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RESUMO

Cascas, talos, bagacos e sementes sdo geralmente removidos durante o0 processamento,
principalmente nas etapas de descascamento e prensagem, resultando em perda nutricional
consideravel. A extracdo sequencial consiste no uso de uma série de extratores com naturezas
quimicas distintas que sdo aplicados de forma progressiva. Sdo poucos o0s estudos
relacionados a especiacdo quimica nos alimentos. Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a influéncia da extracdo sequencial de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn em farinha de residuo de
frutas e hortalicas (FFH) durante o armazenamento por até 60 dias. A FFH foi obtida de dois
lotes de residuo gerado na producdo de bebida isotdnica. O teor total do metais foi
determinado por espectrometria de absorcdo atbmica em chama apds calcinacdo das amostras
em mufla a 550 °C. A extracdo sequencial foi realizada com aplicacdo dos seguintes
extratores: Cloreto de calcio 1M; Acido acético 0,1M / Acetato de aménio 5% (pH 5,0);
Acido acético 0,5M; Acido cloridrico 0,5M, nos tempos de armazenamento 0, 30 e 60 dias. O
armazenamento por até 60 dias ndo influenciou no teor total dos metais analisados. No
entanto, uma diferenca significativa foi encontrada entre os lotes, mas do ponto de vista
nutricional, tal diferenca é irrelevante. Apds a extracdo sequencial, a recuperacdo média dos
metais analisados foi de 93%. Foi observada diferenca no perfil de extracdo e nos teores
extraidos entre os lotes para Cu, Fe Mn; Zn e Mg, mesmo apresentando diferenga nos teores
extraidos, mantiveram o perfil de extracdo entre os lotes. Foi avaliada também a estrutura
quimica da FFH e dos residuos apds extracdo em cada etapa da extracdo sequencial nos
tempos 0 e 60 dias Ap6s o armazenamento por 60 dias, foi observada uma mudanca da
estrutura quimica da amostra, que influencia no perfil de extracdo da maioria dos metais
analisados. E possivel afirmar que, no minimo, cinco espécies quimicas distintas de cada
metal analisado se encontram na amostra, referentes as fracdes extraidas e a residual,
influenciando na biodisponibilidade dos mesmos e em todos os processos metabolicos

inerentes da prépria amostra.

Palavras-chave: especiacdo quimica; micronutrientes; farinha de residuo de frutas e hortalicas.



ABSTRACT

Peels, stalks, bagasse and seeds are generally removed during processing, particularly in the
stages of stripping and pressing, resulting in significant nutritional loss. Sequential extraction
consists in the use of a number of extractors with different chemical properties that are
progressively applied in a sample. Few studies are described in the literature related to
chemical speciation in food. The objective of this study was to evaluate the influence of
sequential extraction of Cu, Fe, Mn, Mg and Zn in fruits and vegetables residue flour (FFH)
during storage for up to 60 days. The FFH was obtained from two batches based on the
residue generated in an isotonic drink production. The total metal content was determined by
flame atomic absorption spectrometry after samples calcination at 550 °C. The sequential
extraction was carried out with the following extractors: 1M calcium chloride, 0.1 M acetic
acid / 5% ammonium acetate (pH 5.0), 0.5 M acetic acid, 0.5 hydrochloric acid on the storage
times: 0, 30 and 60 days. Storage for up to 60 days did not affect the total content of the
metals analyzed. However, a significant difference was found between batches, although in a
nutritional point of view such difference, is irrelevant. After sequential extraction, the mean
recovery of the metals analyzed was 93%. Differences were observed in the profile extraction
and in the extracted contents between batches for Cu, Fe, Mn. Even presenting variation in the
extracted contents, Zn and Mg kept the same profile extraction between batches. Chemical
structure of FFH and residue were also analyzed after each step of the sequential extraction at
0 and 60 days. After 60 days, it was observed modifications in the chemical structure of the
sample, which influence in the profile extraction of the most metals analyzed. It is possible to
affirm that at least five distinct chemical species of each metal were analyzed in the sample. It
concerns the extracted and the residual fractions. These chemical species can influence on the

bioavailability and on metabolic processes inherent in the sample itself.

Keywords: chemical speciation; micronutrients; fruits and vegetables residue flour
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a industria alimenticia tem sido marcada pelo grande volume de
residuos produzidos. Cerca de um ter¢o dos alimentos processados no mundo todo destinados
ao consumo humano é perdido ou desperdicado, representando cerca de 1,3 bilhdes de
toneladas por ano. Na Ameérica Latina, um dos maiores indices de perda esta relacionado as
frutas e hortalicas, onde mais de 40% destas ocorrem na pés-colheita e no processamento
(FAO, 2011; GUSTAVSSON et al., 2011).

No Brasil, o crescimento das atividades de processamento dos alimentos tem
acontecido de forma intensa para atender a demanda do mercado por alimentos processados
(MAPA, 2006; SANTOS et al.,, 2008). Em relacdo as frutas, por exemplo, o principal
segmento € o processamento na forma de sucos, polpas e néctares a base de frutas, que,
conjuntamente, representam hoje mais de 1 bilhdo de litros por ano (MAPA, 2006). Esse
intenso processamento acarreta na producdo de elevada quantidade de residuos que podem
apresentar problemas de disposicéo final e potencial poluente, além de representarem, muitas
vezes, perdas de nutrientes de alto valor (PINTO et al., 2005; SANTOS, 2011).

Atualmente, diversas alternativas de aproveitamento dos residuos alimenticios tém
sido propostas, dentre elas, o desenvolvimento de produtos panificaveis, geleias, doces entre
outros que, em geral, apresentam valor nutricional relevante e podem suprir deficiéncias na
dieta da populacdo (PEREIRA et al., 2003; PEREZ; GERMANI, 2007). No entanto, a
composicdo dos residuos do processamento de alimentos é variada e depende da natureza da
matéria-prima. Os residuos vegetais, por exemplo, apresentam quantidades elevadas de
nutrientes, principalmente de minerais (SPUNZAR et al., 1999).

Frutas e hortalicas sdo importantes fontes de minerais, principalmente de elementos-
traco para a dieta humana. Os minerais dependem nédo s6 do seu teor total, mas também das
suas formas fisico-quimicas individuais, que podem ou ndo ser absorvidas e utilizadas pelo
organismo, caracterizando a biodisponibilidade destes (RUZIK, 2012; SPUNZAR et al.,
1999). Sendo assim, a informacdo em relagdo a identidade e natureza das espécies quimicas
de um determinado elemento se faz necessaria, ja que a determinacao do teor total do metal
ingerido ndo possibilita tracar um perfil da eficiéncia da sua absorcdo (BARRA et al., 2000;
SANZ-MEDEL, 1998; SPUNZAR et al., 1999).

A especiagdo quimica é uma ferramenta que possibilita conhecer a concentracdo das

diferentes formas quimicas de um mesmo elemento em uma matriz, sendo que estas espécies,
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juntas, constituem a concentracdo total do elemento. Nesta técnica sdo utilizados
procedimentos de extracdo simples ou sequencial, sendo este Gltimo mais detalhado,
permitindo que uma série de reagentes (extratores) com propriedades quimicas diferentes
sejam aplicados em uma amostra, de modo que os elementos possam ser lixiviados por
variados mecanismos, proporcionando a separagdo dos contetdos totais dos elementos em
fragdes com diferentes disponibilidades (ABOLLINO et al., 2011; BACON; DAVIDSON,
2008; RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008).

A analise por extracdo sequencial em alimentos deve apresentar certos cuidados, pois
cada género alimenticio possui uma matriz quimica diferente. Poucos sdo os estudos
relacionados a especiacdo quimica nos alimentos e por isso é de grande interesse expandir
estas analises para esta area, uma vez que a especiacdo de metais ja € amplamente
reconhecida em analises biologicas e ambientais (DAS et al., 1995). Desta forma, o presente
estudo teve como objetivo determinar a concentracao total dos metais cobre, ferro, manganés,
magnésio e zinco, bem como suas diferentes espécies quimicas através da técnica de extracdo
sequencial em uma farinha de residuo de frutas e hortalicas (FFH). Foram avaliados também a
influéncia no processo de extracdo sequencial das espécies quimicas com e sem o0 método de

agitacdo e a influéncia do armazenamento de até 60 dias destas espécies presentes na FFH.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliacdo da influéncia da extracdo sequencial de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn durante o

armazenamento por até 60 dias de farinha de residuo de frutas e hortalicas (FFH).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinagéo do teor total de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn na FFH;

e Avaliagdo da influéncia no processo de extracdo sequencial das espécies quimicas

de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn na FFH com ou sem a agitagao;

e Determinacdo das espécies quimicas dos metais Cu, Fe, Mn, Mg e Zn nos extratos

obtidos apos extracdo sequencial da FFH;

¢ Influéncia do armazenamento por até 60 dias na estrutura quimica da FFH com e

sem processo de extragdo sequencial.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. DISPONIBILIDADE E CONSUMO DE FRUTAS E HORTALICAS

O Brasil é um pais de grande extensdo, dotado de ampla variedade de climas e solos, 0
que possibilita o cultivo de diversas espécies de frutas, sendo o terceiro produtor mundial
depois da China e india (JUNIOR; SIDONIO; MORAES, 2010). A fruticultura responde por
mais de 35% do valor da producdo agricola e muitas ja conquistaram o mercado externo como
a laranja, banana, meldo, uva, manga, dentre outras (ALVES; MACHADO; QUEIROGA,
2011; JUNIOR; SIDONIO; MORAES, 2010). As frutas brasileiras apresentam grande
variedade de formas, cores e sabores e podem ser consumidas in natura ou na forma de sucos,
doces e demais preparagdes industrializadas (ALVES; MACHADO; QUEIROGA, 2011;
JUNIOR; SIDONIO; MORAES, 2010; MARTINS; FARIAS, 2002). O consumo de frutas no
Brasil € avaliado em 24,5 kilos/per capita/ano (IBGE, 2004).

O mercado de hortalicas é fortemente influenciado pela preferéncia dos consumidores
e vem se estruturando em diversos segmentos: os tradicionais produtos in natura, congelados,
desidratados, liofilizados e hortalicas minimamente processadas. O consumo de hortaligas no
Brasil foi estimado em cerca de 40 kilos/per capita/ano, muito inferior ao verificado nos
paises desenvolvidos. Entre os fatores determinantes dessa condi¢do incluem-se 0s proprios
habitos socioculturais da populacdo (VILELA; HENZ, 2000).

A ingestdo de frutas e hortalicas é indicada pela Organizagdo Mundial da Salde
(OMS) como prioridade nas politicas nutricionais, alimentares e agricolas. E recomendado o
consumo minimo de 400 gramas de frutas e hortalicas por dia, o que equivale a cinco por¢ées
desses alimentos (WHO, 2002). O conhecimento da frequéncia do consumo de frutas e
hortalicas na populacdo, assim como de seus determinantes, é necessario para direcionar
estratégias nacionais e locais de incentivo ao consumo das mesmas (JAIME et al., 2009).

Além do incentivo ao consumo destes grupos de alimentos, também se estimula o
controle de perdas e desperdicios. Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO,
2011), 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos sao desperdicados por ano, mundialmente. Frutas
e hortalicas representam 0,5 bilhdes de toneladas deste total, gerando uma perda nutricional
significativa e producéo de residuos, causando impacto ao meio ambiente (GUSTAVSSON et
al., 2011).
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3.2. O DESPERDICIO DE FRUTAS E HORTALICAS E O APROVEITAMENTO
INTEGRAL E DE RESIDUOS

O desperdicio de alimentos ocorre em todas as etapas da cadeia produtiva. Ao se tratar
de frutas e hortalicas, alimentos considerados sensiveis, o tempo de armazenamento é
limitado, resultando em perdas quantitativas e qualitativas. Do plantio até aos domicilios ou
Unidades de Alimentacdo e Nutricdo as perdas variam entre 15 a 35% em média, as quais
podem ser ocasionadas na lavoura, excesso ou falta de chuva, ao ataque de pragas, colheita
descuidada, transporte e manuseio inadequado, resultando em injarias e ndo atendendo aos
padroes de qualidade do mercado (CRISOSTO et al., 1997; MARTINS; FARIAS, 2007;
IBGE, 2005). Além dessas perdas, ha também aquelas ocasionadas pelo proprio consumidor e
pelas industrias de alimentos (SONESSON et al., 2010).

