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“Bom mesmo é passar uma tarde na praia, sentir a pregui¢a no corpo, olhar

para o encontro do céu e do mar e beber uma agua de coco.”

(Vinicios de Morais; “Tarde em Itapoa”)
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RESUMO

Uso da Espectrometria de Emissdo Optica em Plasma de Argonio com
Acoplamento Indutivo na Determinagao de Nutrientes e Contaminantes

Inorganicos em Agua de Coco Natural e Industrializada

Autor: Rafael Arromba de Sousa

Orientador: Prof? Dr? Solange Cadore

O coco é um fruto bastante popular nas regiées tropicais de todo o mundo,
por apresentar uma agua saborosa, hidratante e com propriedades terapéuticas.

Considerando a escassez de informagdes sobre a composi¢céo da agua de
coco brasileiro e visando estabelecer valores médios para a concentragdao de
alguns metais, determinou-se Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu por Espectrometria de
Emissdo Optica em Plasma de Argbnio com Acoplamento Indutivo em amostras
de agua de coco natural (ACN) e industrializada (ACl).

As amostras foram filtradas, diluidas a 20 % m/v.em HNO3; 2 % vlv,
introduzidas diretamente no espectrdmetro e analisadas em condig¢des
experimentais otimizadas (poténcia do plasma, vaz&o de nebulizagao,
comprimentos de onda, configuragdo de tocha — radial/axial — e uso de padrao
interno). As determinagdes apresentaram precisao e exatidao satisfatorias; nos
experimentos de adigdo e recuperacao de analitos, as recuperagdes ficaram entre
90 e 110 %, indicando um efeito de matriz praticamente desprezivel.

As concentracdes dos analitos, em mg L' e expressas em intervalos com
95 % de confianga, para as amostras de ACI e ACN foram, respectivamente: Ca
(205 + 27; 172 + 65), Mg (108 + 21; 69 = 19), Mn (2,8 £ 0,9; 2,9 + 1,9),
Zn (0,28 + 0,08; 0,11 + 0,07), Fe (0,13 £ 0,05) e Cu (0,14 + 0,05). Fe e Cu, em
baixas concentragdes, foram encontrados apenas nas amostras de ACI.

Os métodos analiticos empregados permitiram determinar macro e
microconstituintes minerais em ACIl e ACN, sem a mineralizagdo das amostras,

tornando-os adequados para analises de rotina, como as de controle de qualidade.



ABSTRACT

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry for the
Determination of Inorganic Nutrients and Contaminants in Natural and
Bottled Coconut Water

Author: Rafael Arromba de Sousa

Supervisor: Prof. Dr. Solange Cadore

Coconut is a popular fruit in tropical regions over all the world, due to its
tasteful water which has also medicinal properties.

Considering the lack of information of Brazilian coconut water composition
the objective of this work was to establish medium values for the concentration of
Ca, Mg, Mn, Fe, Zn and Cu in natural (ACN) and bottled (ACI) coconut water using
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry.

The samples were filtered, diluted to 20 % w/v in 2% v/v HNOs, directly
introduced into the spectrometer and analyzed under optimized conditions (plasma
power, nebulizer flow rate, wave length, torch configuration - radial/axial - and
internal standard solution). The determinations showed good precision and
accuracy with recoveries between 90 and 110 %, indicating a negligible matrix
effect in the experiments using analyte addition.

The medium concentrations (mg L™), expressed with 95 % of confidence
level for ACI and ACN samples were, respectively: Ca (205 + 27; 172 + 65), Mg
(108 + 21; 69 + 19), Mn (2,8 + 0,9; 2,9 + 1,9), Zn (0,28 + 0,08; 0,11 + 0,07), Fe
(0,13 +£ 0,05) and Cu (0,14 + 0,05). Fe and Cu were found only in ACI samples.

With the proposed methods it was possible to determine macro and
microconstituents in natural and bottled coconut water without sample

pretreatment.
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1. Introducgao

Nutricdo € o conjunto dos processos bioldgicos através dos quais os seres
vivos utilizam, transformam e incorporam em seus organismos substancias
procedentes do meio em que vivem, garantindo a sua subsisténcia [1].

