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RESUMO

A presente pesquisa visou. estabelecer um protocolo para
a caracterizacido qualitativa & guantitativa das diversas formas
do ferro ( especiagin) presentes em concentrato de tomate.

NMeste estudo de especiagio foram adaptados dois métodos
analiticos; a espectroscopia de absorg3o atomica (EAA) Foi utili-
zada para a quantificacBo do ferro total presente na amostra, en-
quanto as determinag¢les das espécies Fe(lIl) e Fe(IIl) foram fei-
tas por espectrofotometria, na regido do visivel, utilizando o
reagente 2-2 -dipiridila.

Mas amostras de concentrado de btomate, para uma concen-—
tracio total meédia de ferro em torno de 50 mg/kyg, a fragdo sold-
vel se faz presente com cerca de 8% 4. Desta guantidade, 98 %

apresentaram~se na forma idnica, ou seja, nas formas Fe(ll) e

Fe(III). A concentragic da fragi3p ferrosa, Fe(ll), representou
85 %, enquanto 19 % do metal solidvel apresentaram—se na forma
ferrica e(IIl). Em relagio & concentragaoc total do metal, 9 %

corresponderam as espécies insoluveils, enquanto o ferro fortemen-
te comple~ado participou cam pouco mals de 2 4.

Devido & biedisponibilidade do ferro estar diretamente
relacionada a presenga de Fe(II), foi verificada a velocidade de
oxidac3o desta espécie durante um periocdo de estoccagem da amostya

em refrigerador, procurando reproduzir as condi¢bes reals de con-
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sumo do pr oduto. Enquanto a concentra¢do do ferro total, do s0ld-
vel e do i 8nico permaneceram praticamente constantes durante este
tratament o, a concentragao da espécies Fe(Il) foi reduzida em até
B0 % do seu valor original com um aumento concomitante na concen-—
traclo na forma oxidada do metal. Esta alteracB0 na especiaglo do

ferro pode acarretar numa perda do seu valor nutricional.
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ABSTRACT

This work was centered on the development of a protocol
to infer iron speciation in canned tomatu paste.

Twoe major analugtical techniques were emploged in  this
study. The atomic §bsorption spectrophotometry (AAS) was used to
quantify the total amount of iron present in the sample, whereas
the Fe(II) and the Fe(III) species were determined using visible
spectrophotometry using the 2-2 -dipiridil.

In the canned tomato paste samp1es,~to an average total
iron concentration of 50 mg/kg, the soluble fraction was 89 X
From this amount, 98 % were due to the ionic forms of Fe(II) and
Fe(lIll). In computing the soluble fraction, 83 % was in the fer-
rous form and the remaining 15 % as Fe(III). Taking the total me-
tal concentration as reference, 9 % of the iron were in present
as insoluble and 2 % in strongly complexed forms.

Since the iron biocavailability is related to the metal
speciation, the oxidation rate of the product was investigated
under experimental conditions similar to those used for its con-
_ sumption . It has been noticed that, while the total 1iron concen-
tration as well as the concentration of soluble iron remained
constant for up to 10 days, the conceniration of the Fe(II) spe-
cies decreased in up 80 % of its original value. This wodifica-
tion in the iron speciation can potencially alter the metal nu-

tricional walue.



1 INTRODUCAD

A natureza encerra pouco menos de uma centena de elemen-

tos, dos quais 26 sao de interesse para a vida animal { 7, 24,
YR  Destes, i1 sio macro-elementos, a saber: cadlcio, carbono,
cloro, enxofre, fésforo, hidrogénio, magnésio, nitrogénio, oxigé-

nio, potassio 2 sddio e os 13 restantes ‘550 geralmente conhecidos
como elementos-tragos. Estes $80 arsénio, cobre, cqbalto, crdmio,
estanho, terro, fldor, iodo, manganés, molibdénio, niguel, selé-~
nio, silicio, vanadio e zinco {(&4).

s elementos fervro, iodo, cobre, manganégs, zinco, cobal-
to, molibdénio, selénio, estanho, silicio g fldor sdo considera-
dos essenc ials (17, 24, 2&4). Dutros s8o descritos como benaficos,
nas nio oXo reconhecidos como esssenciais; exemplos s30o o niquel,
o wvanadio e o bromo (24, 2&). 0 chumbo, o cadmio, e 0 mercurio
5850 elementos—tragos considerados tdxicos, mesmo em concentragdes
relativamente baixas (&6,

& salde humana pode ser prejudicada pelo excesso ou de-
ficiéncia de um elemento essencial. Também pode ser afetada por
um element o n3o essencial (2&). Assim, para todos esses 2lementos
existe uma faixa favordvel de concentracSo que o0s situa como to-
wicos ou essenciais (17, 64). Um elemento que é indispensdvel pa-
ra uma Funclo normal do corpo pode ser altumente toxico quando
presente em altas concentragtes. Alguns elementos essencials,
tais como o vanadio e o selBnio, podem ser muite mais tdxicos do

que alguns nio essenciais, como o merciurio ou o talio (17,
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Conpcentracas do alexento

FIGURA @1. Efeito da cencentragao dos elementos
sobre o crescimento (atividade bioldgica).
A - B : deficiencia ; B - C : atividade
bioldgica maxima ( concentraclo intermedi-
dria entre niveis essenclais e tdxicos )
C - D : concentra¢aoc toxica ou adversa.

Conforme SCHUWEDT (39},
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Para se estudar a toxicidade, biodisponibilidade, bioa-
cumulagio = transporte Qestea elementos, s3o necessarias informa-
cBes adic ionais A sua simples concentragdo total (18, 35%9). Para
essas propriedades e processos, a especiacio fornece muitas in-
formagoes necessarias (5%9).

A& concentragio total do metal € importante para a veri-
ficac3oc do balanco de massa. Entretanto, e uma informagio adi-
cional 2 nmAo a principal

A especiacgio de um elemento € a deterﬁ:inacﬁo das suas-—
formas Ffisicas e quimicas individuais, numa dada matriz, as
quais, Juntas, constituem sua concentragl3o total (17, 18). As
formas fi1s icas nas quais eles podem ser encontrados incluem mate-
rial part iculado, coldides (inorgadnicos ou organicos) e formas
adsorvidas (ions metalicos ou compostos). As formas gquimicas in-
cluem ions metalicos hidratados e os complexos orginiceos € inor-

ganicos de baixa ou alta estabilidade (359).




1.1 Especiacio em agua

& atividade humana tem contribuido com n amento da on-
centraglio de metails no nosso sistema de dguas naturais. 0 escoa-
mento de minas, os efluentes industriais & domésticos, os resi-
ducs da =gricultura, as chuvas dacidas, dentre outvos, sido fontes
que aument am a carga de metais nestes corpos recepltores. Como re-
sultado, maior aten¢gio vem sendo dispensada ao estudo da con-
centracio @ transporte de metais e seus efeitos no meio am-
biente{(4@ > ..

Um dos aspectos mais importantes c;ue distingue os metais
dos demais poluentes toxicos € o de nic serem biodegradidveis e
que, wuma wvez presentes no ambiente, seu potencial tdxico e con-
trolado Auase que totalmente por suas formas fisicas e quimicas
(17) .

Conhuecimentos da especiacfo quimica de elementos—tragos
em aguas naturais s3c essenciais para a interpreta¢d3o do ciclo
bionldgico ou geoquimico desses elementos (43). Também s@o neces-
sarios para se estudar a sua toxicidade para 05 organismos aqua-
ticos , assim como para compreender o seu transporte em rios e
estuariaos (i, 17, 18).

A variagBo nas espécies dos elementos-tragos pode alte-
rar a Sua toxicidade. Diversos estudos da toxicidade de metais
pesados ©m peixes tém moskrado éue o 1on metalico hidratado € a
forma mais toxica (17, 18). No caso dco elgzmento cobre, a sua to-
wicidade em agua € ﬁaior quando este ocorre como espeécie idbnica

do que quando ocorre organicamente ligado (1). Assim, uma amosira

4



de 3gua com alta concentracio de cobre total pode , de fato, ser
menos towxica do que uma outra contendo este metal em menores con—
centracgdes (59).

Geralmente, em 3dgua, os ions metalicos hidratados s3o
mais toxicos do gque outras formas (59). Muitos complexcs estdvels
g espécies associadas comn particulas coloidais n¥o s3o toxicos
(18). Contudo, hd excec3o pars essa regra, como ¢ o caso dos com-
olexns de metais que sio lipossoluveis. Complexos lipossoldveis
#odem penetrar rapidamente na biomembrana € Ccausar reagioes alta-
mente prejudiciais as ceélulas (18).

A polui¢lo causada pelo homem, pode éerar metais direta-
nente na forma tdéxica, como € o caso das lixivias de cobre e mi-
nas, ou pela redugdco do pH da dgua, atraveés de chuvas acidas, que
podem converter uma forma inativa do wmetal, tal como O hidrdxido
de aluminio polimerizado em uma espécie reativa, como € o caso do

AT(OHIBY  (17).




1.2 Especia¢cio em alimentos

Alimentos 3o a principal fonte de elementoa—fracaa no
metabolisme humano. Qutras fontes s83o a dagua e o ar (4B8).

Para que um composto inorgdnico exerga um efeito bengfi~
co ou prejudicial, ele deve primeiro ser absorvido pelo corpo €
distribuido para certos drgios e tecidos. Este processo global e
denominado de biodisponibilidade do elemento (ou compasto) e tem
sido um dos campes mais investigados nas dltimas décadas ¢ 13).

