estudos de especiacdo; porém, a deteccdo é
mono elementar (AMORIM; LOBO; SANTOS; FERREIRA, 2008; SETTLE, 1997; WELZ,
1999).

Apesar de amplamente aplicada em rotinas e laboratérios de pesquisa, a técnica de F
AAS apresenta algumas limitacdes quando comparada a técnica de GF AAS, como o fato de
ndo tolerar amostras com alto teor de sélidos dissolvidos, apresentar limites de deteccdo na
faixa de miligramas por litro e apresentar elevado consumo de amostra (usualmente 3,0 mL/
analito). Em relacdo a sensibilidade, as limitacGes obtidas em relagdo ao modo eletrotérmico
estéo relacionadas principalmente ao sistema de introducdo da amostra, na qual apenas uma
pequena fracdo (no maximo 5%) chega no atomizador. Resumidamente, a solugdo de amostra
¢ aspirada através de um tubo capilar ligado a um nebulizador onde ocorre a formagdo do
aerossol, que é carreado até a chama, onde ocorrerd o processo de atomizacdo. Em termos
instrumentais, as principais condigdes que podem ser otimizadas sdo a altura do queimador, a
combinacdo dos gases para a atomizagdo do analito bem como a vazéo do gas combustivel
empregado, geralmente o acetileno (C,H,). As combinacGes de gases combustivel e oxidante

mais comuns em F AAS séo aquelas formadas por ar/ C,H; ou N,O/ C,H,, cujas temperaturas
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das chamas variam de 2100-2400 °C e 2600-2800 °C, respectivamente (AMORIM; LOBO;
SANTOS; FERREIRA, 2008; SETTLE, 1997; WELZ, 1999).

Em contrapartida, a GF AAS é uma técnica que possui elevada detectabilidade, com
limites de deteccdo da ordem de microgramas por litro, além da vantagem de necessitar de
pequenas quantidades de amostra (usualmente 20 pL/ analito/ replicata), inserida diretamente
no interior do tubo de modo manual ou automatizado; isto a torna compativel com amostras
na forma de suspensdo/emulsdo e favorece a detec¢do de concentragfes na ordem de tracos.
Porém, apresenta efeitos de matriz mais severos e menor frequéncia analitica do que a F AAS
(AMORIM; LOBO; SANTOS; FERREIRA, 2008; SETTLE, 1997; WELZ, 1999).

Ao longo das décadas, avancos instrumentais realizados nos espectrémetros de absorcao
atdbmica tornaram 0s mesmos mais robustos e compativeis com amostras complexas. Na
década de 1980, surgiu o conceito de STPF (do inglés, Stabilized Temperature Platform
Furnace) (SLAVIN, 1987), que consiste em um conjunto de requisitos instrumentais e
operacionais para o caso do modo eletrotérmico e que permitiram melhorias nas condi¢Ges de
analise, melhorando a sensibilidade e reduzindo interferéncias. Dentre as condi¢bes STPF
destacam-se: eletrdnica adequada que permite a integracdo do sinal transiente, a elevada taxa
de aquecimento do tubo de grafite na etapa da atomizacdo, a interrup¢do da vazdo de gas de
arraste, também durante a etapa de atomizacao (de modo a manter a nuvem atémica dentro do
tubo), a utilizacdo de tubos de grafite com revestimento pirolitico e com plataforma L’vov, a
integracdo dos sinais em area e, ainda, o emprego de modificadores quimicos, cujas
finalidades incluem a diminuicdo da formacdo de compostos de ions interferentes e/ou
dificultar volatilizacdo do analito durante a pirélise da matriz (CORREIA; NOMURA,;
OLIVEIRA, 2003; SLAVIN, 1987).

Em termos instrumentais, na técnica de GF AAS ¢é possivel controlar fatores como a
temperatura e o tempo durante a aplicacdo do programa de aquecimento da andlise, que é
composto por quatro etapas, a saber: secagem, pirolise, atomizacdo e limpeza. A secagem € a
primeira etapa do programa de aquecimento na qual se seleciona uma temperatura proxima ao
ponto de ebuli¢do do solvente no qual foram preparadas as solucdes de padrdes e amostra. Em
seguida, tem-se a etapa de pirolise, que consiste na eliminacdo de concomitantes da matriz da
amostra em temperatura elevada de forma que ndo ocorram perdas do analito. A proxima
etapa € a atomizacao do analito, na qual a vazéo do gés inerte é interrompida e a medida da

absorbancia gerada € realizada. Em seguida, a etapa de limpeza é aplicada em temperatura



40

maior que aquela utilizada na atomizagdo cujos objetivos consistem na remocao de residuos e
consequente reducdo de efeitos de memoria nas andlises posteriores. Para garantir a
volatilizacdo da matriz e reduzir a perda de analitos por projecdo de amostra, emprega-se
normalmente uma rampa de aquecimento lenta nas etapas de secagem e pirolise e uma rampa
mais rapida na etapa de atomizacdo, o que promove melhorias na sensibilidade e na vida Util
do tubo de grafite (CORREIA; NOMURA; OLIVEIRA, 2003; SLAVIN, 1987; WELZ,
1999). O programa de aquecimento deve ser otimizado para cada analito, em especial as
condicdes de pirdlise e atomizacao, visto que cada elemento em determinada matriz apresenta

um comportamento térmico e um mecanismo de atomizagao caracteristicos.

J4 a técnica de emissdo atbmica em chama (F AES, do inglés Flame Atomic Emission
Spectrometry) baseia-se na excitacdo de atomos gasosos neutros através de uma chama. Ao
retornar ao estado fundamental, os elementos atomizados emitem radiacdo em comprimentos
de onda especificos que pode ser medida e ser relaciona diretamente com a quantidade de
atomos envolvidos no processo. A fotometria de chama, baseada neste fendmeno, emprega
geralmente uma chama de ar/GLP (Gas liquefeito de petrdleo), cuja vazdo em geral é fixa
para cada equipamento, que é suficiente para excitar &tomos gasosos com baixa energia de
excitacdo, tais como Ca, K, Li e Na. A intensidade de cada linha gerada depende da
probabilidade de ocorréncia da transicéo eletronica bem como da concentragdo do elemento a
ser excitado (OKUMURA; CAVALHEIRO; NOBREGA, 2004). Em relacdo as outras
técnicas de emissdo, como aquelas baseadas na atomizacdo e excitacdo em plasmas, ela
apresenta baixo custo, relacionado especialmente aos gases empregados no atomizador. Além
disso, sua simplicidade operacional se adequa a analises de rotina e a técnica apresenta
desempenho analitico satisfatorio, geralmente com boa precisdo e exatiddo, bem como limites
de deteccdo adequados para a maioria das aplicacdes analiticas que demandam a
determinacédo dos elementos Ca, K, Li e Na (HARRIS, 2005; OKUMURA; CAVALHEIRO;
NOBREGA, 2004).

Nas técnicas de espectrometria de emissdo Optica com plasma, a amostra € introduzida
num plasma gasoso por meio da formacdo de aerossois em um sistema de nebulizagdo (no
caso de amostras liquidas ou suspensfes) e submetida a elevada temperatura do plasma.
Ocorre entdo a evaporacao do solvente e constituintes da matriz, seguida da dissociacdo dos
atomos das suas espécies constituintes, que sdo atomizados e/ou ionizadas e excitados. Ao

retornar ao estado fundamental, esses elementos emitem radiacdo em comprimento de onda
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especifico de forma que a intensidade da radiacdo emitida se relaciona com a concentracao
das espécies na amostra, sendo que a detecgdo dos sinais pode ser sequencial ou simultanea,
dependendo da configuragdo do sistema Optico (JANKOWSKI; RESZKE, 2010;
ROSENKRANZ; BETTMER, 2000).

Detalhando um pouco sobre o atomizador, o plasma pode ser definido como um gés
parcialmente ionizado, ou seja, que contém moléculas neutras do gas em conjunto com
elétrons livres e ions positivos em movimento, de modo que a transferéncia de energia pode
ocorrer principalmente por aguecimento, conducédo e radiacdo. Para transformar um gas em
plasma, € preciso fornecer energia para a produgdo de ions normalmente através de uma
descarga elétrica. Na técnica de ICP OES, o gas argbnio é normalmente utilizado para a
formacdo do plasma e o0 aumento da energia da fonte de radiofrequéncia gera um aumento da
energia cinética dos elétrons produzidos. Esta energia é entdo transferida atraves de colises
para outros atomos do gas gerando mais ions e elétrons, causando um efeito cascata capaz de
formar e manter o plasma (GINE-ROSIAS, 1998). Como o plasma é mantido por gas argonio
uma desvantagem das técnicas de emissao dptica que empregam este gas sdo os altos custos

gerados nas analises devido ao elevado consumo (aproximadamente 20 L/min).

Neste sentido, a técnica de MIP OES ganha destaque dentre as técnicas de emissao
Optica, ja que utiliza ar comprimido para alimentar um gerador de nitrogénio que mantém um
plasma de nitrogénio. Isso reduz consideravelmente os custos das analises embora a condicéo
de temperatura desse plasma confira uma sensibilidade inferior aquela obtida com o plasma
de argénio (JANKOWSKI; RESZKE, 2010). Nesta técnica, o plasma é formado de modo
diferente, onde um magnetron produz as micro-ondas que possuem energia suficiente para
promover a ionizacdo dos atomos do gas. Um fluxo de argdnio é utilizado para a ignicédo e €
automaticamente substituido por um fluxo de gas nitrogénio que mantém o plasma. Assim
como as tecnicas de ICP OES e ICP-MS, a MIP OES permite a deteccdo multi-elementar, o
que esta associado ao aumento da frequéncia analitica quando comparadas as técnicas de
absorcéo atbmica. Além disso, os limites de deteccéo obtidos nas analises sdo menores que 0s
obtidos na F AAS e comparaveis aqueles reportados com uso de ICP OES (GINE-
ROSIAS,1998; JANKOWSKI; RESZKE, 2010; WELZ, 1999).

Assim como em F AAS, a amostra € introduzida no plasma atraves de um nebulizador
no qual se da a formacéo do aerossol. Ao atingir o plasma, o aerossol se transforma em uma

populacdo de atomos, ions e moléculas e o sinal analitico é gerado. Normalmente s&o
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empregados 0s nebulizadores pneumaticos cuja caracteristica principal é que o gas atinja
velocidade elevada para que ocorra queda na pressdo e o liquido seja aspirado (GINE-
ROSIAS, 1998; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

Nesta pesquisa, os teores de Ca, Fe e Mg foram monitorados em amostras de sal de uso
culinario empregando a técnica F AAS, enquanto os teores de K e Na foram determinados por
F AES. Para determinacgdo dos teores de elementos metélicos em amostras de especiarias e
temperos, empregou-se a F AAS para determinacdo de Ca, Fe e Mg, a GF AAS para
determinacédo de Cr e a F AES para a determinacdo de K e Na. J& para as amostras de tecidos
comestiveis de frango, os teores dos elementos Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni foram determinados
por MIP OES. A selecdo das técnicas empregadas baseou-se em fatores como disponibilidade,

nivel de concentracdo dos analitos nas amostras e composicdo das matrizes estudadas.
1.1.3 Preparos de Amostra

A maioria das determinages analiticas por espectrometria atbmica é realizada na forma
de solugdes do analito, especialmente na forma aquosa. Algumas amostras sdo facilmente
dissolvidas em agua enquanto outras requerem condicGes de solubilizacdo mais drasticas para
a decomposicdo da matriz e extracdo dos analitos de interesse. Neste sentido, a escolha
adequada do método de preparo da amostra em estudo € um passo critico da sequéncia
analitica e fundamental para a obtencdo de dados confiaveis, com boa precisao e exatiddo. A
selecdo do método de preparo da amostra depende de fatores Unicos de cada matriz e deve
considerar o estado fisico da amostra, o pH, nivel esperado de concentracdo dos analitos de
interesse, a representatividade da amostragem, a técnica analitica empregada para a deteccao,
etc (KORN; MORTE; SANTOS; CASTRO et al., 2008; KRUG, 2008).

Os metodos de preparo de amostra mais usuais para a determinacdo de analitos
inorganicos baseiam-se em procedimentos de dissolu¢do ou decomposicdo da matriz através
da utilizagdo de reagentes alcalinos ou acidos minerais. A sele¢do da combinacdo &cida e de
sua pureza sdo fundamentais para a obtencdo de uma solucdo de amostra adequada,
compativel com a técnica empregada para a deteccdo. Para as técnicas com atomizacdo em
chama ou plasma é desejavel que se obtenham solugdes limpidas com acidez e viscosidade
compativeis com os padrfes empregados para a calibracdo e com as pecas internas dos
espectrometros (KORN; MORTE; SANTOS; CASTRO et al., 2008; KRUG, 2008;
TAYLOR; BARLOW; DAY; HILL etal., 2017).
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Para a decomposicdo de amostras solidas para determinacdo de metais por
espectrometria atdbmica, 0s procedimentos de dissolugdo ou decomposi¢do geralmente
empregam os acidos nitrico (HNO3), sulfurico (H,SO,), perclérico (HCIO,), fluoridrico (HF)
e cloridrico (HCI), combinados ou ndo, com possibilidade de adicdo de um agente oxidante
auxiliar, como o peroxido de hidrogénio. Em geral, uma suspensdo da amostra em &cidos é
aquecida em sistema aberto, como as chapas de aquecimento e blocos digestores, ou em
sistemas fechados, como os digestores micro-ondas (KORN; MORTE; SANTOS; CASTRO
etal., 2008; TAYLOR; BARLOW; DAY; HILL etal., 2017).

Um método simples de preparo de amostras é a dissolucdo, que consiste na
transformacdo de uma amostra sélida em uma solucdo geralmente aquosa que pode ou nédo
envolver uma reacdo quimica. A dissolucdo da amostra pode ser utilizada com adicdo de
solventes ou reagentes, como os acidos e, em geral, sdo realizadas em temperatura ambiente,
mas 0 aquecimento pode acelerar o processo. A solugdo obtida é geralmente diluida em &gua
ou em um meio adequado para que a concentracdo do analito contemple a faixa de trabalho

empregada para a calibracdo ou, ainda, para minimizar os efeitos de matriz (KRUG, 2008).

Para a determinacdo de macro e micronutrientes metalicos em amostras de sais de uso
culinério, alguns trabalhos descrevem a dissolugdo da amostra em &gua ou empregando
solucBes diluidas de HNO; (AMORIM; FERREIRA, 2005; CHERAGHALI; KOBARFARD;
FAEIZYA, 2010; EFTEKHARI; MAZLOOMI; AKBARZADEH; RANJBAR, 2014; MIN
HWANG; YANG; HYUN KIM; JAMILA et al., 2016; SHARIATIFAR; MOZAFFARI
NEJAD; EBADI FATHABAD, 2017; SOYLAK; MURAT, 2011; SOYLAK; PEKER;
TURKOGLU, 2008). Os autores reportaram a obtencdo de solugdes limpidas e adequadas
para as determinacdes analiticas, com boa preciséo e exatidao.

Para determinar os teores de diferentes elementos metdlicos em amostras de sais
culinarios comercializadas em paises da Asia, Europa e América do Sul, Min Hwang e
colaboradores recorreram a dissolugdo com adicdo de HNOj3 e agitagdo mecanica para 0
preparo das amostras e detecgdo por ICP-MS. (MIN HWANG; YANG; HYUN KIM,;
JAMILA et al., 2016). J& Eftekhari e colaboradores empregaram apenas a dissolugdo em agua
para a determinacdo de metais em amostras de sais comercializadas no Ird sendo que neste
trabalho foi empregada uma técnica eletroanalitica, a voltametria de onda quadrada
(EFTEKHARI; MAZLOOMI; AKBARZADEH; RANJBAR, 2014).
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A decomposicdo de amostras por via Umida é denominada digestdo ou decomposicao
oxidativa. A digestdo consiste na decomposi¢do de compostos inorganicos e organicos de uma
matriz empregando, na maioria dos casos, acidos minerais e aquecimento. Este procedimento
pode ser realizado a pressao ambiente, em frascos abertos. Para isso utilizam-se chapas de
aquecimento, blocos digestores ou banhos termostatizados (com ou sem agitacdo) (KRUG,
2008; SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2006).

A digestdo em frasco aberto pode ser aplicada para decomposicdo de varios tipos de
amostras e apresenta como vantagem a flexibilidade quanto a massa de amostra empregada no
procedimento. Além disso, apresenta um custo relativamente baixo quando comparado a
sistemas mais robustos de digestdo em frasco fechado. Contudo, o procedimento requer
treinamento e supervisao constante do analista; geralmente consome grandes quantidades de
reagentes, o que pode favorecer a pré-concentracdo de impurezas, favorece a perda de analitos
volateis, ndo é aplicavel para amostras que apresentam compostos refratarios em sua

composi¢do e normalmente o tempo gasto no procedimento é elevado (KRUG, 2008).

Ja a digestdo em frasco fechado, normalmente realizada em frascos de alta presséo
(também chamados de bombas de alta pressdo), se aplica a amostras de diferentes
composicgdes, incluindo as que possuem compostos refratarios, apresenta boa frequéncia
analitica, com tempos de digestdo mais curtos que aqueles obtidas em sistemas abertos,
consomem pequena quantidade de reagentes, reduzindo as contaminacdes, se adequa melhor a
analise de elementos em nivel traco, além de minimizar a perda de analitos volateis. Contudo
a massa de amostra utilizada ¢ um limitante, ja que pressdes elevadas no frasco fechado

podem ser geradas pela decomposicdo da matriz com o aquecimento aplicado (KRUG, 2008).

Atualmente, as digestdes em frascos fechados séo realizadas utilizando-se digestores
micro-ondas. A literatura sobre isso é vasta e reporta métodos de decomposicdo para
diferentes matrizes, incluindo os alimentos, como alternativa aos procedimentos mais
"tradicionais™ realizados em frascos abertos. A energia micro-ondas é um tipo de radiagéo
eletromagnética, com comprimentos de onda entre 0,1 e 100 cm, de natureza néo ionizante e
que gera movimentagdo de espécies em solucgdo atraves das rotacfes de dipolo e/ou migracao
de ions, causadas pela aplicacdo do campo magnético aplicado as solucBes. A interacdo da
radiacdo micro-ondas com as moléculas da solucdo causa um agquecimento no meio, 0 que
facilita o ataque &cido e a decomposicdo da matriz, liberando os constituintes da amostra para
a solucdo (ARRUDA; SANTELLI, 1997; NOBREGA; PIROLA; FIALHO; ROTA et al.,
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2012). Para a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas de alimentos, 0s reagentes mais
utilizados sdo HCI, HNO; e H,0, diluidos ou misturados em diferentes proporcoes
(ARRUDA; SANTELLLI, 1997).

Dentre os trabalhos mais recentes e citados na literatura para preparo de amostras de
especiarias e temperos, visando a determinagdo de elementos metalicos, destaca-se a
utilizacdo dos &cidos HNO3; e HCI concentrados, combinados ou ndo, com adigdo de H,O, em
alguns estudos. As decomposi¢des sdo normalmente realizadas em digestores micro-ondas
(BUA; ANNUARIO; ALBERGAMO; CICERO et al., 2016; DONG; ZHANG; ZHAO; ZUO
et al., 2017; EL-RJOOB; MASSADEH; OMARI, 2008; KHAN; CHOI; NHO; HABTE et al.,
2014; KRAUSE; VIEIRA; CUNHA; BRANDADO et al., 2020; NORDIN; SELAMAT, 2013;
TOKALIOGLU; CICEK; INANC; ZARARSIZ et al., 2018), em chapa de aguecimento
(SEDDIGI; KANDHRO; SHAH; DANISH et al., 2016) ou em bloco digestor (LEMOS;
SANTOS; BEZERRA, 2010). Tais autores descrevem a obtencdo de solugdes limpidas e
adequadas para determinacgéo de diferentes analitos.

Para a determinacdo de elementos metalicos em carne de frango, a literatura apresenta
métodos baseados na utilizacdo dos acidos HNO3;, HCIO,4 e do reagente oxidante H,O,. As
digestdes sdo realizadas em chapa de aquecimento (MOTTALIB; ZILANI; SUMAN;
AHMED et al., 2018), em bloco digestor (RAMOS; PESTANA; CALDAS; AZEVEDO et
al., 2019) e em digestores micro-ondas (AL BRATTY; ALHAZMI; OGDI; OTAIF et al.,
2018; CAMPOS; OLIVEIRA; 1ZUMI; SOUSA, 2018; EL BAYOMI; DARWISH;
ELSHAHAT; HAFEZ, 2018; GIRI; SINGH, 2019; HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al.,
2018; KIM; KIM; SHIN; SON, 2016; MAJEWSKA; SZCZERBINSKA; LIGOCKI;
BUCLAW et al., 2016; YILMAZ-AKSU; TARHAN; SANDIKCI-ALTUNATMAZ;
PASTACI-OZSOBACI et al., 2018).

Alguns destes trabalhos reportam a utilizacdo de reagentes diluidos para digestdo em
forno micro-ondas. Em 2015, Kim e colaboradores empregaram a mistura HNOj3: H,O: H,0;
na proporgao 5: 2: 4 para a digestdo de amostras de carne de frango comercializadas na Coreia
do Sul, com deteccdo de Cd e Pb por ICP-MS (KIM; KIM; SHIN; SON, 2016). A mesma
mistura, mas nas propor¢ées 5: 1: 1 (HNOs: H,O: H,0,), foi empregada para a digestédo de
musculo e visceras de frango para determinacdo de diferentes elementos por ICP-MS (HU;
ZHANG; CHEN; CHENG et al., 2018).
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Além dos trabalhos citados para a carne de frango, a literatura apresenta trabalhos que
empregam solugfes &cidas diluidas para decomposicdo de outras matrizes que apresentam
elevado teor de matéria organica (NOBREGA; PIROLA; FIALHO; ROTA et al., 2012) tais
como café (CASTRO; SANTOS; SANTOS; COSTA et al., 2009) como para soja e carne
bovina (GONZALEZ; SOUZA; OLIVEIRA; FORATO et al., 2009). As principais vantagens
da utilizacdo de solugcbes acidas diluidas, especialmente as de HNOjz que sdo as mais
empregadas, consistem na reducdo dos custos e da geracdo de residuos, além da obtencédo de
valores mais baixos para o branco analitico, importante para a determinacéo de elementos em
baixas concentragdes (GONZALEZ; SOUZA; OLIVEIRA; FORATO et al., 2009;
NOBREGA,; PIROLA; FIALHO; ROTA et al., 2012).