Os processos nutritivos possibilitam obter: (i) energia, para satisfazer o
metabolismo basal e o gasto de energia devido as atividades, e (ii) materiais
necessarios para a formagao e renovacao das estruturas organicas e regulagem
dos processos metabdlicos [1].

O funcionamento dos organismos vivos depende dos nutrientes que
chegam as suas células. Existem cinco tipos de nutrientes: carboidratos, lipideos,
proteinas, vitaminas e minerais. Os carboidratos, lipideos e proteinas sao
denominados macronutrientes, enquanto as vitaminas e 0s minerais sao
denominados micronutrientes [1].

Depois do carbono, oxigénio e nitrogénio, as espécies quimicas que devem
estar presente em maior quantidade na alimentagdo humana sao: Ca, P, S, K, Na,
Cl e Mg. Estes elementos s&o denominados macroelementos, devido as
quantidades relativamente altas dos mesmos, que sao necessarias para cobrir as
necessidades corporais, € por serem encontrados em concentragdes altas nos
alimentos. Existem também os micronutrientes minerais, que sao: Fe, Zn, Cu,
Mn, I, Se, Mo, Co, Cr, Si, Ni, V, Li, Sn, As e F. Estes elementos sdo componentes
minerais minoritarios dos alimentos e da &agua potavel [1], e devem ser
considerados sob dois aspectos: (i) essencialidade, onde sao necessarios para a
realizacdo do metabolismo humano e formagao das partes constituintes do corpo
[1,2]; e (ii) toxidez, quando alteram o metabolismo, provocando disfungdes
organicas. Enquanto os elementos toxicos podem ser ingeridos apenas em
pequenas quantidades, aqueles considerados essenciais (Fe, Zn, Cu, Mn, |, Se,
Mo, Co e Cr) também prejudicam a saude e podem causar até mesmo a morte
quando ingeridos em altas concentragdes [2,3]. Em outras palavras, o carater
téxico ou essencial dos micronutrientes pode ser definido por um intervalo de

concentracdo; os elementos que apresentam um intervalo entre essencialidade e



toxidez mais estreito sdo normalmente considerados sob o aspecto tdxico e
aqueles que apresentam um intervalo mais extenso s&o considerados sob o
aspecto essencial.

Infelizmente, ndo existem muitas informagdes no Brasil sobre a composicao
de nossos alimentos. As tabelas de composicdo de alimentos utilizadas sao,
geralmente, desatualizadas, pouco confiaveis (em fungdo da metodologia
utilizada), incluem produtos que ndo sdo mais consumidos e, muitas vezes, so
consideram a composicao dos alimentos no estado cru, sem levar em conta

possiveis modificagdes durante o seu preparo [3].

A agua de coco € uma bebida saborosa, bastante popular no Brasil e em outros
paises tropicais e intensamente utilizada como alimento terapéutico; apresenta
alto valor nutricional (contém varios sais minerais e agucares) e possui uma
composi¢cao quimica adequada para a reidratacdo de pacientes com problemas
gastro-intestinais [4-14].

No Brasil, além do seu consumo diretamente do fruto, nos ultimos anos tem-se
verificado um aumento na industrializagdo desta bebida [13] e, neste caso, pode
ocorrer uma alteragdo no seu valor nutricional devido a fontes de perda e/ou
contaminagao inerentes ao processo [15].

Tendo em vista esses aspectos, estudos relacionados a monitoracdo de
espécies presentes nessa bebida sdo importantes para investigar a composigao
quimica e nutricional da agua de coco. Os poucos trabalhos publicados dao maior
énfase aos macronutrientes e aos macroelementos [5,10-11]. Além disso, a
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) [16] exige das industrias
apenas a indicacao dos teores de Ca, Fe e Na, nos rétulos dos alimentos. Logo,
estudos sobre as espécies inorganicas, incluindo micronutrientes minerais,
também devem ser considerados, pois estas espécies possuem um valor téxico ou
essencial, dependendo da concentracdo em que se encontram [2].