Em alimentos, a quest3o da biodisponibilidade &€ de im-
portancia, o que pode ser demonstrado pelos elementos cobalto,
mercurio e chumbo. Somente a espécie de cobalto presente na cia-
nocobalamina (vitamina B12) & que pode ser absorvido pelo orga-
niemo. O0s alguilcompostos de mercdrio & chumbo s80 as formas mais
tdxicas desses elementos devido a sua lipossolubilidade (15, 17,
59) Materiais como os haletos de chumbo, proveniente dos escapes
dos automdveis podem penetrar nos pulmdes e serem absorvidos di-
retamente pela corrente sanguinea (17, 18).

As mudancas no estado de oxidagBo0 de um elemento tambem
podem afetar sua biodisponibilidade e toxicidade, como pode ser
demonstrado para os elementos crdmio e arsénio. O cromio (III) e
essencial no metabolismo da glicose & dos lipideos, enquanto o
crdmio (VI) & altamente tdxico devido & sua habilidade para oxi-
dar outras especies (59, 63). Também o arsénio (III) ¢ potencial-
mente mais toxico do que o ars@nio (V) (17, 39).

Mudangas na dieta também podem diminuir a biodisponibi-

lidade de elementos—tragcos. Alimentos com alto teor de fibra e de

&



proteina de soja adsorvem eglementos essenciais'e podem causar de—
ficiéncia de minerais (17).

Minerais provenientes de cereals, legumes e putras plan-
tas alimenticias, quando comparados com 0% minerais provenientes

de fontes animais, 530 geralmente pouco utilizados pelo homem e

outros wanimais monogastricos (14). Fatores exdgenos e endodgenos

tém sido implicitos como causa da redugdao da absorcio de minerais

de alimentos de origem vegetal. 0O dcido fitico, fibras e certos
aminocicidos e proteinas formam quelatos com os minerais (14, 17,
5% .

Os peritos do JECFA (Joint FAO/WHO® of Expert Committee
on Food fhddittives) consideram que o estanho cedido pela lata de
folha*de—n?landr85 é de origem mineral (44). 0 estanbho no estado
iGnico, como se encontra normalmente nos alimentos, em conserva
ou nZo, € muito pouco toxico (64, 68). Entretanto, nos compostos
organicos, principalmente aqueles onde o estanho se encontra no

estado estianico podem ser toxicos, mals precisamente neuroctoxicos

(&4).

¥ rAan/WHO - Food and Agriculture Organization/World Health Orga-

nization
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i.3 H™Meétopdos analiticos para especiacao

0 desenvolvimento de métodos analiticos aplicdveis na
especiagio de metais-tragos € uma drea que até o momento apresen-—
ta um grande desafio. Isto se aplica particularmente aos metais
de ‘transicio, alguns dos Qquais nio somente se apresentam em mais
de um estado de oi{idacio, mas também como espécies catifnicas,
anibnicas e neutras (463).

& condigio bdsica para especiagdo de elementos-tracos e
a possibilidade de se determinar quantitativamente cada uma das
formas do metal presente, independentemente e sem interferéncia
de outras formas (4&3).

A subdivisio da concentracido tetal {geralmente baixal) em
varias frmgebes para eéspeciacido e, obviamente, uma tarefa dificil,
dependendo n3o so da sensibilidade do método analitico mas também
d‘a Labil idade do analista (17). Bio-ensaios, voltametria, troca-
iénica, e letrodos seletivos de ions e separagao molecular s3o0 al-
gumas dessas teécnicas que tém se tornado poderosas ferramentas
nestes emtudos (16, 18, 30).

Em 1978, YASUI et alii (72) desenvolveram um met pdo se-
letive para a determinacio de arsénio inorganico (III) e (V) @
arsénio ovganico em material biologico. A espécie As(III) dissol-
vida em solucio de acido cloridrico 7 M‘ foi extraida com to'lueno.
A seguir, a espécie As{V)), apds sua reduc3o com iodeto de potas-—
sio, foi extraida nas mesmas condigdes. D arsénio orginico +foi
conservado na solug3o de dcido cloridrico. A quant ificacaon fol

efetuada em espectrofotodometro de absorg3o atOmica.
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Devido a3 utilizaglo de herbicidas a base de compostos ar-
ceniacais, tais como o acido monometilarsdnico (MA) e o dcido di-
metilars@&nico (DMA), tornou~-se necessarioc estudar as. diversas
Formas do  arsénio presentes em descérte de irrigagio, plantas,
P rebise i aie, canagte e urina. LAKSO et atii (34 trabalharam
com mét odos espectrofotométricos quantitativos para detectar
haixas concentracdes de As(III), As(V), MA e DMA nas amostras. As
especies de arcénio foram volatilizadas em suas correspondentes
arsinas, apés reducio com boridreto de sddio. A arsina e a meti-
larsina Formam dois diferentes complexos coloridos com o dietil-
ditincarbama#o de prata, cujas absorhincias maximas sio de 349 nm
2 440 nm vy espectivamente.

HART & DAVIES (22) em estudos realizados no rio  Yarra

(Australia) e seus estudrios sobre o cddmio, o cobre, o chumbo,
o zinco e o ferro, mostraram que o uso de um esquema relativamen-
te simples de especiacgio analitica envelvenda filtrac3o em mem-—
brana, re2sina Chelex-100 e diadlises, pode fornecer informagcoes
eobre a ewpeciacio de metais em aguas naturais. 0 esquema permite
dividir a concentvagio total inicial em espécies particuladas (
maior do que ©,4ym), filtradas e ions-permutdveis, dialisdveis 2
complexadas.

Para a especiagio do Cu(II), do Cd(II) e do Zn(Il) em
amostras cole dguas naturais, LIU & INGLE (43) descreveram um meéto-
do rapido usando um sistema automatico de duas colunas de troca
idnica. Duas das fracdes das espécies do metal-trago dissolvido
eram diretamente determinadas por espectrofotometria de absor¢do

atdmica, mpos pré-concentracio em colunas sequenciais de resina
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quelante Chelex—109 e resina anidnica com macro-porosidade
AGMP-1. A terceira —Fracﬁo foi determinada pelo método de adigdo
de padrio.

Atdé a presente data, poucas s8o as técnicas analiticas
suficientemente sensiveis e seletivas disponiveis para a detevmi-
naglSo direta e a especiacdo de cromio em dgua, a nivel de ultra-
trago. ANDRADE et alii (3, 4 e 5) utilizaram a Analise por Inje-
¢330 de Fluxo (AIF) na especiacio de cromio III e crdmio VI por
ecpectrofotometria na regifio do visivel com 1, S5-difenilcarbazi-
da. suarRamMaMIAN (43) descreveu 0s resultados de estudos em meio
aquoso e sua aplicabilidade na especia¢io de cromio em algumas
amostras de agua, utilizando a complexacio direta do Cr(IIT) e
Cr(VI) com pirrolidinacarboditioato de aménig a4 temperatura am-
biente © sua subsequente extracio com metil-isobutil-cetona. A
determinacio do crémio total na fase organica fol feita por es-—
pectrofot ometria de absor¢3o atbmica em forno de grafite.

LiIRSA & NAM (45) descreveram a técnica de cromatografia
de 1ons que utiliza uma coluna de troca anifnica ou catidnica
acoplada a um espectrofotbmetro de emissdo atdmica de plasma, na
detecgio seletiva para separar e quantificar as duas especies de
cromio, sem a prévia conversio das espécies. Este método foi
aplicado na determinacio das especies de crdmio em soro humanao,
daguas naturais e efluentes industriais.

A especiacao das espécies ilnicas do alquilchumbo t&m
sido feita por espectrofotometria na regiio do ultravioleta, vol-
tametria de varredura com pulso diferencial, cvromatografia gasosa

com detector de captura de eletrons, cromatografia l1iquida de al-

i0




ta eficiéncia com detecc3o por espectrofotometria de absorgido
atdmica e cromatografia gascsa com detecgio por espectrofotome-—
tria de absorc3o atdmica apds geracao de hidreto com ‘butilagio
(54). RAPSOMANIKIS et alii (354) descreveram um Nnovo meétodo para a
especlagac e determinacio de chumbo em agua por cromatografia e
espectrofotometria de absorgao atbmica, apts etilacdo com tetrae-
tilborato de sddio.

0 método descritoc por BERTSCH & ANDERSON (9) para a de-
terminac3o quantitativa do aluminio, via derivacao pos—coluna com
TIRON (écida'4,S—dihidroxi~m~ben2eno~dissul?énico), foi avéliado
por sua utilidade como método de sspeciagio de aluminioc em solu-
3o aquosa. Complexos de aluminio formados por fldor-oxalato e
citrato foram identificados por picos distintos nos cromatogyramas
das soluces contendo os ligantes apropriados.

Engquanto indmeras técnicas analiticas tém sido descritas
para especiagao de metais em amostras de dgua, poucas publicacdes
aparecem no campo de alimentos (59, &8).

Geralmente, o0s procedimentos envolvidos na analise de
elementos—tracos em alimentos incluem as etapas de destruigdo da
mateéria ovganica , pré-concentrag¢io, separacio e determinagio. No
caso da especiac¢lo, a segunda etapa ¢ particularmente importante
(539, 79) .