Uma das justificativas para a eficiéncia das digestdes assistidas por radiacdo micro-
ondas é baseada no ciclo de regeneracdo do HNO3 no frasco reacional, como mostrado nas
equacOes 2 a5 (CASTRO; SANTOS; SANTOS; COSTA et al., 2009).

Equacdo 2 — Reacdo do acido nitrico com a matéria organica

(CHz)n + HNOg(aq) — CO; (g) + NOg) + H20)

Equacdo 3 — Reacdo de transformacdo de oxido nitrico (NO) em dioxido de nitrogénio (NO-)

2NO(g) + Ozi) — 2NOz()

Equacdo 4 — Reacédo de desproporcionamento de didxido de nitrogénio (NO,) e formacdo de
acidos nitrico (HNO3) e nitroso (HNO,)

2NOy(g) + H20() — HNOs(ag) + HNO2(q)

Equacdo 5 — Reacdo de decomposi¢éo de acido nitroso (HNO,) em 6xido nitrico (NO)
2HNOz@q) — H20() + NOsz) + NO(,)
Nesse processo o0 acido nitrico diluido reage com a matéria organica da amostra gerando

oxido nitrico (NO) (Equacdo 2) que, em seguida, reage com 0 oxigénio presente na fase

gasosa, gerando dioxido de nitrogénio (NO,) (Equacdo 3). Este sofre uma reagdo de
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desproporcionamento em meio aquoso gerando acidos nitrico (HNO3) e nitroso (HNO,)
(Equacdo 4). Este ultimo se decompde em éxido nitrico (NO) (Equacgdo 5), que reage com 0

oxigénio da fase gasosa (Equacao 3), formando assim mais acido nitrico no meio reacional.

De acordo com Castro e colaboradores, a eficiéncia da digestdo empregando as solucbes
diluidas de &cido nitrico depende ainda das reagdes que ocorrem na interface liquido-gas,
além da formagdo de monoxido de nitrogénio (NO) e de sua conversdo a dioxido de
nitrogénio (NO,) (CASTRO; SANTOS; SANTOS; COSTA et al., 2009). A utilizacdo de
solucdes diluidas de acido nitrico foi avaliada para decomposicdo das amostras em estudo

neste trabalho.
1.2 JUSTIFICATIVA

A carne de frango é um produto importante tanto econémica quanto nutricionalmente.
Apesar de alguns estudos reportarem a determinacdo de elementos metalicos em musculo e
visceras de frango, a literatura ainda carece de informagfes acerca da influéncia da cocgéo
sobre o teor de minerais destes alimentos, especialmente em relagdo a interacao entre a matriz
alimenticia e os utensilios empregados para o preparo. Poucos estudos avaliam o tipo de
panela empregada para coc¢do, sendo que a maioria destes trabalhos empregaram solucbes
acidas como simulacros para alimentos. Ndo foram encontrados estudos sobre a coccéo de
tecidos comestiveis de frango simulando condi¢cdes domésticas, com adicdo de temperos e
emprego de panelas de uso comum, feitas de materiais como aluminio polido, aluminio

fundido e ferro.

A literatura ainda carece de informacbes sobre perfil de elementos metalicos em
especiarias e temperos, bem como de estudos analiticos que permitam verificar se estes
ingredientes tdo utilizados podem influenciar a dieta fornecendo macro e micronutrientes
importantes para a satde. Além disso, também ndo foram encontrados estudos focados na
determinacdo destes elementos em amostras de temperos prontos que, pela sua praticidade,

séo bastante utilizados pelos brasileiros.

Um aspecto relevante é a adocdo de novos habitos na culinaria, a partir da
popularizacdo dos sais gourmet. Existe na midia um grande volume de informagdes, aceito
popularmente, a respeito dos beneficios relacionados ao consumo destes, que seriam fontes de
outros minerais e que nao estdo presentes no sal refinado comum. A literatura cientifica sobre

este assunto é escassa e ndo havendo estudos sobre amostras comercializadas no Brasil. Outro
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ponto que carece de investigacdo € a possivel adulteracdo de sal comum por adicdo de
corantes alimenticios artificiais vermelhos. Este produto de adulteracdo seria entdo

comercializado como o auténtico sal do Himalaia a precos abaixo do valor de mercado.

Neste contexto, este trabalho propde a investigacdo dessas lacunas da literatura com
objetivo de fornecer informacGes atualizadas sobre a composi¢do mineral de sais, temperos e
de tecidos comestiveis de frango preparada de modo domestico, em diferentes panelas. Além
disso, investigar a possivel adulteracdo de amostras de sais por adi¢do de corantes artificiais

empregando diferentes técnicas analiticas.



49

2 OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho estéo descritos a seguir.
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral determinar o contetdo de metais em amostras de
tecidos comestiveis de frango ap6s cocgdo em diferentes tipos de panelas e os teores de metais

em amostras de sais e temperos comercializados no Brasil.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho incluem:

a) desenvolver um método analitico para preparo de amostras de partes comestiveis de
tecidos de frango, cruas e cozidas, empregando digestdo 4cida assistida por radiacdo micro-

ondas e determinacdo dos teores de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni por MIP OES;

b) simular, em laboratério, a coccdo doméstica de amostras de partes comestiveis de
tecidos de frango, em panelas de aluminio, de aluminio fundido e de ferro, para verificar se

ocorre lixiviacdo dos metais Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni das panelas para as amostras;

c) desenvolver um método analitico para preparo de amostras de ervas e temperos
empregando digestdo acida assistida por radiacdo micro-ondas para determinar os teores
totais dos metais Ca, K, Fe, Mg, Na e Zn por F AAS e do metal Cr por GF AAS;

d) desenvolver um método analitico para preparo de amostras de sal culinario
empregando dissolucdo com &cidos diluidos para determinar os teores totais dos metais Ca,
Fe e Mg por F AAS e dos metais K e Na por F AES;

e) caracterizar amostras de sais gourmet empregando a Espectroscopia Raman e
estabelecer métodos para detecgdo de fraudes/adulteracGes de amostras de sal por adi¢do

de corantes artificiais por Espectrofotometria UV-Vis e Espectroscopia Raman;
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f) otimizar as condi¢fes instrumentais das técnicas MIP OES, F AAS, GF AAS e F AES
para determinar os teores dos metais nas amostras de ervas, sais, temperos e tecidos

comestiveis de frango com boa confiabilidade;

g) avaliar criticamente as possiveis contribuicbes do tipo de preparo de tecidos
comestiveis de frango e o consumo de sais, ervas e temperos para a disponibilidade de

minerais na alimentacéo.
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3 METODOLOGIA

A metodologia empregada para a realizacdo deste estudo esti descrita nas secdes a

sequir.
3.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os materiais utilizados neste trabalho foram: micropipetas de volume variavel LabMate
Pro® (20-200, 100-1000 e 500-5000 pL), béqueres e baldes volumétricos de volumes
variados, tubos tipo Falcon de 15 e 50 mL, colheres de plastico descartaveis e barquinhas de
teflon. Todos os materiais e vidrarias utilizados foram lavados com agua e detergente neutro,
descontaminados em solugdo de HNO3 10 %(v/v) por 24h e enxaguados com agua deionizada
(Elga Veolia, PureLab Option-Q).

Empregou-se, também, solucdes padrdo monoelementares de Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e
Zn 1000 mg L™ (Qhemis High Purity, Jundiai, SP, Brasil) para preparar as soluces usadas
para calibragdo nas determinagdes por F AAS, F AES e/ou GF AAS. Uma solucdo padréo de
Li 1000 mg L™ foi preparada a partir do sal LiCl 99% (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).
Para as determinacdes por MIP OES empregou-se uma solucdo multi-elementar contendo Al,
Ca, Cu, Fe, Mn and Ni (Sigma Aldrich, Berlim, Alemanha) 100 mg L™ que foi utilizada para

preparacéo das solugdes usadas para a calibracao.

Utilizou-se HNO3 65% (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) destilado e padrbes sélidos
dos corantes artificiais E122 (sal dissodico 4- hidroxi-3- [(4-sulfo-1-naftil) azo]-naftaleno-1-
sulfonato) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA). e E124 (sal tri-sodico 7- hidroxi-8- (4-sulfo-
1-naftil azo)-naftalenol,3-di-sulfonato) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

Para as cocgdes utilizou-se fogdo domeéstico (Atlas, INSTRUTHERM, géas de cozinha
(Supergasbras, modelo P13), Termdmetro digital infravermelho (INSTRUTHERM, TI 860),
alho (Oishii®), sal de cozinha (Cisne®), 6leo de soja (Soya®), panelas de aluminio polido, de

aluminio fundido e de ferro artesanal e colher de pau, adquiridos no comércio local.
3.2 EQUIPAMENTOS

Para as analises realizadas no Laboratorio Baccan de Quimica Analitica e na Central
Analitica, ambos localizados no Departamento de Quimica do Instituto de Ciéncias Exatas da

Universidade Federal de Juiz de Fora (Campus Juiz de Fora), utilizou-se: balanca analitica
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(Metler Toledo, ME204), banho ultrassonico (Unique UltraSonic Cleaner, modelo USC
2800), destilador de &cido (Berghof, BSB-939-IR), digestor de amostras por energia micro-
ondas (Berghof, modelo SpeedWave Four), Espectrémetro de Absor¢do Atdmica nos modos
forno e chama, correcédo de fundo usando lampada de deutério (Thermo Scientific, SOLAAR
M5) para 0 modo chama e gases ar sintético, acetileno (H,0,) e éxido nitroso (N.O) (White
Martins), além de tubo de grafite com revestimento pirolitico (Photron PTY LTD).

As analises das amostras de tecidos comestiveis de frango foram realizadas em parceria
com o Laboratorio de Metrologia Quimica (LabMeQui), do Centro de Ciéncias Quimicas,
Farmacéuticas e Alimentos, da Universidade Federal de Pelotas, que dispbe de um
Espectrometro de Emissdo Atomica com Plasma Induzido por Micro-ondas (Agilent
Technologies, Modelo MIP 4200) equipado com camara ciclénica de passagem dupla e
nebulizador de fluxo inerte (OneNeb). O gés nitrogénio empregado para geracdo do plasma

foi produzido in situ por um compressor de ar (Agilent, 4107 Nitrogen Generator).
3.3 AQUISICAO DAS AMOSTRAS

A aquisigéo das amostras analisadas neste estudo foi realizada de acordo com o descrito

nas secOes seguintes.
3.3.1 Amostras de tecidos comestiveis de frango

As amostras de tecidos comestiveis de frango estudadas neste trabalho foram coracéo,
figado e moela. Aproximadamente 1.000 g de cada tipo de amostra foram adquiridas em dois
acougues da cidade de Juiz de Fora, MG, totalizando 2.000 g de cada amostra. As amostras
foram separadas em dois grupos: analisadas cruas (grupo 1) e cozidas em 3 diferentes tipos de

panelas (grupo 2).

Foram selecionados 3 tipos de panelas comumente utilizadas pelos brasileiros para as
cocgOes das amostras: panela de ferro (P1), panela de aluminio polido (P2) e panela de
aluminio fundido (P3). Estas panelas foram adquiridas no comércio da cidade de Juiz de Fora,
MG, e utilizadas exclusivamente para este estudo. Foram higienizadas com &gua e detergente

neutro antes do uso, evitando o emprego de produtos abrasivos.

Os procedimentos de coccdo das amostras foram realizados no Laboratorio de Técnica

Dietética, localizado no Departamento de Nutricdo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
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Universidade Federal de Juiz de Fora, que possui uma infraestrutura adequada para este tipo
de ensaio.

Para a panela de ferro, um tratamento prévio chamado “cura” foi realizado seguindo
costumes do estado de Minas Gerais. Para isto, passou-se 6leo vegetal no interior e no exterior
da panela que foi levada ao forno convencional (pré-aquecido por 10 min) a 180 °C por 15
minutos, sendo este procedimento realizado durante uma semana. Apds este periodo, a panela
foi lavada novamente com agua e detergente neutros, adicionou-se aproximadamente 1,5 L de
agua de torneira e levou-se para fervura por 15 minutos, procedimento realizado por 11 dias.
Apos estes procedimentos, com a panela seca, realizaram-se as cocgdes das amostras. As

demais panelas ndo requereram nenhum tipo de tratamento prévio.

Aproximadamente 200 g de cada corte foram temperados com cerca de 4 g de sal de
cozinha e 3 g de alho picado. Adicionou-se na panela aproximadamente 10 g de 6leo de soja e
aqueceu-se a mesma em fogdo doméstico até a temperatura de 250 °C, aferida com
termOmetro digital infravermelho. Em seguida, adicionou-se a massa de corte cru (temperado)
e procedeu-se com a coc¢do das amostras por 15 minutos, com duas adicdes de agua de
torneira, totalizando 140 mL. Apds esta etapa, 0s cortes cozidos bem como liquidos residuais
da coccéo foram transferidos, sem raspagem do interior da panela, para um processador de
alimentos doméstico e processados. O procedimento foi realizado em duplicatas auténticas
para cada tipo de amostra.

Em seguida, foram armazenados em frascos plasticos descontaminados e congelados até
0 momento da secagem para posterior determinacdo dos analitos por espectrometria de
emissdo atbmica apds mineralizacdo em meio acido. Entre as cocgdes, realizadas em
duplicata, as panelas foram lavadas com &gua e detergente neutro e secas a temperatura
ambiente. Um branco da cocgéo foi preparado utilizando as mesmas quantidades de todos os
ingredientes utilizados para a cocgdo das amostras e foi submetido as mesmas condigdes de
estocagem, secagem, preparo e analise. Codigos para todas as amostras foram criados como

mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Codigo para as amostras de coracao, figado e moela cruas e cozidas nas panelas de
ferro (P1), de aluminio polido (P2) e panela de aluminio fundido (P3) analisadas neste

trabalho
Amostra Tratamento Cddigo
Cru HR
Coracao Pl HP1
¢ P2 HP2
P3 HP3
Cru LR
, P1 LP1
Figado P> Lp2
P3 LP3
Crua GR
P1 GP1
Moela P2 GP2
P3 GP3

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

As amostras cruas e cozidas foram levadas para secagem em estufa a vacuo na
temperatura de 70 + 1 °C por 72 h, moidas em processador de alimentos de uso doméstico e
armazenadas em temperatura ambiente e em frascos de plastico, previamente

descontaminados em banho de &cido nitrico 10 % v/v, até 0 momento do preparo.

3.3.2 Amostras de especiarias e temperos

Dada a grande variedade de especiarias e temperos disponiveis no mercado optou-se,
neste trabalho, por selecionar aquelas mais utilizadas na culinaria dos brasileiros (BRASIL,
2014). Foram adquiridas 3 amostras, de diferentes marcas e lotes, de cada uma das
especiarias: alho frito (denominadas Al, A2 e A3), louro em folhas e em pd (denominadas
L1, L2 e L3) e pimenta preta em pd (denominadas P1, P2 e P3), bem como 6 amostras de
temperos industrializados, aqui denominados “temperos prontos” indicados para preparagao
de carnes (n=3; TC1, TC2 e TC3) e feijdo (n=3; TF1, TF2 e TF3), também de diferentes

marcas e totalizando 15 amostras.

Todas as amostras foram individualmente moidas em mixer de uso domeéstico e
armazenadas em temperatura ambiente em frascos plasticos previamente descontaminados em
banho de acido nitrico 10 % v/v, até 0 momento da aplicagdo do metodo. N&o houve
necessidade de secagem em estufa. Para as otimizagdes instrumentais e do método preparou-
se uma amostra mistura, uma para as especiarias (ME) e outra para as amostras de temperos

prontos (MTP), contendo cerca de 2g de cada uma das amostras adquiridas.
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3.3.3 Amostras de sais gourmet

Para este estudo foram adquiridas 24 amostras de sais de uso culinario de diferentes
tipos: refinado (SRF; n=1), sal marinho (SM; n=4), sal com teor reduzido de sddio ou sal light
(SL; n=1), flor de sal (FS; n=1), sal grosso (SG; n=4), sal azul da Pérsia (SAZUL; n=2), sal
negro do Havai (SN; n=3) e sal rosa do Himalaia (SR; n=8). Estas amostras foram adquiridas
no comércio brasileiro (cidades de Juiz de Fora, MG, e Rio de Janeiro, RJ) contemplando
diferentes marcas e lotes. Uma das amostras de sal rosa do Himalaia foi adquirida na cidade
de Orlando, estado da Florida, Estados Unidos da América. Uma das amostras de sal marinho
foi utilizada exclusivamente para os ensaios de adulteracdo simulada com corantes artificiais,

a serem descritos posteriormente.

Como forma de pré-tratamento, todas as amostras foram individualmente moidas em
mixer de uso domeéstico e armazenadas em temperatura ambiente em frascos plasticos,
previamente descontaminados em banho de &cido nitrico 10 % v/v, até o momento da
aplicacdo do método. Neste caso, preparou-se também uma amostra mistura (MS), contendo
aproximadamente 2g de cada amostra adquirida, que foi utilizada em todos os experimentos

de otimizacao.

3.4 METODOLOGIAS PARA ESTUDO DAS AMOSTRAS DE TECIDOS COMESTIVEIS
DE FRANGO

As metodologias empregadas nos estudos das amostras de tecidos comestiveis de frango

sdo descritas abaixo.
3.4.1 Determinacdo de alguns parametros de composi¢ao proximal

Alguns parametros da composicdo das amostras de tecidos comestiveis de frango (cruas
e cozidas nas diferentes panelas), como umidade, proteinas e cinzas, tambem foram avaliados
com base em métodos oficiais do Instituto Adolfo Lutz do Brasil (LUTZ, 2008). Os ensaios
foram realizados em parceria com o Laboratério de Composi¢cdo Quimica e Valor nutricional
de Alimentos, localizado no Departamento de Nutricdo do Instituto de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Juiz de Fora, que possui uma infraestrutura adequada para este tipo

de ensaio.

O teor de umidade foi determinado aquecendo 2,000 g de cada tipo de amostra em um

forno a vacuo a 105 °C até peso constante. O teor de proteinas foi avaliado pelo método de
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Kjeldahl. Para determinar o teor de cinzas, 1,000 g das amostras foram colocadas em um
forno tipo mufla e a incineragéo foi realizada a 550 °C por 5 h. Todas as medidas foram feitas

em duplicatas auténticas.
3.4.2 Preparo das amostras empregando digestao assistida por radiacdo micro-ondas

Para a digestdo dos cortes crus e cozidos em meio &cido, aliquotas de aproximadamente
250 mg de tecido seco foram pesadas em frascos de PTFE e misturadas a 6,00 mL de uma
solugdo 7,00 mol L™ de HNO3 destilado. A mistura foi deixada em pré-digestdo a temperatura
ambiente por cerca de 1h. Em seguida, os frascos foram fechados e as amostras foram levadas
para digestdo assistida por radiacdo micro-ondas, seguindo o programa de aquecimento
apresentado na Tabela 2. Obteve-se um digerido limpido e amarelado que foi diluido para

25,00 mL em agua deionizada.

Tabela 2 — Programa de aquecimento da digestdo das amostras de tecidos comestiveis de

frango assistida por radiagdo micro-ondas

Etapa Temperatura Tempo de rampa Tempo p*
(°C) (min) (min) (%)

1 200 15 30 80

2 50 1 1 0

*Poténcia maxima aplicada = 1200 W.
Fonte: Adaptado de Manual de Métodos Berghof, 2013.

As concentra¢fes dos analitos Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni foram determinados nas
amostras de tecidos comestiveis de frango digeridas em parceria com o Laboratério de
Metrologia Quimica (LabMeQui), do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e
Alimentos, da Universidade Federal de Pelotas. O LabMeQui dispde de um espectrometro de
emissdo Otica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES), utilizado para as
determina¢6es. Num momento anterior, os teores de Fe foram também determinados nestas
amostras por F AAS no Laboratorio Baccan. Por limitagdes técnicas a determinacdo dos
outros analitos propostos ndo pbde ser realizada na ocasido, ficando o resultado obtido para Fe

como um parametro para comparacao das técnicas.
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3.5 METODOLOGIAS PARA ESTUDO DAS AMOSTRAS DE ESPECIARIAS E
TEMPEROS PRONTOS

Para a digestdo das amostras de especiarias e temperos prontos, 200 mg de amostras
foram pesadas em barquinhas de teflon descontaminadas, transferidas para os frascos de
digestéo de teflon e misturadas com 6,00 mL de HNO; concentrado (14 mol L™). Esta mistura
foi deixada em pre-digestdo overnight e, em seguida, levada para o digestor micro-ondas
seguindo o programa de aquecimento da Tabela 3. Apos resfriamento até temperatura
ambiente, obteve-se um digerido limpido e amarelado, que foi diluido para 25,00 mL com
agua deionizada e armazenado em temperatura ambiente (~ 25 °C) até o momento das
analises. Os analitos determinados nestas amostras foram Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn empregando
a F AAS enquanto os teores de Cr foram determinados por GF AAS, ap0s otimizacGes das

condigdes instrumentais.

Tanto o tempo de pré-digestdo quanto o programa de aquecimento apresentados foram
otimizados monitorando, principalmente, as pressdes geradas durante a digestdo. Isto foi feito

para minimizar danos ao equipamento bem como evitar perdas de amostra.

Tabela 3— Programa de aquecimento empregado para a digestdo das amostras de especiarias e

temperos assistida por radiacdo micro-ondas

Etapa  Temperatura (°C)  Tempo de rampa (min) Tempo (min)  Poténcia (%)

1 145 5 5 60
2 170 5 10 70
3 190 5 15 80
4 50 1 10 0

*Poténcia maxima aplicada = 1200 W.
Fonte: Adaptado de Manual de Métodos Berghof, 2013.