O aproveitamento integral dos alimentos é a utilizacdo de um determinado alimento na
sua totalidade (CARVALHO, 2008; GONDIM et al, 2005). A populacéo, de uma forma geral,
ndo tem acesso as informacdes claras, desconhecem a forma adequada de preparo, nédo
aproveitam o maximo dos alimentos, gerando um desperdicio no consumo doméstico em
torno de 20% (GONDIM et al., 2005; IBGE, 2005). A utilizacdo dos alimentos de forma
integral minimizaria esse desperdicio, porém, a falta de habito em se utilizar partes “ndo
convencionais” dos alimentos, justamente devido a desinformacdo acerca dos principios
nutritivos presentes nas mesmas, gera o desperdicio de toneladas de recursos alimentares
(CARVALHO, 2008).

Os residuos que sdo gerados pelos setores agricolas e industrias de processamento de
frutas e hortalicas, quando ndo aproveitados, podem se tornar fontes de poluicdo, ja que os
grandes volumes produzidos sdo eliminados em locais inadequados (MARTINS; FARIAS,
2007; UCHOA et al., 2008). Estes residuos sdo, na sua maioria, constituidos por cascas,
carogos, sementes, ramas, bagacos etc, que embora largamente desperdicados, sao
importantes fontes de nutrientes (AYALA-ZAVALA et al., 2010; SCHIEBER et al., 2001;
SOUSA et al., 2011; SUN-WATERHOUSE et al., 2011), e poderiam ser aproveitados na
producéo de diferentes produtos (CAVALCANTI et al., 2010; GONDIM et al., 2005).
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3.3. FARINHA DE RESIDUO DE FRUTAS E HORTALICAS (FFH)

Pds alimenticios obtidos a partir de residuos de frutas e hortalicas processados estao
sendo cada vez mais utilizados pelas industrias de alimentos, atuando como uma alternativa
para 0 emprego destes novos ingredientes, enriquecendo o valor nutricional de alimentos
tradicionais e alcangando melhor qualidade na alimentacdo (PEREIRA, et al., 2003; UCHOA
et al., 2008). O uso de residuos na fabricacdo de farinhas, além de reduzir significativamente o
impacto a0 meio ambiente, diminuem os custos do processamento e de certas operacdes
(embalagem, transporte, armazenamento e conservacgéo - prolongando sua vida de prateleira)
e também agregam valor nutricional ao produto (ALVES; MACHADO; QUEIROGA, 2011;
COSTA etal., 2007; ZANATTA; SCHLABITZ; ETHUR, 2010).

Destas farinhas ou pos alimenticios sdo obtidos pées, biscoitos, massas, dentre outros
produtos de boa aceitacdo, consumidos por todas as faixas etarias (MAURO; SILVA;
FREITAS, 2010). Alves, Machado e Queiroga (2011) desenvolveram produtos de panificacdo
com farinha de caju elaborada a partir do pedinculo do fruto, garantindo excelente
aceitabilidade pelos provadores; Garmus et al. (2009) elaboraram biscoitos com diferentes
concentragOes de farinha de casca de batata, verificando um elevado teor de fibras no produto.
Mauro, Silva e Freitas (2010) prepararam cookies com farinha de talo de couve e farinha de
talo de espinafre, ambos ricos em fibra e com densidade caldrica inferior aos presentes no
mercado. Assim como exibem uma vasta aplicacdo tecnoldgica, estas farinhas também
apresentam variadas avalia¢Ges fisico-quimicas. A composi¢do centesimal € vista como fator
fundamental devido ao alto teor de carboidratos, fibras, vitaminas e minerais que possuem.
Aliar o aproveitamento dos residuos de frutas e hortalicas com a criacdo de novas preparacdes
gera uma alternativa viavel para a formulacdo de produtos com caracteristicas funcionais,
como farinhas (CAVALCANT]I, et al., 2010; FERREIRA et al., 2013).

Através do projeto “Desenvolvimento de produtos panificaveis a base de cascas,
sementes e farinhas de frutas visando a suplementacéo de fibras e dos metais cobre (Cu), ferro
(Fe) e zinco (Zn)”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (CEP-UNIRIO), foi elaborada uma bebida isotdnica a partir do
processamento integral de frutas e hortalicas (Martins et al., 2011), que resultou em elevada
quantidade de residuos vegetais. Desta forma, por meio do projeto “Aplicagdo funcional e
tecnologica de farinha de residuos de frutas e hortalicas (FFH)”, do Programa de Pds
Graduacdo em Alimentos e Nutricdo (PPGAN) da Universidade Federal do Estado do Rio de

Janeiro (UNIRIO), esses residuos gerados na bebida isotbnica foram transformados em
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farinha (FFH), para aplicagdo no desenvolvimento de produtos funcionais como biscoitos,
chocolates e barras de cereais (FERREIRA et al., 2013).

Em trabalho j& desenvolvido com a FFH (FERREIRA et al., 2013), foi determinada a
composi¢cdo centesimal da mesma através de analises fisico-quimicas (AOAC, 2000),
conforme mostra a tabela 1.

Tabela 1 - Composicédo centesimal da farinha de residuo de frutas e hortali¢as (FFH).

Determinacéo (%) FFH

Umidade 5,88 £ 0,49
Lipidios 5,09 £ 0,50
Proteina 9,52 + 1,68
Fibra bruta 21,52 +1,61
Residuo Mineral Fixo 4,93 +0,41
Carboidrato (Fracdo NIFEXT) 53,06

Fonte: FERREIRA et al. (2013).

Na FFH observa-se um elevado teor de proteina (9,52%) quando comparado ao valor
encontrado por Costa et al. (2007) em pos alimenticios obtidos da casca de abacaxi (3,27%) e
do bagaco de abacaxi (3,18%). O teor de proteina da FFH também foi superior aos teores de
proteinas em diversas cascas de frutas determinados por Gondim et al. (2005). Além disso,
apresenta valores semelhantes ao da farinha de trigo (Hemery et al., 2007).

O teor de fibra bruta também foi elevado (21,52%). De acordo com a Portaria n ° 27,
de 1998, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), um produto com 6% de
fibras é classificado como alto teor de fibras. Sendo assim, a FFH pode ser considerada um
produto com alto teor de fibras.

Em relacdo ao teor de carboidratos (53,06%), o valor foi superior ao determinado na
casca de tangerina (35%) por Gondim et al. (2005) e nas farinhas de talo de couve (43,14%) e
de talo de espinafre (27,14%) por Mauro, Silva e Freitas (2010). O alto teor de fibras e
carboidratos se deve aos principais componentes da FFH: as cascas e sementes, que Sao ricas
em amido, celulose, hemicelulose, lignina, pectina e outros biopolimeros (Ferreira et al.,
2013).

De forma similar, estes mesmos componentes foram os responsaveis pelo alto teor de
Residuo Mineral Fixo (4,93%). Comparando com a farinha de residuos de frutas regionais
(1,66%) de Cavalcanti et al. (2010) e as farinhas de bagaco de caju (1,78%), bagaco de goiaba

(2,14%) e casca de maracuja (2,52%) apresentadas por Uchoa et al. (2008), o teor de Residuo
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Mineral Fixo na FFH encontra-se entre duas a trés vezes maior. Nas ultimas décadas tornou-
se evidente que a seguranca alimentar e qualidade nutricional dos alimentos também
dependem da forma quimica na qual um elemento estd presente nos mesmos (EBDON et al.,

2001). Por isso, torna-se necessario o conhecimento das espécies quimicas nos alimentos.

3.4. OS MINERAIS E SUA BIODISPONIBILIDADE

Os minerais representam uma grande classe de micronutrientes encontrados no corpo e
nos alimentos (ANDERSON, 2005), que sdo divididos em dois grupos: macrominerais e
elementos traco. O primeiro grupo é constituido por: K, Na, Ca, Mg, Cl, P, S e C, principais
formadores de sais. Entre os elementos traco, que geralmente estdo presentes em quantidades
inferiores a 50 partes por milhdo (ppm), podem ser encontrados elementos nutricionalmente
essenciais (Fe, Cu, I, Co, Mn, Zn, Cr, Ni, Si, F, Mo e SE), elementos ndo nutritivos e ndo
toxicos (Al, B, Sn) e elementos ndo nutritivos e toxicos (Hg, Pb, As, Cd and Sb) (DEMAN,
1999).

O valor nutricional de um alimento contendo um dado mineral depende néo s6 do seu
teor total, mas também da sua biodisponibilidade para os seres humanos (RUZIK, 2012). A
biodisponibilidade é o termo utilizado para indicar a proporcdo dos elementos que Ssao
absorvidos e utilizados pelo organismo (SANTOS et al., 2004). Reis (2003) explica que os
processos de absorcdo dos micronutrientes sdo complexos e incluem varias fungbes, como
osmose, filtracdo, difusdo, participacao ativa e seletiva das células das vilosidades intestinais.
Existem diversas interacdes quimicas entre os minerais que incluem absor¢do e formacéo de
complexos, com influéncia na biodisponibilidade (COZZOLINO, 1997). Podem-se citar como
exemplo, agentes sinergistas que intensificam a mobilidade do elemento e facilitam sua
absorcdo e os agentes antagonistas, que limitam esta mobilidade através da formacdo de
compostos pouco sollveis e da competicdo por receptores envolvidos nos processos de
absorcéo, transporte e armazenamento (SILVA, 1985).

O cobre é um elemento traco essencial que esta envolvido em uma série de reacdes de
oxi-reducdo, e, em solugéo, ocorre sob dois estados de oxidacdo, Cu** e Cu *2 E um elemento
essencial para o metabolismo do ferro e para o transporte de oxigénio e age na formacgédo da
elastina e do colageno dsseo. A recomendacdo da ingestdo didria deste elemento para um
homem adulto € de 0,8 a 0,9 mg/dia. A absorcéo do cobre sob a forma de compostos sollveis
ocorre em nivel intestinal. Compostos muito soltveis, como nitratos e sulfatos de cobre sédo

prontamente absorvidos; ja compostos como 0xido de cobre, pouco sollvel, tem sua absorcao
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diminuida. Certos aminoacidos e proteinas atuam como agentes sinergistas na absor¢do deste
elemento. O mecanismo de transporte ativo é predominante quando a ingestdo do cobre é
baixa; j& com o aumento deste na dieta, sua absorcdo ocorre por difusdo passiva
(ANDERSON, 2005; BARAN, 1995; SHILS; OLSON; SHIKE, 1994).

O zinco esté presente em diversas metaloenzimas e véarias enzimas sdo ativadas pelo
fon deste elemento. Atua na estabilidade dos constituintes da estrutura celular e das
membranas. O zinco participa das reacdes de sintese e degradacdo dos carboidratos, lipidios,
proteinas e &cidos nucleicos. Sua necessidade diaria recomendada é de 11 mg/dia para um
homem adulto. E absorvido ao longo do intestino delgado por transporte ativo. Sua
disponibilidade sera influenciada pela presenca de substancias que alterem a solubilidade e
disponibilidade nos sitios de absorcdo. Em solucdo aquosa, a eficiéncia de sua absorcdo € na
faixa de 60 — 70%; em dietas sélidas esta mobilidade diminui, interferindo no processo de
absorcdo (ANDERSON, 2005; BARAN, 1995; SHILS; OLSON; SHIKE, 1994).

O antagonismo entre cobre e zinco tem sido considerado um excelente exemplo de
interacbes bioldgicas competitivas entre metais com propriedades fisicas e quimicas
semelhantes (BREMNER; BEATTIE, 1995). O fornecimento de cobre em excesso pode
afetar o metabolismo hepatico de zinco em algumas espécies, mas ndo ha nenhuma evidéncia
consistente de que a absor¢édo de zinco é seriamente afetada (BLALOCK; DUNN; COUSINS,
1988; HALL; YOUNG; BREMNER, 1979). Cobre e zinco ocupam uma parte semelhante da
tabela periédica. Os fons Zn*? e Cu** sdo isoeletronicos e possuem raio idnico similar. Ambos
0s metais podem se quelar com 0-, S-, ou N-, mas nem sempre com a mesma disposicao
estereoquimica. No entanto, ao contrério do zinco, que ocorre em apenas um estado de
valéncia, cobre pode ocorrer em dois, como Cu** e Cu*? podendo ainda ocorrer em Cu*?
(BREMNER; BEATTIE, 1995).