A concentracio total de elementos-tragos em alimentos
pode sevy determinada com exatid3o e de maneira seletiva, povr me—
todos, tais como a espectrofotometria de abﬁorcﬁo atdmica, pela
andlise por ativag3io de néutrdns, espectrometria de raio—~X e teéc-

nicas eletro-analiticas. J3a na fotometria e fluorimetria, métodos
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geralmente menos sensiveis para este fim , apts a destruigao da
matéria o©rginica, ¢ necessdario a pré-concentracio do wmetal. Pro—
cedimentos simples como o uso de diferentes solventes (na parti-—
¢80 agua/solventes organicos ) podem farnecer informagtes deta-
lhadas sobre a possivel lipdssolubilidade das gspecies presantes.
A centrifugacio também é um procedimento nio destrutivo de grande
valia. no pré-tratamento das amostras (3539).

Ate recentemente, somente a especiagio de mercidrio, pela
diferenciacﬁm entre seus compostos inorgidnicos e orgidnices pov
espectrofotometria de absorcio atOmica e cromatografia gasosa,
era realizada rotinelramente em laboratdrios. KACPRZAK & CHUDJKA
(22) descreveram um metodo para a determinagio de metil-mercurio
e mercurio inorginico em peixes, utilizando a espectrofotometria
de absoreSo atdmica do vapor a frio . Este mesmo método foi ut i—
lizado por YAMANAKA & UEDA (71) na determinagdo do mercdrio to-
t‘al, enquanto o mercurio orgfnico era quantificado por cromato-
grafia gmsosa apds extracio com benzeno.

WATTS et alii (67) utilizaram um método no qual os lipi-
deos e outros compostos organicos foram removidos com acetona,
seguidos por extragdo com benzeno. O metil=-mercurio e o etil-mer—
cdrio l1igados as proteinas foram liberados com écido cloridrico,
extraidos em benzeno e determinados por cromatografia gasosa.

HATTULA et alii (23) determina;ram a concentracao de mer-
curioc em diferentes espécies de peixes e verificaram a relagao
entre mevcurio total e metil-mercdrio. 0 mercdrio total foi de-
terminado POY e;pectro?otometria de absargio atdmica do wvapor a

fric e o metil—-mercdrio por cromatografia gaspsa com detector de
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captura de elétrons, apds tratamento quimico e extrag3o com to-—

lueno.

Sendo o alimento uma matriz bastante complexa, ha uma
limitagao na aplicac3do dos métodés usuais em andlise de especia;
¢30, requerendo, assim, diferentes estratégias analiticas para

cada tipo de produto. Esquemas de especiagin sio eséenciais para
faornecer in?ormacﬁgs sobre a especie do elemento ou grupo de s~
pecies. Os exemplos apresentados nas Figuras €2 e €3 (359) s3o um
dba rarns esauemas encontrados na literatura.

amostra do alimento

v

Extracgio com agua

v
Troca-ibdnica : DEAE-celulose

FragBes
L
pH &,2 pH 8,45 Nio sofreu mudanca
FiltragBo por gel
FIGUR®S 02. Esquema analitico para especia¢ido de cobre

em ervilhas e em soja.
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Amostra do alimento (em solucdo)

Divetamente (1)< » Concentrag3o total {(2)

Filtragao (3}
Extracio (4)

Cromatografia de camada delgada (3)

Fracionamento

Determinagdo~Ni UU/VIS I1.R. Reagao de revelagao(é)

FIGURA 3. Esquema analitico para especiacio de nigquel em
café, cha e vinho tinto.
(1) fotometria com piridina-2-aldeido-2-quino-
lilidrazona
(2) apos digeétﬁo com dcido nitrico
(3) por filtracio através de membrana (@,4Sym)
(4) com acetato de etila, eter etilice, cloro-
farmio
(5) silica gel/acetato de etila

(4) varios reagentes.
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TABELA I. Especiacio do niquel em cafe, cha e vinho tinto.#
EMNid % do total Extr. liquida-liquida
Alimento

{ppm) det. resid. acet. CHC13 MIBK gter

diret. filtr. etila : etil.
Vinho tinto
(Lambrusco) 9,14 394 7.4 34,4 ia2. 1 8,6 (5)
Yinho tinto
(frances) 9,09 82 20,4 6 9,7 9,2 (5)
Cate
(Nesca fé) 1,22 59,1 20,9 42,3 59,8 49 17.3
Cha
(Messmertee) 10,10 20 23,82 41,8 41,2 11,46 {(3)

# Conforme SCHWEDT (5%
() Yalores estimados

Extr. - extragaoc

t

MIBK Metil—-isobutil-cetona
acet. - acetato
etil. - etilico

det. diret. - determinado diretamente

resid . filtr. - residuo do filtrado

1%




WERBER (46B8) apresentou esquema para.a separagao e identifi-—
cac3o de diferentes espécies de estanho (Sn) em suco de lim2o. As
especies de estanho foram separadas dos outros constituintes por
meio de cromatografia liquida de alta gficiénecia ¢ detectadas por
espectrofotometria de absor¢8o0 atdmica em forno de grafite. Na
identificacio dos ligantes orgdnicos foi utilizada a cromatogra-
fia gasosa acoplada_a espectémetro de massa. A Tabela I1 apresen—
ta as diferentes espécies de estanho presentes em amostras de su-

co de limao.

TABELA I1. Especiacio do estanho em suco de limio.
AmDs— Sn total Sn solidvel Sn insoluvel 8n organico
tras (ng/ml) (hg/ml) % (ng/ml? % nhg/ml

sol. insol.

i 15.4 2,4 61 5,0 39 - -
2 3.1 3.1 1i1ed - - - -
3 {@,1 - - - - - -
4 4,7 2.1 43 2,6 55 - -
3 133.4 83.4 &2 50,0 38 13,8 5,9
6 ta2,s 82,7 S8 59,8 42 - -
sol - snluvel

insol. - in;oldvel

idé




Os protedimentos dos esquemas de especiagln aqui descri-
tos o0 aplicdveis a matrizes de alta complexidade, tals como os
alimentos . No entanto, embora desenvolvidos para um fim especifi-
co, os obstdculos operacionais enccontrados na manutencdo da inte-—
gridade fisico-quimica da amostra ainda s80 o0s principais fatores
para explicar o desestimulo e a escassez de dados observados,
mesmo a nivel internacional, na especia¢3o de metais em alimen-

tos.
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1.4 ©» import8ncia da especiagio do ferro em alimentos

= determina¢io do ferro em alimentos € importante dewvido
A necessi dade de se estimar seu teor para fins nutrvicionais, bem
comp o da agao contaminante, resultado da sua oxidagcio, Que causa
sabor metalico em alimentos. Aldm disso, pode provocar a rancidez
em lipideros ¢ a decomposigao das vitaminas. Torna-se ainda inte-—
ressante distinguir, no alimento, o ferro total do ferro biodis-
ponivel .

# adigZo incidental do ferro na preparacao dos alimen-
tos, por mieio de utensilios, tem sido frequEﬁfemente titada como
sendo siganificativa sob o ponto de wvista nutricional (19, 57).

ROSANOFE & KENNEDY (56), mediram a biodisponibilidade do ferro

formado = ela corrosio de pregos de aco (99 % Fe) em contato com

magas. Pa.ra isso, utilizaram o teste de depleglo e replegio em
ratos. Fsste estudo mostrou que a corrosdo do ferro dentro da ma—
¢i, pode n3o somente gerar um acreéscimo apreciavel na concentra-

¢330 do metal no alimento, mas também apresenta-lo em uma forma
mais biociiséonivel. Oz autores concluiram que a ingest3o das ma-
¢gas que estiveram em contato com o0 prego de ago, durante o cozi-
mento ou Processamento contribuiram com quantidades significati-
vas de fer ro nutricionalmente disponivel.

Um estudo abrangendo 147.inddsﬁrias de alimentos mostrou
que os comntaminantes mais comumente encontrados nas materias—pri-
mas e nos pProdutos acabados eram particulas metdlicas, nas quais
o ferro era o metal predominante. Tal contaminacio & proveniente

do desgast e do maquinario, especialmente nas operagbes de moagem,
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laminas gastas, juntas inadequadas e outros (1@, 57)

g tgor de ferrvro em alimentos enlatados aumenta durante a
estocagem, como resulbtado da corros3o interna da lata, a qual va-
ria com as propriedades da folha-de-flandres, com O processamen=
to, as condigoes de estocagem e a natureza do produto al iment i-
cio. MNiveis excessivos de ferro podem causar mudangas inaceita-
veis na cor, sabor ou limpidez do produto, diminuindo, deste ma-
do, sua vida-de-prateleira (44, &9).

& wvelocidade de corvrosatg de muitos metais em solucaa
aquosa pode ser aumentada pela adicio de determinados compostos
orginicos. 0 dcido ascdérbico @ um desses compostos. Desde que o
ion ferrico, Fellll), atQa na oxidagio do acideo ascorbico para
dcido desidroascorbico em uma reacio de autocatalise, a corrosio
do ferro em solucldo de acido ascdrbico pode produzir concentra-
¢Bes de Fed(Ill) suficientes para 1nlclar O Processa (373 .

Diversos paises estabeleceram limites maximos para de-
terminados metais em produtos alimenticios enlatados, incluindo o
ferro. 0 Comitd Misto FAO/WHO do Codex Alimentarius tem estabele-
cido niveis tentativos de tolerincia para o ferro em muitos pro-
dutos enlatados. Para suco de frutas e néctares enlatados foi re-
comendado o limite méximo‘de 15 mg/kg (&0), enquanto o limite de
59 mg/kg esta sob discussao para vegetails, frutas e leite (44).