3.6 METODOLOGIAS PARA ESTUDO DAS AMOSTRAS DE SAL CULINARIO

As metodologias empregadas no estudo das amostras de sal culinario estdo descritas em

detalhes nas préximas secdes.
3.6.1 Preparo de Amostra para determinacgéo de elementos metélicos por F AAS/F AES

Para determinacdes dos teores de elementos Ca, Fe, K, Mg e Na por espectrometria
atdmica, empregou-se a dissolucéo de aproximadamente 800 mg de amostra em 100,00 mL de
solugdo 1% v/v de HNO; destilado. A solugdo foi levada para sonicacdo em banho

ultrassénico por 5 minutos a temperatura de 25 °C para completar a dissolugdo. As solugdes
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foram armazenadas em frascos de pléastico descontaminados sob refrigeracdo (10°C) até o
momento das analises. O procedimento foi realizado em triplicata e o método foi avaliado

através de figuras de mérito, a serem mencionadas posteriormente.

3.6.2 Método para determinacao de corantes artificiais em amostras de sal rosa do

Himalaia por Espectrofotometria UV-Vis

Para investigar a presenca de corantes artificiais em amostras comercializadas como sal
do Himalaia recorreu-se ao método espectrofotométrico de absorcdo na regido do UV-Vis. O
procedimento descrito abaixo € baseado em métodos oficiais e recomendados pela Food and
Agriculture Organization (FAO, 1999) das Nagbes Unidas e pelo Instituto Adolfo Lutz

(LUTZ, 2008) para determinacao de corantes artificiais em diferentes matrizes.

A selecdo dos corantes investigados foi feita por meio de testes preliminares, nos quais
prepararam-se misturas individuais de diferentes tipos de corantes, naturais e/ou artificiais,
com uma amostra de sal marinho grosso (branco). As misturas adulteradas em laboratério
foram comparadas visualmente com as amostras adquiridas no comércio local. As amostras
adulteradas em laboratério que apresentavam coloracdo semelhante as comerciais foram
separadas e 0s corantes utilizados para a adulteragdo foram selecionados para os estudos
posteriores (UV-Vis e espectroscopia Raman), nas concentracdes utilizadas para a

adulteracdo.

Os corantes selecionados para a adulteracdo foram o E122 e o0 E124. A adulteracdo em
laboratério foi realizada separadamente para cada corante e, para isto, aliquotas da amostra de
sal marinho grosso (branco) foram moidas em almofariz de 4gata com o corante, na
concentracdo de 50 mg de corante/100g de sal. Estas amostras foram denominadas AD11 e

AD12, adulteradas com E122 e E124, respectivamente,

Os analitos investigados foram os corantes E122 e E124 cujos espectros eletronicos de
absorcdo foram coletados em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico e na faixa de
comprimentos de onda entre 350 e 700 nm. Curvas analiticas para calibracdo foram
preparadas na faixa de 0,50-20 mg L™, para cada um dos corantes, em meio de solugdo
tampdo de acetato de aménio 0,02 mol L™ (pH = 5,6). A absorbancia das solucdes preparadas
foi medida nos comprimentos de onda de maxima absor¢do, para cada um dos corantes
analisados (E122 = 515 nm e E124 = 507 nm) bem como para a solu¢é@o do branco (solucao

tampdo de acetato de aménio 0,02 mol L), e empregadas para construcdo das curvas
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analiticas. As amostras de sal rosa foram preparadas a partir da dissolugdo de 100 mg de
amostra em 100 mL de solucdo de acetato de aménio 0,02 mol L™ em pH = 5,60. Este
procedimento foi realizado em triplicata e as absorbancias destas solugdes foram medidas nas

mesmas condic¢Ges dos padrdes da curva analitica.
3.6.3 Caracterizacao das amostras de sal por Espectroscopia Raman

Para a caracterizacdo molecular das amostras de sal recorreu-se a Espectroscopia
Raman. Todos os espectros foram coletados na faixa de numeros de onda entre 3500-400 cm’

! com resolucdo de 4 cm™ e 500 varreduras, sem necessidade de preparo de amostra.

Os espectros FT-Raman das amostras de sal rosa do Himalaia e sal negro do Havai
foram coletados, ap6s moagem em almofariz e pistilo de &gata, com poténcia do laser igual a
300 mW. Néo foram observados modos ativos no Raman para as demais amostras coletadas
neste trabalho. Os dados coletados foram comparados com a literatura, isto €, com espectros
padrGes de substancias inorgénicas esperadas neste tipo de amostra; assim foi possivel
identificar os componentes principais dessas amostras. O software Origin Pro 8.0 foi utilizado

para construcdo dos espectros coletados experimentalmente.

3.6.4 Método para determinacao de corantes artificiais em amostras de sal rosa do

Himalaia por Espectroscopia Raman

Para verificar se esta técnica espectroscopica pode ser empregada como ferramenta de
deteccdo dos corantes artificiais referidos, os espectros dos corantes sélidos, das amostras
adulteradas em laboratério (AD11 e AD12) e das 8 amostras de sal rosa comerciais adquiridas
foram coletados na faixa de nimeros de onda entre 3500-400 cm™, com resolucdo de 4 cm™ e

500 varreduras, sem necessidade de preparo de amostra.

Para coleta dos espectros dos padrdes solidos dos corantes E122 e E124 a poténcia
aplicada do laser foi igual a 20 mW. Os espectros das amostras AD11 e AD12, produzidas em
uma adulteracdo simulada em laboratorio, como descrito no item 3.5.2, foram coletados com
poténcia do laser igual a 700 mW. A poténcia do laser aplicada foi selecionada com base na

maior relacdo sinal/ ruido de modo que ndo houvesse degradacdo das amostras.

Tanto os espectros dos corantes como 0s espectros das amostras adulteradas foram

comparados com aqueles obtidos para as 8 amostras de sal rosa adquiridas neste projeto.
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Todos os dados coletados foram comparados com a literatura. O software Origin Pro 8.0 foi
utilizado para construgéo dos espectros coletados.

3.7 CONDICOES INSTRUMENTAIS

As condicdes instrumentais empregadas para todas as analises propostas neste estudo

foram otimizadas e estdo descritas a seguir.

3.7.1 Condigdes instrumentais para as determinacdes de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni nas

amostras de tecidos comestiveis de frango por MIP OES

As determinacdes de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Zn foram determinadas nas amostras de
tecidos comestiveis de frango cruas e cozidas por MIP OES. Os analitos foram selecionados
em funcdo da falta de informagdes a respeito, segundo pesquisa na literatura e, também,
considerando-se aspectos nutricionais e de seguranca alimentar considerados importantes. As
medidas foram realizadas em triplicatas auténticas com modo de deteccdo sequencial, tempo
de integracdo igual a 3 s e velocidade da bomba peristaltica de 15 rpm. A vazdo do gas do
plasma foi de 20,0 L min™ e a vazdo do gés auxiliar foi de 1,5 L min™. ParAmetros
instrumentais como a vazdo de nebulizacdo e a posicdo de visualizagdo do plasma foram
otimizadas automaticamente, para cada analito separadamente, usando o software do

espectrometro (MP Expert). As condic¢des otimizadas séo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Condicges operacionais para determinacédo de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni nas
amostras de tecidos comestiveis de frango por MIP OES

Analito Comprimento Posicéo de visualizagao Vazao de nebulizacéo
de onda (hm) do plasma (mm) (L min™)
Al 396,152 -10 1,00
Ca 393,366 10 0,60
Cu 324,754 0 0,60
Fe 371,993 0 0,75
Mn 403,076 0 0,85
Ni 352,424 0 0,60

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A faixa de trabalho empregada para a calibragdo instrumental para todos os analitos
determinados por MIP OES foi de 0,50 — 5,0 mg L™, com soluces preparadas em meio de
HNO;3 0,5 % V/v.
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3.7.2 Condigdes instrumentais para as determinacdes de Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn nas
amostras de especiarias, sais e temperos por F AAS, F AES ou GF AAS

Para a selecdo dos analitos a serem determinados nas amostras de especiarias, sais e
temperos prontos, as solu¢fes aquosas da amostra MS e os digeridos das amostras ME e MTP
foram inicialmente analisadas em modo de varredura por ICP-MS, em parceria com a
empresa Agilent Technologies Brasil. Com os resultados iniciais, foram selecionados os
analitos a serem monitorados bem como a técnica de detecgédo disponivel, em funcédo do nivel

de concentracdo dos metais nas amostras.

Para as amostras de especiarias e temperos prontos, os analitos selecionados foram Ca,
Fe, Mg e Zn, com detec¢do por F AAS, Cr com deteccdo por GF AAS e K e Na, determinados
por F AES. Para as amostras de sais, os analitos monitorados foram Ca, Fe e Mg com

deteccdo por F AAS enquanto K e Na foram detectados por F AES.

A Tabela 5 apresenta os parametros instrumentais otimizados para as determinagdes dos
analitos por espectrometria de absorcdo atbémica, tais como comprimento de onda, fenda
espectral, corrente da lampada de catodo oco, altura do queimador e gases empregados. As
condigdes para 0 modo chama foram otimizadas de modo automético pelo software do
equipamento, empregando uma solugdo padrdo dos analitos na concentracio de 5,0 mg L™
preparada em HNO3; 2 % v/v. Para as determinacbes de Cr por GF AAS, os parametros
instrumentais apresentados na Tabela 5 foram selecionados com base nas informagbes do

manual do espectrometro.

Tabela 5 — Parametros Instrumentais para determinacdo de Ca, Fe, Mg e Zn por F AAS e de

Cr por GF AAS
Corrente Vazdo de
Comprimento  Fenda da Altura do combustivel
Analito de Onda Espectral L3 Queimador Gases ou gas de
ampada
(nm) (nm) (MA) (mm) purga
(L minh)
Ca 4227 0,5 6 11,0 N2O/ 4,0
C.H,
Cr 357,9 0,2 6 - Ar 0,2
Fe 248,3 0,2 6 7,0 ar/ CoH, 1,2
Mg 285,2 0,5 4 7,0 ar/ C,H; 1,2
Zn 2139 0,2 5 7,0 ar/ CoH, 1,1

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Nas determinacOes por F AAS, os parametros otimizados foram a altura do queimador e
a vazdo de gas combustivel (C,H,) de forma a obter o melhor sinal analitico. Para as
determinacbes de Cr por GF AAS, alguns parametros do programa de aquecimento foram
otimizados de modo univariado. Neste caso, o sinal analitico e o perfil de absorcdo do
elemento foram monitorados para selecdo das temperaturas 6timas de pirdlise e de

atomizacao.

Para as determinagdes de K e Na por fotometria de chama, empregou-se como gas
combustivel 0 GLP na vazdo fixa de 5 mL min™ e avaliou-se a necessidade do uso de padrdo
interno empregando uma solugo do elemento Li na concentracio de 5 mg L™ nas solucdes de
padrdes de calibragdo e amostras.

As faixas de trabalho foram selecionadas com base na faixa de trabalho linear dos
equipamentos e nas concentracdes dos analitos nas amostras, de modo que as concentracdes
nas solucdes de leitura estivessem proximas ao meio das curvas, onde 0s erros sdo menores
(BRERETON, 2003). Nas determinac6es dos analitos nas amostras de especiarias e temperos
prontos, as faixas avaliadas foram: Ca, Fe e Zn: 0,25-4,0 mg L™*; Mg: 0,060 — 0,50 mg L™; Cr:
1,0-10 pg LY K 5,0-30 mg L™ e Na: 2,0 — 12 mg L™. Para as anélises das amostras de sal
culinério, as faixas de trabalho avaliadas para os analitos selecionados foram: Ca: 0,20 — 1,0
mg L; Fe: 0,25 — 4,0 mg L™; Mg: 0,060 — 0,50 mg L™ K e Na: 5,0 — 30 mg L™. Todas as
solugdes empregadas para calibragéo foram preparadas em meio de HNO3 2 % v/v.

3.8 AVALIACAO DAS FIGURAS DE MERITO DOS METODOS PROPOSTOS

A exatiddo dos métodos propostos neste trabalho foi avaliada seguindo as
recomendacgdes da IUPAC (IUPAC, 2014; THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD,
2002) (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry).

Para avaliar a exatiddo dos resultados obtidos por MIP OES, os teores de Fe obtidos por
esta técnica foram comparados, por meio de testes estatisticos, com aqueles obtidos por F
AAS para algumas amostras selecionadas aleatoriamente (THOMPSON; ELLISON
STEPHEN; WOOD, 2002).

Para avaliar a exatiddo do método de digestdo em micro-ondas para as amostras de
especiarias e temperos prontos, empregaram-se ensaios de adi¢do e recuperagdo de analitos
em dois niveis: Nivel 1: Ca, Fe, Mg e Zn: 0,25 mg L™, Cr: 20 pg L™, K e Na: 50 mg LY,
Nivel 2: Ca, Fe, Mg e Zn: 40 mg L™, Cr: 10 pg L™, K e Na: 30 mg L™. A exatiddo foi
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avaliada também pela analise de uma amostra de material de referéncia certificado (NIST
1573a-folhas de tomate). Todos os procedimentos foram realizados em triplicatas auténticas.
Nas determinacGes de Na e K, tanto para as amostras de sal quanto para as amostras de
especiarias e temperos prontos, avaliou-se a necessidade do uso de padrdo interno (Li) para

correcédo de variagdes instrumentais.

Para as amostras de sal também n&o existe material de referéncia certificado conhecido
e a exatiddo foi avaliada através de ensaios de adicdo e recuperacdo de analitos, cujos niveis
foram selecionados com base na faixa de trabalho empregada para a calibracdo: Nivel 1: Ca
0,20mg L? Fe0,25mg L™ KeNa5,0mgL™ Mg0,060 mg L™ Nivel 2: Ca0,40 mg L™, Fe
1,0 mg L, K e Na10 mg L™, Mg 0,20 mg L™; Nivel 3: Ca0,80 mg L™*, Fe 2,0 mg L™ Ke
Na 20 mg L™, Mg 0,40 mg L™. Neste caso, recorreu-se também a calibracdo por adicdo de
padrdo para confirmar a existéncia ou nao dos efeitos de matriz, que podem também ser

avaliados por meio dos resultados dos testes de adicéo e recuperacéo.

No caso das determinacdes dos corantes por Espectrofotometria UV-Vis, avaliou-se a
exatidao através da analise das amostras de sal marinho grosso fortificada com os corantes

solidos, separadamente para cada corante, nos niveis de 50mg/100g de sal (vide item 3.5.2).

Em todos os métodos propostos a precisdo foi avaliada através do célculo do desvio-
padrdo relativo (RSD, do inglés Relative Standard Deviation). Os limites de detec¢do (LOD,
do inglés Limit of Detection) e quantificacdo (LOQ, do inglés Limit of Quantification)
instrumentais foram calculados seguindo as orientagdes da IUPAC (IUPAC, 2014;
THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002), onde LOD = 3sB/S e LOQ = 10sB/S,
em que sB é o desvio-padrdo de 10 leituras dos brancos dos métodos e S é o coeficiente
angular das curvas analiticas. Os valores de LOD e LOQ dos métodos foram obtidos através
da multiplicacdo dos valores instrumentais para estes parametros por um fator de correcéo,
que consiste na razdo entre (volume de solucdo) / (massa de amostra utilizada). Utilizou-se a
Anélise de Variancia (ANOVA) para avaliar as faixas de trabalho e a linearidade das curvas
empregadas para calibracdo/quantificacdo dos analitos por F AAS, GF AAS e F AES.
Naturalmente, todos os pressupostos (homocedasticidade, normalidade e independéncia, esta
garantida pelas analises realizadas em maneira aleatéria por sorteio) relacionados a estatistica
empregada na avaliacdo dos dados foram também verificados (NETO; SCARMINO; BRUNS,
2007).
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Em F AAS e GF AAS, é comum estimar a sensibilidade dos métodos através do calculo
da concentragdo e da massa caracteristica, respectivamente. Estes valores correspondem a
concentracdo/massa de analito que gera 1% de absorbancia, ou seja, um sinal analitico igual a
0,0044 unidades de medida. Para estimar esses valores, basta dividir este valor pelo
coeficiente angular da curva analitica e, no caso da massa caracteristica, é preciso multiplicar
o valor encontrado pelo volume de amostra introduzido no atomizador, que neste trabalho foi
20 pL (WELZ, 1999).
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4 RESULTADOS
A seguir sdo apresentados os resultados obtidos neste estudo.

4.1 RESULTADOS DA AVALIAGAO DA COCCAO DAS AMOSTRAS DE TECIDOS
COMESTIVEIS DE FRANGO

Os resultados relativos a avaliacdo da coccdo das amostras de tecidos comestiveis de

frango nas diferentes panelas séo descritos abaixo.
4.1.2 Composicao Proximal

A Tabela 6 presenta os teores de cinzas, proteinas e umidade determinados para as
amostras de tecidos comestiveis de frango cruas e cozidas nas diferentes panelas. Entre as
coccles 0 maior desvio-padrdo relativo (RSD) observado foi de 17 %, valor aceitavel em
funcdo do nivel de concentracdo dos analitos em estudo (JORNAL OFICIAL DA UNIAO
EUROPEIA, 2002).

Tabela 6 — Teores de cinzas, proteinas e umidade obtidos para as amostras de tecidos

comestiveis de frango cruas e cozidas nas diferentes panelas

Amostra Cinzas® % m/m Proteinas® % m/m Umidade® %
HR 0,85+ 0,07 13+1 70+£3
HP1 28+0,1 15+1 52+1
HP2 25+0,1 14+1 571
HP3 2,7+0,1 171 53+1
LR 1,1+0,1 14+1 773
LP1 31+0,1 18+1 571
LP2 25+04 18+1 63+1
LP3 3,0+£0,1 201 50+1
GR 0,73+ 0,05 14+1 791
GP1 3,0+£0,1 18+1 63+1
GP2 33+0,1 18+1 63+1
GP3 2,7+0,1 171 671

*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = £ seo desvio-padrdo, N é o nimero de

ok
replicatas e t é o parametro de Student (t, - o.0s. ~—2)= 6,314.

HR = Coracdo cru; HP1 = Coracdo cozido na panela de ferro (P1), HP2= Coracdo cozido na panela de
aluminio polido (P2). HP3= Coracédo cozido na panela de aluminio fundido (P3). LR = Figado cru;
LP1 = Figado cozido na panela de ferro (P1), LP2= Figado cozido na panela de aluminio polido (P2).
HP3= Figado cozido na panela de aluminio fundido (P3). GR = Moela crua; GP1 = Moela cozida na
panela de ferro (P1), GP2= Moela cozida na panela de aluminio polido (P2). GP3= Moela cozida na
panela de aluminio fundido (P3).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Os teores desses parametros de composicao centesimal foram comparados com aqueles
reportados pela Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos, a TACO. Esta tabela é o
resultado do projeto, coordenado pelo Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentacdo
(NEPA) da Universidade Federal de Campinas com financiamento do governo federal, teve
como objetivo levantar dados sobre a composigéo dos principais alimentos consumidos pelos
brasileiros, como a tecidos comestiveis de frango. Os dados gerados naquele projeto séo
usados por nutricionistas, profissionais da satde, Ministério da Salde e servem de base para

composicao de dietas balanceadas e rotulagem de alimentos (TACO, 2011).

Os teores de cinzas, proteinas e umidade determinados para as amostras de coragdo e
figado de frango estdo de acordo com os dados relatados na Tabela TACO (TACO, 2011).
Contudo, os teores destes parametros nutricionais para amostras de moela de frango nédo
foram reportados nesta Tabela e também ndo foram encontrados dados semelhantes na
literatura. Neste sentido, 0s resultados gerados para este tipo de tecidos comestiveis de frango

neste estudo podem ser empregados na area nutricional.

O teor de umidade determinado para a amostra de coragdo cru (HR) foi igual a 70 %,
enguanto os teores para as amostras cozidas foram iguais a 52 %, 57 %, 53 % para HP1, HP2
e HP3, respectivamente. Para as amostras de figado, o teor de umidade para a amostra crua
(LR) foi de 77 % e para as amostras LP1, LP2 e LP3, os teores encontrados foram iguais a 57
%, 63 % e 59 %, respectivamente. Para a amostra de moela crua (GR) o teor de umidade
obtido foi de 79 % e para as amostras cozidas nas diferentes panelas (GP1, GP2, GP3), o teor
de umidade variou de 63 % (GP1, GP2) a 67 % (GP3). A maior diferenca (reducéo) do teor de
umidade (15 %) foi observada entre a amostra crua (GR) e cozida na panela de aluminio
fundido (GP3).

Em relagdo aos teores de proteina, o teor obtido para a amostra de coracdo crua (HR) foi
de 13 % m/m e para as amostras cozidas nas panelas de ferro (HP1), aluminio polido (HP2) e
aluminio fundido (HP3) foram iguais a 15 % m/m, 14 % m/m e 17 % m/m, respectivamente.
Para a amostra de figado de frango cru (LR), o teor de proteina determinado foi de 14 % m/m,
para as amostras LP1, LP2 o teor foi de 18 % m/m e para LP3, o teor de proteina determinado
foi igual 20 % m/m. J& para as amostras de moela, o teor encontrado para proteinas na
amostra crua foi equivalente a 14 % m/m, pra as amostras GP1, GP2 o teor foi de 18 % m/m e

para a amostra GP3, o teor foi de 17 % m/m. Entre as diferentes panelas, a maior diferenca
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observada para os teores de proteina foi de 18 % para a amostra de coragdo e para as amostras
de figado e moela, as maiores diferencas foram de 10 % e 6 %, respectivamente.

Um aumento dos teores de cinzas foi observado ap6s a coccao de todas as amostras nas
diferentes panelas. Para a amostra de coracdo, 0 maior aumento (~230 %) do teor de cinzas
em relacdo a amostra crua foi observado ap6s coccdo da amostra na panela de ferro. Um
comportamento similar foi observado para a amostra de figado e ap6s a coccdo na panela de
ferro, houve um aumento de aproximadamente 180 % do teor de cinzas em relacdo a amostra
crua. Ja para a amostra de moela, 0 maior aumento (~ 350 %) do teor de cinzas foi observado
apos a coccao da amostra na panela de aluminio polido. Entre as diferentes panelas, a maior
diferenca observada para os teores de cinzas foi de 19 % para a amostra de figado e para as

amostras de coracdo e moela, as maiores diferencas foram de 11 % e 18 %, respectivamente.

Como conclusdo geral, a coccdo das amostras de coracdo, figado e moela promove uma
pequena reducdo do teor de umidade e um aumento dos teores de proteina e de cinzas,
independente do tipo de panela empregada. De acordo com a literatura, 0 aumento dos teores
de cinzas pode ser justificado pela incorporacdo do meio de cozimento a carne e perda de
agua. Além disso, como o cozimento das amostras promove uma reducdo dos niveis de
umidade, ocorre um aumento da concentracdo de matéria seca, 0 que justifica 0 aumento dos
teores de cinzas e proteinas (GOKOGLU; YERLIKAYA; CENGIZ, 2004; ROSA;
BRESSAN; BERTECHINI; FASSANI et al., 2006).