A determinacao de elementos minerais na agua de coco utilizando técnicas
de analise multielementares, como a espectrometria de emisséo Optica em plasma

com acoplamento indutivo (ICP OES), viabiliza procedimentos rapidos e simples



para monitorar macroelementos e micronutrientes minerais nessa bebida podendo
ser empregados em estudos sobre a sua composi¢cdo quimica. Pode ser usada
também para um controle de qualidade mais minucioso, quando da
industrializagdo da agua de coco.

Neste trabalho, estudou-se a determinagao de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Al e
Se em agua de coco natural e industrializada, por serem possiveis constituintes da
matriz [10,11,13,14], além de Cd e Pb, para avaliar eventuais contaminagbes das
amostras por metais potencialmente toxicos. A presenga de Na e K também foi
avaliada nas amostras, porém, com menor énfase, pois a presenca destes
macroelementos na matriz € bastante explorada na literatura [6-11,13].

As concentragdes de diferentes metais que foram determinados em
amostras de agua de coco natural e industrializada constituem dados
multivariados, que foram interpretados utilizando-se a Analise Hierarquica de
Agrupamentos (HCA) e a Analise de Componentes Principais (PCA), que sao
métodos quimiométricos de reconhecimento de padrdes [17].

Os métodos de reconhecimento de padrdes possibilitam encontrar
e/ou prognosticar uma propriedade de um conjunto de amostras, a qual nédo é
diretamente mensuravel, mas que se relaciona com as medidas analiticas que sao
obtidas [17].



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A espectrometria de emissdo Optica em plasma com acoplamento

indutivo

O plasma é um gas parcialmente ionizado a altas temperaturas, variando em
um gradiente de ~ 10000 a 6000 K, e apresenta a capacidade de conduzir
corrente elétrica e de interagir com campos magnéticos [18,19,20].

A técnica de ICP OES baseia-se nas observacdes de emissdes radioativas dos
elementos constituintes da amostra, em um plasma, geralmente de argdénio. No
plasma obtém-se atomos e ions livres que podem ser detectados e determinados
quantitativamente em funcao das intensidades de emissdo em comprimentos de
onda especificos. A vantagem do uso de um plasma como fonte de excitagao,
quando comparado com uma chama, € a obteng¢ao de temperaturas mais altas e
ambientes quimicamente menos reativos [18,19,20].

Um espectrobmetro de emissdo Optica com plasma de argbnio com
acoplamento indutivo constitui-se, basicamente, de um gerador de radio
frequéncia, um sistema para introdu¢cdo da amostra, uma tocha, um sistema de
gas argbnio, um sistema o6ptico para a detecgdo do sinal analitico e um sistema
computacional para controle do equipamento [18,19,20].

O gerador de radio-frequéncia (RF) é um dispositivo elétrico empregado
como fonte de poténcia. Tem a funcéo de sustentar o plasma [18].

O sistema de nebulizagdo é composto, em geral, por um nebulizador e uma
camara de nebulizagdo. O nebulizador produz um aerossol da amostra que é
conduzido ao plasma pela cdmara, a qual favorece a introdugao apenas das gotas
de menor volume [20]. Existem dois tipos de nebulizadores usualmente
empregados nos equipamentos de plasma com acoplamento indutivo (ICP): os
pneumaticos e os ultra-sénicos, sendo os primeiros 0os mais comuns. Dentre as
variedades de nebulizadores pneumaticos os mais eficientes sdo os concéntricos

e, por isso, os mais populares. Entretanto, sdo suscetiveis de entupimento. Ao



contrario, os nebulizadores cross-flow e cone spray sao menos suscetiveis, uma
vez que apresentam um didmetro maior do capilar de amostra [20].