Assim como o cobre, o ferro € um elemento que participa das reacGes de oxi-reducao.
E altamente reativo, podendo interagir com o Oxigénio, formando compostos intermediarios
com o potencial de danificar membranas celulares e DNA. O ferro da dieta estd presente na
forma de ferro heme e ndo-heme. O ferro heme representa de 5 a 10% do ferro da dieta. A
principal diferenca entre eles esta no processo de absor¢édo: a absor¢édo do ferro heme pode ser
de até 25%, comparada com 5% do ferro ndo-heme. O ferro ndo-heme deve estar presente na
forma soltvel para que seja absorvido. Com esse proposito, é ionizado pelo suco gastrico,
reduzido ao estado ferroso e quelado com substancias solubilizantes, tais como o &cido
ascorbico. O ferro pode ocorrer em sete estados de oxidacao: O, I, Il, II1, IV, V e VI, sendo 0s

mais comuns Fe*? e Fe*3. O fon ferroso é significativamente mais solivel em pH 7,0 e sendo
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assim, no duodeno, fica disponivel para a absor¢cdo (ANDERSON, 2005; COUTINHO, 1981,
COZZOLINO, 1997; DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 1998; LEHNINGER;
NELSON; COX, 1998). A absorcdo desse mineral depende de varios fatores como: 0s
estoques corporais, contetdo fornecido pela dieta, fonte alimentar, além de receber influéncia
dos outros alimentos ingeridos na mesma refeicdo (ANDERSON, 2005; COZZOLINO, 1997;
DUTRA DE OLIVEIRA; MARCHINI, 1998). A recomendacdo da ingestdo diaria para ferro
é de 8 mg/dia para homens adultos e 18 mg/dia para mulheres adultas (ANDERSON, 2005).

A interagdo entre ferro e zinco pode ocorrer tanto com o aumento do ferro interferindo
na biodisponibilidade de zinco como em sentido contrario (YADRICK; KENNEY;
WINTERFELDT, 1989). Em um estudo realizado por Pedrosa e Cozzolino (2003), foi
demonstrado que o aumento da concentracdo de ferro na dieta interferiu negativamente no
aproveitamento do zinco. Por outro lado, o excesso de zinco obteve efeito na utilizacdo do
ferro (YADRICK; KENNEY; WINTERFELDT, 1989).

O manganés pode ocorrer em seis estados de oxidacdo: O, II, I11, 1V, VI e VII. Nos
sistemas bioldgicos é encontrado principalmente sob as formas I, 11l e IV, onde as espécies
Mn*? e Mn** s3o estaveis e 0 Mn*? é instavel. Acumulado nas mitocdndrias, 0 manganés atua
como cofator de enzimas respiratorias. Por sua similaridade com o Mn*2 o Mn** pode
participar de reagdes que envolvam o Mn*?, mas por sua abundancia, o Mn*? §é
preferencialmente utilizado pelo organismo. A ingestdo diaria recomendada é de 2 — 3 mg/dia.
Sua absorcdo é feita ao longo do intestino delgado, com uma eficiéncia de 5% do ingerido e
pode ocorrer tanto por mecanismo ativo ou difusdo passiva (ANDERSON, 2005; BARAN,
1995; SHILS; OLSON; SHIKE, 1994). Um fator importante € a competicdo entre manganés e
ferro, pois 0 manganés compete pelos mesmos sitios de absor¢do do ferro (ANDERSON,
2005; ASCHNER; VRANA; ZHENG, 1999).

O magnésio € um macromineral e o segundo maior cation intracelular mais abundante
no corpo. Cerca de metade do magnésio no plasma é livre, aproximadamente um terco esta
ligado a albumina e o restante esta ligado a citrato, fosfato ou outros &nions. Participa de
reacdes enzimaticas para estabilidade da estrutura do ATP, atua na sintese de acidos graxos e
proteinas e fosforilacdo da glicose e desempenha um papel na transmissdo de atividade
neuromuscular juntamente com o calcio. O magnésio pode ocorrer nos estados de oxidacao
Mg*! e Mg*. Sua recomendacéo de ingestdo diéria é de 400 mg/dia para um homem adulto.
O magnésio pode ser absorvido ao longo de toda a extensdo do intestino delgado, mas a maior
parte da absorcdo ocorre no jejuno por difusdo simples e difusdo facilitada (ANDERSON,

2005; BARAN, 1995). Uma das intera¢cdes mais importantes para 0 magnesio ocorre com 0
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calcio. Acredita-se que esta interacdo ndo tenha uma significancia maior para o ser humano.
Entretanto, com a recomendacdo da suplementacdo de célcio numa dieta limitrofe ou baixa
em magneésio, este efeito podera ser relevante e deve ser mais pesquisado (COUZY et al.,
1993).

Os elementos quimicos estdo presentes nos alimentos em diversas formas quimicas
chamadas de espécies, podendo ser encontradas como complexos ou ions livres. Como 0s
alimentos sdo matrizes complexas e muitas espécies minerais sao transientes, o isolamento e a
caracterizacdo destas espécies nos alimentos sdo muito dificeis. Por isso, a compreensdo sobre
as formas quimicas exatas dos minerais se faz necessaria (FENNEMA; PARKIN;
DAMODARAN, 2010).

3.5. ESPECIACAO QUIMICA

3.5.1. A especiacdo quimica e os procedimentos de extracao

A especiacdo quimica, segundo Ure (1991) é definida como "o processo de
identificagdo e quantificacdo das diferentes formas ou fases em que um elemento esta presente
em um material™ ou como "a descricdo das quantidades, tipos de espécies, formas ou fases
presentes em um material”. Estudos mais recentes definem a especiacdo quimica como a
determinacdo da concentracdo das diferentes formas quimicas de um mesmo elemento em
uma matriz, sendo que estas espécies, juntas, constituem a concentracao total do elemento. O
objetivo fundamental da especiacdo quimica é identificar e quantificar as varias formas de um
elemento alvo em uma amostra (BARRA et al., 2000; SANZ-MEDEL, 1998).

Ao longo dos ultimos 20 anos, os estudos de especiacdo quimica vém apresentando
grande relevancia, levando ao desenvolvimento de diversos métodos de analise utilizados nas
areas de salde, controle de qualidade dos alimentos e meio ambiente. S0 muitos os estudos
relacionados a deposicdo de metais nos solos e aguas, que, sob formas quimicas reativas,
alteram o ecossistema e provocam efeitos adversos sobre a saude, o que tém atraido a atengédo
da comunidade cientifica (GARCIA-BARRERA et al., 2012; GLEYZES; TELLIER;
ASTRUC, 2002; JAIN, 2004; YAO; GAO, 2007).

Procedimentos de extracdo simples e sequencial sdo amplamente utilizados para a
investigacao de solos, dguas, sedimentos e, muito importante, mas pouco citado, os alimentos,

fornecendo informacdes sobre a mobilidade e disponibilidade de metais e outros elementos.
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Valores das concentragdes totais dos metais mostram-se insuficientes para serem avaliados,
sendo assim, extracdes simples podem ser usadas para estimar a fracdo do elemento que é
potencialmente movel (BACON; DAVIDSON, 2008; GLEYZES; TELLIER; ASTRUC,
2002). Um dunico reagente de extracdo (normalmente um ligante, acido ou sal diluido) é
utilizado para tratar a amostra e a medicdo ¢ feita sobre a quantidade de elementos que sdo
liberados da matriz de interesse (RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008).

Na extracdo sequencial, uma visdo mais detalhada sobre as propriedades e o
comportamento dos elementos pode ser alcancada. Reagentes com propriedades quimicas
diferentes sdo aplicados, de modo que os elementos possam ser lixiviados por variados
mecanismos, por exemplo, de acidificacdo ou de complexacdo (ABOLLINO, et al., 2011;
RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008). Isso resulta em um processo que é mais
demorado do que a extracdo simples, mas que proporciona a separacdo dos conteudos totais
dos elementos em fracdes com diferentes disponibilidades, pois enquanto a primeira fracao é
bastante instavel e, portanto, facilmente disponivel para absor¢do, a ultima fracdo do elemento
¢ caracterizada pela sua mobilidade reduzida (ABOLLINO, et al.,, 2011; BACON;
DAVIDSON, 2008; RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008).

Sao varios os fatores que interferem na disponibilidade dos minerais: a especiacao, a
ligagdo molecular, a matriz alimentar, fatores relacionados aos individuos ou até mesmo
atenuadores de absor¢do e bioconversdo. A mobilidade e disponibilidade dos metais
dependem da reatividade e do comportamento das ligagbes dos elementos quimicos com 0s
componentes da matriz, tornando importante a determinacdo da exatidao e precisdo de cada
matriz do alimento separadamente (BACON; DAVIDSON, 2008; KHOUZAM et al., 2012;
RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008).

3.5.2. Especiacdo quimica por extracao sequencial

A extracdo sequencial consiste no uso de uma série de extratores com naturezas
quimicas distintas que serdo aplicados de forma progressiva, como a agua, um extrator fraco,
até um acido concentrado, um extrator forte. A maioria dos esquemas de extracao sequencial
incluem diferentes grupos de extratores: extratores com propriedades de troca ibnica;
extratores com propriedades de dissolucdo de carbonatos; extratores com propriedades de
reducdo acida; extratores que enfraquecem a ligacdo do metal com compostos organicos e
sulfetos e extratores que promovem a dissolucdo dos silicatos e dos minerais (ANDRADE;

TAKASE, 2005; RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008).
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O crescimento do interesse pela extracdo sequencial pode ser justificado pelas obras
classicas de Tessier, Campbell e Bisson (1979). Eles usaram uma extracdo de cinco estagios,
ou seja, cinco extratores para fracionar cadmio, cobalto, cobre, ferro, chumbo, niquel,
manganés e zinco em sedimentos de rios contendo baixos niveis de elementos potencialmente
toxicos. Estes estagios eram: metais de troca (fracdo trocével); extratores ligados a:
carbonatos (fragdo carbonavel); a dxidos de ferro e manganés (fracdo redutivel/oxidica); a
compostos organicos e sulfetos (fracdo oxidavel/organica e sulfidrica) e, por ultimo,
extratores residuais. Os extratores utilizados foram escolhidos com base na capacidade de
remover substancias especificas, no caso, em sedimentos (BACON; DAVIDSON, 2008;
TESSIER; CAMPBELL,; BISSON, 1979).

Existem ainda na literatura outros métodos de extracdo sequencial, cujo critério
adotado € especifico para a matriz examinada, perfil envolvido, metais de interesse, etc.
Dentre os procedimentos de extracdo sequencial, os mais utilizados sdo os de Kersten e
Forstner (1986) e de Tessier, Campbell e Bisson (1979). Na tabela 2 sdo apresentados o0s tipos

de extratores que podem ser utilizados para matrizes sélidas e suas respectivas fracoes.
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Tabela 2 — Extratores utilizados para matrizes sélidas e suas respectivas fracdes.

Fracdo Extrator Referéncia
MgCl, Tessier et al. (1979)
Trocavel NH4Ac / CaCl, Ker_sten e Forstner (1986) / Hir_ner et al. (1990)
KNO; Miller e McFee (1983) / Sposito et al. (1982)
Mg(NO3), Shuman e Hargrove (1985)
NaOAc e HAc Tessier et al. (1979)
Carbonécea NaAc e HAc Kersten e Forstner (1986)
EDTA Miller e McFee (1983)
HNO; Sposito et al. (1982)

Oxidica (6xidos de Fe e Mn)

NH,OH.HCIl e HAc (Fe e Mn)

Tessier et al. (1979) / Shuman e Hargrove (1985)

NH,OH.HCI e HNO; (Mn)

Kersten e Forstner (1986) / Miller e McFee (1983)

Tampao de oxalato (Fe)

Kersten e Forstner (1986)

NaHCO; e N,S,0, (Fe cristalino)

Miller e McFee (1983)

(NH4),04 (Fe)

Shuman e Hargrove (1985)

Tampdo de Oxalato e Acido Ascobico (Fe cristalino)

Shuman e Hargrove (1985)

HzOz/ HNO3/ NHsAC

Tessier et al.(1979) / Kersten e Forstner (1986)

Na,P,0, Miller e McFee (1983)
Organica NaOClI Shuman e Hargrove (1985)
EDTA Sposito et al. (1982)
CsHe/CH;0H Hirner et al. (1990)
sulfidrica H,0,/ HNO3;/ NH,Ac Tes_sier et al. (1979) / Kersten e_Forstner (1986)
HNO; Miller e McFee (1983) / Sposito et al. (1982)
HF e HCIO, Tessier et al. (1979) / Kersten e Forstner (1986)
Residual HF / HCIO,/ HNO; Ker§ten e Forstner (1986)
HNO;/ H,0, Miller e McFee (1983)
HCI / HF / HNO; Schuman e Hargrove (1985)
Solavel em agua H,O Miller e Mcfee (1983) / Hirner et al. (1990)
SolGvel em acidos hiimicos e flavicos CsHg/ CH;0H / KOH Hirner et al. (1990)
Matriz mineral facilmente soltvel HCI Hirner et al. (1990)
Matriz mineral pouco sollvel HF Hirner et al. (1990)
Organica insoltvel HCI/ HCIO,/ HNO; Hirner et al. (1990)
Sorvida NaOH Sposito et al. (1982)

Fonte: Adaptado de Das et al. (1995).
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Para entender os mecanismos envolvidos entre os elementos quimicos e 0s extratores,
como por exemplo, a mobilidade e disponibilidade desses elementos, é necessario conhecer

cada fase correspondente ao extrator da extracao sequencial.