Para complementar os resultados obtidos para parametros de composic¢do proximal, os
teores de alguns elementos metalicos como Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni também foram
investigados nas amostras de coracdo, figado e moela de frango, cruas e cozidas nas diferentes
panelas. Os resultados obtidos sdo apresentados nas se¢des seguintes.

4.1.3 Método de preparo das amostras empregando digestdo assistida por radiacéo

micro-ondas e determinacao de elementos minerais por MIP OES

Os resultados referentes as determinagdes de elementos minerais por MIP OES nas

amostras de tecidos comestiveis de frango séo descritos nas se¢des seguintes.
4.1.3.1 Figuras de mérito

Para avaliar o desempenho da detec¢do dos metais nas amostras de tecidos comestiveis

de frango, os teores de Fe obtidos por F AAS e MIP OES foram comparados para algumas
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amostras, selecionadas aleatoriamente, através da utilizacdo do teste t-pareado de Student a 95
% de confianca. Os teores de ferro, expressos como intervalos de confianca, obtidos pelas

duas técnicas de deteccdo empregadas sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Teores de Fe obtidos nas amostras de tecidos comestiveis de frango obtidos por F

AAS e MIP OES
Teor de Fe® mg kg™
Amostra

F AAS MIP OES
GR 141 +11 143+8
GP1 115+6 109+ 6
HR 120+ 8 138 £ 2
HP1 115+1 129+1
LR 338+ 15 321+9
LP1 365+ 10 464 £ 2

*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = % S é o0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t é o parametro de Student (a = 0.05; n=3).

GR = Moela crua; GP1 = Moela cozida na panela de ferro (P1). HR = Coracéo cru; HP1 = Coracao
cozido na panela de ferro (P1). LR = Figado cru; LP1 = Figado cozido na panela de ferro (P1).
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para comparacao das concentracdes de duas ou mais amostras independentes, como 0s
dados deste estudo, as variagdes das amostras sdo combinadas em uma Unica estimativa
conjunta. Como esta estimativa possui um namero maior de graus de liberdade, o intervalo de
confianca é mais estreito e o teste t-pareado de Student é mais sensivel, ou seja, é capaz de
detectar pequenas diferencas sistematicas entre as amostras (BRERETON, 2003; NETO;
SCARMINO; BRUNS, 2007). Os resultados do teste estatistico aplicado indicaram que néo
existem evidéncias de diferencas estatisticamente significativas entre as médias obtidas pelas
duas técnicas, visto que o valor da estatistica (teaicutated = 0,7393) € menor que o valor tabelado
(tiablelado (5: 0.025) = 2,571) a 95 % de confianca (BRERETON, 2003; NETO; SCARMINO;
BRUNS, 2007; THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOQD, 2002).

Nos tecidos comestiveis de frango, o ferro é encontrado numa forma complexa, esta no
centro de um anel tetrapirrélico denominado heme. O grupo heme é encontrado em proteinas
como a hemoglobina e a mioglobina, por exemplo. (ABBASPOUR; HURRELL,
KELISHADI, 2014; LA GUARDIA; GARRIGUES, 2015a).

Espera-se que outros elementos metalicos encontrados nos tecidos comestiveis de
frango também estejam ligados a moléculas de proteinas (LA GUARDIA; GARRIGUES,
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2015b), como é o caso do ferro heme. Por outro lado, no caso da migracdo dos metais dos
materiais das panelas para os alimentos, espera-se que estejam numa forma quimica mais
simples, na forma de ions por exemplo. Neste sentido, assumiu-se que a digestdo acida
assistida por radiacdo micro-ondas seja suficiente para romper as ligacdes quimicas entre 0s
metais e as moléculas as quais estejam ligados, levando a uma extracdo e/ou solubilizacéo

completa dos elementos metalicos das amostras.

Além disso, nas técnicas de emissdo € comum utilizar uma condicdo de compromisso,
selecionada com base no sinal analitico de alguns constituintes da amostra, como o Fe neste
caso. Essa condicdo geralmente fornece um sinal analitico adequado para outros elementos
metélicos (NUNES; SOUSA; SILVA; PEIXOTO et al, 2013; SOUSA; BACCAN;
CADORE, 2005). Adicionalmente, os resultados obtidos neste trabalho para os metais
determinados foram avaliados com uma abordagem exploratoria e comparativa, na qual as

informacdes mais relevantes sdo as grandezas das diferencas e ndo os valores em si.

A Tabela 8 apresenta alguns pardmetros de mérito obtidos para avaliacdo do
desempenho do método proposto por MIP OES, como equagbes das curvas analiticas,
linearidade expressa em funcdo do coeficiente de determinacdo (R?) e limites de deteccdo e

quantificagéo.

Tabela 8 — Equac@es das curvas analiticas, coeficientes de determinacdo (R2) e limites de
deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) por MIP OES

: « 2 LOD LOQ
Analito Equacdo da Curva R mg kg mg kg
Al | =55805.31 x + 0.05 0,99180 0,054 0,18
Ca | =897791.07 x - 82.85 0,99550 0,0033 0,011
Cu | =224120.80 x +9.32 0,99934 0,013 0,045
Fe | =19227.63 x - 7.88 0,99949 0,16 0,52
Mn | =78821.37 x +0.10 0,99905 0,038 0,13
Ni | =38104.14 x + 1.90 0,99938 0,079 0,26

| = intensidade do sinal (Contagens/s); X = concentragdo mg L™.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os valores obtidos para o coeficiente de determinacdo (R?) para todos os analitos
ficaram proximo de 1, indicando boa linearidade na faixa de calibragdo estudada
(BRERETON, 2003; NETO; SCARMINO; BRUNS, 2007; WOOD, 1999). Adicionalmente,
os valores obtidos para os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) do método

variaram entre 0,003 e 0,16 mg kg™ e de 0,011 a 0,52 mg kg™, respectivamente, mostrando
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que o método tem uma detectabilidade adequada para a determinacdo de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e
Ni nas amostras de tecidos comestiveis de frango. Os valores de RSD entre as cocgdes
ficaram abaixo de 23 %, indicando boa precisdo para os niveis de concentracdo estudados
(JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002).

A utilizacdo de solucdes diluidas de acido nitrico para a decomposicdo de amostras é
interessante para andlises multi-elementares de rotina, além de ser compativel com o0s
principios da quimica verde (ANDRADE KORN; DA BOA MORTE; BATISTA SANTOS;
CASTRO et al.,, 2008; CASTRO; SANTOS; SANTOS; COSTA et al., 2009; KORN;
MORTE; SANTOS; CASTRO et al., 2008; NOBREGA; PIROLA; FIALHO; ROTA et al.,
2012). Além disso, usualmente sdo observados baixos valores para o branco analitico
podendo resultar na obtencdo de baixos limites de quantificacdo, o que é interessante para
determinacéo de elementos em nivel traco e para fins regulatérios. Embora a eficiéncia do uso
de solugdes diluidas de HNO3 para digestdo de diferentes amostras seja bem explicada na
literatura (CASTRO; SANTOS; SANTOS; COSTA et al., 2009; GONZALEZ; SOUZA;
OLIVEIRA; FORATO et al., 2009; NOBREGA; PIROLA; FIALHO; ROTA et al., 2012),
ndo foram encontrados trabalhos em que este tipo de preparo foi aplicado em amostras de
tecidos comestiveis de frango cozida com temperos e adicdo de 6leo de soja em diferentes

panelas, uma matriz complexa, como € reportado neste estudo.
4.1.3.2 Aplicacéo do método e discussao dos resultados

O método foi aplicado para todas as amostras de tecidos comestiveis de frango, cruas e
cozidas nas diferentes panelas. A Tabela 9 apresenta os teores dos metais Al, Ca, Cu, Fe, Mn
e Ni, expressos como intervalos de confianga, determinados nas diferentes amostras com
deteccdo por MIP OES.
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Tabela 9 — Teores de Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni determinados nas amostras de tecidos comestiveis de

frango cruas e cozidas ap6s digestao &cida assistida por radiagdo micro-ondas e deteccao por MIP OES

(N=3)
Amost Concentrag&o® mg kg™
mostra
Al Ca Cu Fe Mn Ni

HR 52 +1 459 + 15 10+1 138 + 2 25405 6,3+0,1
HP1  <LOD”  167+2 04+03 129+1 14+01  <LOD®
Hp2  <LOD®  145+23  10+1 120+6  073+013 <LOD
HP3 <LOD" 188 + 4 11+1 122+11 080+004 <LOD°
LR 1241  596+20 16+1 321+9 77+05 <LOD’
LP1  <LOD® 326+21  14+1 464 + 2 99+01 <LOD*
LP2 38+09 211+16 12+1 224 + 6 8,0+0,1 <LOD®
LP3 20+ 2 304 + 22 13+1 313+ 3 8,6+0,3 <LOD®
GR 55 + 1 554+19 41+01  153+8 37+0,1 6,5+0,1
GP1  12+02 331+19 44+03 109 + 6 25+0,1 <LOD*
GP2 <LOD" 263+7 42+02 874+70 1,8+0,1 <LOD®
GP3 <LOoD" 231+8 11+1 142 + 4 1,1+0,2 <LOD?

*Expresso como Média + Intervalo de Confianga = :
replicatas e t é o pardmetro de Student (a = 0.05; n=3).

*LOQ para Al = 0,18 mg kg™
°LOQ para Ni = 0,26 mg kg™.
HR = Coracdo cru; HP1 = Coracdo cozido na panela de ferro (P1), HP2= Corag&o cozido na panela de
aluminio polido (P2). HP3= Coracdo cozido na panela de aluminio fundido (P3). LR = Figado cru;
LP1 = Figado cozido na panela de ferro (P1), LP2= Figado cozido na panela de aluminio polido (P2).

HP3= Figado cozido na panela de aluminio fundido (P3). GR = Moela crua; GP1 = Moela cozida na

XS

S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de

panela de ferro (P1), GP2= Moela cozida na panela de aluminio polido (P2). GP3= Moela cozida na
panela de aluminio fundido (P3).
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os teores obtidos para 0s metais determinados nas amostras cruas foram comparados

com as concentracOes reportadas em trabalhos disponiveis na literatura. Contudo, vale

salientar que as amostras séo de origens diferentes e os teores dos metais nos tecidos estéo

diretamente relacionados com a fisiologia do animal, alimentacéo, etc. (ROSA; BRESSAN;
BERTECHINI; FASSANI et al., 2006). Adicionalmente, ndo foram encontrados trabalhos

que determinaram as concentracdes dos analitos propostos neste trabalho nestas matrizes apés

a coccdo nem para amostra de moela de frango crua.
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Considerando todo o conjunto amostral, os teores de Al variaram de 1,2 a 55 mg kg™,
para as amostras GP1 e GR, respectivamente. A amostra de figado cozida na panela de ferro
(LP1), a amostra de moela cozida nas panelas de aluminio polido (GP2) e aluminio fundido
(GP3) e a amostra de coracdo cozida nas trés panelas apresentaram concentracdes abaixo do
LOQ para este metal (0,18 mg kg™). Os teores de Al encontrados neste trabalho para as
amostras cruas sdo compativeis com aqueles reportados na literatura (GIRI; SINGH, 2019;
YILMAZ-AKSU; TARHAN; SANDIKCI-ALTUNATMAZ; PASTACI-OZSOBACI et al.,
2018). Além disso, vale salientar que mesmo com a utilizacdo de panelas de Al, observou-se
lixiviacdo deste elemento apenas para a amostra de figado cozida na panela de aluminio
fundido. Para as demais amostras os resultados mostraram uma reducao dos teores de Al apds

a coccdo, mesmo em panelas feitas com este metal.

Os teores de Ca variaram de 145 a 596 mg kg' para as amostras HP2 e LR,
respectivamente. Para as amostras de coracédo e figado cruas, os teores obtidos para Ca foram
iguais a 459 e 596 mg kg , respectivamente, sendo estes valores cerca de 10 vezes superiores
aos valores reportados pela TACO (TACO, 2011) para estes tecidos de frango. Ndo foram
encontrados outros trabalhos na literatura que focam na determinacdo de Ca em tecidos de

frango.

Em relacdo aos teores de Cu, a faixa de concentragdes observada foi de 4,1 a 16 mg kg
! para as amostras GR e LR, respectivamente. Os teores deste metal determinados nas
amostras cruas sao comparaveis com os valores reportados para amostras de tecidos de frango
comercializadas na China (HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al., 2018), em Bangladesh
(MOTTALIB; ZILANI; SUMAN; AHMED et al., 2018) e no Paquistio (AL BRATTY,;
ALHAZMI; OGDI; OTAIF et al., 2018). Por outro lado, o teor encontrado neste trabalho para
Cu em figado de frango cru, 16 mg kg™, é mais de 10 vezes superior aos reportados por El
Bayomi e colaboradores, que encontrou teores de Cu em figado de frango cru entre 0,15 e
0,26 mg kg'1 (EL BAYOMI; DARWISH; ELSHAHAT; HAFEZ, 2018).

Para o Fe, os teores encontrados para as amostras variaram de 87,4 mg kg™ para GP2 a
464 mg kg™ para LP1. Para as amostras cruas, os teores encontrados sdo semelhantes aos
reportados em um estudo desenvolvido na Poldénia (MAJEWSKA; SZCZERBINSKA;
LIGOCKI; BUCLAW et al., 2016) e aproximadamente 50 % superior aos reportados para
amostras comercializadas na Arabia Saudita (AL BRATTY; ALHAZMI; OGDI; OTAIF et
al., 2018).
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Os teores de Mn variaram entre 0,73 a 9,9 para HP2 e LP1 mg kg™, respectivamente.
Estes teores sdo comparaveis aos reportados no trabalho de Majewska e colaboradores, que
avaliaram amostras de tecidos comestiveis de frango comercializadas na Polénia
(MAJEWSKA,; SZCZERBINSKA; LIGOCKI; BUCLAW et al., 2016) e num estudo focado
na determinagio de metais em amostras de carne de frango provenientes da india (GIRI;
SINGH, 2019).

O Ni foi detectado e quantificado apenas nas amostras de coracdo (HR) e moela crus
(GR), com concentracdes iguais a 6,3 e 6,5 mg kg™, respectivamente. Estes teores sio
préximos dos valores encontrados para amostras analisadas em um estudo realizado na Arabia
Saudita (AL BRATTY; ALHAZMI; OGDI; OTAIF et al., 2018) e superiores aos reportados
em trabalhos desenvolvidos na China (HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al., 2018) e na
Turquia  (YILMAZ-AKSU; TARHAN; SANDIKCI-ALTUNATMAZ; PASTACI-
OZSOBACI et al., 2018). Para a amostra de figado cru (LR) e para todas as amostras cozidas,
independente do tipo de panela, os teores ficaram abaixo do LOQ (0,26 mg kg™) para este

metal.

De maneira geral, observou-se que o processo de cozimento das amostras nas diferentes
panelas promove mais perdas do que aumento dos teores dos elementos metalicos
determinados neste estudo. Um aumento dos teores de Fe, por exemplo, foi observado apenas
para a coc¢do da amostra de figado na panela de ferro (LP1). As concentracBes deste metal na
amostra crua (LP) e na amostra cozida na panela de aluminio fundido (LP3) séo
estatisticamente semelhantes a 95 % de confianca (tcac = 2,066 < tiab (n=3: « = 0,025) = 3,182). Por
outro lado, observou-se uma reducdo dos teores de para Ca e Ni em todas as amostras ap0s a

cocgao nas diferentes panelas.

De acordo com a literatura, diferentes fatores podem afetar a migragdo de metais do
material das panelas e utensilios utilizados, como mencionado no item 1. Alguns trabalhos
disponiveis na literatura reportam efeitos da coccdo sobre os teores de metais em amostras de
carnes (GERBER; SCHEEDER; WENK, 2009; HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al., 2018;
MENEZES; OLIVEIRA; FRANCA; SOUZA et al., 2018)

Para amostras de carne bovina e suina, um estudo observou um aumento dos teores de
Fe e uma reducéo dos teores de Ca ap6s 0 cozimento das amostras (GERBER; SCHEEDER,;

WENK, 2009). Contudo, os autores ndo deixam claro quais os materiais das panelas utilizadas
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nas preparagdes nem relatam se houve adi¢do de temperos. Num trabalho realizado no Brasil,
os autores verificaram uma reducéo dos teores de Ca, Cu e Fe em amostras de peito de frango
apos diferentes tratamentos térmicos. Esta reducdo pode estar relacionada a quebra de
ligacbes quimicas entre os metais e proteinas e justificada por perdas por dissolucdo ou
lixiviagdo (HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al., 2018; MENEZES; OLIVEIRA; FRANCA;
SOUZA et al., 2018).

Alguns estudos disponiveis na literatura reportam, ainda, uma avaliacdo do risco de
ingestdo de metais pelo consumo de alimentos, incluindo a carne de frango (GIRI; SINGH,
2019; HU; ZHANG; CHEN; CHENG et al.,, 2018; MOTTALIB; ZILANI; SUMAN;
AHMED et al., 2018; TYOKUMBUR, 2016). Esta avaliacdo é baseada nas recomendacdes da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) e, no caso dos metais Cu, Fe,
Mn e Ni, considerados nao carcinogénicos, a andlise de risco é baseada no célculo do
parametro Meta de Quociente de Perigo para efeitos ndo carcinogénicos (THQ, do inglés
Target Hazard Quocient), como mostrado na Equacéo 6, onde ED é a duracdo da exposicéo,
EF é a frequéncia de exposicdo, IR é a taxa de ingestdo diaria do alimento, CM ¢é a
concentracdo do metal na amostra, WAB é a média de peso corporal do individuo, Atn é a
média de exposicdo para substancias ndo carcinogénicas (ED x EF) e RfD é a dose de
referéncia, que consiste na estimativa da exposicao diaria a que a populagdo humana pode ser
exposta continuamente ao longo da vida sem um risco consideravel de efeitos deletérios
(USEPA, 2005b).

EDXEF XIR XCM

THQ = ——————=
Q WAB xAtn xRfD

Equacéo 6
O paréametro THQ foi calculado, de acordo com a Equacéo 6, considerando ED igual a
30 anos, EF igual a 365 dias/ ano, Atn igual a 1950 dias (30 x 365) e RfD igual a 0,04, 0,7,
0,024 e 002 para Cu, Fe, Mn e Ni, respectivamente, de acordo com a orientagcdo da USEPA
(USEPA, 2005a). O valor de IR consiste no consumo per capita de mitdos de frango no
Brasil, valor igual a 0,455 ¢/ dia, de acordo com a Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF)
dos anos de 2017 e 2018, do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) (IBGE,
2019). O peso médio do brasileiro adulto (WAB), considerando os géneros masculino e
feminino entre 19 e 79 anos € de 67,6 kg, de acordo com a POF 2007-2008 (IBGE, 2009).

Para avaliar o risco potencial & saude de exposicdo a varios metais, o indice de Risco

(HI, do inglés Hazard Index) também pode ser calculado e consiste no somatorio de THQ
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para todos os metais determinados na amostra em estudo, assumindo que todos os metais
possuem mecanismos de acdo semelhantes no organismo. Quando THQ e HI s&o menores que

1 considera-se a que a exposicao € baixa e 0 consumo do alimento é seguro (USEPA, 2005b).

A Tabela 10 apresenta os valores de THQ e HI calculados de acordo com a Equacéo 6
para todas as amostras de tecidos comestiveis de frango (cruas e cozidas) estudadas neste
trabalho. Para todas as amostras, tanto os valores de THQ quanto os valores de HI ficaram
abaixo de 1, indicando pouco risco de exposicdo aos metais Cu, Fe, Mn e Ni através do
consumo das amostras de coracgdo, figado e moela, cruas e cozidas nas panelas com diferentes

composigoes.

Tabela 10 — Valores de Meta de Quociente de Perigo (THQ) e indice de Risco (HI) calculados
para os metais Cu, Fe, Mn e Ni determinados nas amostras de tecidos comestiveis de frango,
cruas e cozidas nas diferentes panelas.

THQ

Amostra Cu Fe Mn Ni HI
HR 1,7x10° 13x10° 70x10" 21x10° 58x10°
HP1 16x10° 12x10° 3,9x10” - 32x10°
HP2 1,7x10°% 12x10° 20x10” - 3,0x10°
HP3 19x10° 12x10° 22x107 - 32x10°
LR 27x10° 31x10° 22x10° - 7.9x10°
LP1 24x10° 45x10° 28x10° - 9,6 x10°
LP2 20x10° 22x10° 22x10° - 6,4 x10°
LP3 22x10°% 3,0x10° 24x10° - 7,6 x 10°
GR 6,9x107 15x10° 1,0x10° 22x10° 54x10°
GP1 74x107 1,0x10° 7,0x107 - 25x10°
GP2 71x107 84x10" 50x107 - 21x10°
GP3 19x107 1,4x10° 3,1x107 - 35x10°

HR = Coracdo cru; HP1 = Coracéo cozido na panela de ferro (P1), HP2= Coracdo cozido na panela de
aluminio polido (P2). HP3= Coracdo cozido na panela de aluminio fundido (P3). LR = Figado cru;
LP1 = Figado cozido na panela de ferro (P1), LP2= Figado cozido na panela de aluminio polido (P2).
HP3= Figado cozido na panela de aluminio fundido (P3). GR = Moela crua; GP1 = Moela cozida na
panela de ferro (P1), GP2= Moela cozida na panela de aluminio polido (P2). GP3= Moela cozida na
panela de aluminio fundido (P3).