& anemia nutricional ferropriva € um problema de salde
mundialmente detectado, embora a média de ferro presente na dieta
esteja geralmente além da quantidade necessaria para 0s PYroposi-
tos metabdlicos (11, 13, 19, 24, 34, 42). Isto & atribuido é-bai—-

xa biodisponibilidade do ferro no alimento, ou seja, a quantidade
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de ferro da dieta realmente abﬁorvido‘ pelo trato gastrintestinal
e subsequentemente estocado ou incorporado & hemoglobina (13, 37,
33} .

Em particular, a deficiéncia de ferro, muitas vezes, é
predominarnte em areas onde cereais e legumes constituem a maior
fragidc da di-eta, pois a biodispanibilidade do ferro de produtos
de origem vegetal & menor (35, 43, 46, 39).

Tradicinhalmente o ferro sempre foi considerado um nu-
triente inerte e n3o reativo. Todavia, dados mais recentes indi-
cam que t@1 hipdtese pode n3o ser verdadeira. Be acordeo com LEE &
CLYDESDALE (38) sabe-se gque o ferro pode sofrer significativas
mudan¢as na sua biodisponibilidade, como resultado de interacio
cam o alimento, ou resultante do seu processamento (40, 41) .

A biodisponibilidade do fervo tem mostrade ser extrema-
mente wvaridvel (3%9). Muitos fatores influenciam a absorgdo do
ferro, irmcluindo a necessidade individual - depende da idade e
estado de sadde do individuo, condigOes intima.s do trato gastrin-
testinal, composigido _da dieta ~ quantidade # forma guimica do
ferro ingerido e da quantidade e propor¢8o de vdrios outros com-
ponentes oOrginicos e inorgdnicos da dieta (58, b6 .

Outros fatores quimicos importantes que tambem influen-
Ciam a biodisponibilidade do ferro em alimentos (33) incluem o
estado de oxidac3o, a solubilidade, a facilidade de ionizagao e o
grau de quelaglo, ou a formaclo de complexos de ferro com oOs
component es dos alimentos (39, 42.).

Alguns componentes dos alimentos, como produtos de pPro-

teina de soja, tém um efeito inibidor socbre a absorg8o do Fferro,
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enquanto outros, como o acido ascarbice, promovem este pProcesso
(ig, 2o, 35). Qutros acidos arganicos, incluindu o citrico, O
lactica, o pirdvico:e 0 succinico também aumentam a absorgio do
fervo (45, 44, b4).

Nos numerosos estudos conduzidos para avaliar a biodis—
ponibilidade dos varios compostos de ferro, usados como fonte de
enriquecimento alimentar, pode-se concluir que, independentemente
das condic Ses experimentais, os compostos ferrosos s3o absorvidos
e utilizados mais eficientemente pelo homem do que oS compostos
ferricos (38, 3%, 43, 47, 48).

tys diferentes ?Drﬁas com que o ferro pode se apresentar
nos alimentos s3o mostradas na Figura @4: ferro elementar, feryo
soldvel, ferro complexado e ferro ifinico. Este ultimo, compreen-—
dendo as Formas ferrosa ou férrica, pode ocorrer em teores varia-—-
veis, dependendo da interagdo quimica com os ligantes presentes

nos alimerntos (39).
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Ferro total

Ferro el ementare »Ferro total nBo elementar

Fe®

Ferro soluvel @——¥ — mferro insoldvel

Ferro complexado q¢—YwFerro idnico

Férricoq—JLJ»Ferroso

Fe¢(III) Fe(Il)

FIGURA 04. Espécies quimicas do ferro que podem ocorrer

em alimentos.
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1.4. 14 Quimica do fervro.

0 elemento ferro (Z=24) apresenta varios estados de oxi-
da¢%o, wvariando de Fe(VI) para Fe(~II), exceto FetV) e Fel(-1I},
dependendo do meio quimico. A forma férrica, (Fe3*), e sua forma
reduzida, a- ferrosa,( Fe2%),s30 as mais estdveis em meio aquoso e
ocorrem naturalmente nos alimentos. O ferro elementar ,Fe®, € ra-
ramente encontrado em meio bioldgico, mas ocorre em alimentos co-
mo aditiveo incidental (38, 39, 4@, 41i).

(s ions ferrosos e férricos, bem como outros acidos Ffor-
tes de Lewis, n3o ocorrem no estado livre em solugdo dcida, mas
hidratados, como Fe(Hp0)g3*% e Fe(Hp0) 48+,

Em pH 7, se levarmos em consideracd3o o produto de solu-
bilidade do Fe(OH)p, a concentraglo miaxima do ion metdlico em so-
lugdo € da ordem de 10~ ! mol.1"1. No entanto os ions férricos,
precipitando-se como Fe(OH)3, s3o muito menos soluveis, e a con-
centracio maxima permitida para o ion metdlico ¢ agora da ordem
de 16-1é mol.1"1l, como apresentado na Figura 03 (38, 61).

A Fformac3io dos hidroxidos de ferro causada pelo aumento
do pH tem importidncia bioldeica, pois a solubilidade do metal e
um pre-requisiteo para a sua absorg¢3o pelo intestino (38, 39, &1 .

A precipitagio do ferro em pH alcalino pode ser inibida
por agentes complexantes (38). O0s complexantes mals comuns em
alimentos incluem proteinas, aminopacidos, acidos carboxilicos,
carboidratos e fosfatos. A estabilidade dos complexos de ferro
pode ser avaliada em sistemas-modelo, mas & muito dificil a-r de-

terminac3o dos tipos de complexos gque s3o formados em sistemas
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heterovgéneos, tals como os alimentos. A complexidade desta matriz

faz com que sejam propostos protocolos e nao metodos gevais de

analise.
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FIGURA 5. Concentra¢3o de ions férricos e

ferrosos presentes em soluglo em
fun¢io do pH. As retas foram ob-
tidas assumindo Kgo = 1915 e

Kgo = 1e~37 para os compostos

Fe(OH)p e Fe(DH)3, respectivamente.

Conforme CLYDESDALE (38).

(1/s8joW) OgdeiIuaIu0)



i 4.2 Fatores que afetam a eficiénecia da absor¢3o do fer-

ro presente no alimento

As trés principais caracteristicas quimicas dos alimen=
tos, que influenciam a absorgao do fervo s%o o pH, o potencial de
oxidacio-reducio e a capacidade de complexacdo (38).

Solubilidade. A& solubilidade dos varios compostos de
%erro esta diretamente relacionada & sua biodisponibilidade, uma
yeE gque o fervro deve estar em solugio para ser absorvido pelo
trato gasktrintestinal (38, 24). |

Com base na solubilidade, CLYDESDALE (11) e JARDIM (29
apontaram qué 4 ingest30 oral de mercurio metdlico ndo produzivra
praticamente nenhum sintoma toxicoldgico.

A maior solubilidade dos sais ferrosos sobre os ferricos
é, em parte, responsavel pela maior disponibilidade destes ions.
Teoricamente, a concentracio maxima possivel de ions férricos e
ferrosos no pH do intestino esta ag redoy de 1918 ¢ 1073 M, res-
pectivamente, como apresentado na Figura ©5. Ent3o, a facilidade
de solubiliza¢lo deverig ser conhecida, onde quer que o fervo

fosse adicionado no alimento, para fins nutricionais {(38).

Potencial de oxidacgcureducﬁo..Hé'evidéncias de que sais
ferrosos &30 mais facilmente utilizados pelo homem do gque 05 Sa1is
férricos (38, 39, 47, 48). A maior absor¢gio dos sais ferrosos so-
bre os ferricos procedia da hipdtese de que somente sais fTerrosns

poderiam ser absorvidos e que 05 cais ferricos deverilam primeira-
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mente serem reduzidos a sais ferrosos para terem alguma signifi-
cincia nutricional. Esta suposic3o tem suscitado ddvidas. LEE &
CLYDESDALE (38) apresentaram evidéncias de que ambas as formas do
ferro s30 utilizadas pelo transporte intestinal wmas, como jd foi
dito, baseados no principio da solubilidade.

Sais simples de Fe(II) s3ao mais facilmente absorvidos do
que sais complexos g sais de ferro(III). A maior disponibilidade

dos itons Ferrosos se deve ao fato de que as macro-moléculas de

hidroxido +érrico sap grandes para serem absorvidas (38).

Formac8o0 de complexos. Numerosos 1i§antes orgdnicns ca-
pazes de formar complexos de coordenagdo com o fervo est80 natu-
ralmente presentes nos alimentos (38, 57) e podem inibir ou au-
mentar =2 ingestiio de ferro, dependendo do valor da constante de
formagS8o dos complexos.

O ferro, em alimentos de origem animal apresenta-se com-
plexado rna hemoglobina, acarretando maior disponibilidade do que
aquele contido em alimentos de origem vegetal, onde gle se apre-
senta na +orma de sals inaorganicos (24).

O espinafre é conhecido come uma significantiva fonte do
ferro, porque suas folhas contém de 3 a 5 mg de ferro por 10 g.
Entretanto, o espinafre ¢ uma fonte pobre de ferro disponivel
biologicamente, aprésentando uma absoraﬁo média de 1,3 % (42).