3.5.2.1. Fracéo trocavel

Esta fracdo inclui metais fracamente adsorvidos, retidos na superficie solida por
interacdes eletrostaticas relativamente fracas, metais que podem ser liberados através de
processos de troca idnica. Mudancas na composicao ionica influenciam reacgdes de adsorcao-
desorcdo, ou através da reducdo do pH, podendo causar a remobilizagcdo de metais a partir
desta fracdo (AHNSTROM; PARKER, 2001; ARUNACHALAM et al., 1996;
KRISHNAMURTI et al., 1995; NARWAL,; SINGH; SALBU, 1999).

Os reagentes utilizados para esta finalidade sdo sais de acidos fortes, bases ou sais de
acidos fracos e bases a pH 7,0. Assim, alguns sais como MgCl,, CaCl,, KNO3; ou mesmo
NH4OAc, sdo normalmente escolhidos para extrair metais, por deslocamento dos sitios de
adsorcdo (URE; DAVIDSON, 2001; BORDAS; BOURG, 1998). Estes reagentes ndao atacam
matéria organica, silicatos ou sulfetos metalicos, porém pode ocorrer uma ligeira dissolucdo
dos carbonatos, exceto quando o tempo de extracdo é curto (GLEYZES; TELLIER,;
ASTRUC, 2002; TESSIER; CAMPBELL; BISSON, 1979).

O extrator mais popular é o MgCl, 1 mol/l, que combina a forte capacidade do Mg*?
com a fraca complexacdo do CI". Entretanto, Ca*™ tem sido mais eficaz que o Mg™ na
remocdo dos ions relacionados a fracdo trocavel (GLEYZES; TELLIER; ASTRUC, 2002;
TESSIER; CAMPBELL,; BISSON, 1979).

3.5.2.2. Fracdo ligada a carbonatos/ Soltuvel em acido/ Carbonacea

Esta fracdo é ligada por forcas covalentes, e por isso ndo ha um facil deslocamento dos
metais como na fragdo anterior. Os metais sao precipitados ou coprecipitados com carbonatos,
que podem ser um importante adsorvente para muitos metais quando a matéria organica e 0s
oxidos de ferro e manganés sdo menos abundantes (RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ
SANCHEZ, 2008; STONE; MARSALEK, 1996).

Esta fase é suscetivel a mudancas de pH, pelo uso de um acido moderado. O uso de
solugdes-tampéo, em pH = 5,0 tém sido muito utilizadas nessa fase, como por exemplo, 0

tampéo Acido Acético / Acetato de Sodio ou Acido Acético / Acetato de Aménio em pH =
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5,0 permitindo que ocorra a liberagcdo dos metais presentes em substratos organicos e
inorganicos (AHNSTROM; PARKER, 2001; LI et al., 2001; TESSIER; BISSON;
CAMPBELL, 1979).

A reducdo do pH 7,0 (da fase trocavel) para pH 5,0 nesta fase permite liberar os
restantes dos ions adsorvidos, mais especificamente, elementos-traco que nao foram extraidos
na fracdo anterior. Altas proporcdes de manganés sdo encontradas nos extratos de Acido
acético / Acetato de sodio (TESSIER; BISSON; CAMPBELL, 1979).

3.5.2.3. Fracgdo Redutivel/ Oxidica

A fracdo redutivel ou também chamada de oxidica consiste em dissolver éxidos e
hidroxidos de ferro e manganés. A extracdo desses Oxidos secundarios, presentes como
camadas superficiais de minerais ou como particulas bem discretas podem ocorrer pelos
seguintes mecanismos ou combinacdo dos mesmos: adsorc¢do; troca i0nica; formagdo de
complexo superficial; coprecipitacdo e penetracdo no reticulo cristalino (HALL et al., 1996).

A fracdo redutivel pode ser dividida em trés: fracdo facilmente redutivel (6xidos de
manganés); fracdo moderadamente redutivel (6xidos de ferro amorfos); e fracdo pobremente
redutivel (6xidos de ferro cristalinos). Até hoje esta classificacdo é discutida em alguns
esquemas de extracdo sequencial (KRISHNAMURTI et al., 1995).

O controle do potencial de reducdo e pH dos reagentes nesta fracdo pode dissolver
algumas ou todas as fases dos oOxidos e hidroxidos de ferro e manganés (GLEYZES;
TELLIER; ASTRUC, 2002).

3.5.2.4. Fracdo Oxidavel/ Orgéanica e Sulfidrica

Nesta fracdo ocorre degradacdo da matéria organica, em condi¢des oxidantes, podendo
levar a uma liberagdo de metais solUveis ligados a esses componentes. Os metais ligados a
sulfetos também podem ser extraidos durante esta fase (MARIN et al., 1997).

Os oxidantes mais comuns sdo perdxido de hidrogénio em acido moderado, NaOCIl em
pH = 9,5, Nas,P,07; em pH = 9,5, e K4P,O7. Em geral, o peroxido de hidrogénio aquecido é o
reagente mais usado para dissolver a matéria organica, pois provoca um ataque efetivo na
mesma e produz uma alteragdo minima nos silicatos. Talvez a mais importante desvantagem

fornecida por este reagente é a readsor¢do de metais na fracdo residual, o que requer uma
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extracdo adicional com acetato de aménio em pH =2 (FERREIRA; SANTANA, 2012;
HOWARD; VANDENBRINK, 1999; SUTHERLAND et al., 2000)

A combinacdo H,O,/NH,OAc, onde a adicdo de NH;OAc previne a readsor¢do dos
metais extraidos, tem sido adotada em muitos esquemas para extrair metais associados com
matéria organica e sulfetos (KRISHNAMURTI et al., 1995).

3.5.25. Fracdo Residual

A extracdo dos metais nesta fracdo ocorre através da digestdo com acidos fortes, como
HF, HCIO,4, HCI e HNOs. A quantidade de metais associados a esta fracdo é também avaliado
por alguns autores como a diferenca entre a concentracao total e o somatorio das fracdes de
metais extraidos durante as etapas anteriores (BOMBACH; PIERRA; KLEMM, 1994,
CHLOPECKA et al., 1996; TESSIER; BISSON; CAMPBELL, 1979).

Diversos reagentes utilizados em procedimentos de extracdo sequencial tém vantagens
e desvantagens e ndo ha um reagente ou protocolo ideais para o uso geral no caso dos
alimentos. Portanto, a escolha do processo deve estar relacionada com um objetivo definido,
tendo em conta a natureza da amostra (RUZIK, 2012). E importante ressaltar que, apds a
escolha do procedimento de extracdo sequencial, apenas as espécies sollveis conseguem ser
extraidas, o que retoma as condi¢des de biodisponibilidade de cada elemento (BOUYSSIERE
et al., 2003).

3.5.3. Extracéo sequencial em alimentos

A verificacdo das concentracdes dos elementos traco, toxicos e dagqueles considerados
nutrientes essenciais nos alimentos é realizada em muitos paises de forma rotineira. Nas
Gltimas duas décadas tem sido mostrado que a seguranca alimentar e qualidade nutricional dos
alimentos também dependem da forma quimica na qual um elemento estd presente nos
mesmos, ja que a biodisponibilidade, a atividade benéfica e toxicidade dos minerais nos
alimentos sdo em funcdo da concentracdo do metal, do seu estado de oxidacdo e da forma
guimica em que 0 mesmo se encontra na amostra (EBDON et al., 2001).

O numero de trabalhos sobre especiagdo quimica em alimentos tem aumentado
significativamente e atingiu uma taxa de 90 artigos por ano, porém, somente alguns elementos
sdo amplamente estudados (como Arsénio, Selénio e Mercurio), enquanto outros ndo atraem a

atencdo de pesquisadores. Elementos como: Co, I, Mn, Fe, Zn, Cu e Mo tém recebido pouca
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atencdo até agora (Figura 1) devido as suas baixas concentracBes nos alimentos,
comportamento quimico complexo e instabilidade das espécies, tornando-se um desafio para a
quimica (RUZIK, 2012).
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Figura 1 — Evolugdo do numero de artigos publicados sobre especia¢do quimica
em alimentos de 1995 a 2011.
Fonte: Adaptado de Ruzik (2012).

A analise por extracdo sequencial em alimentos deve apresentar certos cuidados, pois
cada género alimenticio possui uma matriz quimica diferente e requer um controle especial de
interferéncias. Os complexos de minerais que sdo formados com nutrientes presentes na
matriz dos alimentos, principalmente aqueles formados com metais labeis, perdem sua
estabilidade com a mudanca de estado de oxidacao, hidrélise, metilacdo e com a acdo de
microorganismos (CERVERA; MONTORO, 1994; RAYMAN, 2004; SCHRAUZER, 2006).

A extracdo sequencial deve ser realizada para separar os elementos da matriz sem
perdas e sem alterar a forma original dos mesmos, porém, extra¢cBes a partir de amostras
solidas que ndo geram perdas ou contaminacdo e sem alteracBes para as espécies sdo
extremamente dificeis. E necessario que tenha uma recuperagio adequada dessas amostras
(ataque com acido forte) e preservacdo da espécie (QUEVAUVILLER; MAIER; GRIEPNK,
1996).

30



A escolha da técnica para extragdo deve ter algumas consideragdes: as propriedades
quimicas das substancias que serdo analisadas, suas formas quimicas, a matriz e a técnica de
aplicacdo (RUZIK, 2012). Dependendo da matriz da amostra a ser analisada e os elementos
de interesse, a extracdo, dissolucdo, lixiviagdo ou extracdo soélido-liquido podem ser
realizadas para o isolamento das espécies, desde que o procedimento as preserve
(BOUYSSIERE et al., 2003).

Os extratores utilizados para a extracdo sequencial em alimentos podem ser diversos,
assim como as técnicas utilizadas para a determinacdo de metais. Dentre elas, destacam-se: a
Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Chama (FAAS), a Espectrometria de Absorgédo
Atémica com Atomizacdo Eletrotérmica (ETAAS) ou com Forno de Grafite (GFAAS), a
Espectrometria de Absorcdo Atémica com geracao de Hidretos (HGAAS) ou com Vapor Frio
(CVAAS), a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma acoplado Indutivamente (ICP-
OES) e a Espectrometria de Massas com Plasma Induzido (ICP-MS) (CAMPOS;
GRINBERG, 2001; KOT; NAMIES'NIK, 2000).

De todas as técnicas analiticas utilizadas para detec¢do, o ICP-MS é considerada a
técnica com detector mais sensivel para a especiacdo e analise simultdnea de diversos
elementos. Entretanto, seu alto custo faz com que a FAAS seja considerada a técnica de maior
potencial de uso em analises, onde o custo, alta reprodutibilidade e resultados confiaveis
tornam-se fatores determinantes para a escolha deste método (CAMPQOS; GRINBERG, 2001).

Andrade, Teodoro e Takase (2005) analisaram amostras de hortalicas dos tipos A e B
quanto ao teor total de zinco através de Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama
(FAAS), e 0 método de extracdo sequiencial foi aplicado com os seguintes extratores: solugdo
de CaCl, 1M; solucdo de acido acético 0,1M; solucdo de acido acético 0,5M / acetato de
amonio 5% (pH=5,0); solucdo de NaOH 0,1M e solucdo de HCI 0,5M. Foram encontradas, no
minimo, 6 espécies quimicas distintas para 0 zinco nestas amostras (ANDRADE;
TEODORO; TAKASE, 2005).