No nebulizador cross-flow o fluxo do gas nebulizador (Ar) é perpendicular
ao fluxo da amostra e, no cone spray a amostra flui sobre um orificio por onde
passa 0 gas nebulizador, sendo mais adequado para amostras viscosas e com
elevadas concentragdes de sais e/ou solidos n&o dissolvidos [20]. Neste trabalho,
empregaram-se dois nebulizadores diferentes: um nebulizador de fluxo cruzado
(cross-flow) e um nebulizador cone spray, que estéo ilustrados no Anexo 1.

A tocha é um dispositivo de quartzo onde se forma o plasma. E constituida
por trés tubos concéntricos por onde passam os fluxos do argbnio principal,
auxiliar e nebulizador. O fluxo do argbnio principal é responsavel pela manutengao
do plasma e protecao das paredes da tocha contra a fusdo; o fluxo nebulizador
introduz a amostra no plasma e o fluxo auxiliar tem a fungdo de direcionar o
aerossol da amostra para dentro do plasma [18]. A Figura 1 mostra uma tocha,
com o plasma formado em sua extremidade, e o gradiente de temperatura do

mesmo.
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Figura 1: Tocha de quartzo e o gradiente de temperatura do plasma [20].



Entre as partes constituintes do espectrébmetro, a mais complexa é o
sistema o6ptico. Existem dois tipos de sistemas: um para medidas sequenciais do
sinal e outro para medidas simultdneas, e a observacdo do sinal pode ser
realizada de duas formas: na configuragao radial ou axial da tocha [18,19,20].

Quanto aos modos de observacdo da radiagdo emitida pelo plasma,
existem instrumentos que fazem a leitura do sinal apenas em uma das
configuragdes, e instrumentos dupla visdo, que realizam medidas em ambas as
configuragdes. Na configuragdo radial sdo captadas as emissdes que ocorrem no
raio da tocha, em uma dada altura de observacédo, enquanto as emissdes que
ocorrem no eixo da tocha sao captadas na configuragao axial, como ilustrado na
Figura 2. Os instrumentos que fazem a leitura do sinal apenas em uma das
configuragcbes operam de maneira sequencial ou simultdnea, enquanto os
instrumentos de dupla visdo operam de maneira sequencial/simultanea, em

relagdo ao modo de observacgao do sinal e a realizagao da leitura [18,19,20].

Optima 3000 DV
PERKIN ELMER

Espelho controlado
por computador

Observacao
Axial

S
Vo

. \ Observacao

Radial

Figura 2: Sistema de detecc¢ao para a leitura do sinal analitico nos modos de observagao
axial e radial em um instrumento de dupla visao [20].

As diferencas entre as configuragdes radial e axial, além da posicdo de

observacéo do sinal, em relagdo a tocha, sdo: o comprimento da regido do plasma



que é observada e o desempenho analitico. Quanto maior a regido de observacgao,
maiores sao as intensidades dos sinais obtidos [18,19,20].

Como na configuragdo axial toda a regido ao longo do eixo do plasma é
observada, obtém-se, em geral, maiores sensibilidades e melhores limites de
deteccdo (LD) em relagdao a configuracéo radial [18,19,20]. Entretanto, o uso da
configuracdo axial € mais suscetivel a interferéncias, devidas, em especial, aos
processos de auto-absorcdo e recombinacdo que ocorrem na extremidade do
plasma [21]. Nos instrumentos comercialmente disponiveis existe um recurso para
eliminar a regido mais fria do plasma, que € o uso de uma interface gasosa, de N>
ou Ar, posicionada a 90° em relacgéo a tocha. Porém, as interferéncias sdo apenas
minimizadas e n&o eliminadas [22].

Logo, o desempenho analitico das configuragdes radial e axial pode variar
com o tipo de amostra e com os elementos a serem determinados, sendo
desejavel avaliar experimentalmente a configuracdo mais adequada, de acordo
com os objetivos da analise.

Atualmente, existem aplicacbes para a técnica de ICP OES em
praticamente todas as areas de andlise quimica (amostras geoldgicas,
agrondmicas, bioldgicas, aguas, cosméticos, polimeros, ago, entre outros) [23].
Seu sucesso maior deve-se a capacidade multielementar, rapidez analitica e
simplicidade de operacéo, razdes pelas quais muitos laboratérios de analise estao
equipados com um instrumento de emissao optica [18].