A fraca absorg¢ao do ferro de fontes vegetais pode ser
atribuida & presenca de fibra, fosfatos e particularmente fita~
tos, 0% Qquais lggam—se ao ferro inorgdnico e reduzem sua solubi-~

lidade (24, 3B, 42, 59). Geralmente carnes contém proteinas em
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quantidades superiores as encontradas em vegetais e o praduto de
degradag3o0 dessas proteinas tem sido apresentado como fator gque
aumenta a disponibilidade de ambos os compostos de ferro (heme e
nap-heme) (24).

A retencl3o do ferro pode ser afetada por varios carboi-
dratos na ordem de lactose ) sacarose > glicose ? amido. Ae;dca—.
res simples como a_ frutose e o sorbitol podem, em coni:raste, au-
mentar a absorcio do fervo. Aminodcidos como a histidina, a lisi-
na e a cisteina aumentam a absorcfo da espécie férrica. A habili-
dade desses aminoacidos em formar quelatos tridentados e gssen—
cial para sua eficacia no aumento da absorcﬁe‘do ferro {(H6).

A pouca absor¢io dos sais ferricos pode ser aumentada se
forem comp lexados como quelatos soldveis de baixo peso molecular.
Isto tem sido demonstrado com a frutose (38).

Hi evidéncias de que o cha inibe a absorgdoc do ferro,
'pois acredita-se que o efeito inibidor da bebida sobre a dispo-
nibilidade do ferro &, em parte devido aos compostos polifendli-

cas (taninos),que complexam fortemente o metal (28, 537.
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1.4.3 A quimica do ferro em alimentos processados

Ha poucos dados disponiveis com referéncia élS formas
quimicas do ferro, seu estado de cm.idacﬁo,‘ splubilidade ¢ grau de
quelaglo em alimentos, apds o processamento ou a estocagen
(23,40)

O efeito do acondiciocnamento em vidro e em latas, do ar-
mazenamento em latas estanhadas e do congelamento foi estudado
para frutas e vegetais. Verificou-se que o ferro nos alimentos
congelados apresentava uma solubilidade maior que nos nido—acondi-
cionados o©u nos enlatados (38).

O processamento dos alimentos também altera a biodispo-
nibilidade e a forma quimica do fervo (34). LEE & CLYDESDALE (49>
verificaram o efeito de varias fontes de ferro (usadas para for-—
tificacio de alimentos) em bebidas contendo ascorbato, através de
processamento por secagem por congelamento ("freeze-drging’) e
secagem por pulverizagSo("spray-drying"’). Apds trés dias de esto-
cagem, @ Terro de .cer'tas fontes apresentou modificagldes, resulta-
do da <wwua reacdo com a matriz da bebida. 0 processo de secagem
por pulwveriza¢do acelerou a convers3o entre as espeécies de fervo
para beb idas fortificadas, o mesmo n3o ocorrendo com O Processo
de secagem por congelamento.

0 efeito do processamento térmico sobre o ferro enddgeno
e o adicionado em pure de espinafre enlatade foi estudado por LEE
& CLYDESDALE (42). Foram utilizados quatro tratamentos, o contro-
le, 0o n3ao~processado, 0 processado e 0 processado com ascorbato.

0 ferro enddgeno do espinafre puro estava ?3 % na forma insolu-
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vel, engquanto o fervyo adicionado variou largamente no seu grau de
insolubil idade. Para cgrtas fontes de ferreo, o processamento au-
mentou a proporgao de inscluveis, bem como a de ions ferrosos so-
bre aquela presente no espinafre nao-processado. 0 processamento
com #cido ascOrbico também aumenta a concentragfo de ions ferro-
sos em alguns casos.

Entre alguns grios, a biodisponibilidade do ferro segus
a ordem: trigo ) arroz » farinha de milho. O arroz em casca e be-
neficiado para remover a casca e o0 farelo, produzindo o arroz po-;
lido ou o branco. Estas etapas do processamento tambem retiram
parte do ferro, junto com outros componentes, tais como protei-
nas, lipideos e vitaminas, o0s quais afetam a absorg3c do ferro.
Um dos meios empregados para aumentar a biodisponibilidade do
ferro em arroz € a adig3o deste elemento e de outros nutrientes
no arro=z beneficiado. KADAN & ZIEGLER (33) estudaram o efeito de
varios ingredientes e trés fontes de fortificagio der ferro, comu-
mente ut ilizadas em alimentos &a base de arroz polido e de Ffari-
nha de arroz. Concluiram que nenhuma das fontes de ferro emprega-—
das, quando adicionadas individualmente, aumenta a concentraci3o
de ferro wsoluvel. Somente o pirofosfato férrico de sddio combina-
do com aguicar e dcido ascdrbico fez com que houvesse um acrescimo
na concentragio de ferro solidvel, realgando a importi@ncia deste
e, talvez, outros ingredientes em alimentos & base de arroz para
aumentar = biodisponibilidade do fervo.

O processo de panificacdo tem sido mostrado como causa
significativa da mudan¢ca da forma quimica do ferro (34). Farinhas

enriqueciclas com ferro, gquando utilizadas em panificag3o, proda-
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zem formas insoldveis de ferro (41).

KalDaN & ZIEGLER (34) realizaram estudos experimentais do
efeito dos ingredientes sobre a sclubilidade & o estado quimico
do ferro em p3es. Concluiram que altas concentragdes de sal
(NaCl) t&m efeito inibidor sobre o ferro soluvel e aparentemente
sobre a sua biodisponibilidade. Entretanto, o ?er’mentc bioldgico
pode aumentar a biodisponibilidade do elemento.

Os efeitos do alimento e do processamento sobre a quimi-
ca do fervo pcdem ajudar a explicar a grande variac3o na absorc@o

deste elemento, observada em varios alimentos e dietas (42).
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2 OBJETIVO

A presente pesquisa visou estabelecer um protocolo para
a caracterizagio qualitativa e quantitativa das diversas espécies

do ferro (es#eciagﬁc) presentes em concentrado de tomate.
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3 MATERIAIS

3.1 Aanostra

&as amostras de concentrado de tomate foram adquivridas em
supermevrcado e estavam acondicionadas em latas envernizadas de

1429, segundo o procedimento normalmente utilizado neste campo.

3.2 Vidraria

Toda a wvidraria utilizada foi lavada com detergente Ex-—
tran—-Ma @1 (Merck), mantida em soluclo de dcido nitrico ¢%1:3) por

uma noite e enxaguada com agua destilada.

3.3 Reagentes

Todos os reagentes utilizades foram de2 grau analitico,

marca Merck, com exceglo do 2-2 -dipiridila, marca Carlo Evrba.
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4 METODQOS

4.1 Preparo da amostra para analise

As amostras foram abertas imediatamenge antes do inicio
da andlise (para ewitar oxidagSo da fraglo ferrosa para férrica),
bcmogenenizadas com bastgo de wvidro, acondicionadas em frascos de
vidro sob atmosfera de nitrog8nio e armazenadas em vrefrigerador

em temperatura ao redor de 49 .

4.2 Determina¢Bes preliminares

0 pH foi determinado diretamente na amoatra utilizando~-
sg potencidmetro ALFATEC, modelo 3.50¢ed, (4, 69), calibrando-se

0 aparelho conforme o manual do ususrio.
4.2.2 8olidos soluveis (O9Brix)

Foi determinado em refratdmetro tipo Abbe - CARL ZEISS,
modelo 88129, com escala de grau Brix e divisSes de @,29. O msto-
do baseia-se na correspondéncia entre o indice de refracSo e =a
percentagem de sacarose dissolvida em agua, a qual se da o nome

de grau Brix. Na pratica, a leitura refratometrica, ou o corres—
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pondente g9rau Brix € usado para expressar o teor de sdlidos solud-
veis (©PBrix) contido em amostras liquidas ou em pastas a 2209 C

{6, 31, &F).
4. 2.3 Cloreto de sddio

Método argentomeétrico de VOLHARD. Baseia-se na argento-
metria indireta, que coﬂsiste em precipitar o cloreto com excesso
&e nitrato de prata e titular a prata residual, emn présenca de
dcido nitrico, com uma solug3o-padrio de tiocianato de amdnio,

empregando-se sulfato feérrico amoniacal como indicador (7, 8).
4.2.4 Acidez total

Metodo acidimétrico usando potenciOmetro na titulac3o de
uma soluc 3o da amostra a 19 % m/v com uma soluglo @,1 M de hidroé-

xido de sddio (b6, &9).
4 .2.5 Cromatografia de acidos organicos

Este procedimento visa a separagido e identificagdo dos
acidos orginicos presentes no concentrado de tomate, por cromato-
grafia em papel (o), ‘

Como fase movel foi utilizada uma mistura de azul de
bromofenol em n-butanol (1 g/1) e solugdo aquosa de acido acetico
a 590 % v/v e a revelagido final foi feita secando-se o papel ao ar

livre. As manchas referentsze ao acidos presentes na amostra ad-
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quirem coloragdo amarelada scbre um fundo azul.

4.3 Determinagio quantitativa do ferro

A analise das varias formas quimicas do ferro foi reali-

zada segundo o fluxograma disposto na Figura 96 (39, 49).