Silva et al. (2010) avaliaram o teor e a biodisponibilidade de ferro, manganés e zinco
em extratos da casca do fruto e das folhas de Caesalpinia ferrea Martius também utilizando a
FAAS. Os extratores utilizados na extracdo sequencial foram: NaOH 0,05 mol/l, tampéo Tris-
HCI 0,05 mol/l (pH= 8) em dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% (p/v), HCI 0,05 mol/l e agua
quente (60 °C). A casca do fruto e as folhas apresentaram niveis altos de ferro e manganés. O
ferro apresentou melhor biodisponibilidade na casca do fruto e nas folhas. Manganés e zinco

se mostraram mais biodisponiveis nas folhas.
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Sao poucos os estudos relacionados a especia¢do quimica nos alimentos e por isso é de
grande interesse expandir estas analises para esta area, uma vez que a especiacao de metais ja
estd amplamente reconhecida em analises bioldgicas e ambientais (DAS et al., 1995). Desta
forma, a informacdo sobre a especiacdo de elementos em alimentos é de suma importancia
para estudos de nutri¢do e saide humana (KHOUZAM et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. PREPARO DA FARINHA DE RESIDUO DE FRUTAS E HORTALICAS (FFH)

4.1.1. Amostras de frutas e hortalicas

As frutas utilizadas foram: laranja seleta (Citrus sinensis), maracuja (Passiflora edulis)
e melancia (Citrullus lanatus). As hortalicas utilizadas foram: abobrinha (Cucurbita pepo),
alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), espinafre (Spinacea oleracea), hortelda
(Mentha s.p.), inhame (Colocasia esculenta), pepino (Cucumis sativus) e rucula (Eruca
sativa). Todas as amostras foram adquiridas em um supermercado no bairro de Botafogo, Rio
de Janeiro, e transportadas ao laboratério para uso imediato. As frutas e hortalicas foram
lavadas em &gua corrente e, apds, sanitizadas com Hipoclorito de sddio 200 ppm por 30

minutos. Em seguida, foram lavadas novamente em agua corrente.

4.1.2. Preparo da FFH

Todas as frutas e hortalicas foram utilizadas de forma integral (incluindo talos,
sementes, bagacos, cascas, etc.). ApOs sanitizacdo, foram fracionadas, pesadas em balanca
analitica (Edutec, 02001002, Brasil) e processadas em uma centrifuga juicer (Vicini, VCC
7000, Brasil), originando a bebida isoténica segundo Martins et al. (2011).

O residuo produzido a partir do processamento da bebida isotonica foi imediatamente
seco em estufa ventilada (Marconi, MAQ35, Brasil) a 65 °C por 6 horas. Apds, este foi
triturado em um processador de alimentos (Philips Wallita, Rl 2035, Brasil) e levado
novamente para estufa ventilada a 90°C, de acordo com o descrito por Ferreira et al. (2013).

Ap0s todo o processo, a FFH foi pesada e armazenada em embalagens de aluminio
assépticas e seladas selador (Imap, FM 3060, Brasil). A granulometria da FFH foi realizada
por peneiragdo de 100g da amostra durante 10 minutos num agitador de peneira com abertura
de malha 40 — 170 “mesh Tyler”, apresentando um tamanho maximo de particula de 75 pm. A
FFH utilizada neste trabalho foi produzida em dois lotes diferentes, caracterizados pela data

de compra das matérias primas, distantes entre si em 30 dias
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Todos os utensilios utilizados neste processo (facas, tabuleiros, recipientes, tdbuas) e,
inclusive, os utensilios da centrifuga juicer também foram sanitizados com a solucdo de
Hipoclorito de sddio 200 ppm por 30 minutos e lavados posteriormente com agua corrente.

A Figura 2 apresenta o fluxograma de producédo da FFH.
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Figura 2. Fluxograma de produc¢do da FFH.
Fonte: Ferreira et al. (2013).
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4.2. DETERMINACAO DOS METAIS

4.2.1. Garantia de qualidade analitica

Todos os equipamentos foram devidamente calibrados conforme as especificacdes do
fabricante e todas as vidrarias e acessorios de laboratdrio foram lavados com agua destilada
antes de realizar as andlises. Os tubos falcon (polipropileno, 50 ml) utilizados na
determinacdo dos teores totais dos metais e dos extratos obtidos pelo processo de extracdo
sequencial foram descontaminados em banho de Acido nitrico 10% por, no minimo, 48 horas
(FLORENCE, 1982; FUKAI; HUYNH-NGOC, 1975).

As andlises de determinacdo dos teores totais e dos extratos obtidos pelo processo de
extracdo sequencial de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn, foram feitas em triplicata e a leitura desses
metais realizadas em Espectrometro de Absor¢do Atémica em Chama (Perkin-Elmer, 3300,
USA).

4.2.2. Determinacéo do teor total dos metais

Para a determinacéo do teor total de Cu, Mn e Zn, foram pesados aproximadamente 2g
de FFH em cadinhos com balanca analitica (Edutec, 02001002, Brasil) para posterior
calcinacdo em mufla (Magnus, 01200-5, Brasil) a 550 °C. As cinzas obtidas foram dissolvidas
com &cido cloridrico PA em volume proporcional para preparacdo de 15 ml de solucéo a 2M
(método 304/1V) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A solucéo obtida foi transferida para
tubos falcon (polipropileno, 50 ml) descontaminados, sendo armazenados em geladeira a 4°C
até o momento da leitura. A leitura foi realizada em espectrometro de absorcdo atbmica em
chama.

No caso dos metais Fe e Mg, o procedimento realizado foi 0 mesmo, porém com
aproximadamente 0,59 de amostra e a dissolugdo das cinzas foi realizada com &cido cloridrico
PA em volume proporcional para preparacdo de 15 ml de solucdo a 0,5M, de modo a evitar

interferéncia na analise.
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4.2.3. Determinacdo dos metais cobre, manganés e zinco por processo de

extracao sequencial

Para realizacdo da extracdo sequencial de Cu, Mn e Zn, foram pesados
aproximadamente 1g de FFH em balanca analitica (Edutec, 02001002, Brasil) nos tubos
falcon e a extragéo sequencial foi aplicada em 4 etapas, seguindo padrdo estabelecido por
Andrade, Alves e Takase (2005):

12 etapa — Fracdo trocavel — Adicdo de 15 ml do 1° extrator (CaCl, 1M) na amostra de
FFH. Apos 1 hora de contato do extrator com a amostra, a mesma foi filtrada em papel de
filtro e o extrato obtido foi completo com HCI 2M até o volume de 15 ml, sendo armazenado
em geladeira a 4°C até o momento da leitura. Foi feito o branco dos extratos: CaCl, 1M
(correspondente ao volume de filtracdo da amostra) + HCI 2M até completar o volume de 15
ml.

2% etapa — Fracdo carbonacea — No residuo obtido ap6s o 1° extrator foi adicionado,
em sequéncia, 15 ml do 2° extrator (Acido Acético 0,1M / Acetato de aménio 5% em pH 5,0)
na mesma amostra de FFH. Apos 1 hora de contato do extrator com a amostra, a mesma foi
filtrada em papel de filtro e o extrato obtido foi completo com HCI 2M até o volume de 15 ml,
sendo armazenado em geladeira a 4°C até o momento da leitura. Foi feito o branco dos
extratos: Acido Acético 0,1M / Acetato de amdnio 5% em pH 5,0 (correspondente ao volume
de filtracdo da amostra) + HCI 2M até completar o volume de 15 ml.

3% etapa — Fragdo oxidica — Na sequéncia, como descrito acima, foi adicionado 15 ml
do 3° extrator (Acido Acético 0,5M). Ap6s 1 hora de contato do extrator com a amostra, a
mesma foi filtrada em papel de filtro e o extrato obtido foi completo com HCI 2M até o
volume de 15 ml, sendo armazenado em geladeira a 4°C até o momento da leitura. Foi feito o
branco dos extratos: Acido Acético 0,5M (correspondente ao volume de filtragio da amostra)
+ HCI 2M até completar o volume de 15 ml.

4% etapa — Fracdo organica — Em seguida, foi adicionado 15 ml do 4° extrator (HCI
0,5M) na mesma amostra de FFH. Apos 1 hora de contato do extrator com a amostra, a
mesma foi filtrada em papel de filtro e o extrato obtido foi completo com HCI 2M até o
volume de 15 ml, sendo armazenado em geladeira a 4°C até o0 momento da leitura. Foi feito o
branco dos extratos: HCI 0,5M (correspondente ao volume de filtragdo da amostra) + HCI 2M

até completar o volume de 15 ml.
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Fracdo residual — O residuo remanescente obtido apds as 4 etapas anteriores foi seco
em estufa a 105 °C (Sterilifer, SX 1.2 DTME, Brasil) até peso constante, e ap0s, calcinado em
mufla (Magnus, 01200-5, Brasil) a 550 °C. A recuperacdo foi feita com a dissolucdo das
cinzas em &cido cloridrico PA em volume proporcional para preparo de 15 ml de solugédo a
2M. A solucéo obtida foi transferida para tubos falcon, sendo armazenados em geladeira a

4°C até o momento da leitura. A leitura foi realizada em espectrometro de absorcao atébmica.

4.2.4. Determinacdo dos metais ferro e magnésio por processo de extracdo

sequencial

Para os metais Fe e Mg, o processo utilizado foi 0 mesmo descrito no item 4.4.3,
porém o peso da amostra foi de aproximadamente 0,3 g, a solucdo utilizada para completar os
extratos até o volume de 15 ml foi HCI 0,5 M e a dissolucdo do residuo remanescente apds
calcinagdo foi feita com acido cloridrico PA em volume proporcional para preparo de 15 mli

de solucdo a 0,5M, visando eliminar interferéncias na analise.

4.2.5. Influéncia no processo de extracdo sequencial de cobre, ferro, manganés,

magnésio e zinco com a agitacao

Os processos de extracdo sequencial descritos nos itens 4.4.3 e 4.4.4 também foram
avaliados com o uso de um sistema de agitacdo. Foram realizadas todas as etapas da extracdo
sequencial, porém, durante a 1 hora de contato do extrator com a amostra, foi utilizado um
banho metabdlico Dubnoff com agitacdo (Mistura, EM 631 1/1 180mm, Brasil) a 25 °C para
melhor homogeneizacdo da amostra com o extrator e para avaliacdo de uma otimizacdo da

analise.
4.2.6. Influéncia do armazenamento
Apos o preparo da FFH, a mesma foi colocada em embalagens de aluminio assépticas
e seladas com selador, que ficaram armazenadas em temperatura ambiente. As analises de

determinacédo do teor total e processo de extracdo sequencial de Cu, Fe, Mn, Mg e Zn foram
realizadas nos tempos de armazenamento: 0, 30 e 60 dias.
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4.3. EPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM CHAMA

A determinacdo dos metais foi feita empregando o Espectrometro de Absorcédo
Atbémica em Chama (Perkin-Elmer, 3300, USA), presente no Departamento de Quimica
Analitica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os padrdes de calibracdo foram preparados a partir das solugdes padrédo dos metais
descritas nos itens 4.1.1 e 4.1.2, considerando os meios de extracdo, de forma a conter os
reagentes em concentragdes similares as adicionadas nas amostras (método 394/1V)
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). A construcdo das curvas analiticas, bem como
configuracdes aplicadas, estdo descritas na tabela 3. A fim de eliminar acdo de interferentes,

na determinacdo de Mg, foi utilizada uma solucédo de lantanio a 10%.

Tabela 3 - Condigdes operacionais para analise de metais com Espectrometro de Absorcdo Atdmica em Chama.

Corrente da Comprimento  Abertura da

Elemento lampada (mA)  de onda (nm) fenda (nm) Concentragio (mg.L™)
Cu 15 324,8 0,7 0,1;0,5;1,0;2,0e5,0
Fe 30 248,3 0,2 0,1;0,5;1,0;1,5;2,0e5,0
Mn 20 279,5 0,2 0,1;0,5;1,0;1,5;2,0e5,0
Mg 6 285,2 0,7 0,1;0,5;1,0; 1,5; 2,0; 5,0 e 10,0
Zn 20 213,9 0,7 0,1;0,2;05;1,0;15e2,0

4.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As analises de MEV foram realizadas em um microscépio eletronico de varredura,
(Jeol, JSM, 6510 LV) com resolucdo de 30 nm e voltagem na faixa de 30 kV. Este
equipamento encontra-se disponivel no Laboratério de Microscopia Eletrbnica, no
Departamento de Engenharia de Materiais da Pontificia Universidade Catolica do Rio de
Janeiro (PUC — RIO). As amostras de FFH foram depositadas sobre uma fita dupla face e esta
foi colocada em “stubs”, os quais foram levados para o equipamento de pulverizacao catéddica,

havendo deposic¢ao de carbono na amostra. Foi analisado o lote 2, nos tempos 0 e 60 dias.
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4.5. TRATAMENTO ESTATISTICO
Foram realizados testes de Dixon com nivel de significancia de 90%, teste t de Student

com intervalo de 95% e analise de variancia (ANOVA) com aplicagdo do teste de Tukey (p <
0,05) utilizando o software Assistat (7.5 beta, 2010).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. DETERMINACAO DO TEOR TOTAL DOS METAIS

O teor total dos metais analisados, Cu, Fe, Mn, Mg e Zn estdo apresentados na tabela
4. O armazenamento por até 60 dias ndo influenciou no teor total destes. Apds tratamento
estatistico verifica-se que ha uma diferenca entre os lotes, j& que foram preparados em
periodos diferentes, distantes entre si em 30 dias, podendo haver uma influéncia das matérias
primas. Variagdes na fracdo de minerais de frutas e hortaligas podem ser atribuidas a época de
colheita, solo, mudancas ambientais, etc. (EKHOLM et al., 2007; JUNIOR; SIDONIO;
MORAES, 2010).