Outras caracteristicas da técnica sdo: excelente fonte de emissao,
relativamente livre de interferéncias quimicas, devido a alta temperatura
alcangada; curvas de calibragao lineares com até seis ordens de grandeza; limites
de detecgdo geralmente baixos, na faixa de ug L™; satisfatérias preciséo (desvios
relativos na faixa de 1 %) e exatiddao; a maioria dos elementos pode ser

determinada, exceto H, N, O, C, halogénios e elementos radioativos [18].



2.2. O coco e a agua de coco

O coqueiro (Cocos nucifera) € uma planta que se desenvolve e produz frutos

até os 60-70 anos [4,5]. A sua origem é ainda desconhecida, embora muitos

botanicos acreditem que € nativo da Polinésia. Existem muitas variedades de

coqueiro, entretanto trés delas sao consideradas as mais importantes: o coqueiro-

ando, o coqueiro-gigante ou comum e o coqueiro-hibrido. A segunda é a mais

cultivada em escala comercial, comega a produzir os frutos entre 6 e 9 anos,

estabilizando-se aos 12 anos, e tem uma produtividade de 50 a 80 frutos/pé/ano

[24].

POLPA
ENDURECIDA

Figura 3 Coco em fs‘e de
desenvolvimento (coco verde) e ao final
do processo (coco seco) [13].

O coco é o fruto do coqueiro. Como
ilustrado na Figura 3, ao lado, o coco tem
um formato oval, apresenta uma parte
dura, denominada endocarpo (casca) e
um mesocarpo fibroso [13]. No interior do
endocarpo a agua de coco é formada, a
partir do 3° més de desenvolvimento, e
esta atinge um volume maximo no 8° més
[24]. Sua composicdo quimica varia
durante o processo de maturagao [10,24],
que se finaliza no 12° més. O endosperma
do coco, conhecido como polpa, forma-se
quando o coco possui 5 meses e se
desenvolve até o 10° més, utilizando
como substrato a agua de coco, que é
considerada uma por¢cao liquida do
endosperma do fruto [24]; por isso, o coco
“maduro” contém menos agua do que o

fruto “verde”.



Os coqueiros sao cultivados em regides litordneas, em todo o mundo, em uma
faixa de 20° acima e abaixo da linha do Equador. Filipinas, Indonésia, sudoeste da
india, Sri Lanka e Africa Equatorial s&o os principais produtores de coco [4,5,24].

O Brasil também cultiva o coqueiro para fins comerciais e a regiao nordeste € a
principal produtora [5,24,25]. A boa aceitagdo do produto no mercado interno esta
aumentando a producdo de cocos, e existe a previsdo de um aumento acentuado
no consumo da agua de coco, que deve aumentar de 1,25 para 4 ou 5 % em
relacdo ao consumo de refrigerantes [25].

No Brasil, 75 % da produgao, aproximadamente, é utilizada nas industrias. O
coco maduro tem sua polpa empregada na produgcdo de copra (polpa
desidratada), leite de coco e bolo de coco. O coco verde, com 6-7 meses de
desenvolvimento, contém, em média, 400 mL de agua nutritiva e biologicamente
estéril, que é consumida diretamente do fruto [5,13] e, mais recentemente, apds o
envasamento industrial [13], em embalagens plasticas ou Tetra Pak®.

A agua de coco vem ganhando popularidade, mundialmente, devido as suas
propriedades medicinais [6-9,24] e aplicagdes no cultivo de células microbioldgicas
e plantas [5,26,24] (onde outras partes do coco também tém sido empregadas)
[27]. No primeiro caso, é utilizada como liquido de reidratagao oral ou intravenoso,
no combate a problemas gastro-intestinais, principalmente em areas sem recursos
[6-8,24], e como solvente para a dissolugdo de pedra urinaria, em procedimentos
de endoscopia renal [9].