—
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Alimento

v
Homogeneizacio

v

Extracio magnetica—— EL

} = NE

L 4
Centrifugzcio—————mIN

v

laa—Reduzidoeg-— - Reacdo quimica ———p F

sendo: EL. elementar EL + NE total

ME n3o elementar 50 + I complexada

IN insoluvel I - F férrica Fe(III)
SO soluvel EL + NE + SO particulada

I ferrosa + ferrica

F Fferrosa Fe(Il)

FIGURA ©&4&. Analise das varias formas guimicas do fervo em

uma amostra de alimento.
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As formas EL, NE, e S0 foram extraidas por meios fisicos
¢ gquantificadas por espectrofotometria de absorg3o atémica, en-—
quanto as formas I e F foram extraidas quimicamente da fragio so-

1uvel do Ferro e quantificadas espectrofotometricamente (4¢) ..

4 . 3.1 Quantifica¢l3o por espectrofotometria de absorgio

atSmica

As leituras foram realizadas em um espectrofotBmetro de
absorgdo atdmica PERKIN ELMER, modelo 5.9€9, usando as condigles
recohénda&ias-na Tabela III (31).

#As solugOes-padrao de ferro, contendo ©,92 , 1,00 , 2,39
e 5,00 mag Fes/l1 foram preparadas em solu¢lo aquosa de dcido clori-
drico a 2 % m/v, a partir da solug3o-estoque de ferro (padrdo hi-

+ 9,002 g de Fe/l na Torma de

drossoluvel Merck, contendo 1,909 g

FeClg em HC1 a 15 %) conforme manual de instrug3o.
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TABELA III. Condigdes de operacio do espectrofotimetro
de absor¢3c atomica PERKIN-ELMER, modelo

5.9090@, para determinag¢ioc do ¥ferrvo.

Comprimento de onda (nm) 248, 3
Corrente da ldmpada (mA) 3@
Abertura espectral da fenda (nm) - 2,2
Chama (oxidante) ar - acetileno
Yazio (1/min) 39 - 45

4.3.2 Quantificacloc do ferro por espectrofotometria

no visivel, com 2-2 ~ dipiridila.

Foi utilizado o método descrito nas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (27)

Pipetaram-se 3 ml da amostra e 1 ml de solugao de clori-
drato de hidroxilamina a 1@ % m/v em béquer de 150 ml. A mistura
foi aquecida em forno de microondas, em poténcia baixa, durante 2
minutos e apds esfriar foi transferida para bal3o volumétrico de
5¢ mil. Foram adicionados 5 ml de solu¢fo de dcido cloridrico 2 2
m/v: 35 ml de soluglo-tamp3o acetato de sddio/acido acetico (@,1
M)-pH 4,3; 2 ml de solucdo de 2-2 - dipiridila a @,1 %X m/v & o

volume foi completado com 2gun destiladsa.
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Foi preparado uma prova em branco, de forma similar, com
todos o reagentes usados na amostra. Mediu-se a intensidade da
cor vermelha, desenvolvida apds 1@ minutos, a 51¢ nm, em cubetas
de 1 cm, em espectrofotometro UV-VIS - VaN DEN, modelo VIC -
2.509.

Em virtude da amostra apresentar colofacﬁo avermelhada,
proveniente do ligopeno e outros pigmentos oriundo da polpa do
tomate, preparou-se uma segunda Prova em branco com a mesma ali-
quota de amostra e foram adicionados todos os reagentes, excluin-
do a s0lu¢io de 2-2'- dipiridila. 0 valor de absorbancia deste
brance foi subtraido do valor de absorbancia da amostra.

Determinou-se o teor de ferro por interpolagdo em uma

curva-padrioc previamente gstabelecida.
Preparagso da curva-padrio

Em cinco béqueres de 15¢ ml, foram adicicnados 2,09;
4,00, 6,29; B,00 e 10,0¢ ml de uma solucdo estoque de ferro (9,01
mg de Fes/1). A seguir, adicionaram-se 5 ml da soluglo tamp3o e
2 ml da solucg3o do reagente 2-2 -dipiridila. A solugSo foi ent3o
tratada conforme ja descrito acima. 0 volume final foi ajustado

utilizando—-se balles volumétricos de 59 ml.
4.3.2. 4 Ensaios com cloridrato de hidroxilamina

Como o 2-2°~dipiridila reage apenas com a gspecie ferro-

S8, Fe(II), a determinacio do ferro Eotal ¢ feita apds a reduglo
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da espécie férrica, Fe(IIl), com o cloridrato de hidroxilamina. &
quantificagd3o das espécies Fe(ll) e Fe(III) é obtida por diferen-
ca.

A completa reduclo da especie Fe(IIl) péra Fe(II) ¥Foi
veriticada modificando~se o volume da solugBo de cloridrato de
hidroxilamina (i e 2 m1) e o tempo de redugSo (5 e 10 minutos).

N&o houve varia¢3o significativa quando trabalhou-se com
as volumes de 1 ml por 19 minutos e 2 ml por 3 minutos como apre-
éentado na Tabela IV e visualizado na Figura 07, sendo utilizado,
neste trabalho, o volume de 2 ml e o tempo de redugdo de I minu-

tos.

TABELA IV. Concentrag3c do ferro idnico (mg/kg), obti-

da pelo ensaio com cloridrato de hidroxila-

na.
Di=as imli/Smin imi/19min 2ml/Smin
20 51,3 69,3 60,1
o1 51,@ 98,9 58,35
o2 0¢,3 58,7 58,7
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4.4 Tratamentos preliminares da amostra para determina¢3o do

ferro total

Em virtude da Association of Official Aﬁa]gtical Che—
mists ~ A.0.A.C (69) n3o descrever um metodo oficial para a de-
terminagSso de ferro em produtos vegetals processadas, entre 0%
quais se enquadrasse O concentrado de tomate, tornou-se necessa-
rio adaptar um procedimento analitico para ser utilizado neste
trabalho. Assim, foram realizados dois diferentes tipos de diges-—

t30 da amostra.
4. 4.1 Digest3o com dcido cloridrico concentrado’

& digestZo foi conduzida segundo o metodo recomendado
por PRICE & RQOS (52).

Pesaram-se cerca de 5 g, com precis3o de 6,1 mg, de
amostra em béquer de 52 ml. Em seguida foram adicionados O ml de
acido cloridrico cbncentrado. Apos repouso de 5 minutos, transfe-
riu-se para bal3o volumétrico de 59 ml e completou-se O volume
com 3sgua destilada. A solug8o foi agitada e filtrada em papel de
filtro quantitativo faixa-preta FRAMEX n2 389%1.

Fste mesmo tratamento foi cenduzido para uma solugdo pa-
dr3c agquosa contendo 2,00 mg Fe/l e também para a amostra, na
qual foi adicionada uma aliquota da soluglo-padr3o contendo 2,900

mg Fe/l.
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4. 4.7 Digest30 com dcido nitrico (1 M) e peroxido de

hidrogeénio (39 volumes)

Pesaram-se cerca de S g, com precisdo do 9,1img, de amos-
tra em wum béquer de 100 ml. Adicionaram-se 5 ml da splugdo de
icido nitrico e a smostra foi colocada em chapa de aguecimento.
Lentamente, foram adicionados 5 ml de peroxido de hidrogénio, ob-
tendo-se uma soluclo clara. Apods esfriar, transferiu-se para ba-
130 wvolumeétrico de 5@ ml e o volume foi completado com agua des-—
tilada. A solugSo foi agitada e filtrada em papel de filtro quan-
titativo Taixa-preta.

3 mesmo tratamento foi conduzido para =a solugfo—~padrio
contendo 2,02 mg Fe/l e também para a amostra na qual foi adi-
cionada wma aliguota da solugSo-padrioc contendo 2,0¢ mg fe/l.
Nestas dwuas solugtes determinaram-se as concentvagldes do ferro
por espectrofotometria de absorgso atfmica (EAA) e ﬁom P-2°~- di-
piridila.

FPelos resultados contidos na Tabela V pode-se verificar
que o tratamento 4.4.i foi o que apresentou maior percentagem de
recuperagSeo do teor de ferro adicionado, para ambas as teécnicas
utilizadas.

O tratamento 4.4.2, talvez por ter sido conduzido em re-
cipiente aberto, pode ter sofrido uma perda, apresentando um me-—
nor percentual de recuperacio.

fissim, o tratamento selecionado para a determinagi3o do
teor de ferro total neste trabalho foi o 4.4.1, que além de épre—

sentar maior percentual de recuperagao, ainda tem a vantagem de

44



ser um metodo mais rapido, além de se trabalhar a frio.

"TABEL.A V. Resultados obtidos nos tratamentos prelimina-—
res ta amostra, para determina¢do de ferro
total.

Trata- Ferro Total Recupe—
mentos Métodos Amostra adicionado recuperado rag3o

{mg Fe/ll) {(mg Fes/l} (mg Fe/1) (%)

Ean 2,43 2,86 4,44 eg
4.9 .1
2-2 -~dip 2,47 2,86 4,53 100
EAA 2,91 2,95 4,114 gz
4.4.2
2-2 ' -dip 2,40 1,95 3,98 81
EAA = espectrofot8metria de absorcS3o atdmica
2-2'—- dip. = g-2° - dipiridila
45



4.5 Determinagl3o do ferro elementar

) ferro elementar foi extraido da amostra, Eob‘agitacﬁo.
por meio de barras de teflon magnetizadaé. 0 magneto, quando re-
tirado da amostra, foi imersc em acido cloridrico concentrado pa-—
ra solubilizag3o do ferro metalico. A solugao diluida foi aspira-
da em espectrofotometro de absor¢io atOmica conforme descrito em
4. 3.1 (39).

0 ferro elementar 2 provenignte de limalhas liberadas
dos uteﬂﬁilioé utilizados durante o processamento.