Ao avaliar as diferencas entre os lotes, do ponto de vista nutricional, observa-se que as
mesmas sao irrelevantes, considerando a porc¢éo de farinhas de frutas e hortalicas utilizadas no
desenvolvimento de produtos tecnoldgicos. Estas farinhas substituem a farinha de trigo na
ordem de 15 a 40% (MAURO; SILVA; FREITAS, 2010; PEREZ; GERMANI, 2007;
SANTANA et al.; 2011).

O lote 1 apresentou maior teor de cobre e magnésio, quando comparado ao lote 2, na
ordem de 20% e 15%, respectivamente. Para os metais ferro, manganés e zinco, o lote 2 teve

maior teor na ordem de 10%.

Tabela 4 - Teor total (mg%) de cobre, ferro, manganés, magnésio e zinco de FFH armazenada por até 60 dias
(N =3).

FFH lote 1 (mg%) FFH lote 2 (mg%)
Elementos Tempo (Dias) Tempo (Dias)
0 30 60 0 30 60

Cobre 1,06 £0,02 a 1,07+0,01a 1,08+0,01a 080+001b 080+000b 0,79+001b
Ferro 5,25+0,02a 524+0,02a 525+002a 581+000b 581+002b 583+0,00b
Manganés 2,48 +0,01a 2,48+0,01a 248+001la 2,74+0,01b 2,73x0,01b 2,73x001b
Magnésio 58,52+0,02a 58,07+0,32a 5844+04l1a 50,04+000b 5005+002b 50,05+0,03b
Zinco 229+0,01a 2,33+0,01a 229+001a 253+00l1b 252+001b 252+001b

Valores representados por média + desvio padrdo (n=3). Para cada elemento, médias com letras iguais na mesma
linha ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Zanatta, Schlabitz e Ethur (2010), encontraram baixos teores de cobre em farinha de
cenoura (0,45mg%), farinha de beterraba (0,56mg%) e farinha de espinafre (1,37mg%) e altos
teores de magneésio: 90,4mg%, 164,4Amg% e 667,6mg%, respectivamente nestas mesmas
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farinhas. De forma semelhante, a FFH apresenta os metais cobre e magnésio como os de mais

baixo e alto teores, respectivamente, mesmo se tratando de uma amostra mista.

5.2. AVALIACAO DA INFLUENCIA DA AGITACAO NO PROCESSO DE
EXTRACAO SEQUENCIAL

Foi feita a avaliacdo da eficiéncia da agitacdo na extracdo sequencial dos metais na
FFH. Os resultados sdo apresentados nas tabelas 5 e 6. A mobilidade e disponibilidade dos
metais dependem da reatividade e do comportamento das ligagdes dos elementos quimicos
com os componentes da matriz (BACON; DAVIDSON, 2008; KHOUZAM et al., 2012,
RAO, SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008). A agitacdo, com velocidade compativel,
pode promover uma alteracdo nas interacdes quimicas, sem interferir na forma quimica da
espécie, favorecendo a extracdo. O cisalhamento interfere nestas interacdes, levando a quebra
da ligacdo, alterando a matriz, e portanto, ndo desejavel na especia¢do quimica. Considerando
que a forca de rotacdo de um liquidificador é na faixa de 400 rpm (doméstico) e 10.000 rpm
(industrial) e a provocada pelo equipamento utilizado é de 200 rpm, acredita-se que este ndo
favorece o cisalhamento. N&o foi observado diferenca significativa na eficiéncia da extracdo
com ou sem 0 uso de agitacdo, como mostram as tabelas 5 e 6, assim, para as analises

sequenciais foi feita a opgédo de aplicar a extragcéo sequencial sem a agitacéo.
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Tabela 5 - Avaliacdo da influéncia da agitacdo no processo de extracdo sequencial na FFH lote 1 na analise de cobre, ferro, manganés, magnésio e zinco (N=3)

Extragdo sequencial

Teor extraido (mg%)

CH3COOH 0,1m/
CH3COONH4

Elementos Tratamentos CaCl, 1M 5% (pH=5,0) CH3COOH 0,5M HCI 0,5M Residuo

Sem agitacéo 0,23 £0,01 0,26 £ 0,01 0,16 £ 0,01 0,11 +0,01 0,21+0,01

Cobre Com agitagdo 0,22 £0,02 0,27 £0,01 0,16 £ 0,02 0,12 +0,01 0,22 £0,01
Valor de p 0,7057 0,3957 0,8755 0,3840 0,1638

Sem agitacéo 0,17 £0,01 1,48 £0,01 0,59 + 0,00 0,61 +0,01 1,55+0,01

Ferro Com agitacdo 0,17 £0,04 1,51 £ 0,03 0,60 £ 0,01 0,62 £ 0,02 1,54 £ 0,01
Valor de p 0,8405 0,1859 0,4428 0,4644 0,7208

Sem agitacéo 0,87 £0,01 0,49 £0,01 0,18 £0,01 0,14 £ 0,00 0,72 +0,01

Manganés Com agitacéo 0,88 + 0,02 0,52 +0,03 0,19 +0,01 0,15 +0,00 0,74 +£0,01
Valor de p 0,4298 0,1959 0,3493 0,4429 0,1067

Sem agitacdo 26,87 £0,00 16,39 + 0,31 5,42 £ 0,05 2,48 £ 0,05 2,84 +£0,04

Magnésio Com agitacdo 26,96 + 0,28 16,65 £+ 0,58 5,44 £ 0,08 2,51 + 0,05 2,87 £0,03
Valor de p 0,6144 0,5278 0,7668 0,5378 0,4267

Sem agitacdo 0,77 £0,01 0,52 £ 0,00 0,43 £0,01 0,31+0,01 0,22 £0,01

Zinco Com agitacéo 0,78 £0,01 0,53+£0,00 0,44 £0,01 0,32 +£0,01 0,22 £0,02
Valor de p 0,1285 0,5026 0,7017 0,1705 0,6281

Valores representados por média + desvio padrdo (n=3). Para cada elemento, a comparagao entre o0s tratamentos seguidos por valores de p > 0,05 ndo
apresentam diferenca significativa.
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Tabela 6 - Avaliacéo da influéncia da agitagdo no processo de extragdo sequencial de cobre,
ferro, manganés, magnésio e zinco na FFH lote 1 (N=3).

Elementos Total extraido (Extratores + residuo) (mg%)

Sem agitacédo Com agitacéo Valor de p
Cobre 0,96 + 0,05 0,99 + 0,07 0,5784
Ferro 4,39 + 0,05 4,44 + 0,10 0,7362
Manganés 2,41 +0,04 2,46 £ 0,07 0,3432
Magnésio 54,01 + 0,45 54,43 £1,02 0,5497
Zinco 2,25+ 0,03 2,28 £ 0,04 0,3573

Valores representados por média + desvio padréo (n=3). Para cada elemento, a comparagéo
entre os tratamentos seguidos por valores de p > 0,05 ndo apresentam diferenca significativa.

5.3. INFLUENCIA DO ARMAZENAMENTO NA EXTRACAO SEQUENCIAL
DOS METAIS Cu, Fe, Mn, Mg e Zn NA FFH

5.3.1. Extracdo sequencial

O estudo do teor total dos metais ndo permite o real conhecimento da
biodisponibilidade e do comportamento das espécies quimicas nos alimentos (RUZIK, 2012).
A extracdo sequencial € um instrumento para a especiacdo quimica. Ao aplicar o processo de
extracdo sequencial em um alimento, € possivel ter um melhor conhecimento quanto as
formas que os metais podem estar presentes na matriz e disponibilizados quanto reatividade
quimica.

Nas tabelas 7 e 8 sdo apresentados, respectivamente, os resultados obtidos da extracdo

sequencial da FFH nos lotes 1 e 2, armazenadas por até 60 dias.
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Tabela 7 — Extracéo sequencial de cobre, ferro, manganés, magnésio e zinco na FFH lote 1 armazenada
por até 60 dias. (N = 3).

Extracdo sequencial FFH lote 1

Extratos (%)

Elementos Tempo (Dias) 1* 2* 3* 4* Residuo
0 0,23+0,0la 0,26 +0,0lab 0,16+0,01b 0,11+0,0l1a 0,21 +0,0la
Cobre 30 0,15+0,01b 0,27+0,0la 0,18+0,0la 0,12+0,0l1a 0,21 +0,0la
60 0,23 +0,0l1a 0,26 +0,0labc 0,16 +0,0l1ab 0,16 +£0,01a 0,21 +0,01a
0 0,17+0,01a 1,48+0,0la 0,59+0,00a 0,61+0,0la 1,55+0,0la
Ferro 30 0,18+0,01a 1,46+0,02a 0,60+0,01a 0,61+0,0la 1,55+0,00a
60 0,18 +0,01a 1,49+0,0la 0,60+0,0l1a 0,60+0,02a 1,55+0,0la
0 0,87+0,01a 0,49+0,01c 0,18+0,01c 0,14+0,00a 0,72+ 0,00c
Manganés 30 0,88+0,0la 051+0,02bc 0,18+0,0l1c 0,15+0,0la 0,70 +0,01c
60 0,87+0,01a 0,53+0,01b 0,17+0,01c 0,16+0,0la 0,72+0,01c
0 26,87 £0,00a 16,39+0,3la 5,42+0,05a 2,48+0,05% 2,84 +0,04a
Magnésio 30 27,19+0,78a 16,52+1,10a 550+0,02a 2,50+0,02*8 2,86+ 0,03a
60 26,54 +£0,04a 1599+0,10a 5,46+0,02a 2,53+0,02¢ 2,87 +0,03a
0 0,77+0,01a 0,52+0,00d 0,43+0,01c 0,31+0,01c 0,22 +0,0la
Zinco 30 0,66 £0,00d0 058+0,02b 051+0,01lb 0,32+0,0lc 0,18 +0,0la
60 0,77+0,0l1a 055+0,00c 043+0,0lc 0,33+0,01c 0,21 +0,00a

Valores representados por média + desvio padrdo (n=3). Para cada elemento, médias com letras iguais na
mesma coluna ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05).
* (1) CaCl, 1M; (2) CH3COOH 0,1M/ CH3COONH4 5% [pH = 5,0]; (3) CH3COOH 0,5M; (4) HCI 0,5 M.