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nesse contexto, o perfil de resultados gerados neste trabalho € compativel com outros
dados apresentados na literatura. Contudo, ndo foram encontrados trabalhos que avaliam o
efeito das panelas de ferro, aluminio polido e aluminio fundido sobre o contetdo de elementos
metalicos em amostras de coracdo, figado e moela cozidas com adi¢do de 6leo e temperos
Além disso, do ponto de vista nutricional os resultados obtidos permitem estimar que o

processo de cozimento das amostras nas diferentes panelas promove mais perdas do que
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aumento dos teores dos elementos metalicos determinados neste estudo e que, mesmo nos
casos onde ha lixiviacdo, o risco de exposi¢do a metais como Cu, Fe, Mn e Ni através do
consumo destes alimentos é baixo. Em adigdo, ocorre aumento dos teores de proteinas e
cinzas apos a cocgao das amostras de coracédo, figado e moela, independente do tipo de panela

utilizada para o cozimento.
4.1.4 Anélise estatistica

A analise estatistica dos dados gerados nas analises das amostras de tecidos comestiveis

de frango esta descrita nas secdes abaixo.
4.1.4.1 Box Plot

Para uma melhor visualizacdo dos dados gerados nas analises das amostras de tecidos
comestiveis de frango, cruas e cozidas nas diferentes panelas, foram construidos graficos de
caixas ou box plot. O box plot é um grafico que exibe simultaneamente caracteristicas
importantes dos dados, como tendéncia central, dispersdo e identificacdo de outliers, que séo
valores discrepantes do conjunto de dados analisado (MONTGOMERY, 2009;
SELVAMUTHU; DAS, 2018 ).

Um box plot apresenta trés quartis (Q1, Q2 e Qs), 0 valor méaximo (Xi), o valor minimo
(X1) e a mediana (X) dos dados em uma caixa retangular e podem ser alinhados

horizontalmente ou verticalmente, como mostrado no Esquema 1.
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Esquema 1 — Representacao esquematica de um box plot
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020) e adaptado de Montgomery (2009).

O quartil 2 consiste no valor da mediana (X), que é o valor central do conjunto de
dados. Para um numero de conjunto de dados par, a mediana é obtida pela soma dos dois
valores centrais dividida por 2 e, para um conjunto de nimero impar, a mediana é o valor
central. Em funcdo do tamanho das caixas, é possivel estimar a variacdo dos dados em torno
da mediana (MONTGOMERY, 2009).

O box plot é uma ferramenta estatistica bastante utilizada para avaliacdo de tendéncias e
comparagOes de grupos de dados de diferentes areas de pesquisa, pois facilita a visualizagédo

de um grande nimero de dados.

Os Graficos 1, 2 e 3 apresentam 0s box plots obtidos para as amostras de coracao,
figado e moela de frango, cruas e cozidas nas diferentes panelas, respectivamente. Os graficos
foram construidos empregando o software SPSS 2.1 e todas as varidveis avaliadas neste
trabalho foram empregadas para a analise dos resultados. O eixo das abscissas corresponde as
variaveis estudadas enquanto o eixo das ordenadas apresenta as concentragfes das varidveis

obtidas para cada tipo de amostra estudada. Neste caso, as dispersdes observadas em torno da
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mediana podem indicar quais varidveis apresentam maiores variagOes para cada tipo de

amostra (corac¢do, figado ou moela) apds as cocgdes.

Gréafico 1 — Box plot obtido para as amostras de coracdo, cruas e cozidas nas diferentes

panelas
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020) com o software SPSS 2.1.

Gréfico 2 — Box plot obtido para as amostras de figado, cruas e cozidas nas diferentes panelas
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020) com o software SPSS 2.1.
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Gréfico 3 — Box plot obtido para as amostras de moela, cruas e cozidas nas diferentes panelas
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020) com o software SPSS 2.1.

Pela anélise dos gréaficos, os teores de Ca apresentam as maiores variacbes em torno da
mediana para os trés tipos de tecidos de frango estudados, indicando maiores diferencas entre
os teores das amostras cruas e cozidas nas diferentes panelas. Em termos gerais, observou-se
que as variaveis Al, Mn e cinzas apresentaram caixas pequenas com pequena dispersao em
torno da mediana, o que pode indicar um efeito semelhante dos trés tipos de panela sobre os

teores destes analitos para todos os tipos de amostra que foram estudados.

Para as amostras de coracdo, as maiores variacbes em torno da mediana foram
observadas para Ca, seguido por Ni e teor de proteinas, enquanto os teores de Fe apresentaram

menores dispersoes.

Para as amostras de figado, as maiores variacbes foram observadas para Ca, Fe e

proteinas e as menores foram observadas para as variaveis Al e umidade.

Finalmente, para as amostras de moela os graficos mostram maiores variagdes para Cu,

Ni e teor de proteinas e menores dispersdes para Al e umidade.
4.1.4.2 Anélise de Componentes Principais

Outra ferramenta estatistica foi aplicada para interpretagdo dos dados obtidos no
trabalho. Realizou-se uma analise exploratéria empregando a Anélise de Componentes
Principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis), um método quimiométrico ndo

supervisionado usado para facilitar a interpretacdo de dados multivariados destacando as
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informacdes mais importantes ou relevantes para aquele conjunto de dados e, ao mesmo
tempo, preservando o maximo possivel da informacdo original (BRERETON, 2003;
FERREIRA, 2015).

A andlise exploratoria empregando a PCA promove uma reducdo da dimensionalidade
do conjunto de dados em um novo sistema de eixos que sdo chamados de componentes
principais (PC, do inglés Principal Components). Em termos matematicos, na PCA a matriz X
que contém os dados originais, sendo as colunas formadas pelas variaveis (I) e as linhas
formadas pelas amostras (J), € decomposta em um produto de duas matrizes, chamadas de
scores (T) e loadings (P), mais uma matriz de erros (E), conforme mostra a Equacdo 7
(BRERETON, 2003). O Esquema 2 apresenta uma representacdo esquematica da PCA, onde

A é 0 nimero de componentes principais ou PCs.

X=TP+E Equagéo 7
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Esquema 2 — Representacdo esquematica da Anélise de Componentes Principais (PCA)
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Fonte: Adaptado de BRERETON, 2003.

Cada componente principal é formada pela combinacdo linear das variaveis originais e
0s scores sdo os coeficientes desta combinacdo. Em termos matematicos, os loadings sdo os
cossenos dos angulos formados entre as variaveis originais e as componentes principais, e
representam o quanto a variavel original influencia a PC. Os scores representam as
coordenadas das amostras no novo sistema de eixos, formado pelas componentes principais
(BRERETON, 2003). A PC1 é tragcada de modo a incluir a maior variancia do conjunto de
dados, enquanto a PC2 descreve a porcentagem ndo explicada pela PC1, e etc. As PCs sao

sempre ortogonais.

Calculou-se a matriz de covariancia para os teores das variaveis (minerais e composi¢do
nutricional, dados com as replicatas) e os dados ausentes (metais com concentracdes abaixo
do LOQ) foram substituidos por zero (BRERETON, 2003; FERREIRA, 2015; NETO;
SCARMINO; BRUNS, 2007), empregando o software Statistica 7.0. O modelo obtido de
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PCA baseado no método da covariancia com duas componentes principais apresentou 99,41%
de explicacdo da variancia dos dados: PC1 (68,93 %) e PC2 (30,48 %). O Gréfico 4 apresenta
o gréafico de scores (conjunto de amostras), onde podem ser observados quatro grupos. O

gréfico de loadings (conjunto de variaveis), mostrado no Grafico 6, apresenta trés grupos.

Gréfico 4 — Grafico de scores do modelo de PCA obtido para o conjunto de dados das
amostras de tecidos comestiveis de frango

Projection of the cases on the factorplane ( 1 x 2)
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Legenda: 1,2: HR; 3,4: LR; 5, 6: GR; 7,8: HP2; 9,10: LP2; 11, 12: GP2; 13,14: HP3;
15,16: LP3; 17,18: GP3; 19,20: HP1; 21,22: LP1; 23,24: GP1.
Fonte: Elaborado pelo software Statistica 7.0.
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Gréfico 5 — Grafico de loadings do modelo de PCA obtido para o conjunto de dados das

amostras de tecidos comestiveis de frango

Projection of the variables on the factor-plane ( 1 x 2)
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Legenda: A: Al; B: Ca; C: Cu; D: Fe; E: Mn; F: Ni; G: Proteinas; H: Umidade; I:
Cinzas.
Fonte: Elaborado pelo software Statistica 7.0.

A andlise conjunta dos graficos apresentados nos Gréficos 4 e 5 permite observar que a
amostra de figado crua LR (3, 4) ndo é influenciada pelas varidveis estudadas. Por outro lado,
as amostras HR (1, 2) e GR (5, 6), coracdo e moela crus, respectivamente, séo influenciadas
pela variavel Ca, ou seja, esses dois tipos de amostras de tecidos comestiveis de frango
apresentam um perfil semelhante de teores de Ca e estdo agrupadas no grafico de scores
(Gréfico 4).

Outro grupo observado no Grafico 5 é formado pelas amostras LP3 (15, 16) e LP1 (21,
22) que sdo agrupadas pela variavel Fe, ou seja, a amostra de figado de frango cozida nas
panelas de ferro (P1) e aluminio fundido (P3) apresentam concentracfes de Fe semelhantes.

Este resultado evidencia que a cocgdo em panela de ferro ndo é significativa para melhorar o
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aporte desse nutriente na alimentagdo como sugerido na cultura popular do interior do pais e

do estado de Minas Gerais.

Por fim, o ultimo grupo observado no grafico de scores é formado pelas demais
amostras separadas e influenciadas pelos teores das demais varidveis estudadas neste trabalho.
Com a PCA foi possivel verificar similaridades entre os teores das variaveis nas amostras,
com destaque para a informacgdo relacionada aos teores de Fe obtidos apds a cocgdo da
amostra de figado nas panelas de ferro e de aluminio fundido, complementando os resultados
obtidos com emprego do box plot, através dos quais verificou-se que a variavel Ca apresentou

as maiores variag0es em torno da mediana para todas as amostras estudadas.

4.2 RESULTADOS PARA AS AMOSTRAS DE ESPECIARIAS E TEMPEROS

Para as demais amostras estudadas neste trabalho, avaliou-se o tipo de preparo de
amostra bem como as técnicas de detecgdo a serem empregados. A selecdo da técnica de
deteccdo baseou-se na disponibilidade e no nivel de concentracdo esperada dos analitos nas
amostras. Para determinacdo dos teores de Cr, nas amostras de especiarias e temperos,
utilizou-se a GF AAS ap0s digestdo das amostras conforme descrito no item 3.5. A técnica foi
selecionada em funcdo dos niveis de concentracdo (ug kg ™) deste analito obtido para as
amostras em testes preliminares. Por outro lado, os teores de Ca, Fe, Mg e Zn nestas amostras
foram determinados por F AAS, enquanto os teores de K e Na por F AES. Para estes analitos,

os testes iniciais indicaram teores da ordem de mg kg™.

4.2.1 Otimizacao das condi¢bes instrumentais para determinacéo de Cr por GF AAS

Para as determinacdes dos teores de Cr nas amostras de especiarias e temperos
otimizou-se alguns parametros do programa de aquecimento, empregado no modo de
atomizacdo eletrotérmica e usando um tubo de grafite pirolitico. Nessa etapa foi usada a
amostra ME digerida.

A selecdo das temperaturas adequadas de pirdlise e atomizacédo foi realizada através de
um estudo univariado em que o sinal analitico foi monitorado, bem como o perfil do sinal de
absorcéo do elemento, em funcdo das temperaturas estudadas. Para determinar a temperatura
de pirolise, etapa em que ocorre a eliminagcdo da matriz, fixou-se a temperatura de atomizagéo
em 2000 °C (temperatura sugerida pelo fabricante do equipamento) e variou-se a temperatura

de pir6lise com incrementos de 100 °C na faixa entre 900 e 1700 °C. Ap0s estabelecer a
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temperatura de pirdlise, fixou-se a mesma e variou-se a temperatura de atomizacao, também
em incrementos de 100 °C, na faixa entre 1800 e 2600 °C. A Grafico 6 apresenta as curvas de
pirélise e atomizacdo obtidas para a amostra ME, onde o sinal analitico monitorado é a

absorbancia que foi normalizada para as diferentes temperaturas.

Gréfico 6— Curvas de Pirdlise (A ) e Atomizagdo (@) obtidas para a determinagdo de Cr na
amostra ME (n=3)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A temperatura de pirdlise selecionada foi aquela em que se obteve o maior sinal
analitico antes da atomizacdo do metal e com queda significativa de sinal, que para o Cr na
amostra ME foi de 1500 °C. Acima dessa temperatura pode ocorrer volatiliza¢do do analito, o

que pode ser observado pela diminuic&o significativa do sinal analitico.

A temperatura de atomizacao também foi selecionada observando a condi¢do em que se
obteve o maior sinal analitico, com atencdo a vida Gtil do tubo de grafite. Esta temperatura foi
de a de 2500 °C. A partir de 2600 °C houve queda significativa do sinal. O perfil de
atomizacdo para uma das replicatas da amostra ME, obtido nas condigbes experimentais

otimizadas, é mostrado na Figura la.
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Visando estender o método estabelecido para as amostras de especiarias, bem como
suas condicBes de compromisso e, considerando que as amostras de temperos sao constituidas
de especiarias, avaliaram-se os perfis/ ordem de grandeza dos sinais de atomizacdo de Cr
obtido para duas amostras de temperos prontos, TF1 e TC3, mostrados na Figura 1b e 1c,
respectivamente. Os sinais/perfis de atomizagdo obtidos foram considerados adequados,
considerando o formato do pico e ordem de grandeza do sinal analitico. Logo, essas condi¢es
de temperatura foram empregadas nos proximos testes de avaliacdo de desempenho do as

determinac6es de Cr nas amostras de especiarias e temperos é apresentado na Tabela 11.

Figura 1 — Sinais de atomizacao de Cr obtidos para as amostras ME (a), TF1 (b) e TC3(c)
empregando o programa de aquecimento otimizado nas analises por GF AAS
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Fonte: software Solab.

Tabela 11 — Programa de aquecimento utilizado para a determinagdo de Cr em amostras de

especiarias e temperos ap6s digestao acida assistida por radiagdo micro-ondas e deteccgao por

GF AAS
Etana Temperatura Rampa ;m%%r?;a Vazao de Ar
P (°C) ccshy P © (mL min)
Secagem 100 10 30 200
Pirolise 1500 150 20 200
Atomizacao 2500 0 3 0
Limpeza 2600 0 3 200

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Vale salientar que as determinagcdes do analito nas amostras foram realizadas
empregando algumas condi¢es STPF (vide item 1.1.2) importantes tais como a utilizagdo de
tudo de grafite com revestimento pirolitico, elevada taxa de aquecimento do tubo de grafite,
eletronica adequada para integracdo dos sinais de absorbancia em &rea e interrup¢do do fluxo

de gas durante a atomizacdo. Além disso, o aspecto fisico do tubo de grafite, empregado
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exclusivamente para este estudo, foi monitorado e avaliado entre as anélises. Para as leituras
das triplicatas, monitorou-se ainda o desvio-padréo relativo, visto que a introducdo das
amostras no tubo foi realizada manualmente com auxilio de uma micropipeta. Os valores de

RSD para todas as leituras, realizadas em triplicata, ficaram abaixo de 15 %.

4.2.2 Figuras de mérito avaliadas para o método de digestdo assistida por radiacao
micro-ondas para determinacéo de elementos minerais nas amostras de especiarias

e temperos

Apo6s a otimizagdo dos parametros instrumentais, foram construidas curvas analiticas
para determinacdo dos analitos. A linearidade das curvas analiticas empregadas nas faixas
especificadas no item 3.6.2 foi avaliada através da andlise de variancia (ANOVA) a 95 % de
confianga. Os pressupostos homocedasticidade e normalidade dos dados foram avaliados
pelos testes de Cochran e de Shapiro-Wilk, respectivamente. Os valores de Ccajculado € d€
Walculado Para todos os analitos foram menores que os valores tabelados para estes parametros
estatisticos, indicando que ndo ha evidéncias de heterocedasticidade e de falta de normalidade
dos dados nas faixas estudadas e considerando o nivel de 95 % de confianca (BRERETON,
2003).

Apos a avaliacdo dos pressupostos, realizou se a ANOVA e, para todos os analitos, nao
foram observadas evidéncias de falta de ajuste (Fcaiculado< Ftabelado) Para as curvas analiticas nas
faixas estudadas, indicando que as mesmas podem ser utilizadas para calibracéo e previsao
das concentracdes dos analitos nas amostras (BRERETON, 2003). A Tabela 12 apresenta os
parametros avaliados nos testes estatisticos realizados bem como as equagdes das curvas

analiticas. Detalhes dos célculos realizados estdo apresentados no APENDICE A.
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Tabela 12 — Analise de variancia (ANOVA), testes de Cochran e de Shapiro-Wilk para as

curvas analiticas. Wigpelago = 0,874; Ciapelado = 0,6838; Fiapelado (3,10) = 3,71

Analito Equacdo da curva analitica R? Cealculado W arcutado Featculado
Ca Y =0,2723 X + 0,0115 0,99932 0,5803 1,321 1,87
Cr Y =0,0416X + 0,0012 0,99527 0,5570 1,009 1,57
Fe Y =0,0579 X+ 0,0061 0,99099 0,5808 0,953 2,17
K Y =0,9849 X - 0,3756 0,99600 0,4119 1,480 2,99
Mg Y =0,6178 X +0,0215 0,99229 0,5689 0,9589 2,70
Na Y =0,9585 X - 0,2248 0,99679 0,4232 1,369 1,67
Zn Y =0,2204 X + 0,0018 0,99979 0,4323 1,220 3,08

Y = sinal analitico: absorbancia para Ca, Cr, Fe, Mg e Zn e intensidade para K e Na; X = concentracdo
Hg L™ para Cr e mg Lpara Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Nas determinacbes de K e Na, avaliou-se a necessidade de uso de padrdo interno, que
consistiu na adigdo de Li na concentragdo final de 5,0 mg L™ nas solucdes de leitura. Aplicou-
se um teste t de Student com variancia agrupada, no nivel de 95 % de confianca, a fim de
comparar as médias obtidas para as amostras ME e MTP, por calibragdo aquosa e com

padronizacéo interna. Estes dados séo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 — Teores de K e Na obtidos ap0s digestao assistida por radiacdo micro-ondas nas
amostras ME e MTP (n=3) empregando calibracdo aquosa ou calibra¢cdo com padronizagéo
interna. Deteccdo por F AES.

Teor total* mg kg™
Calibracdo com

. . ~ b
Amostra Analito Calibracdo aquosa padronizacio interna tealculado
ME K 19869 + 39 20687141 2,811
Na 520 +£13 620 + 15 9,881
MTP K 7809 + 40 8357 + 20 17,82
Na 196601 + 37 224135489 4,721

J T . t XS . . ~ . .
*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = —= S é o0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t € o parametro de Student (o = 0,05; n=3).
® tiabetado = 2,776 (95 % de confianca).
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Como os valores obtidos para o parametro t calculado sdo maiores que os tabelados,
existem evidéncias de diferenca significativa entre as medias de K e Na, para ambas as
amostras mistura, obtidas pelas duas formas de calibracdo. Neste caso, entéo, selecionou-se a

calibracdo com uso de padrdo interno Li na concentracdo de 5,0 mg L™ para as demais
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determinacOes desses elementos por fotometria de chama. Variagdes instrumentais bem como
temperatura da chama, vazao da solucgéo e eficiéncia da nebulizacdo afetam as intensidades
das linhas de emissdo em chama. O uso do padrdo interno permite “compensar” essas
variacdes Vvisto que a razao das intensidades da linha do analito e do padrdo interno (sempre
de concentracdo conhecida), é empregada para determinacdo dos teores nas amostras
(OKUMURA; CAVALHEIRO; NOBREGA, 2004).

Para avaliar a exatiddo do método proposto de digestdo para as amostras de especiarias
e temperos, recorreu-se aos ensaios de adicdo e recuperacdo de analitos empregando as
amostras ME e MTP, cujos resultados sdo apresentados nas Tabelas 14 e 15, respectivamente.
Os valores de recuperagdo obtidos para a amostra ME variaram de (94 + 1) a (107 £ 3) %,
para Fe e K, respectivamente. Os valores obtidos indicam boa exatiddo do método de digestdo
(JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002; THOMPSON; ELLISON STEPHEN;
WOOD, 2002; WOOD, 1999). O método também apresentou boa exatiddo para MTP visto
que os valores de recuperacdo obtidos também foram adequados, com faixas entre (91 £ 3) a
(109 + 4) %, respectivamente (JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002;
THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002; WOOD, 1999).

Tabela 14 — Valores de recuperacao obtidos para as determinacdes de metais ap0s digestdo
assistida por radiagdo micro-ondas da amostra ME (n=3). Técnicas utilizadas: F AAS (Ca, Fe,
Mg e Zn), F AES (K e Na) e GF AAS (Cr).

Teor total® Recuperacio® %

Analito mg kg™ Nivel 1 Nivel 2

Ca 6445 £+ 90 98+1 104 +1

Cr 1,88 £ 0,27 99+2 102 +£2

Fe 3375 94+1 102+ 6

K 20842 + 40 99+2 107 £3

Mg 2435 £ 61 102+1 105+1

Na 634 + 15 95 +2 98+1

Zn 36 %3 104 +1 94 +3

*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = % S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t € o parametro de Student (o = 0.05; n=3).

b Recupera@éO = [(Cencontrada - Creal) / Cadicionada] x 100.

Nivel 1: Ca, Fe, Mge Zn: 0,25 mg L™, Cr: 2,0 ug L™, K e Na: 5,0 mg L™.
Nivel 2: Ca, Fe, Mge Zn: 40mg L™ Cr: 10 ug L™, K e Na: 30 mg L.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 15 — Valores de recuperacao obtidos para as determinacgdes de metais ap0s digestdo
assistida por radiacdo micro-ondas da amostra MTP (n=3). Técnicas utilizadas: F AAS (Ca,
Fe, Mg e Zn), F AES (K e Na) e GF AAS (Cr).

Teor total® Recuperacao® %

Analito mg kg™ Nivel 1 Nivel 2

Ca 1889 + 9 1011 1051

Cr 0,045 £ 0,005 9% +3 98+2

Fe 90+14 971 92+6

K 8467 £ 42 103+£3 102+1

Mg 232+13 9% +3 99+2

Na 239372 3 9312 109+ 4

Zn <LOQ" 92+2 91+3

*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = % S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t é o parametro de Student (a = 0,05; n=3).

b Recupera@éo = [(Cencontrada - Creal) / Cadicionada] x 100.