No processamento do concentrado de tomate sao wutiliza-
dos, em sua maioria, egquipamentos de ago inoxidavel, diminuindo a
incidénica da presenca de ferro elementar no produto.

NM3io constam deste estudo dados para o ferro elementar,
uma vez que esta espécie ni3o foi detectada nas primeiras amostras

analisadas.
4.4 Determinaclo do ferro soldvel

Pesaram-se cerca de 295 g, com precisao de 0,1 mg, da
amostra em beéquer de 5@ ml e transferiu-se para baldo volumétrico
de 10¢ ml1 e completou-se o volume com dgua destilada. A solug3o
foi agitada e centrifugada em centrifuga HERAEUS, modelo UJ35, a
10.099 r.p.m. durante vinte minutos em atmosfera de nitrogénio.

Trés aliquotas de 10 ml do centrifugado foram tratadas
conforme selecionado em 4.4.1 e gquantificadas por espectrofotome-—

tria de absor¢io atomica (4.3.1).
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4 7 Determinacio da fragdo ferrosa mais ferrica

Na quantificaglo da fraglo ferrosa mais férrica, utili-
zou-se o metodo espectrofotometrico com p-p°- dipiridila, confor-

me descrito em 4.2.2, em tr8s aliquotas da soluglo centrifugada.

4 8 Determinaglo da frag3oc ferrosa

Para a quantificac3o da frac3o ferrosa, seguiu-se o mes-
mo procedimento descrito em 4. 3.2, porém excluindo-se a adi¢gdo da
solug3o de cloridrato de hidroxilamina, redutor da forma férrica.

Por diferenga, foi calculado o teor da fracgfo ferrica na

amostra.

4.9 Determinagio da fragio organica do ferro

A fragio orgidnica do ferro foi extralida da amostra com
cinco porgdes de 20 ml de diclorometanc. 0 solvente foi evaporado
em evaporador rotativo MARCONI, modelo TE 120, é o residuo res-
suspendido em 1 ml de acido cloridrico concentrado e 4 ml de dgua
destilada. -

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro de absor¢3o
at®mica PERKIN-ELMER, modelo 303, equipado com forno de grafite

2 000, nas condigdes recomendadas na Tabela VI (50).
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Foram injetadas, no forno de grafite, aliquotas de 2o H]
de colug Oes-padrao de ©,19 , 2,20 e 9,49 mg Fe/1, para o tragado

da curva—p adrao.

TABELA VI. Condig¢des de operagao do espectrofotdmetro
de absorg¢3o atdmica PERKIN-ELMER modelo 303,

para a determinagdo do ferro crganico.

...___...._...__..—-....-.—.-......_-..-._._....._...__._a__..—__.“_..-—.—_-.-_....._‘...—_....,__..‘.-_.....__...-_.......—._._..-....——a

Ccunprihentc de onda (nm) 248,3
Corrente da l18mpada (mA) 39

Gas inerte argdnio

Vo lume injetado (pld 19

Tempo e temperatura de secagem 10 s - 100 ©C
Tempo e temperatura de incineragio 15 5 - 110e ©C
Tempo e temperatura de atomizacdo 2 s - 2700 ©C

_...._.—_....._...-—_.a.-_....__-—__——_.-__w._.—a..._....—‘..—_...._.....-—...._.....-—__....——....—_-——...-,—u.-._

4.19 Avaliac3o do procedimento

0 procedimento utilizado na quantificaglo do ferro solu-
vel totml foi avaliado mediante a adic8o de solugZo-padrio na
amostra, nos nivels de 25,00; 50,00 e 100,00 mg/kg, para ambas as

téenicas utilizadas.
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TaBELa VIT. Percentagem de recuperacac do teor de ferro

adicionado na amostra nos niveis de 295,909 ;

50,00; 100,00 ma/kg.

Niveis de recuperagao (mg/kg)

Técnica 25,00 590,09 100,00
2EAA 24 % 96 % 96 %
2-g —dipiridila 25 % 25 % 98 %

# O teor de ferro na amostra inicial foi de 24,08mg/ka.

3aEaa - espectrofotometria de absorcdo atomica.

Os resultados contidos na Tabela VII indicam gue 0O Pro-—
cedimento aplicado esta adequado para a determinagio de ferro so-—

ldvel em concentrado de tomate.
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S RESUL TADOS E DISCUSSAOD

Para se avaliar um procedimento analitico que permitisse
a quantificagio nas diferentes formas do ferro, foi escolhido o
concentrado de tomate que, do ponto de vista alimenticio, € um
praduto hastante consumido pela populaglo e apresenta alto teor
da elemento estudado. Outvo fator que influenciou na escolha foi
o de ser um produto que, apds aberto, njo & totalmente consumido,
podendo a lata permanecer aberta em refrigerador.

Do ponto de vista analitico, 0 concentrado de tomate &
uma matriz que, embora complexa, permite manuseio relativamente
simples & dispensa pre—tratamentos que possam alterar quimicamen-

te 0s seus componentes.

5.1 Determinagdes preliminares

0 pH ¢ um dos fatores que afetam o desenvolvimento da
cor no método espectrofotométrico & pode se verificar, pela Tabe-
1a VIII, que o pH do concentrado de tomate se encontra na faixa

dtima de trabalho para o meétodo escolhido, ou seja, 4,30.




TABELA VIII. Determinacdes preliminares nho concentrado

de tomate

o —rn .——...—......_—_..-_.-.‘.___..___,..-_.._—_m.._—-..._—...—_-—_-....—.....—_..-”n—..-—_.-—a_.._

pH 4,39

0By ix 20,90

Sal (% de NaCD) 1,59
Cromatogr. ac. organicos presenga ac. citrico
Ac idez total (% dc.citrico anidro) 1,01

Ferro (mg/kg) 55,43

..—._.-m._.—._m_—__.._._——__.-.._......_.__-.._.-...q—_...-.-_m.._—-.-—_—-_—_-_..__u-—_..__....—_..-._..-»

Outro fator relevante € a presenc¢a de acidos orgénicos,
provenientes do prdpric alimento, adicionados intencionalmente ou
resultantes de alteracBes quimicas do produto. Na amostra foil
éomprovadza a presenca de acido citrico, mas na quantifica¢ldo do
ferro por espectrofotometria com 2-p ' ~dipiridila, o citrato nao

interferiu.

5 2 Verificaclo da precis3o dos metodos

" Para os dois métodos utilizados ha determina¢io do fer—
ro soldwvwel total, 3 concentragio de 45,00 ma/kg, © desvio—-padrio
relativo foi de 0,94 % (n=19) por espectrofotometria de absorgao

atBmica e de 0,95 % (n=10@) com 2-2 - dipiridila.




A curva de calibrag3o pelo metodo por espectrofotometria
de absorgcio atdémica foi linear na faixa de 1,00 a 5,00 me Fe/l,
conforme mostrado na Figura @8. Para a determinac3o eﬁpéctrofoto—
métrica na regido do visivel, a faixa linear situou-se entre e

16,00 e 100,09 mg Fe/l conforme mostrado na Figura 99.
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FIGURA 8. Curva-padr3o para o ferro obtida pelo método

pOr esbectrafctometria de absorgio atomica.

og




.32

.28

26
.24
B2 /

18]

Y o= 9,0931x + &,0004
3 1,9000

Unidadans &Se mbsorlbhomnoala
" " .
|
Il H

b 1 { I i i | ] I
8 i9 28 3% 43 38 64 78 36 35
Concentracas de ferro (mg/1)

FIGURA 09. Curva-padri3o para o ferro obtida pelo

método espectrofotoméetrico.
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Os possiveis interferentes causados pela matriz foram
avaliados através do Método da Adig3o de Padr3o (2, 351). Por este
procedimento, aliquota; conhecidas da solucio-padrio s80 adicio-
nadas na. amostra previamente preparada para a anzﬂise. As mistu~r
ras 5ao0 diluidas a um mesmo volume final, de modo que qualquer
interferente  esteja presente na mesma concentragio em todas =as
solugdes .

As Figuras 190 e 11 apresentam as curvas obtidas pelo me—
todo de =adic3oc de padr3o para ambos os meétodos. As curvas de ca-
librac3o original, ou seja, agquelas obtidas para as solucBes

aquosas do padrio sio incluidas como referéncias.
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Na determinacio do ferro por espectrofotometria de abs-
roc8o atdmica, a concentracdo encontrada utilizando-se o metodo
da adic3io de padr3oc foi de 170,909 mg/kg. Por interpoliagdo da cur-
va-padrio obteve-se a concentracio de 168,00 + 3,93 mg/kg, epara

um grau de confianca de 95 %.
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5.3 Quantificag¢8o do ferro

Ma quantificag3o inicial das diferentes especies do Ter-
ro presentes no concentrado de tomate utilizando-se o©s metodos
indicados para cada espeécie, em particular, obtiveram—-se o0os re-

sultados contidos na Tabela IX.