Em seus paises de origem a agua de coco verde tem sido usada sozinha ou
misturada com leite de coco no combate a verminoses e também para alivio de
problemas estomacais, por ter o efeito de suspender o voémito. Pode aliviar os
sintomas de ressaca, causada por ingestdo excessiva de bebida alcodlica, ao
repor a agua que o alcool retira, e realizar a reposi¢cao de agua e de sais minerais
para quem pratica exercicios.

Em estudos recentes, realizados na Universidade Estadual do Ceara, observou-
se que a agua de coco verde pode ser utilizada na manutengdo de sémen de

bode, como diluente para inseminacao artificial de cabras [24].
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Também no aspecto de preservagdo ambiental o coco apresenta
caracteristicas interessantes. A casca do coco, que até recentemente constituia-se
como um rejeito, estd sendo empregada de diversas formas. E utilizada na
confeccdo de pisos, mesas, armarios, cabeceiras de cama, revestimento de
banheiros [28], e também objetos decorativos, como as cascas utilizadas para
cultivar folhagens, que substituem os xaxins (espécie que deve ser preservada
nas matas brasileiras). Além disso, algumas industrias automobilisticas estédo
substituindo materiais usados na confec¢cao dos bancos dos veiculos pelas fibras
da casca do coco. No Brasil, a Mercedez-Benz comecou a usar, em 1994, a fibra
de coco em encostos de cabecga para bancos de caminhdes e, desde maio de
1999, o produto também compde os assentos dianteiros do modelo Classe A [29].

As diversas aplicagdes do coco, tanto da polpa quanto da agua, justificam-se
pela sua composi¢cdo quimica, adequada para tais fins. A Tabela 1 apresenta a
composi¢cao organica da agua de coco verde brasileiro [5] e as Tabelas 2 e 3

mostram alguns dos constituintes minerais da agua do coco indonés [10].

Tabela 1: Composicao organica da agua de coco verde brasileiro [5].

Substancia | Concentragdo (mg/100 mL)
acucares 5300 £ 110
proteinas 19,50 + 0,50

lipideos 11,00 + 0,60
fendis 6,86 + 0,55
ac. citrico 131,20 + 2,80

Os dados da Tabela 1 mostram que o0s acucares sao 0s principais
macronutrientes da agua do coco brasileiro, sendo o seu teor muito maior que o
de lipideos. Esta caracteristica concorda com estudos realizados com o coco
indonés, que indicaram que a proporgao de agucares/lipideos encontrada na agua
inverte-se na polpa; além disso, foram estudados os tipos de agucares presentes,
sendo os principais a glucose e a frutose, em uma proporg¢ao de aproximadamente
1:1 [10].
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Tabela 2: Macroelementos da agua do coco indonés [10].

Amostra de Agua % Matéria Seca
Ca Mg K Na P S
Coco verde 0,47 0,11 3,5 0,03 0,08 0,01

Tabela 3: Micronutrientes minerais da agua do coco indonés [10].

Amostra de Agua mg L™’
Mn Fe Zn Cu B Al
Coco verde 20,3 4,06 11,3 0,96 8,49 128

Dos macroelementos presentes na agua de coco indonés os elementos Ca,
Mg, K e Na também foram encontrados na agua de coco de "Gilbert Islands" [6] e
do Sri Lanka [7]. Dentre os micronutrientes minerais o boro e o aluminio sdo nao
essenciais e praticamente atéxicos; além disso, niveis elevados de aluminio
podem afetar o sistema neurolégico [15]. Por outro lado, o manganés, o ferro, o
zinco e o cobre sao considerados essenciais [1]. Logo, também sob o aspecto
inorganico, a bebida pode ser considerada benéfica e adequada para o consumo

humano.

2.3. Caracteristicas dos metais que podem ser encontrados na agua de coco

- Aluminio: E pouco absorvido pelo organismo, sendo eliminado pelas fezes. E
um elemento presente em alimentos por ser abundante na litosfera [15].