°LOQ Zn=8,1 mg kg™

Nivel 1: Ca, Fe, Mge Zn: 0,25 mg L™?, Cr: 2,0 g L™, Ke Na: 5,0 mg L™
Nivel 2: Ca, Fe, Mge Zn: 4,0mg L™, Cr: 10 ug L™, K e Na: 30 mg L™.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A exatiddo do método de digestdo assistida por radiacdo micro-ondas foi avaliada
também pela analise de material de referéncia certificado (NIST 1573a-folhas de tomate),
cujos resultados sdo apresentados na Tabela 16. As recuperacdes variaram de (93 1) % a
(107 = 5) % para Zn e K, respectivamente. Aplicou-se, ainda, um teste t de Student nao
pareado com variancia agrupada no nivel de 95 % de confianca para comparacdo da média
obtida neste trabalho com o valor certificado. Para todos os analitos ndo existem evidéncias de
diferencas significativas entre esses valores, visto que os valores de t calculados sdo menores
que o valor tabelado (tcaiculado: Ca: 2,211; Cr: 2,183; Fe: 2,921; K: 2,875; Mg: 0,236; Na:
0,961; Zn: 2,453; tibelado (3; 0025y = 3,182), indicando que o método apresenta exatiddo
adequada (BRERETON, 2003).
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Tabela 16 — Teores de Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn e valores de recuperagdo determinados em

material de referéncia certificado (NIST 1573a) apds digestdo assistida por radiagdo micro-
ondas (n=2). Técnicas utilizadas: F AAS (Ca, Fe, Mg e Zn), F AES (K e Na) e GF AAS (Cr).

Teor total certificado®

Teor encontrado

Recuperacédo® %

Analito mg kg™ ou % m/m mg kg™ ou % m/m
Ca” 5,05 + 0,09 4,79 +0,27 95+1
Cr 1,99 + 0,06 1,87 £ 0,04 94 2
Fe 368 + 7 347 £ 14 9% +1
K" 2,70 £ 0,05 2,90 + 0,14 107 +5
Mg® 1,20 £ 0,10 1,19 £ 0,02 99+1
Na 136 + 4 134 +1 99 +1
Zn® 30,9+0,7 28,83 +1,81 93+1

;- . t
*Expresso como Média + Intervalo de Confianga =

S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t é o parametro de Student (a = 0,05; n=3).
*Teores de Ca, K, Mg, Zn expressos em % m/m
‘Recuperacio = (Cencontrada)/ Ceertificasa) X 100.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Outros parametros de mérito sdo mostrados na Tabela 17. Os limites de deteccdo e
quantificacdo instrumentais variaram de 0,0002 a 0,20 mg L™ e de 0,0006 a 0,69 mg L™,
respectivamente. Apds a aplicacdo do fator de correcdo (FC = 0,025 L/ 0,00025 kg = 100),
conforme item 3.7, obtiveram-se valores para LOD e LOQ do método em faixas que variaram
de 0,018 a 20 mg kg™ e de 0,061 a 69 mg kg™, para Cr e K, respectivamente. O valor de
massa caracteristica obtido para o Cr, 2,13 pg, € compativel com a literatura (BUA,
ANNUARIO; ALBERGAMO; CICERO et al., 2016; DONG; ZHANG; ZHAO; ZUO et al.,
2017; EFTEKHARI; MAZLOOMI; AKBARZADEH; RANJBAR, 2014). Os valores de
concentracdo caracteristica obtidos para os analitos determinados por F AAS variaram de
0,006 a 0,09 mg L™ para Mg e Fe, respectivamente. Apesar de serem um pouco maiores do
que se poderia esperar (WELZ, 1999), ndo limitam a aplicacdo do método para as amostras
coletadas, visto que os teores detectados nas amostras ficaram acima desses valores de massa/

concentragdo caracteristica.
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Tabela 17 — Valores de LOD e LOQ, instrumentais e do método, e valores de concentracao
caracteristica (Co) para Ca, Fe, Mg e Zn (F AAS) e massa caracteristica para Cr (GF AAS)

Analito I—ODinstru_r{lental I—OQinstru_n11entaI I—ODmét_oldo I—OQmét_oldo C0 1
mg L mg L mg kg mg kg mg L
Ca 0,025 0,082 2,5 8,2 0,04
Cr 0,0002 0,0006 0,018 0,061 2,13
Fe 0,020 0,068 2,0 6,8 0,09
Mg 0,0074 0,0248 0,74 2,48 0,006
K 0,20 0,69 20 69 Né&o se aplica
Na 0,18 0,60 18 60 Né&o se aplica
Zn 0,0081 0,27 8,1 27 0,04

*Massa caracteristica = 2,13 picogramas.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Estes resultados indicam, em conjunto, um bom desempenho analitico para 0 método
proposto (THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002; WOOD, 1999), que foi
considerado adequado e, portanto, aplicado para as demais amostras de especiarias e temperos

adquiridas neste trabalho.
4.2.3 Aplicacdo do método de digestdo assistida por radiacdo micro-ondas

O método de digestdo foi aplicado ao conjunto de 15 amostras de especiarias e temperos
prontos e os teores dos analitos Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn determinados nestas amostras sdo
apresentados na Tabela 18. Foram necessarias diferentes diluicdes (fatores de diluicdo: 2, 5,
10, 20, 100) para determinacdo dos analitos nas faixas de trabalho selecionadas. O valor
maximo obtido para RSD foi de 13 %, considerado adequado em relacdo ao nivel de
concentragfes observadas, indicando uma boa precisdo para as analises também na etapa de
aplicagdo (JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002; THOMPSON; ELLISON
STEPHEN; WOOD, 2002; WOOD, 1999).

Os teores encontrados sdo compativeis com aqueles reportados na literatura para
algumas amostras de especiarias (KHAN; CHOI; NHO; HABTE et al., 2014; LEMOS;
SANTOS; BEZERRA, 2010; SEDDIGI; KANDHRO; SHAH; DANISH et al., 2016).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos acerca da avalicdo destes elementos em amostras
de temperos industrializados, aqui chamados de temperos prontos, 0 que mostra a relevancia

dos dados gerados neste trabalho.

Dentre as amostras de especiarias das diferentes marcas observou-se, em alguns casos,
variag0es expressivas nos teores dos metais monitorados. No caso das amostras de alho e

pimenta, por exemplo, a variacao nos teores de Zn foi de 47 e 77 %, respectivamente. Para as
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amostras de louro, a maior variacdo, 50 %, foi observada para os teores de Fe. J& para as
amostras de temperos prontos, as maiores variagdes foram observadas para os analitos Ca (98

%) e K (88 %), em temperos prontos para preparacdo de carnes e feijdo, respectivamente.

Considerando as médias, a ordem decrescente de concentracdo dos analitos avaliados
para as amostras de alho é: K > Mg > Ca > Na > Fe > Zn > Cr; para as amostras de louro: Mg
> Ca > K > Na > Fe > Zn > Cr; para pimenta preta: Mg > K > Ca > Na > Fe > Zn > Cr.
Dentre as amostras de temperos prontos, a ordem crescente seria: tempero para carnes: Na >
K> Ca> Mg > Zn > Fe > Cr; tempero para feijao: Na > Mg > K > Ca > Fe > Cr > Zn, sendo
que os teores observados para Zn ficaram abaixo do limite de quantificagdo do método.
Comparando estas tendéncias, observa-se que as amostras de temperos prontos, tanto para
carnes quanto para feijoes, apresentam os maiores teores de Na dentre o grupo amostral

selecionado para este estudo.

Considerando o seu consumo, um alimento pode ser considerado fonte de um nutriente
quando a sua ingestdo fornece ao menos 15 % do valor de ingestdo didria recomendada (IDR)
(BRASIL, 2005a; PHILIPPI, 2003) para este nutriente. Para adultos, os valores de IDR para
0s minerais Ca, Cr, Fe, Mg e Zn correspondem a 1000 mg, 35 mg, 14 mg, 260 mg, e 7 mg,
respectivamente. Considerando o consumo de 1g/dia, nenhuma das amostras analisadas pode
ser considerada fonte dos demais metais determinados neste trabalho.

Adicionalmente, a recomendacdo da Organizacdo Mundial da Salde para ingestdo
méaxima de sddio (WHO, 2012a) é de 2000 mg / dia e, a utilizagdo das amostras de temperos
prontos nas preparacdes culinarias, na quantidade de 5g (meio cubo — ou tablete? - ou um
saché), pode fornecer de 40 a 60 % deste valor, 0 que é preocupante visto que 0 consumo
elevado deste elemento esta associado a doencas cardiacas e hipertensao, problemas de satde
que atingem pessoas em todo o mundo (OTT; KOPP; DAHLMANN; SCHMID et al., 2018).
Neste sentido, os resultados obtidos neste trabalho indicam que a utilizacdo e ingestdo dos
temperos prontos na alimentacdo devem ser evitadas, sendo preferivel as ervas e especiarias

frescas.
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Tabela 18 — Teores totais de metais determinados apds digestao assistida por radiacdo micro-ondas nas amostras de especiarias e temperos
prontos (n=3). Técnicas utilizadas: F AAS (Ca, Fe, Mg e Zn), F AES (K e Na) e GF AAS (Cr).

Teor total* mg kg™

Amostra Caodigo Ca Cr Fe K Mg Na Zn
Al 748+90 0,356 + 0,031 45+ 2 13282 + 93 7659 + 92 501 + 52 26 +1°
Alho A2 601+19 0,597 £ 0,029 39+1 14887 + 12 11605 + 40 606 + 18 11+1°
A3 832+70 0,589 0,019 48+ 1 13669 + 225 9680 + 64 739+ 10 14 +1°
L1 9543 +76 0,503 + 0,005 631 4792 + 34 8611 + 111 46 +1° 47+1
Louro L2 9700+ 36 0,661+0,016 201+5 6991 + 52 13030 + 172 286 £ 29 50+1
L3 5634+89 0,816+0,019 163%17 7434 £ 71 10848 + 57 47 +5° 54 +8
P1 4100+32 0,261+0,013 138+12 12601+115 15543 +138 193 £ 17 9+1°
Pimenta preta P2 3993+30 0,364 +0,022 69+ 6 14411 +122 16531 + 36 185+1 51+3
P3 4341 +23 0,699 + 0,014 87+9 12086 + 163 17865+ 76 175+ 18 815
TC1 5989+2 0,021 +0,003° 38%1 22153 £ 57 3268 + 137 268545+ 136 <LOD
Tempero pronto para carne TC2 531+12 0,092 + 0,005 16+1 701+ 35 1210 + 47 162788 £ 842 645
TC3 2068 + 16 0,061 + 0,003 62+1 4465 + 86 5530 + 39 161406 £337 274
TF1 459 + 28 <LOD 27 +2 870 £ 28 1451 + 83 185310+ 834 <LOD
Tempero pronto para feijao TF2 344 + 62 <LOD 171 722 £ 10 749 + 22 158959 + 123 <LOD
TF3 961+24 0,118 + 0,005 30+1 3260 + 79 3509 + 74 162028 + 211 <LOD

XS

*Expresso como Média + Intervalo de Confianga = tﬁ S é o0 desvio-padrdo, N é o nimero de replicatas e t é o pardmetro de Student (a = 0.05; n=3).

®\/alor estimado (entre LOD e LOQ): “Valores de LOD: 0,018 e 8,1 mg kg™ para Cr e Zn, respectivamente. Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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4.3 RESULTADOS PARA AS AMOSTRAS DE SAL CULINARIO

Os resultados relativos as determinac@es analiticas para as amostras de sal culinarios séo

descritos abaixo.
4.3.1 Determinacdo de elementos metalicos por F AAS e F AES ap0ds dissolugdo acida

Os resultados relativos as determinacdes de elementos metalicos nas amostras de sal

culinérios sdo descritos nas se¢des a segulir.
4.3.1.1 Figuras de Mérito

Assim como nas determinacdes de metais nas amostras de especiarias e temperos, a
linearidade das curvas analiticas preparadas para quantificacdo dos metais nas amostras de

sais culinarios também foi avaliada através da ANOVA a 95 % de confianca.

Os valores de Cecarculado © d& Weaiculado Para todos os analitos foram menores que o0s
valores tabelados para estes parametros estatisticos, indicando que ndo ha evidéncias de
heterocedasticidade e de falta de normalidade, respectivamente, dos dados nas faixas
estudadas e considerando o nivel de 95 % de confianca (BRERETON, 2003).

Os resultados da ANOVA indicam que, para todos os analitos, ndo foram observadas
evidéncias de falta de ajuste (Fcaiculado< Frabelado) Para as curvas analiticas nas faixas estudadas,
indicando que as mesmas podem ser utilizadas para calibracdo e previsdo das concentragdes
dos analitos nas amostras (BRERETON, 2003). A Tabela 19 apresenta os parametros
avaliados nos testes estatisticos realizados bem como as equacGes das curvas analiticas. As
curvas analiticas para Fe e Mg contemplam a mesma faixa de calibracdo empregada para a
quantificacdo destes metais nas amostras de especiarias e temperos, cujos resultados da
ANOVA ja foram apresentados na Tabela 12, secdo 4.4.2. Detalhes dos calculos realizados
estdo apresentados no APENDICE A.
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Tabela 19 — Anélise de variancia (ANOVA), testes de Cochran e de Shapiro-Wilk para as
curvas ana”ticas Wtabe|ad0 = 0,874, Ctabe|ad0 = 0,6838, Ftabe|ado (3,10) = 3,71

Analito Equacdo da curva analitica R2 Cealculado W catculado Featcutado
Ca Y =0,2143 X -0,8920 0,99870 0,6003 1,179 1,34
K Y =1,2143 X -0,8920 0,99740 0,4009 1,490 2,01
Na Y =1,3811 X - 0,9675 0,99620 0,4190 1,342 1,99

Y = sinal analitico: absorbancia para Ca e intensidade de emissdo para K e Na;
X = concentracdo mg L™.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Os resultados dos ensaios de adi¢cdo e recuperacao realizados para a amostra MS, usado
para avaliar a exatiddo do método proposto, sdo apresentados na Tabela 20. Os valores de
recuperacdo obtidos foram considerados satisfatorios, com variagdo entre (94 + 3) e (109 + 2)
%, indicando boa exatiddo (JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002;
THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002; WOOD, 1999). Além disso, os valores
de RSD ficaram abaixo de 3% para todos os analitos, indicando também que o método de
dissolucdo, incluindo a propor¢cdo amostra/ acido diluido, apresenta boa precisdo (JORNAL
OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002; THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD,
2002; WOOD, 1999).

Tabela 20 — Valores de recuperacdo obtidos para as determinacdes de metais apds dissolucao
da amostra MS (n=3). Técnicas utilizadas: F AAS (Ca, Fe e Mg) e F AES (K e Na).
Deteccdo por F AAS (Ca, Fe e Mg) e F AES (K e Na)

Analito Teor total® Recuperacio® %
mg kg™ Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Ca 2712 £ 18 104 +3 107 + 3 103 +2
Fe 98 +2 102 + 8 98+2 98 +2
Mg 950 + 16 108 + 4 98+3 94+3
K 10001 + 100 109+ 2 9%6+1 105+ 11
Na 296222 + 100 100 + 3 95+1 109 + 3

*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = % S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de
replicatas e t € o parametro de Student (o = 0.05; n=3).
b Recupera@éO = [(Cencontrada - Creal) / Cadicionada] x 100.
°Nivel 1: Ca 0,20 mg L™, Fe 0,25 mg L™, K e Na 5,0 mg L™, Mg 0,060 mg L.
Nivel 2: Ca0,40 mg L™, Fe 1,0 mg L™, Ke Na 10 mg L™, Mg 0,20 mg L™
Nivel 3: Ca0,80 mg L™, Fe2,0mg L™ KeNa20mgL™ Mg0,40 mg L™
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Para confirmar a inexisténcia de possiveis efeitos de matriz nas determinagdes dos
analitos, recorreu-se a0 método de calibracdo por adicdo de padrdo. Para isto, as curvas
analiticas para cada analito foram preparadas em triplicatas auténticas empregando a mesma

faixa de trabalho usada para a calibracdo aquosa. A Tabela 21 apresenta os teores dos metais
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Ca, Fe e Mg determinados na amostra MS obtidos pelos diferentes métodos de calibragdo com
deteccdo por F AAS. As médias obtidas pelos diferentes métodos de calibracdo foram
comparadas pelo teste t de Student, aplicado a 95 % de confianca, e os resultados indicam que
as medias sdo estatisticamente semelhantes, visto que tcaculado < tiapelado- EStES resultados
indicam que ndo existem evidéncias de efeito de matriz nas determinagdes destes metais
(JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002; THOMPSON; ELLISON STEPHEN:
WOOD, 2002).

Tabela 21 — Comparacédo dos teores de Ca, Fe e Mg obtidos apds dissolugdo da amostra MS
(n=3) empregando calibracdo aquosa e calibracdo por adi¢do de padrdo empregando teste t de
Student a 95 % de confianca (t tapelado = 2,776). Deteccdo por F AAS

Teor total* mg kg™
Calibracéo por adigéo

Analito Calibracdo agquosa de padrio tealculado
Ca 2712 + 18 2757 £ 19 0,4833
Fe 982 101+1 1,401
Mg 950 £16 945+ 14 0,2089
*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = % S é o0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t é o parametro de Student (a = 0,05; n=3).
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

No caso das determinacdes de K e Na por fotometria de chama avaliou-se também a
necessidade do uso do padrdo interno, atraves da adicdo de Li na concentracao final de 5 mg
L™ nas solugdes de leitura, tanto aos padres quanto as amostras. Para a comparagdo dos
resultados obtidos para K e Na pelos trés métodos de calibracdo empregou-se a ANOVA
(one-way) e, para ambos os analitos, as médias obtidas sdo estatisticamente semelhantes num
nivel de 95 % de confianga, com p-valor acima de 0,050 (BRERETON, 2003). A Tabela 22
apresenta os teores dos analitos K e Na obtidos pelos trés diferentes métodos de calibragéo.
Assim, com base nestes resultados, selecionou-se a calibracdo aquosa sem padréo interno
como método de calibracdo para determinacdo de K e Na nas amostras de sais culinarios,
considerando-se a sua facilidade operacional, viabilidade e frequéncia analitica, fatores que

sdo adequados para analises de rotina que se propde neste trabalho.
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Tabela 22 — Teores de K e Na obtidos ap6s dissolu¢do da amostra MS (n=3) empregando
calibragcdo aquosa, calibracéo por adigdo de padréo e calibracdo com padronizagdo interna.
Deteccéo por F AES

Teor total® mg kg™

Calibragdo com

Analito Calibragao C_al~|bra(;ao por padronizacao p-valor
aquosa adicédo de padrao )
interna
K 10001 + 100 10426 + 180 11024 + 140 0,082
Na 296222 + 100 307566 + 200 315207 + 110 0,110

;- . t XS . . ~ . .
*Expresso como Média + Intervalo de Confianca = - S é o0 desvio-padrdo, N é o nimero de

replicatas e t é o parametro de Student (a = 0,05; n=3).
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Vale salientar que as analises das amostras de sal foram realizadas cerca de um ano
antes das analises das amostras de especiarias e temperos, situacdo em que foi necessario
empregar o padréo interno. Naturalmente, o equipamento encontrava-se em diferentes
condicBes e as solugbes de amostras apresentam caracteristicas diferentes. Estes fatores
podem justificar as diferentes abordagens, tomadas em funcdo de uma analise critica e

cautelosa dos resultados obtidos nos dois casos.

Outras figuras de mérito avaliadas, tais como LOD e LOQ s&o listados na Tabela 23. Os
valores obtidos para LOD e LOQ instrumentais variaram de 0,0008 mg L2 0,18 mg L™ e de
0,026 mg L™ a 0,61 mg L™, respectivamente. Ap6s a aplicacéo do fator de corregdo (FC =
0,100 L/ 0,0008 kg = 125), conforme se obtiveram os valores de LOD e LOQ do método, 0s
valores variaram de 1,0 a 22 mg kg™ e de 3,3 a 76 mg kg™, para Fe e K, respectivamente. Os
valores de concentracdo caracteristica também foram determinados e sdo0 um pouco maiores
que os reportados na literatura (WELZ, 1999). Porém, estes valores ndo limitaram a aplicacédo
do método para as amostras coletadas visto que os teores dos analitos ndo estdo na faixa de

tracos.
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Tabela 23 — Valores de LOD e LOQ), instrumentais e do método, e valores de concentracéo
caracteristica (Co) para Ca, Fe e Mg (F AAS)

Analito LO Dinstrumental I—OQinstrumentaI LO Dmétodo I—OQmétodo C0
mg L™ mg L mg kg mg kg mg L™
Ca 0,038 0,13 4.8 16 0,04
Fe 0,0008 0,026 1,0 3,3 0,09
Mg 0,018 0,058 2,2 7,3 0,006
K 0,18 0,61 22 76 Né&o se aplica
Na 0,15 0,50 19 63 N&o se aplica

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Através dos parametros avaliados para o método concluiu-se que a dissolucdo
empregando solugbes diluidas de &cido nitrico pode ser utilizada para determinar as
concentracdes de Ca, Fe, K, Mg e Na em amostras de sais de uso culinario com boas exatid&o,

precisdo e detectabilidade e, ainda, que 0 método se adequa as anélises de rotina.

O método de dissolucdo dos sais com &cido diluido apresentou, ainda, sensibilidade e
detectabilidade semelhantes aquele desenvolvido para digestdo assistida por radiacdo micro-
ondas para decomposicdo das amostras de especiarias e temperos na determinacdo dos
mesmos elementos metalicos (Ca, Fe, K, Mg e Na). Os valores de concentracdo caracteristica
e limites de deteccdo e quantificacdo para estes analitos, determinados pelos diferentes
métodos, foram semelhantes e estdo na mesma ordem de grandeza. Além disso, os dois

métodos apresentaram boa exatiddo e precisao.