TABELA IX. Concentragio (mg/kg) das diferentes espe~

cies gquimicas do fervro em concentrado de

tomate.
Total 03,96
Soluvel 48, 34
Ionico Fe{II) + Fe(lIIl} 47 , 20
Ferroso Fe(ID) 49,00
Férrico Fe(lll) 7,20
Particulado | 5,62
Fortemente complexado 1,14

Orginico 9,29

Os resultados obtidos s30 representativos das concentra-
¢Bes das varias espécies do ferro que o concentrado de tomate
contém, imediatamente apods a lata ter sido aberta. Nota-se que

cerca de 8% % do metal contido na amostra encontravam-se na forma
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solivel, sendo que desta frac3o, aproximadamente, ?8 % apresenta-~—
ram-se na forma ibnica, Fe(II) + Fe(III). Também & importante sa-
lientar gque 83 X da fra.r;'!io idénica estavam na forma de Fe(Il), en-—
quanto que 19 % se apresentavam como Fe(III). Em relagdo ao ferre
total, cerca de 10¥% formaram compostos insoldveis, enquanto o

ferro fortemente complexado somente participou com pouco mais de

e 4.
Somente @ 9,46 ¥% do fervo total se encontrava como ferro
organico, representando uma fragd3o minima da concentracdo total.

Com base neste percentual, esta fragl3o ndo foi mais extraida no
decorrer do trabalho. Outro fator gue determinou a exclusio da
quantificacin ‘ do0 ferro na fracg3o orginica, foram as dificuldades
gperacionais surgidas neste passo. A formagBo de uma emulsdo de-
vido & extraglo da fragaoc organica fez com que a repetibilidade
dos dados Ffosse comprometida.

A faiwxa de concentragcio do ferro nas amostras estudadas
n¥c foi constante durante o desenvolver do trabalho devido a ne-
cessidade de se utilizar novas amostras para cada experimento.

Como o ferro presente no concentrado de tomate g gquase
que totalmente proveniente da embalagem metalica, a sua concen-
trac3o awumenta com a vida-de-prateleira do produto.

Neste estudo, trabalhou-se com um produto cuja matéria
-prima inicial possuia aproximadamente 13,00 mg de ferro por qui-
lograma de amostra e com o armazenamento atingiu uma concentragao
de ateé 170,00 mgrkg.

Atraves da especiacio do ferro no produto, verificou-—-se

que este metal, apesar de proveniente quase que totalmente da l1a-
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ta, s2 encontrava inicialmente 835 % na forma ferrosa & que segun-—

do ROSANDOFF & KENNEDY (56), pode ser biodisponivel.

5 4 Oxidaglo do Fe(II) em concentrado de tomate

A biodisponibilidade do ferro esta diretamente relacio-
nada a presenga da especie Fe(Il) (38). Com o intuito de se ava-
liar =a wariacao da concentracac do Fe(Il) na amosira, foi veali-

zado um estudo de verificacio da velocidade de oxidagl3o0 da espeé-

cie.
= 4.1 Curva de oxidagSo do Fe(ll), enm splugZo agquosa
Para se verificar a velocidade de oxidagio do Fe(ll) em
éolucﬁo, a amostra foi centrifugada e o sobrenadante subdividido

em duas aliquotas.

Uma das aliguotas foi armazenada em refrigerador coOm
temperatura ao redor de 49 C. A outra ficou exposta a temperatura
ambiente , ao redor de 24° C.

As amostras provenientes das duas aliquotas foram anali-
sadas quanto ao teor de Fe(II) durante um periodo de nove dias. A
quantific ac3o foi efetuada pelo método com 2-2°- dipiridila.

As concentragbes de Fe(II), obtidas nestas condi¢Oes,

est3o contidas na Tabela X e podem ser visualizadas na Figura 12.




TABELA X. Concentraclo de Fe(II), em solucio aquosa,

em duas condigOes, em fun¢ido do tempo.

Tempo Concentragao de Fel(Il) (mg/kg)
(dias) Temp. ambiente Sob refrigeracio

?Q 446,44 45,44

01 16,592 28,33

ee 8,00 23,84

03 7,17 13,34

1% 2) 7,190 iz2,24

Q7 7.903 7,00

Q2 | 6,87 7.01

Temp. ambiente = temperatura ambiente
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FIGURA 12. Curva de oxidag3o do Fe(Il) no concentrado
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Como pode ser visto, a velocidade de oxidac3o do FelII)
no concent rado de tomate, em soluc3o aquosa, foi maior na amostra
que ficou exposta a temperatura ambiente para os primeiros dias
de exposig3o.

Pela Tabela X, pode~se verificar gque a tendeéncia da con-
centracio de Fe(II) é se estabilizar com o tempo. Essa estabili-

dade ocorreu malis raplidamente a temperatura ambiente.

s 4. 2 Variac3o nas concentracBes das diversas espécies

da ferro

0 cﬁncentrado de tomate € um produto gue pode permanecer
em re?rﬂiéeradar apts a embalagem ter sido aberta. gesim, foi ve-
rificada =@ varia¢3o sofrida pelas varias especies do ferro duran-—
te um periodo de permanéncia da amostra em refrigerador, pProcu-
rando reproduzir as condigdes reais de consumo do produto.

Para evitar erros gerados pela perda de umidade da amos-
tra durante o periodo ém que o experimento foi realizado, © lote
homogeneizado foi distribuido em placas de Petri com 08 Ppesos

controlados, conforme mostrado na Figura i3.
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FIGURA 13.
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Foram pesados aproximadamente 8¢ g de amostras em cada
placa e colocados sob refrigeracio. Antes de cada anialise, a pla-
ca foi pesada e calculada a percentagem de umidade. o peso  da
amostra para analise foi recalculédo, com base na perda de dgua
prorrida.

Foram realizados varios experimgntos com 3 finalidade de
cse wverificar a reprodutibilidade de variagOes das concentragdes
das varias espécies do ferro. Os dados obtidos em um destes expe-
rimentos est30 contidos na Tabela XI e podem ser visualizados na

Figura 14.

TABELA XI. Especiagidao do ferro, em Ffung3o do tempo.

_-._.-......__‘—_..q.—-.—.....-_..-....-—..a_—-.-—...—_........,.—.-.-———...-—...-—..—-.——-.——...-.-—...___...,—_._—_._.—»

Tempo Concentragdo (mg/kg)

{dias) Fe total Fe sol. Fe(II)+Fe(IIIl) Fel(ll) Fe{IIIl>

....__..—....-..--.-——-._-—_..-—-.-...—_.......__.a..__......-.-—_.-_.-._—...—_-,......-......._.-,_.--...—_-.—..—-.—.-_.n.—.-—_

20 83,03 77,19 74,00 55, 40 20,60
01 81,93 76,45 75,25 31,00 44,25
¥ed ge,53 76,85 75,33 30,47 44,86
23 83,582 - 76,65 75,45 28,31 44,84
24 83,41 77,46 75,58 26,24 49,34
07 83, 44 74,38 73,71 16,32 57,39
4 84, 61 76,43 75,91 11,73 64,18
10 g2,882 75, 41 74,19 11,01 63,18

__..._...—_nm_-.....-__-—_—.a—__._—_u-..._..m—.....—__......—--u-_-.....au-.-——-...-....-.—-———..-.-n—.—-—-—.--
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Analisando a Figura 14, verificou-se que a abertura da
lata de concentrado de tomate, mesmo quando mantida sob refrige-
rac3c, provocou modificagdes nas formas quimicas do ferro contido
na amostra.

Enquanto as concentragdes das espécies do ferro total,
do .soluvel e do ifnico permaneceram praticamente constantes du-
rante o ewperimentn, a concentraclo da espécie Fe(Il) foi reduzi—-‘

da em até 8¢ X do seu valor original, com um aumento concomitante

na concentracio na especie axidada do metal.
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& CONCLUSBES

A determinacio de elementos tragcos em alimentos tem re-
querido novos conhecimentos, visto que, 3 determinagao da concen-—
trac3o total do elemento j& nfo satisfaz as necessidades da comu-
nidade cientifica ligada a area de alimentos.

Tanto sob o ponto de vista nutricional ou toxicdlogico,
faz—se necessario conhecer a forma guimica na qual o elemento se
encontra no alimento, pois a sua toxicidade ou o valor nutricio-
nal est3o intimamente relacionados com a sua espécie quimica.

A especiagio, um novo campo da quimica, tem sido aplica-
da com ©xito em estudos dos elementos tragos em aguas e sadimen—
tos, no que diz respeito, principalmente, a sua toxicidade.

No campo da analise de alimento, este estudo tém se de-—
senvolvido mais lentamente devido a dois fatores: primeiramente
pela comp lexidade da matriz, a qual faz com que surjam protocolos
de analise do elemento para cada produto ou grupos de al imentos.
Em segundo lugar, pela comunicag3o limitada que persiste entre
quimicos, engenheiros de alimentos e nutricionistas, os quais s3o
05 principais profissionais atuando nesta area de interface.

Com base nos resultados obtidos na procura de um proto-
colo para especiagio do ferro em concentrado de tomate, chegou—se

35 segquintes conclusoes:
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¥ 0 meéetodo espectrofotmeétrico, na regifo do wvisivel,
utilizando o reagente p.p'~dipiridila, mostrou-se adequado para

as determina¢bes das espécies Fe(Il) e Fef(lll).

3 0O estudo da velocidade de oxidac3o da especie Fe(ll)

em func3o do tempo de estocagem do produto apds a abertura da ia-
ta, mostrou que a concentracio dos lons Fe(IIl) diminui 5

em ate

80%, alterando assim sua biodisponibilidade em aproximadamente

sete (7)Y dias guando armazenado sob refrigeracio.

Este trabalho apesar de apresentar um procedimento rela-
tivamente simples, em termos analiticos, & de grande importincia

pois inicia as pesquisas com especiagio na area de nutriglo.
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