- Calcio: E necessario para o crescimento e desenvolvimento normal do esqueleto
e dentes. Esta envolvido em varios processos metabdlicos como a coagulagao
sanguinea e a contracdo muscular. A ingestdo elevada de Ca pode levar a
calcificagdo excessiva dos ossos e de tecidos moles como os rins [3]. O valor
diario (VD) de ingestdo recomendado* para Ca é de 1000 mg [31].

- Cobre: Participa da sintese da hemoglobina na oxidagdo do ferro, no plasma

sanguineo, através da ferroxidase. Esta presente nas enzimas responsaveis pela
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sintese de elastina e colageno e na enzima citocromo oxidase, que catalisa a
reducdo do oxigénio molecular para agua, na célula. Intoxicagdo por este
elemento é caracterizada pelo seu acumulo no figado, causando nauseas e
vomitos [28]. O VD recomendado para ingestdo de Cu é de 2 mg [31].

- Ferro: Atua principalmente sobre a hemoglobina, prevenindo a anemia, e sobre
as enzimas citocromo oxidases, envolvidas na produgdo oxidativa de energia
(ATP). E metabolizado na presenca de cobre [28] e 0 VD é de 18 mg [31].

- Magnésio: Participa de varios processos bioquimicos e fisioldgicos, como o
metabolismo da glicose, sintese de proteinas, atividade e transmisséo
neuromuscular [3]. O VD de Mg recomendado para ingestao é de 400 mg [31].

- Manganés: Atua como cofator de varias enzimas, como a carboxilase. E
necessario para a sintese de mucopolissacarideos, relacionados com a sintese de
polissacarideos e glicoproteinas. A deficiéncia de manganés inibe a sintese do
colesterol, e pode causar infertilidade. Além disso, tanto o excesso quanto a
caréncia de Mn pode afetar o cérebro [28]. O VD para ingestdo é de 2 mg de Mn
[31].

- Potassio: E o principal cation do liquido intracelular. Regula a press&o osmética
e a transmissao de impulsos nervosos [3]. O VD ¢é de 3500 mg [31].

- Selénio: Interage com metais pesados, como cadmio e mercurio, reduzindo o
efeito toxicoldgico dos mesmos [3]. O VD para ingestao € de 70 ug [31].

- Sédio: Esta presente em todos os liquidos corporais e tecidos e € 0 componente
principal do liquido extracelular. Mantém a pressdo osmoética dos liquidos
corporais, preserva a irritabilidade dos musculos e a permeabilidade das células
[3]. O VD recomendado para a ingestédo é de 2400 mg de Na [31].

- Zinco: E um dos constituintes da anidrase carbénica, fosfatase alcalina e de uma
série de desidrogenases e peptidases. E necessario para a sintese de RNA e
outras proteinas. E essencial para o crescimento e desenvolvimento normal do

esqueleto [3]. O VD para ingestéo é de 15 mg [31].
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* OBS: A ANVISA refere-se aos valores diarios recomendados para ingestdo de
nutrientes utilizando como fonte de referéncia os valores estabelecidos pela USDA

(“United States Agriculture Department”).

2.4. A determinacao de constituintes minerais em agua de coco

Observou-se que a maioria dos estudos publicados sobre a presenca de
metais em agua de coco foi realizada na area médica e, em geral, destacam os
teores de Na e K encontrados em agua de coco [6-9,24]. Os demais estudos sao,
geralmente, da area agricola e investigam a composi¢cdo nutricional da agua de
coco, por ser largamente empregada como alimento, nas areas de produgéo.
Dentre estes, aqueles que foram considerados mais relevantes, sao citados a
sequir.

Jeganathan [11] determinou macroelementos diretamente em amostras de
agua de coco de duas regides do Sri Lanka. Adicionou misturas fertilizantes de
K20 e MgO ao solo de alguns coqueiros e monitorou a variagao dos teores de Na,
K, Ca e Mg durante 5 anos. Na e K foram determinados por espectrometria de
emissdao em chama, e as amostras foram diluidas 20 vezes; Ca e Mg foram
determinados por espectrometria de absorgao atdbmica com chama e as amostras
foram diluidas 100 vezes. Foi observado que o teor de K aumenta com o aumento
da quantidade dos fertilizantes, enquanto a concentragao de Na diminuiu.