No inicio da extracdo, a fracdo trocavel, representada pelo extrato 1, identifica
compostos com baixa interagdo aos macronutrientes, sendo disponibilizados na forma iénica
(AHNSTROM; PARKER, 2001; ARUNACHALAM et al., 1996; KRISHNAMURTI et al.,
1995; NARWAL; SINGH; SALBU, 1999; RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ,
2008). Analisando a biodisponibilidade, com excecdo do magnésio e manganés, que tem seus
processos de absorcdo associados a difusdo passiva (ANDERSON, 2005; BARAN, 1995), os
demais metais estudados, extraidos por esta fracdo tem sua biodisponibilidade reduzida
(BACON; DAVIDSON, 2008). Considerando alguns processos metabolicos e tecnolégicos,
esta fracdo pode promover reacdes de degradacdo, ativadas por exemplo, na producdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROS), através da reacdo de Haber-Weiss favorecida pela
presenca de metais de transicdo (BREMNER; BEATTIE, 1995).
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Tabela 8 — Extragdo sequencial de cobre, ferro, manganés, magnésio e zinco na FFH lote 2 armazenada por até

60 dias (N = 3).
Extracdo sequencial FFH lote 2
Extratos (%)

Elementos Tempo (Dias) 1* 2% 3* 4* Residuo
0 0,06 £0,00c  0,25+0,00bcd 0,12+0,0lc 0,08+0,00b 0,28 +0,01c
Cobre 30 0,06 £ 0,00c 0,24 £+ 0,00cd 0,12 +0,01c 0,08+0,00b 0,27 £0,01c
60 0,06 £ 0,01c 0,24 £0,01d 0,11 +0,01c 0,08 +0,00b 0,25+0,01c
0 0,68 £ 0,01b 1,26 £ 0,01b 0,28+0,01b  0,42+0,01b 2,72+0,01b
Ferro 30 0,68 £ 0,02b 1,25+ 0,02b 0,28+0,01b  0,40+0,01b 2,73+0,01b
60 0,66 £ 0,01b 1,24 +0,01b 0,27+0,01b  0,41+0,02b 2,71 +0,02b
0 0,68 £ 0,01b 0,59 £ 0,01a 0,22+0,01b  0,11+0,01b 1,05+ 0,00a
Manganés 30 0,67 + 0,00b 0,58 +0,01a 0,24+0,0la 0,11+0,01b 1,02+0,01b
60 0,68 + 0,01b 0,58 £ 0,01a 0,21+0,01b  0,11+0,01b 1,03+0,01ab
0 24,68 +0,03b  13,34+0,03b  5,66+0,02b 2,06 +0,01b 2,50 + 0,02b
Magnésio 30 25,11+0,55b 13,22+0,19p 567+0,03b 2,06+0,01b 2,51+0,01b
60 24,76 £0,49b  13,27+0,05b 5,66 +0,02b 2,06 +0,01b 2,50 + 0,02b
0 0,74 £ 0,01b 0,62+0,0la 052+0,0lab 0,42+0,0l1a 0,16 +0,01bc
Zinco 30 0,72 +0,00c 0,58 +0,01b 0,54+0,00a 0,40+0,0lab 0,15+ 0,01c
60 0,71+ 0,01c 0,60 £+ 0,01ab 0,54+0,01a 0,39+0,00b 0,17 +0,00bc

Valores representados por média + desvio padrdo (n=3). Para cada elemento, médias com letras iguais na mesma
coluna ndo apresentam diferenca significativa (p>0,05).
* (1) CaCl, 1M; (2) CH3COOH 0,1M/ CH3COONH4 5% [pH = 5,0]; (3) CH3COOH 0,5M; (4) HCI 0,5 M.

A fracdo carbonacea, extrator 2, envolve ligacGes por forcas covalentes, ja

identificando maior interacdo com macronutrientes (RAO; SAHUQUILLO; LOPEZ
SANCHEZ, 2008). A complexidade das diferentes formas quimicas dos macronutrientes:
proteinas, amino&cidos, acidos graxos, triglicerideos, mono e polissacarideos, indica a
diversidade da interacdo de metais com estes compostos. Ha um aumento significativo do teor
de ferro extraido por esta fracdo, quando comparada ao 1° extrator; ja para 0 magnésio ha
reducdo. Para o ferro que tem a absorcdo favorecida por meio ativo, esta fracdo
provavelmente apresenta melhor biodisponibilidade em relacdo ao 1° extrator, € no caso do
magnésio, esta fragdo provavelmente promove reducéo da biodisponibilidade, na comparacdo
com o 1° extrator.

A fracdo oxidica, extrator 3, que dissolve compostos na forma de 6xidos e hidréxidos
ja interfere nas especies com maior interacdo a certas substancias organicas (RAO;
SAHUQUILLO; LOPEZ SANCHEZ, 2008). Estas fracOes identificam compostos que vao
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influenciar nos processos metabdlicos por apresentarem similaridade quimica, agindo como
antagonistas, por competirem pelos mesmos sitios de ligacdo (ANDERSON, 2005;
ASCHNER; VRANA; ZHENG 1999). O manganés e o0 magneésio apresentam teores extraidos
nesta fragdo bem diferenciados em relacdo aos dois primeiros extratores, havendo uma
reducdo néo inferior a 67% em relagdo ao extrator 1 e 57% no extrator 2. Este perfil, que se
repete no extrator 4, reforca o favorecimento quanto a biodisponibilidade destes metais.

A fracdo organica, extrator 4, estd relacionada com a degradacdo dos
macronutrientes por acdo oxidante (MARIN et al., 1997). Esta fracdo permite associar alto
grau de interagcdo dos metais com macronutrientes, favorecendo a biodisponibilidade dos
metais que sdo absorvidos por transporte ativo e desfavorecendo os de difusédo passiva
(ANDERSON, 2005; BARAN, 1995; SHILS; OLSON; SHIKE, 1994). Com exce¢do do
ferro, todos os demais metais analisados, tem este extrator com menor eficiéncia, promovendo
menor teor de metal extraido.

A fragdo residual, relacionada aos compostos insollveis no processo de extracdo
sequencial aplicado, mostra que cerca de 40% do ferro e manganés, 30% cobre, 5% do
magnésio e 10% do zinco ndo foram extraidos. E possivel afirmar que no minimo 5 espécies
quimicas distintas de cada metal analisado se encontra na amostra, influenciando na
biodisponibilidade dos mesmos e em todos os processos metabolicos inerentes da propria
amostra. Estudos em alimentos mencionados anteriormente revelam também que a fracéo
residual é significativa, demonstrando um desafio para a ciéncia, pois S0 compostos
insollveis, que ndo sofrem influéncia quimica com os extratores aplicados, revelando uma
forte interacdo intrinseca, e que certamente influenciam na biodisponibilidade dos mesmos,
como também nos processos metabolicos intrinsecamente associados a matriz (BOMBACH,;
PIERRA; KLEMM, 1994; CHLOPECKA et al., 1996; TESSIER; BISSON; CAMPBELL,
1979).

5.3.2. Perfil de extragdo ap0s armazenamento por até 60 dias

Diferencas irrelevantes associadas ao teor total dos metais, conforme mencionado no
item 5.1., ndo persistem quando se avalia a extracdo sequencial dos lotes de FFH. Neste caso,
nota-se mudanca significativa no perfil de extracdo (Figuras 3, 4, 5,6 e 7).

Observa-se que, para o cobre (figura 3), o extrator de maior eficiéncia para ambos 0s
lotes foi o 2, representando a fracdo carbonacea; mas, ainda assim no lote 2, a maior

proporcao do metal esta associada a fracdo residual. Ha diferenca significativa no perfil de
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extracdo e nos teores extraidos entre os lotes. Durante o armazenamento, ha influéncia no lote
1 nas fragdes 1 (trocavel) e 3 (oxidica), interferindo no perfil de extracdo, caracterizando
compostos de cobre instaveis ao envelhecimento. Ressalta-se o ja afirmado em alguns estudos
que cada género alimenticio possui uma matriz quimica diferente, o que gera cuidados na
especiacdo quimica (CERVERA; MONTORO, 1994; RAYMAN, 2004; SCHRAUZER,
2006). Neste estudo, podemos considerar que os lotes de cada fruta ou hortalica utilizados e

também a farinha processada, podem ser considerados como uma matriz singular.
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Figura 3 — Perfil de extracdo do Cobre (%) nos lotes 1 e 2 da FFH durante armazenamento por
até 60 dias (N = 3).

Barras horizontais indicam % de cada extrator e do residuo. Barras horizontais de mesma cor
seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Andrade, Alves e Takase (2005) realizaram extracdo sequencial para o cobre em ervas
medicinais, onde o perfil de extracdo foi similar para a maioria das amostras, porém o0s
extratores de maior eficiéncia foram o extrator 1 (CaCl, 1M) e o extrator 3 (HCI 0,5M).
Considerando que as fracbes de maior eficiéncia na extracdo do cobre na FFH foram as
fracBes carbonéacea e residual, que revelam o inicio e o fim do processo, caracterizando a
extracdo de compostos fracamente ligados ao substrato, como sais, e compostos fortemente
ligados ao substrato, insollveis aos meios extratores, como 0s complexos organicos,
corrobora-se 0 ja mencionado anteriormente: que o estudo de cada elemento e também seus
diferentes lotes € fundamental para avaliar a biodisponibilidade e comportamento quimico na

prépria matriz.
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Na figura 4 é apresentado o perfil de extracdo do ferro. Verifica-se diferenca nos
teores extraidos de cada lote, alterando significativamente o perfil em relagdo aos lotes, com
reducdo do extrato 3 e aumento no extrato 1 para o 2° lote. Ao se avaliar o tempo de
armazenamento, fica caracterizado que os compostos associados a este metal, nesta matriz, se
mantém estaveis durante o envelhecimento.

O extrator de maior eficiéncia é o 2, caracterizando a fragdo carbonacea e
apresentando teor similar a fracdo residual no lote 1, mas para o lote 2, a fracdo residual é o

dobro do teor extraido pelo extrator 2.
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Figura 4 — Perfil de extracéo do Ferro (%) nos lotes 1 e 2 da FFH durante armazenamento por
até 60 dias (N = 3).

Barras horizontais indicam % de cada extrator e do residuo. Barras horizontais de mesma cor
seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Segundo Robb, Williams e McWeeny (1986), varias espécies de ferro podem ser
formadas a pH 7,0, porém, a espécie Fe*? é mais encontrada em pH 2,0 do que pH 7,0.
Considerando que a extracdo sequencial aplicada neste estudo comeca com um extrator em
torno de pH 7,0, e, a medida que se aplicam os demais extratores este pH € reduzido, pode-se
concluir que, o ultimo extrator (HCI 0,5M) com pH em torno de 2,0, consegue extrair espécies
de Fe*?, que provavelmente também se fazem presente na fracdo residual.

Silva et al. (2010), avaliando a casca do fruto e das folhas de Caesalpinia ferrea
Martius como suplemento nutricional de ferro, pelo método de extracdo sequencial,

evidenciou que, tanto na casca do fruto quanto nas folhas, o extrator de maior eficiéncia foi o
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extrator 1 (NaOH 0,05M), representando a fragdo trocéavel, diferente do observado neste
estudo.

A figura 5 representa o perfil de extracdo do manganés. Ha diferenca tanto nos teores
extraidos por cada lote, como também no perfil de extracdo, onde o lote 1 tem o extrator 1
como mais eficiente, 5% acima da fragdo residual; j& o lote 2 apresenta 15% a mais do metal
na fracdo residual em comparacdo ao extrator 1. Ao analisar o tempo de armazenamento para
o lote 2, é visto alteracdo no perfil influenciado pelo extrator 3 e fracdo residual. No caso do

lote 1, apenas a fracdo carbondacea (extrator 2) € influenciada.
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Figura 5 — Perfil de extracdo do Manganés (%) nos lotes 1 e 2 da FFH durante armazenamento

por até 60 dias (N = 3).

Barras horizontais indicam % de cada extrator e do residuo. Barras horizontais de mesma cor seguidas
pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Wouilloud, Kannamkumarath e Caruso (2004) realizaram extracdo de nozes com NaOH
0,05M, fracdo trocéavel, obtendo 95% de extracdo de manganés e concluindo que este extrator
consegue extrair elementos de alto e baixo peso molecular. O NaOH, assim como o CaCl,
pode ser utilizado para fracdo trocavel. Neste estudo, a fracdo trocavel (CaCl,) ndo promove
extracdo nem de 50% do teor total deste metal, corroborando quanto a singularidade da matriz
e também a especificidade na escolha dos extratores.

Na figura 6 é apresentado o perfil de extragdo do zinco. H& diferenca entre os teores
extraidos pelos diferentes lotes, mas o perfil de extracdo € similar, sendo o extrator 1 (fracdo

trocavel) o de maior eficiéncia, seguido do extrator 2. Estas fracdes representam mais de 55%
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do teor total deste metal, para ambos os lotes.
Ha influéncia no perfil de extracdo quanto ao tempo de armazenamento, influenciando

todas as fracdes no lote 2; no lote 1 apenas a fracdo oxidavel/organica (4) nao altera.
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Figura 6 — Perfil de extracdo do Zinco (%) nos lotes 1 e 2 da FFH durante armazenamento por
até 60 dias (N = 3).

Barras horizontais indicam % de cada extrator e do residuo. Barras horizontais de mesma cor
seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Andrade, Teodoro e Takase (2005), avaliaram a extracdo sequencial deste metal em
diversos tipos de hortalicas A e B e o extrator com maior eficiéncia para a maioria das
amostras foi o extrator 1 (CaCl, 1M), extraindo em média 20% do teor total do metal. Neste
estudo, este extrator também é o mais eficiente, extraindo na ordem de 30%.