4.3.1.2 Aplicacdo do método de dissolucdo para determinacdo de Ca, Fe e Mg por F AAS e

de K e Na por F AES nas amostras de sal culinario

O método foi aplicado para o conjunto de amostras de sais culinarios adquirida e os
teores dos metais avaliados sdo apresentados na Tabela 24. Assim como para as amostras de
especiarias e temperos, foram necessarias diferentes dilui¢bes (fatores de diluicdo: 5, 50, 150)
para determinacdo dos analitos nas diferentes amostras considerando as faixas de trabalho
selecionadas. As concentracdes obtidas neste trabalho sdo compativeis com os valores
reportados por outros autores (DA-COL; BUENO; MELQUIADES, 2015; DRAKE; DRAKE,
2010; EFTEKHARI; MAZLOOMI; AKBARZADEH; RANJBAR, 2014; MIN HWANG;
YANG; HYUN KIM; JAMILA et al., 2016; PAPP, 2016; SOYLAK; MURAT, 2011) para
amostras de sais refinado, grosso, marinho, rosa do Himalaia e sal com teor de sodio reduzido.
Entretanto, vale ressaltar que tais dados referem-se a amostras originarias e comercializadas

em outros paises, e/ou com um nimero modesto de amostras de cada tipo de sal. Além disso,
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para as amostras de sal negro e sal azul ndo foram encontrados estudos que tratam deste tipo
de determinagdo, mostrando mais uma novidade dos resultados aqui apresentados.

Os teores de Ca variaram de 151 a 3079 mg kg™ para as amostras SG3 e SR10, sal
grosso e sal rosa, respectivamente. As concentracfes de Fe determinadas nas amostras de sais
culinarios variaram na faixa de 3 a 26 mg kg™, amostras de sal rosa SR8 e SRS,
respectivamente. Esse analito apresentou teores abaixo do limite de quantificacdo do método
para as amostras de sais refinado, light, marinho, flor de sal, grosso e azul da Pérsia. Nas
amostras de sal negro, os teores deste metal variaram de 354 a 621 mg kg™ para as amostras
SN3 e SN2, respectivamente. Para o Mg, os teores variaram entre 20 e 2661 mg kg™, para as
amostras SG3 e SR9, sal grosso e sal rosa, respectivamente. Para estes trés metais, Ca, Fe e
Mg, observou-se grande variacdo entre os teores observados para 0 mesmo tipo de sal, o que

pode se relacionar aos diferentes tipos e origens das amostras.

Para K e Na, as variagdes observadas para os teores nos grupos do mesmo tipo de sal
foram menores que as observadas para os demais metais. Os teores de K variaram de 0,073 a
18 % m/m para as amostras SRF1 e SL1, sal refinado e sal light, respectivamente. Ja os teores
de Na variaram de 12 a 38 % m/m, para as amostras de sal light SL1 e sal grosso SG4,

respectivamente.
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Tabela 24 — Teores de metais determinados nas amostras de sais de uso culinario apos
dissolucgdo acida (n =3). Técnicas Analiticas: F AAS (Ca, Fe e Mg) e F AES (K e Na)

Teor total®

Amostra Cddigo Ca Fe Mg K Na
mg kg mg kg mg kg % m/m % m/m
reﬁsr?; o SRFL 66916 <LOQ® 804 0073+0001 35%2
Sallight  SL1 288£30 <LOQ  240+4 18+1 12+1
SM1 497£33  <LOQ  375+19 0088£0,001 35+1
masr?r']ho SM2 230£33  <LOQ  94+11 010£001 25%1
SM3 275£32  <LOQ 53+6  0,10£001 24%1
F|2;|de Fs1 439+35  “LOQ 364427 0084+0001 35+1
SG1 507+£35 <LOQ  96+13 0,087 £0,001 251
Sal SG2 177+2  <LOQ  68%12 0,085+0,003 2521
grosso SG3 151 + 2 <LOQ 20+4  0,093+0,003 37+1
SG4 557+50  <LOQ 5146  010+001 38%1
Salazul SAZULL 1113+29 <LOQ 23614  6,7%05  31*1
daPeérsia  gazyL2  1254+33 <LOQ  270+12  6,6+0,2 312
SNE1  644+20 496+21  85+3 0352001 34%1
Salnegro  o\Eo 1630429  621+27 73444 0644002 35+l

do Havai

SNE3  1355+35 354+7  300+12 068+003 36%1
SR2 934+14  <LOQ  548+35 0,18+002 33+1
SR3  2256+72  7+1  679+13 0,16+001  34+1
SR4  1665+50  23+1  1229+55 0,22+001  34+1
Sal rosa SR6 726+10  26+1  623+38 015+001 34+2
Hirﬁ;’.aia SR7  2604+44  18+3  1842+28 032+004 27+1
SR8  1935+37  3+1°  1028+30 0,18+001 27+1
SRO  1786+35 <LOQ 2661+36 036+001 25+1
SR10  3079+52 <LOQ 1317+40 028+001 25+1

t XS

®Expresso como Média + Intervalo de Confianca = —= S é 0 desvio-padrdo, N é o nimero de replicatas

e t é o parametro de Student (a = 0,05; n=3).°LOQ Fe = 3,3 mg kg'l.CVanr estimado (entre LOD e
LOQ do método). Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Para facilitar a interpretacdo do conjunto de dados e avaliar possiveis relagdes entre 0s
analitos, realizou-se uma andlise exploratéria empregando a analise de componentes
principais (PCA) e a analise de agrupamento hierarquico (HCA, do inglés Hierarchical
Cluster Analysis) com o software MATLAB R2015a. O autoescalamento, tipo de pre-
processamento usualmente empregado para dados discretos, foi aplicado ao conjunto de dados
deste estudo para atribuir pesos iguais a todas as varidveis, ou seja, macro e
microconstituintes, cujos teores apresentavam diferentes ordens de grandeza. Neste caso, cada
dado das colunas (concentracdes dos metais) € subtraido do valor médio da coluna e o
resultado é dividido pelo desvio-padrdo da mesma (FERREIRA, 2015). Os dados foram
normalizados com média zero e variancia igual a 1. O modelo de PCA obtido com trés
componentes principais apresentou 88,27 % de explicacdo da variancia dos dados: PC1 (36,28
%), PC2 (33,56 %) e PC3 (18,43%). Os graficos biplot de PC1 x PC2 sdo apresentados no
Gréfico 7.

Gréfico 7 — Grafico biplot de PC1 x PC2 obtido através da PCA para 0s teores dos

metais determinados nas amostras de sal culinario
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Fonte: Elaborado pelo software MATLAB R2015a.

Analisando o Grafico 7, nota-se que as amostras de sal rosa do Himalaia SR3, SR4,

SR7, SR8, SR9 e SR10 apresentam teores similares de Ca e Mg e formam um dos grupos
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observados na PCA. As concentracbes de Na nas amostras SR7, SR8, SR9 e SR10 sdo
aproximadamente 28 % menores que aqueles encontrados nas demais amostras de sal rosa do
Himalaia, sendo que, no geral, os teores obtidos para todas as amostras deste grupo se

aproximam daqueles encontrados para as amostras de sal refinado, grosso e marinho.

Ao se realizar uma busca sobre os beneficios do sal rosa do Himalaia, uma série de sites
e blogs afirmam que estas amostras sdo excelentes fontes de minerais como Ca, Fe, Mg, Mn
bem como apresenta teores reduzidos de Na, sendo entdo indicados em substituicdo ao sal
refinado comum. Contudo, os resultados deste trabalho indicam que existe uma variacao dos
teores dos analitos determinados nas 8 amostras de sal rosa do Himalaia de diferentes marcas
e lotes, com valores de RSD iguais a 14%, 34%, 42%, 58% e 114 % para Na, K, Ca, Mg e Fe,
respectivamente. Em outras palavras, é justamente para 0s micronutrientes que a variacao é

maior e os resultados indicam ndo existir um padrdo de composicao.

A PCA indica ainda que as amostras de sal azul, SAZUL1 e SAZUL2, e a amostra com
teor reduzido de sodio, SL1, apresentam teores similares de K formando um segundo grupo.
No caso da amostra de sal light, o teor elevado de K é justificado pela substituicdo do cloreto
de sodio por cloreto de potassio (DA-COL; BUENO; MELQUIADES, 2015), o que justifica
ainda os reduzidos teores de Na observados, quando comparados com amostras de sal comum.
A literatura da area da salde indica que uma dieta rica em potassio favorece a reducdo da
pressdo arterial minimizando a ocorréncia de doengas cardiacas (BRASCHI; NAISMITH,
2008; HOUSTON, 2011).

As trés amostras de sal negro do Havai, SNE1, SNE2 e SNE3, apresentaram
concentracdes similares de Fe e Na formando o terceiro grupo observado no Grafico 7. Além
disso, os teores de Fe obtidos nas mesmas foram os maiores dentro do grupo de amostras de

sais culinarios analisadas.

Os gréaficos biplot de PC1 x PC3 sdo apresentados no Gréafico 8, onde é possivel
observar que o teor de Fe é a variavel mais importante para a componente principal 3 (PC3), e
¢ importante para separar as amostras que apresentam 0s maiores teores deste elemento.

Contudo, é possivel ter acesso a essa informacéo usando apenas PC1 e PC2.
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Grafico 8 — Gréfico biplot de PC1 x PC3 obtido atraves da PCA para os teores dos metais

determinados nas amostras de sal culinario
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Fonte: Elaborado pelo software MATLAB R2015a.

O Gréfico 9 apresenta o dendrograma obtido na HCA para o grupo de amostras de sais
estudadas. O objetivo desta ferramenta estatistica é classificar os individuos ou amostras em
grupos mutuamente excludentes, com base na similaridade entre eles, neste caso as
concentragfes dos metais Ca, Fe, K, Mg e Na. O algoritmo usado por esta técnica é baseado
no célculo da disténcia euclidiana entre os dados das varidveis de interesse. (BRERETON,
2003). O modelo de HCA apresentado no Gréafico 10 foi obtido com base no método de Ward,
que é baseado no calculo do quadrado da distancia euclidiana entre duas amostras k e I, dj,

como mostrado na Equacdo 8, onde existem J medidas e X é a j-ésima medida da amostra k.
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2 ~
dy = Z]!=1(ij — xy) Equacio 8

Grafico 9 — Dendrograma obtido através da PCA para os teores dos metais determinados nas

amostras de sal culinario
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Fonte: Elaborado pelo software MATLAB R2015a.

O dendrograma obtido para o conjunto de dados corrobora os resultados obtidos pela
PCA. A maioria das amostras foi agrupada de acordo com o tipo de sal e o dendrograma do
Gréafico 9 sugere 6 grupos, formados por amostras que apresentam similaridades. O grupo
formado pelas amostras de sal comum (refinado, marinho e grosso), forma um grupo com as

amostras de sal rosa do Himalaia.

Como mencionado na sec¢do 4.2.3, os valores de IDR para Ca, Fe e Mg para adultos sdo
iguais a 1000 mg, 14 mg e 260 mg, respectivamente (BRASIL, 2005a). A Organizacao
Mundial da Saude (WHO, 2012a) recomenda uma ingestdo diaria de sal abaixo de 5g (Na <
2000mg/dia) e, considerando estes valores, nenhuma das amostras de sal rosa do Himalaia, sal

negro do Havai ou sal azul da Pérsia podem ser consideradas fontes destes elementos. Para
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atingir os valores de IDR, as quantidades destes sais que deveriam ser incluidas na dieta
excedem as recomendacdes de ingestdo de sal/sédio, o que pode acarretar problemas de
salde, tais como hipertensdo arterial (OTT; KOPP; DAHLMANN; SCHMID et al., 2018).
Contudo, é preciso lembrar que uma alimentacdo balanceada deve incluir outros alimentos

fonte desses minerais.

Foram encontrados poucos estudos acerca dos teores de metais nas amostras
selecionadas para este estudo. Assim, este trabalho contribui para a obtencédo de informacdes
atualizadas e confiaveis sobre a composicdo mineral dos sais, amplamente consumidos no

mundo.

4.3.2 Determinagéo de corantes artificiais em amostras de sal rosa do Himalaia por

Espectrofotometria UV-Vis (Método de Referéncia)

Os espectros eletronicos de absorcdo das solucdes dos padrBes dos corantes E122 e
E124, empregados para construcdo das curvas analiticas, sdo apresentados nos Graficos 10 e
11, respectivamente, com monitoramento da absorbancia nos comprimentos de onda de

méaxima absorcdo para cada corante.
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Gréfico 10 — Espectros de absorcao eletrénica obtidos para as solugdes padréo do corante E122
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 11 — Espectros de absor¢édo eletronica obtidos para as solu¢bes padrdo do corante
E124
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15mgL"eP6:20 mg L™
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A linearidade das curvas analiticas construidas para as determinacdes dos corantes foi
avaliada através dos coeficientes de determinacdo, R?, que foram iguais a 0,9998 para E122 e
E124. Estes valores foram considerados adequados visto que os valores estdo préximos da
unidade, indicando boa relacdo linear entre a concentracdo dos corantes e o sinal analitico
(BRERETON, 2003; THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002).

O método apresentou, ainda, boa exatiddo com valores de recuperacdo iguais a (102 +
12) % para E122 e (109 + 1) % para E124. A precisdo também foi considerada adequada visto
que os valores de RSD para todas as medidas realizadas em triplicata ficaram abaixo de 5 %
(JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002; THOMPSON; ELLISON STEPHEN;
WOOD, 2002).

Os limites de deteccdo e quantificagdo do metodo também foram obtidos como descrito
no item 3.9. Para o LOQ os valores foram iguais a 1,6 e 5,3 mg/100g, para E122 e E124,

respectivamente. N&o existe legislacdo brasileira que determine os limites de corantes
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artificiais em amostras de sal gourmet, que seria naturalmente colorido. Contudo, existe uma
regulamentacdo para alguns corantes em alguns temperos, tais como molhos e sachés, cujos
valores permitidos sdo iguais a 50mg/100g. Neste sentido, 0 método de referéncia apresenta
detectabilidade compativel com a legislacdo visto que os valores de LOD e LOQ obtidos
estéo abaixo do valor preconizado pela ANVISA (BRASIL, 2007).

A Tabela 25 apresenta as curvas analiticas obtidas bem como os coeficientes de

determinacéo de limites de deteccao e quantificacao.

Tabela 25 — Equaces das curvas analiticas, coeficientes de determinacédo (R?) e limites de
deteccdo e quantificagdo obtidos nas determinacdes dos corantes E122 e E124 pelo método de
espectrofotometria de absor¢do no UV-Vis

« 2 LOD LOQ
Corante Equacdo da Curva R mg/100g mg/100g
E122 Y =42,831 X + 0,0033 0,9998 1,6 5,3
E124 Y = 33,805 X + 0,0007 0,9998 1,3 4,3

Y = sinal analitico: absorbancia.
X = concentragdo mg L™.
Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Através dos parametros avaliados para 0 método, concluiu-se que o mesmo é adequado
para a determinacdo dos corantes E122 e E124 em amostras de sal. O método foi entdo
aplicado ao conjunto de 8 amostras de sal rosa do Himalaia adquiridas neste estudo e os teores
dos dois corantes ficaram abaixo dos limites de deteccdo. Os espectros de absor¢éo eletronica,
mostrados no Gréfico 12, ndo apresentam bandas nas regies caracteristicas de absor¢do dos
corantes E122 (507 nm) e E124 (515 nm), com sinais de absorbancia préximos ao do ruido,
mostrando que apesar da coloracdo rosada, estas amostras ndo possuem quantidades

expressivas destes corantes, caso tenham sido adicionados dos mesmos.
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Gréafico 12 — Espectros de absorc¢éo eletrénica obtidos para as solugdes das
amostras comercializadas como sal rosa do Himalaia.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

De acordo com a literatura (GHAZI; ALI; SAHRAEYAN; HANIF, 2014) a coloracao
destas amostras pode estar relacionada com a presen¢a de compostos de ferro e manganés,
analitos que nao foram detectados em todas as amostras em estudo pelo método de F AAS.
Contudo, a elucidacdo a respeito da origem da coloracdo deste tipo de sal gourmet esta fora da
proposta deste estudo. Por outro lado, as informagdes aqui levantadas indicam que apesar da
falta de perfil de composicdo dos metais avaliados e variacdo de preco de venda, ndo ha
evidéncias técnicas de fraude, contradizendo com base no conjunto de amostras estudado, as

informagdes veiculadas na midia.
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4.3.3 Espectroscopia Raman para caracterizagdo das amostras e como técnica
alternativa para determinagéo de corantes artificiais em amostras de sal rosa do

Himalaia (Método proposto)

Os espectros FT-Raman das amostras de sal sdo mostrados nos Graficos 13 e 14, onde
se nota algumas diferencas no perfil espectral das amostras de sal rosa do Himalaia e sal
negro do Havai, respectivamente, justificadas por suas diferentes composicGes quimicas e

coloragédo das amostras.

Para sugerir uma tentativa de atribuicdo dos modos vibracionais observados, comparou-
se 0s dados tanto com a literatura quanto com espectros de compostos inorganicos, em sua
maioria sais, que foram coletados neste estudo. Espectros FT-Raman de carbonatos, cloretos,
fosfatos, sulfatos, iodatos, iodetos dos metais determinados por espectrometria atbmica foram
coletados e comparados com o0s espectros das amostras de sais culinarios. Esta etapa requereu

grande esforco visto a complexidade das matrizes em estudo.

As bandas observadas nas regides entre 900-1200 cm™ podem ser atribuidas aos modos
vibracionais caracteristicos de ions de enxofre oxigenados de sais inorganicos (DEGEN;
NEWMAN, 1993). Por outro lado, as bandas nas regides de 611 e 670 cm™ estéo relacionadas
as vibragbes caracteristicas de oOxidos de ferro (FARIA; VENANCIO SILVA; DE
OLIVEIRA, 1998). A banda observada na regido de 2596 cm™ nos espectros FT-Raman das
amostras de sal negro é atribuida ao estiramento da ligagdo S-H (NAKAMOTO, 2009) e, de
acordo com a literatura, este tipo de sal é formado naturalmente em regifes vulcanicas, o que

justifica esta tentativa de atribuicdo.



Gréfico 13- Espectros FT-Raman das amostras de sal rosa do Himalaia
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Grafico 14 — Espectros FT-Raman das amostras de sal negro do Havai
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E importante enfatizar que as amostras de sal rosa do Himalaia e negro do Havai sio
formadas naturalmente e podem apresentar estruturas cristalinas complexas com morfologias
heterogéneas e, portanto, sob forte influéncia da matriz no padrdo espectral Raman de
especies de ferro e enxofre. Adicionalmente, outros estudos mostraram que amostras extraidas
de diferentes regides podem apresentar diferentes compostos tais como cloreto de sodio,
polihalitas, etc. (PAPP, 2016).

Outra abordagem empregando a espectroscopia Raman foi avaliar o potencial desta
técnica espectroscépica como ferramenta de deteccdo de fraudes ou adulteracfes de amostras
de sal por adicdo dos corantes artificiais E122 e E124. Para isto, coletaram-se 0s espectros
FT-Raman dos padrbes dos corantes bem como das amostras adulteradas por adicdo destes
compostos, em laboratério. O Grafico 15 apresenta o espectro FT-Raman da amostra
adulterada no laboratério por adicdo do corante E122, denominada AD11, e o Gréafico 16
mostra o0 espectro obtido para a amostra AD12, também adulterada, no laboratério, por adicéo
do corante E124.
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Gréafico 15— Espectros FT-Raman do padrdo do corante E122 e amostra adulterada
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Grafico 16 — Espectros FT-Raman do padréo do corante E124 e amostra
adulterada AD12
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Observando os espectros das amostras adulteradas em laboratério, é possivel perceber
gue os perfis espectrais sdo semelhantes aos dos corantes analisados. Além disso, apresenta 0s
modos vibracionais que sdo caracteristicos destes compostos (ALMEIDA; STEPHANI,
SANTOS; OLIVEIRA, 2010; SNEHALATHA; RAVIKUMAR; HUBERT JOE; SEKAR et
al., 2009). Assim, conclui-se que a Espectroscopia Raman pode ser empregada para monitorar

a presenca dos corantes E122 e E124 em amostras de sal nos niveis estudados.

O Gréfico 17 mostra uma comparagdo dos espectros FT-Raman das amostras
adulteradas e da amostra comercializada como sal rosa do Himalaia SR3 que, dentre as
amostras adquiridas, apresenta o espectro mais complexo, com um maior nimero de modos

vibracionais observados. Nota-se que os perfis espectrais sdo bem diferentes e que esta
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amostra, bem como as outras 7 analisadas, ndo apresenta bandas nas regides caracteristicas de

modos vibracionais dos corantes E122 e E124.

Grafico 17 — Espectros FT-Raman das amostras adulteradas AD11 e AD12 e da

amostra comercial de sal rosa do Himalaia SR3
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Em termos de detectabilidade, os modos caracteristicos dos corantes séo observados nos
espectros Raman quando estes estdo em concentracdo maior ou igual a 50 mg / 100g (LOD),
indicando que esta técnica também seria adequada para verificacdo de adulteragbes com os
mesmos. Em concluséo, ndo existem evidéncias de adulteracdo das amostras comerciais em
niveis superiores a esta concentracdo de modo que estes resultados sdo compativeis com

aqueles observados pelo método espectrofotometrico de referéncia.
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5 CONCLUSOES

Avaliaram-se possiveis contribui¢cdes do tipo de preparo (coccao) de diferentes amostras
de tecidos comestiveis de frango e da utilizacdo de sais, especiarias e temperos para a
disponibilidade de minerais na alimentacdo. Para isto, diferentes abordagens e técnicas
analiticas de caracterizagdo, tais como a espectrometria atbmica e a espectroscopia Raman
foram utilizadas. Diferentes métodos foram otimizados e os seus desempenhos avaliados
através de algumas figuras de mérito. As amostras foram adquiridas na cidade de Juiz de Fora,
MG e uma das amostras de sal rosa do Himalaia foi adquirida na cidade de Orlando, FL, nos

Estados Unidos da América.

Para avaliar a influéncia de diferentes panelas nas concentracdes de elementos metélicos
e na composicdo nutricional de alguns tipos de amostras de frango, um procedimento de
coccdo doméstica simulada em laboratorio foi aplicado para amostras de coracgdo, figado e
moela. O cozimento das amostras foi realizado com adicdo de especiarias em trés tipos de
panelas normalmente empregadas no Brasil: panela de ferro, aluminio e panela de aluminio
fundido. Os teores dos metais Al, Ca, Cu, Fe, Mn e Ni foram determinados nas amostras cruas
e cozidas por espectrometria de emissdo Optica em plasma induzido por micro-ondas (MIP
OES), apos digestdo assistida por radiacdo micro-ondas empregando solucdes diluidas de
acido nitrico. O método apresentou detectabilidade, exatiddo e precisdo adequadas e foi entdo
aplicado para o conjunto de 12 amostras.

Quanto as determinagdes analiticas observou-se que, no geral, a coc¢do das amostras de
tecidos comestiveis de frango promove reducao dos teores de umidade e aumento dos teores
de proteinas e cinzas, independente do tipo de panela empregada no preparo. Em relacdo aos
metais, observaram-se em geral mais diminui¢fes do que aumentos dos teores dos elementos
determinados neste estudo. Observou-se a diminuicdo das concentragdes de Ca e Ni em todas
as amostras apds a coccdo nas diferentes panelas. E o aumento foi observado nos teores de Fe

apos a cocgdo da amostra de figado na panela de ferro.

Através de ferramentas estatisticas, observou-se que as amostras de coracdo e moela
cruas apresentam teores de Ca proximos, enquanto as amostras de figado cozidas nas panelas
de ferro e de aluminio fundido apresentaram teores comparaveis de Fe. Este resultado pode

indicar que o nivel de concentracdo de ferro neste tipo de carne pode ser alcangado com o
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cozimento nos dois tipos de panela e ndo apenas com utilizacdo da panela de ferro, como
sugerido na cultura popular do interior do pais, inclusive no estado de Minas Gerais.

Os teores dos metais Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn foram determinados nas amostras de
especiarias e temperos prontos por espectrometria de emissdo (F AES) e absorcéo atémica (F
AAS ou GF AAS). Para a extracdo dos metais e digestdo da amostra, otimizou-se um método
de digestdo &cida assistida por radiacdo micro-ondas. As figuras de mérito avaliadas

indicaram boas preciséo e exatidao e o método foi aplicado para o conjunto de 15 amostras.

Observou-se uma grande variacdo dos teores de Fe e Zn em amostras de especiarias e de
Ca e K em amostras de temperos prontos, considerando as diferentes marcas e lotes. Alho,
louro e pimenta preta possuem quantidade de Mg que pode contribuir com o0 aumento deste
mineral nos alimentos em que sdo preparados com estes condimentos. Outro resultado
relevante é que as amostras de temperos prontos apresentam os maiores teores de Na dentre o
grupo de amostras analisado e o seu consumo pode fornecer quantidades expressivas deste
elemento, 0 que merece atengdo Visto que Seu CONSUMO em excesso aumenta O risco de

ocorréncia de doencas cardiacas.

No caso das amostras de sal de uso culinario, estabeleceu-se um método de dissolucao
acida para determinacdo de Ca, Fe, K, Mg e Na por espectrometria atbmica (F AES e F AAS),
que também apresentou boas detectabilidade, exatiddo e precisdo. Dentre as 23 amostras de
sal analisadas, 0s sais gourmet apresentam uma variedade de minerais que ndo foram
encontrados nas amostras de sal refinado comum. Porém, os niveis de concentracdo
encontrados para estes elementos sdo relativamente baixos e, considerando a ingestdo diaria
recomendada de sal, estas amostras ndo podem ser consideradas fontes significativas de micro
(Fe) e macronutrientes (Ca, Mg, K). Em outras palavras, para alcancar a ingestdo diaria
recomendada para estes elementos através da ingestdo das amostras analisadas, as quantidades
a serem incluidas na dieta excederiam as recomendagdes de ingestdo de sal da Organizagéo
Mundial da Saude. Além disso, os teores de sodio obtidos nas amostras de sal gourmet estdo

no mesmo nivel que o encontrado nas amostras de sal de mesa.

Empregando a espectroscopia Raman foi possivel identificar a presenca de compostos
de ferro e enxofre nas amostras de sal rosa do Himalaia e sal negro do Havali,
complementando a caracterizagdo das mesmas. Em relacdo a autenticidade das amostras de

sal rosa do Himalaia, a presenca de alguns corantes artificiais foi investigada usando
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espectrofotometria UV-Vis e as concentracOes determinadas nas 8 amostras analisadas
ficaram abaixo do limite de detec¢do. Por ser uma técnica ndo destrutiva, a espectroscopia
Raman foi utilizada como método alternativo para verificar a presenca de corantes nessas
amostras. Os dados obtidos confirmam que ndo ha evidéncias de adulteracdo e estes
resultados corroboram aqueles encontrados pelo método de referéncia, baseado na
espectrofotometria de absorcao na regido do ultravioleta e visivel.

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

A proposta original deste trabalho incluiu a avaliacdo da influéncia do uso de temperos
sobre os teores bioacessiveis dos metais Ca e Fe em amostras de carne bovina. Contudo,
devido a suspensdo das atividades presenciais em funcdo da pandemia de Covid-19, esta parte
do projeto ndo pbde ser concluida. Mesmo assim, os procedimentos e resultados parciais

obtidos sdo apresentados a seguir, juntamente com uma proposta para a sua finalizagéo.

Para avaliar a influéncia da adicdo de especiarias sobre os teores bioacessiveis de Ca e
Fe em amostras de carne bovina, otimizou-se um procedimento de coc¢do, em laboratorio
(Laboratorio de Técnica Dietética e Nutricdo-Departamento de Nutri¢do-Instituto de Ciéncias
Biologicas-UFJF) e sob condi¢des controladas, para simular cocgdes domésticas usuais. O
tipo de amostra selecionada foi o0 mdsculo bovino, alimento rico em proteina e importantes em
termos nutricionais (SHAH; BOSCO; MIR, 2014). Adquiriu-se um total de 4,000 kg de
musculo bovino cortado em cubos, sendo 2,000 kg adquiridos em um agougue (Amostra 1) e
2,000 kg em um supermercado (Amostra 2), ambos da cidade de Juiz de Fora, MG. Isto foi
feito para garantir que as amostras eram provenientes de animais diferentes. Para evitar perdas
de minerais, as amostras foram compradas e levadas para o laboratério para a realizacdo dos

experimentos no mesmo dia.

Adquiriu-se uma panela de pressé@o com revestimento antiaderente que foi empregada
para todas as cocgdes. Esta panela foi lavada com &gua e detergente neutro evitando produtos
e utensilios abrasivos. Cada amostra foi separada em dois grupos, sendo um grupo 1 cozido
com adicdo de temperos e o grupo 2 sem a adicdo de temperos. Dentre as especiarias
estudadas, definiram-se as seguintes combinagcGes/quantidades para coc¢do de musculo
bovino: sal (SRF1; m= 5g), alho (A2; m=4g) e pimenta preta (P1; m=1g). Estas quantidades
foram determinadas apds experimentos piloto das duas preparacbes, seguindo modo de

preparo habitual do laboratorio para adicdo de sal.
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Para a cocgdo das amostras de muasculo bovino do grupo 1, em que houve a adi¢do de
temperos, a panela de pressdo foi aquecida em fogdo de uso domestico por 4 minutos (290
°C) com posterior adicdo de 6leo de soja (20g). Aqueceu-se por 5 minutos e adicionou-se a
carne, que foi selada, dos dois lados e sem mexer, por 7 minutos (200 °C). Apo0s este tempo,
acrescentou-se o sal e a pimenta. O alho foi misturado a agua filtrada (500g) em um copo de
plastico e esta mistura foi adicionada a panela, que foi fechada. A pressdo foi alcancada ap6s
6 minutos e deixou-se cozinhar sob pressdo por mais 20 minutos em fogo baixo (200 °C).
Apds este tempo, desligou-se o fogo e, apds o alivio da pressdo (7 minutos), a panela foi
aberta. O mesmo procedimento foi realizado para as amostras do grupo 2 com excecao das
etapas de adicdo de temperos. Para 0s 2 grupos, as cocc¢Oes foram realizadas em triplicatas e
as amostras, bem como os liquidos residuais das coc¢des foram transferidas para um mixer de
uso domeéstico e processadas. Em seguida foram transferidas para frascos plasticos

descontaminados e refrigeradas em ultra freezer a temperatura de — 80 °C.

Devido a problemas técnicos no digestor micro-ondas e no espectrdmetro de absorcao
atdbmica, ambos disponiveis no Departamento de Quimica da UFJF, uma parceria foi firmada
com o Laboratério de Espectroanalitica Aplicada (LESPA) do Departamento de Quimica da
Universidade Federal Fluminense, que dispde de um digestor Speed Wave 4, modelo
semelhante ao utilizado como descrito nos itens 3.4.2 e 3.5, e de um espectrometro AA240FS

Varian, usado no modo chama.

Para determinacdo dos teores totais, as amostras foram levadas para secagem em estufa
a 70 °C e moidas em mixer de uso doméstico. Em seguida, uma amostra mistura (MC) foi
preparada pela mistura de 2g de cada uma das amostras, totalizando 24g, e foi utilizada nas
etapas de otimizacdo subsequentes. Para determinacdo dos teores totais, as amostras foram
levadas para digestdo 4cida assistida por radiacdo micro-ondas. Para isto, 250 mg da amostra
MC foi pesada em frasco PTFE e foram adicionados 7,00 mL de solugéo de HNO3 14,00 mol
L. A mistura foi deixada em pré-digestdo por 1h e em seguida levada para digestio assistida
por radiacdo micro-ondas seguindo o programa de aquecimento mostrado na Tabela 3,
apresentada no item 3.5 desta tese. Ao final do programa, obteve-se uma solugéo limpida dos
digeridos que foram avolumados para 20,00 mL com &gua deionizada. O procedimento foi

realizado em triplicata.

Para avaliacdo da exatiddo do procedimento de digestdo, foram realizados ensaios de

adicdo e recuperacdo em dois niveis: para Ca, nos niveis 0,35 e 0,80 mg L™ e, para o Fe, nos
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niveis 0,80 e 1,2 mg L™. Os valores de recuperacio para o Ca foram iguais a (90 + 1) % para
o0 nivel baixo e igual a (93 £ 8) % para o nivel alto. Para o Fe, as recuperacdes foram iguais a
(106 + 4) % e (109 = 3) %, para os niveis baixo e alto, respectivamente, indicando boa
exatiddo do método (THOMPSON; ELLISON STEPHEN; WOOD, 2002). A precisdo foi
monitorada pelo RSD, cujos valores ficaram abaixo de 12 % para todas as medidas, valores
aceitaveis de acordo com a literatura (JORNAL OFICIAL DA UNIAO EUROPEIA, 2002).

Com a suspenséo das atividades, ndo foi possivel finalizar esta parte do estudo. Neste

sentido, sugere-se que o mesmo seja futuramente finalizado da seguinte forma:

a) aplicacdo do método analitico para digestdo das amostras de musculo bovino cozidas
(com e sem especiarias/temperos prontos) empregando digestdo &cida assistida por
radiacdo micro-ondas;

b) aplicar/adaptar um método de bioacessibilidade in vitro para determinar os teores
bioacessiveis dos minerais Ca e Fe nas amostras do item a;

c) avaliar os teores totais e bioacessiveis dos metais Ca e Fe encontrados nas amostras de
musculo bovino cozido com e sem temperos e verificar se existem diferencas
estatisticamente significativas. Para isto, algumas ferramentas estatisticas poderdo ser
utilizadas, tais como teste de Tukey para comparacdo das médias e Analise de

Componentes Principais (PCA).
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APENDICE A — Analise de Variancia (ANOVA)

Para avaliar o modelo matematico obtido para as curvas analiticas construidas nas faixas de
concentracdes indicadas no item 3.7.2, empregou-se a analise de variancia (ANOVA),

conforme descrito na Tabela 26.

Tabela 26— Tabela de anélise da variéncia para o ajuste de um modelo pelo método dos

minimos quadrados.

Fonte Soma Quadratica Graus de Liberdade Média Quadratica
Modelo SQreg= Y. ni(Ye)i - yml’ p-1 MQreg = SQreg/ (p - 1)
Residual SQres= XX [(yij - (yelil® n-p MQres = SQres / (n - p)

Falta de Ajuste  SQpj= Y mi[(Ye)i - Yim]’ m-p MQf#sj = SQfj / (m - p)
EMOPUrO  SQep=Y¥ (i - yim)’ n-m MQep = SQep / (n - m)
Total SQ= XX (¥ - ym)’ n-1

n; = numero de repeti¢des no nivel i; m = namero de niveis distintos da variavel x; n =Y n; = nimero
total de medidas; p = nimero de paradmetros do modelo. O indice i indica o nivel da variavel x; o
indice j refere-se as medidas repetidas da variavel y em um dado nivel de x; O segundo somatorio das
expressdes para SQ,, SQgpe SQ; vai de j = 1 até j = n;. Os demais somatorios vdo de i =1 atéi=m; yn
¢ a média de todos os valores de y; yin € a média das determinacdes repetidas no nivel i.

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

A significancia da regressao linear foi avaliada através do calculo do valor Fcaicutado, reg
conforme descrito na Equagdo 9 e sua comparacdo com 0 valor Fiapelado- S€ Fealculado, reg <
Frabelado, N& evidéncia de forte relacdo linear entre as varidveis estudadas. O mesmo raciocinio
é realizado para avaliagéo da falta de ajuste, com Fcaicuiado, reg de acordo com a Equagéo 10. Se
Fealculado, faj < Fravelado NE0 €Xistem evidéncias de falta de ajuste entre os pontos experimentais,
no nivel de confianca selecionado. Todos os testes estatisticos foram realizados considerando
o nivel de 95 % de confianca (a0 = 0,05).

MQreg

Fcalculado,reg = MQros Equacdo 9
_ MQygqj ~
Fcalculado,faj = Wep Equaq:ao 10

Os testes foram realizados e as Tabelas 27 a 36 com os resultados da ANOVA bem como as

curvas analitica (Figuras 17 a 26 ) e graficos de residuos (Graficos 5 a 14), para os analitos
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Ca, Cr, Fe, K, Mg, Na e Zn, determinados por espectrometria atdmica, nas faixas de

concentragdes descritas no item 3.7.2, sdo apresentadas a seguir.

Tabela 27— Tabela de analise da variancia para a curva analitica de Ca. Faixa de concentragédo

020—-1,0mgL™
Soma Graus de Média
Fonte Quadratica Liberdade  Quadratica Frabetado Fealcuado
Modelo 8,91 x 10° 1 8,91 x 10 )
Residual 289 x 107 13 222 x 10 4,67 40x10
Falta de Ajuste 8,27 x 10™ 3 2,76 x 10™ 371 134
Erro Puro 2,06 x 103 10 2,06 x 10™ : ’
Total 9,20 x 10° R2 0,99870
% explica¢do do modelo 99,08 R2 mé&ximo 0,999756

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréfico 18 — Curva analitica para o Ca na faixa de concentracdes 0,20 — 1,0 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 19 — Gréfico de residuos para a curva analitica para o Ca na faixa de concentracdes
020—-1,0mgL™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 28 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de Ca. Faixa de concentracao
0,25-4,0mg L™
Soma Graus de Média

Fonte i H . Ftbld F||d
Quadratica  Liberdade  Quadratica ahelado calculado

Modelo 1 1 4,70 x 10"
4,70x 10 ! 4,67 1,01 x 10°
Residual 3,24 x 10™ 13 2,49 x 10°
Falta de Ajuste 2,45 x 10 3 6,8 x 10°
5 . 3,71 1,87
Erro Puro 3,64 x 10 10 3,64 x 10

Total 4,77 x 10" R2 0,99932
% explicacdo do modelo 99,94 R2 maximo 0,99992

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 20 — Curva analitica para o Ca na faixa de concentracdes 0,25 — 4,0 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréafico 21 — Gréfico de residuos para a curva analitica para o Ca na faixa de concentracdes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 29 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de Cr. Faixa de concentracdo
1,0-10pg L™
Soma Graus de Média

Fonte i H . Ftbld Flld
Quadratica  Liberdade Quadratica abelado calculado

Modelo 1 1 4,3x10"
4,3x 10 ! 4.67 2,556 x 10°
Residual 3,23x 10 13 1,70 x 10*
Falta de Ajuste 1,16 x 10 3 2,32 x10™
5 . 3,71 1,57
Erro Puro 2,07 x 10 10 1,48 x 10

Total x 101 R2 0,99527
% explicacdo do modelo 99,73 R2 maximo 0,99952

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréfico 22— Curva analitica para o Cr na faixa de concentragées 1,0 — 10 pg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 23 — Grafico de residuos para a curva analitica para o Cr na faixa de concentracdes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
Tabela 30 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de Fe. Faixa de concentracdo
0,25-40mg L™
Soma Graus de Media

Fonte i i . Ftbld F||d
Quadratica  Liberdade  Quadrética e calculado

Modelo 2 1 9,34 x 102
9,34x 10 4,67 154 x 10°
Residual 7,88 x 10™ 13 6,06 x 10°
Falta de Ajuste 3,10 x 10 3 1,03 x 10™ 271 )17
Erro Puro 477 x 10* 10 477 x 10° ’ ’
Total 942 x10° R2 0,99099
% explica¢do do modelo 99,67 R2 mé&ximo 0,99493

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 24— Curva analitica para o Fe na faixa de concentracdes 0,25 — 4,0 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréfico 25 — Grafico de residuos para a curva analitica para o Fe na faixa de concentracGes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 31— Tabela de anélise da variancia para a curva analitica de Zn. Faixa de concentracdo
0,25—-40mg L™
Soma Graus de Média

Fonte i H . I:tbld Flld
Quadratica  Liberdade Quadratica abelado calculado

Modelo 1 1.56
1,56 ! 4,67 7,91 x 10°
Residual 3,15 x 10™ 13 1,97 x 10°
Falta de Ajuste 2,40 x 10 3 6,00 x 107
1 B 3,71 3,08
Erro Puro 2,33 x10 10 1,95x 10
Total 9,42 x 10°® R2 0,99979
% explicacdo do modelo 99,98 R2 maximo 0,99999

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréafico 26 — Curva analitica para o Zn na faixa de concentracdes 0,25 — 4,0 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 27 — Gréfico de residuos para a curva analitica para o Zn na faixa de concentracdes
0,25—-40mg L™

0,010

0,005

Residuos

0,000

-0,005

Concentragéo / mg L1

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 32— Tabela de anélise da variancia para a curva analitica de Mg. Faixa de
concentracio 0,06 — 0,5 mg L™

Soma Graus de Média
Fonte - . L. Ftabelado Fealculado
Quadratica  Liberdade Quadratica

Modelo 7,63 x 107 1 7.63 x 102
4,67 1031
Residual 5,92 x 10™ 13 7,41x10°
Falta de Ajuste 3,66 x 10™ 3 1,22 x 10™ 271 270
ErroPuro 2,26 x 10™ 10 453 x10° ’ '
Total 7,69 x 10 R2 0,99229
% explicagédo do modelo 99,52 R2 maximo 0,99721

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 28 — Curva analitica para 0 Mg na faixa de concentragdes 0,06 — 0,5 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréafico 29 — Gréfico de residuos para a curva analitica para 0 Mg na faixa de concentragdes
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Tabela 33 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de K com adi¢&o de padrdo
interno. Faixa de concentracéo 5,0 — 30 mg L™

Soma Graus de Média
Fonte L. ) L. Ftabelado Fealculado
Quadratica  Liberdade Quadratica

Modelo 3,34 x 10" 1 3,34 x 10"
4,54 1,29 x 10*
Residual 4,16 x 107 16 3,60 x 107
Falta de Ajuste 9,92 x 10 4 2,48 x 10
1 3,26 0,12
Erro Puro 2,48 x 10 12 2,07

Total 3,36 x 10 R2 0,99600
% explicacdo do modelo 100,10 R2 maximo 0,99871

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréafico 30 — Curva analitica para o K com adicdo de padréo interno. Faixa de concentracao
50-30mgL*
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).
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Gréfico 31 — Grafico de residuos para o K com adicdo de padréo interno. Faixa de
concentragdo 5,0 - 30 mg L™
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 34 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de K. Faixa de concentracao

50-30mg L™
Soma Graus de Média
Fonte L. . L. Ftavelado Fealculado
Quadratica  Liberdade Quadratica
Modelo 5,30 x 10° 1 5,30 x 10°
4,96 2,86 x 10
Residual 1,86 x 10" 10 1,86 x 1072
Falta de Ajuste 1,26 x 10 2 6,02 x 10
5 5 4,46 4,19
Erro Puro 4,19x 10 8 1,20 x 10
Total 5,36 x 10 R2 0,99740
% explica¢do do modelo 99,97 R2 maximo 0,99987

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



Gréafico 32 — Curva analitica para o K. Faixa de concentracdo 5,0 — 30 mg L™

Intensidade

Gréfico 33 — Grafico de residuos para o K. Faixa de concentracéo 5,0 — 30 mg L™
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Tabela 35 — Tabela de andlise da variancia para a curva analitica de Na com adi¢do de padréo
interno. Faixa de concentracéo 2,0 — 12 mg L™

Soma Graus de Média
Fonte L. ) L. Ftabelado Fealculado
Quadratica  Liberdade Quadratica

Modelo 8,01 1 8,01
4,45 1,29 x 10*
Residual 2,75 x 10 17 1,45x10°
Falta de Ajuste 1,88x10™ 5 5,70
2 4 2,96 0,10
Erro Puro 3,76 x 10 14 3,62 x10
Total 8,03 R2 0,99679
% explicacdo do modelo 100,01 R2 maximo 0,99968

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Gréafico 34 — Curva analitica para 0 Na com adicéo de padrdo interno. Faixa de concentracao
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Gréfico 35 — Grafico de residuos para 0 Na com padrao interno. Faixa de concentracdo 2,0 —
12mgL*
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Fonte: Elaborado pelo autor (2020).

Tabela 36— Tabela de analise da variancia para a curva analitica de Na. Faixa de concentracao

50-30mg L™
Soma Graus de Média
Fonte L. . L. Ftavelado Fealculado
Quadratica  Liberdade Quadratica
Modelo 5,68 x 107 1 5,68 x 107
4,96 4,77 x 10*
Residual 1,19x 10" 10 1,19 x 107
Falta de Ajuste 4,90 x 107 2 2,45 x 10
P 5 4,46 3,80
Erro Puro 1,63 x 10 8 4,30 x 10
Total 5,70 x 10° R2 0,99790
% explicagéo do modelo 99,98 R2 maximo 0,99989

Fonte: Elaborado pelo autor (2020).



Gréafico 36 — Curva analitica para o K. Faixa de concentracdo 2,0 — 12 mg L™

Gréafico 37 — Grafico de residuos para o K. Faixa de concentracdo 2,0 — 12 mg L™
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