Interessante observar que a FFH é um residuo de espécies de frutas e hortalicas
processadas, podendo sugerir que tanto o processamento quanto a combinacdo de diversas
amostras influenciam nas formas quimicas deste metal.

Na figura 7 é apresentado o perfil de extracdo do magnesio. De forma similar ao zinco,
os teores de magnésio extraidos sdo diferentes entre os lotes, mantendo o mesmo perfil de
extracdo e tendo como extrator de maior eficiéncia o extrator 1, em média 50%, representando
a fragdo trocavel. O armazenamento ndo influenciou no perfil deste metal na matriz estudada,

similar ao comportamento do ferro.
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Figura 7 — Perfil de extracdo do Magnésio (%) nos lotes 1 e 2 da FFH durante armazenamento
por até 60 dias (N = 3).
Barras horizontais indicam % de cada extrator e do residuo. Barras horizontais de mesma cor
seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Apesar dos poucos estudos com relacdo a especiagdo quimica e os alimentos, as
publicacdes ja existentes relatam muito sobre elementos-traco, sendo poucos os estudos
relacionados com macrominerais, como 0 magnésio. Spunzar et al. (1999), preparou um
extrato com amostras de maca e cenoura, centrifugando estas em solugdo aquosa preservada
com antioxidante e antimicrobiano, extraindo 99% de magnésio. Houve agdo de forcas de
cisalhamento (13000 rpm), o que favorece a extracdo. Neste presente estudo, a extracdo foi
feita sem nenhuma forca e ainda assim foi extraido mais de 95% do metal. Comparando com
0s demais metais analisados, este foi o de maior eficiéncia no processo, 0 que sugere menor

grau de interacdo com a matriz.

5.3.3. Recuperacdo dos metais em estudo apds extracao sequencial

Foi feita a analise da recuperagdo dos metais Cu, Fe, Mn, Mg e Zn apds o processo de
extracdo sequencial dos lotes de FFH armazenados por até 60 dias (tabela 9). Para o cobre,
lote 1, nos tempos 0 e 30 dias, observou-se recuperacdo na ordem de 90%; nas demais
amostras 100%. O ferro apresentou para todas as amostras, no minimo, 84% e maximo 92%
de recuperagdo. O manganés, para o lote 1 (30 e 60 dias), apresentou 100% de recuperacao;
nas demais amostras, no minimo, 96%. O magnésio, no tempo de 30 dias, ambos os lotes
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apresentaram 100% de recuperacdo; nas demais amostras, no minimo, 93%. O zinco, com
excecdo do lote 2 (30 e 60 dias) apresentou, no minimo, 95% de recuperacdo; nas demais
100%. As perdas durante o processo de extracdo sequencial em amostras solidas é um fato
(QUEVAUVILLER; MAIER; GRIEPNK, 1996), mas acredita-se que neste presente estudo,
as perdas ndo interfereriram de forma relevante nas interpretagdes dos dados obtidos.
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Tabela 9 — Recuperagdo dos metais Cu, Fe, Mn, Mg e Zn ap6s extracéo sequencial de dois lotes de FFH armazenados por até 60 dias (N = 3).

Elementos Tratamentos Tempo de armazenamento (Dias)
30

FFH 1 FFH 2 FFH 1 FFH 2 FFH 1 FFH 2

Teor total (mg%) 1,06 + 0,02 0,80 £ 0,00 1,07 £ 0,00 0,80 £ 0,00 1,08+0,00 0,79+0,00

Cobre Total extraido (mg%) 0,96 + 0,05 0,78 £ 0,03 0,93+0,04 0,77 £0,03 0,98+0,04 0,74 +0,04
Valor de p 0,0264 0,3478 0,0254 0,2213 0,0671 0,1775

Teor total (mg%) 5,25 + 0,02 5,81+0,01 5,24 + 0,03 5,81 + 0,02 5,25+ 0,02 5,83+0,01

Ferro Total extraido (mg%) 4,39 £ 0,05 5,36 + 0,04 4,40 £ 0,05 5,34 + 0,07 4,42 +£0,07 5,30 + 0,02
Valor de p 0,0000 0,0032 0,0000 0,0003 0,0028 0,0000

Teor total (mg%) 2,48 + 0,01 2,74+ 0,01 2,48 +0,01 2,73+0,01 2,48 £ 0,01 2,73+0,01

Manganés Total extraido (mg%) 2,41 + 0,03 2,66 + 0,03 2,41 £ 0,05 2,62 + 0,03 245+£0,05 2,61+0,01
Valor de p 0,0833 0,0127 0,0997 0,0317 0,3670 0,0000

Teor total (mg%) 58,52+0,02 50,04+0,01 58,07 +0,32 50,05 + 0,02 58,44 +0,41 50,05+ 0,03

Magnésio Total extraido (mg%) 5401+045 48,25+0,12 54,57+1,94 48,57 + 0,80 53,38+0,20 48,26 + 0,59
Valor de p 0,0033 0,0014 0,0914 0,0832 0,0000 0,0349

Teor total (mg%) 2,29+0,01 2,53+0,01 2,33+0,01 2,52+0,01 2,29+ 0,00 2,52+0,01

Zinco Total extraido (mg%) 2,25+ 0,03 2,46 £ 0,04 2,26 + 0,06 2,39+ 0,03 2,29 £ 0,04 2,42 + 0,03
Valor de p 0,1106 0,1000 0,1471 0,0183 0,9771 0,0308

Valores representados por média + desvio padréo (n=3). Para cada elemento, a comparacao entre os tratamentos seguidos por valores de p > 0,05 ndo apresentam diferenca

significativa.
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5.3.4. Influéncia do armazenamento na estrutura quimica da FFH

A microscopia eletrébnica tem como objetivo analisar os tamanhos e formas de
estruturas cristalinas e amorfas; inorgénicas e biolégicas de uma amostra. Na figura 8 é
apresentada a microscopia eletronica de varredura (MEV) da FFH nos tempos 0 e 60 dias de
armazenamento e seus respectivos residuos pos extracao sequencial.

Particulas de tamanhos diferentes em farinhas caracterizam a degradacdo da matriz
molecular; estruturas granulares e estruturas em forma de lentilhas representam a fracdo de
amido e fracdo proteica, respectivamente (ROMAN-GUTIERREZ, GUILBERT; CUQ, 2002).
Sabe-se que a FFH é rica em polissacarideos e possui alto teor de proteinas, sendo assim, na
figura 8A observam-se particulas de diferentes tamanhos e estruturas com formas circulares e
de lentilha que sugerem caracterizacao de polissacarideos e matriz proteica. Ao comparar com
a figura 8B, verifica-se que ap6s 0 armazenamento, ha uma degradacdo da estrutura quimica
da matriz. Esta mudanca nédo influencia no teor total do minerais, o que era esperado. Ferreira
et al. (2013) observaram estabilidade quimica e microbiol6gica da FFH armazenadas por até
90 dias nas mesmas condi¢Oes do presente estudo. A alteracdo na estrutura da matriz promove
modificagdo no perfil de extracdo do zinco durante o armazenamento, conforme ja discutido
anteriormente.

O teor de umidade da amostra em estudo é na ordem de 4% (FERREIRA et al. 2013).
Amostras similares apresentam atividade de 4gua em torno de 0,4 (FERREIRA; PENA, 2010;
JUNIOR, 2010), assim ha pouca mobilidade molecular, promovendo alteracio na estrutura
influenciando no perfil de extracao.

Durante a extracdo sequencial, foram adicionados extratores com propriedades
quimicas distintas, que promovem uma alteracdo na interacdo intermolecular dos diversos
compostos quimicos que constituem a matriz estudada (FFH). As demais imagens
apresentadas na figura 8 (C, D, E, F G, H | e J) exibem a FFH ap06s o processo de extracéo
sequencial, no qual a amostra ficou em contato com cada extrator durante 1 hora. Este contato
permitiu a hidratacdo da matriz molecular, interferindo no grau de degradacdo da mesma
(ROMAN-GUTIERREZ, GUILBERT; CUQ, 2002). A falta de especificidade da estrutura
molecular que € vista tanto na sequéncia da extracdo sequencial como pela influéncia do
tempo de armazenamento, demonstram alteracdo na interacdo quimica da matriz. Observa-se
formacdo de fase continua das particulas da matriz a partir da aplicacdo do 2° extrator,
provavelmente formado por compostos soliveis nos extratores que ficam aderidos a superficie

da amostra.
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Influéncia significativa do armazenamento é observada nos extratos 1 e 4 para o zinco,
corroborando com as imagens da degradacdo da matriz, perceptivelmente visiveis, ap6s 60
dias de armazenamento (figuras 8l e 8J). O comportamento diferenciado dos minerais
analisados mostram que fatores diversos influenciam nas interagfes entre estes e a matriz,
pois o0 zinco apresentou diferenca no perfil de extracdo com o tempo de armazenamento, mas
ndo quando comparados os lotes. Ao contrario, o cobre, ferro e manganés apresentaram
diferenca nos perfis de extracao entre os lotes, mas ndo houve a influéncia do armazenamento.
Para 0 magnésio, o perfil de extracdo ndo sofre influéncia do tempo de armazenamento ou
entre os lotes.
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Figura 8 — Microscopia da FFH entre os tempos de armazenamento 0 e 60 dias.

Microscopia eletronica de varredura (MEV) da FFH e seus residuos ap0s extracdo sequencial. (A)
FFH tempo 0, ampliagdo 2000x; (B) FFH tempo 60, ampliacdo 2000x. Residuo de FFH apos
extracao sequencial: (C) tempo 0 apos extrator 1 (CaCl,), ampliacdo 37x; (D) tempo 60 apds
extrator 1 (CaCl,), ampliagdo 37x; (E) tempo 0 apés extrator 2 (CH3COOH 0,1M/ CH3COONH4
5% [pH = 5,0]), ampliagdo 90x; (F) tempo 60 ap6s extrator 2 (CH3COOH 0,1M/ CH3COONH4
5% [pH = 5,0]), ampliacdo 90x; (G) tempo 0 apds extrator 3 (CH3COOH 0,5M), ampliagdo 230Xx;
(H) tempo 60 apds extrator 3 (CH3COOH 0,5M), ampliacdo 230x; (1) FFH tempo 0 apds extrator
4 (HCI 0,5 M), ampliagdo 800x; (J) tempo 60 apds extrator 4 (HCI 0,5 M), ampliagdo 800x.
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6. CONCLUSAO

A analise de especiacdo quimica em alguns micronutrientes e elementos-traco nos
alimentos é de grande importancia para a salde humana, mas é um desafio para 0s
pesquisadores e também para a quimica. As baixas concentracGes destes elementos nos
alimentos, comportamento quimico complexo e a instabilidade das espécies sdo as razdes por
ndo existirem muitos estudos nesta area. Como a matriz alimentar e os procedimentos de
extracdo sequencial nos alimentos sdo bem variados, é possivel observar a diversidade das
interacdes quimicas entre as espécies.

Neste estudo, foi observado que todos os metais estdo no minimo em 5 espécies
quimicas distintas na matriz, a extraida em cada um dos meios extratores (1, 2, 3 e 4) e a
fracdo residual. O extrator 1, que representa a fracao trocavel foi de maior eficiéncia para o
manganés, magnesio e zinco. O extrator 2, fragdo carbonécea foi 0 mais eficiente na extracéo
de ferro e cobre. Com excecdo dos metais magnésio e zinco, 0s demais apresentaram teor
significativo na fracdo residual.

A estrutura quimica da matriz foi degradada com o armazenamento influenciando
no perfil de extragdo do zinco, que também alterou entre os lotes. Foram observadas
alteracGes no perfil de extragcdo para os metais cobre, ferro e manganés quando avaliados os
lotes, ndo sendo influenciado no tempo de armazenamento. O magnésio ndo alterou o perfil
de extracdo com os parametros analisados: lote e armazenamento.

Sabe-se que ndo ha um protocolo geral para a extracdo sequencial em alimentos e
por isso deve-se levar sempre em conta a natureza da amostra. Estudos sobre mecanismos de
extracdo sequencial nos alimentos devem ser incentivados para fornecer uma melhor
compreensdo da especiacdo dos metais no interior da matriz, bem como a biodisponibilidade e
mobilidade dos mesmos, que podem auxiliar em estudos clinicos e tecnolégicos.

Estimular a investigacdo das fragfes aqui obtidas com aplicacdo de tecnologias
como cromatografia e espectrometria de massa possibilitara maior conhecimento da

especiacdo quimica destes metais nesta matriz.
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