Santoso et al. [10] determinaram macroelementos (Na, K, Ca e Mg) e
micronutrientes minerais (Mn, Fe, Zn, Cu e Al) na agua de coco indonés por ICP
OES, tratando previamente as amostras com aquecimento e acido nitrico. Foram
utiizadas amostras de coco verde e de coco maduro. Os teores dos
macroelementos foram maiores na agua dos cocos maduros do que na agua dos
cocos verdes. O mesmo comportamento foi observado para Cu, B e Al. Em
contraste, as concentragdées de Mn, Fe e Zn foram menores nas amostras de agua
de cocos maduros. Avaliando as concentragdes dos elementos determinados,
concluiu-se que o K € o principal componente mineral da agua de coco e esta

pode ser considerada uma boa fonte nutricional deste elemento.
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Aleixo et al. [14] determinaram Se diretamente na agua de coco brasileiro
usando a espectrometria de absorgdo atbmica em forno de grafite, empregando
Pd como modificador quimico e uma suspensao de amostra e aminas terciarias
soluveis em agua; o teor de Se encontrado foi considerado util como fonte do
micronutriente.

Recentemente, Naozuka et al. [33] estudaram os teores de Na, K, Ca e Mg
em agua de coco por ICP OES antes e apo6s a ultrafiltracdo da bebida, utilizada na
industria alimenticia para separar microorganismos. Os resultados obtidos
mostraram que a utilizacdo do processo de ultrafiltragao pode afetar a composicao

eletrolitica final da agua de coco.

2.5. Métodos quimiométricos para reconhecimento de padroes

A quimiometria consiste na aplicacdo de métodos matematicos, estatisticos
e de légica formal no tratamento e interpretacdo de dados multivariadas, gerados
por instrumentos analiticos, e tem o objetivo de extrair o maior nUmero possivel de
informacdes dos dados experimentais [33].

Os métodos quimiomeétricos mais conhecidos para o reconhecimento de
padrbes sao: a Analise de Componentes Principais (PCA), a Analise Hierarquica
de Agrupamento (HCA), a Analise de Discriminante Linear (LDA) e a Regra do
Vizinho Mais Proximo (KNN) [17], e dentre estes, os dois primeiros foram
considerados adequados para o tratamento dos dados obtidos neste trabalho.

O método de HCA possibilita encontrar agrupamentos nos dados
multivariados. A partir de uma matriz de dados originais, um algoritmo atribui
valores de similaridade as amostras, através de calculos de distadncia entre as
mesmas, no espago multidimensional, e se obtém uma matriz de similaridade. Os
dados da matriz de similaridade sao inspecionados e as amostras de similaridade
maxima sao selecionadas, somadas e formam um centro de gravidade. Em
seguida, outro par de amostras com maior similaridade € selecionado, e o

processo continua até que todas as amostras sejam contidas num unico
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agrupamento. O resultado da HCA é representado na forma de um grafico
bidimensional chamado dendograma [17].

No método de PCA os dados multivariados também sdo agrupados de
acordo com as similaridades encontradas, porém outros recursos matematicos
sdo empregados. Os dados multivariados (ou multidimensionais) sao projetados
em dimensdes menores, através de combinagdes lineares das variaveis originais,
formando os Componentes Principais (PC). Para isto, a matriz de dados originais
X, com m linhas (amostras) e n colunas (variaveis), € aproximada para duas
matrizes menores: as matrizes de escores T, com m linhas e d colunas (igual ao
namero de PC) e de pesos P, com n colunas e d linhas, mais uma matriz de
residuos (E), com m linhas e n colunas, correspondente a parte ndo modelada

[33,34]. O principio matematico da PCA esta ilustrado na Figura 4.

Figura 4: Decomposi¢do da matriz de dados X em outras menores, de escores (T), pesos
das variaveis (P) e residuos (E), na PCA.

Desta forma, como resultado da PCA sdo obtidos graficos bi ou
tridimensionais de escores ou pesos. O escore corresponde a coordenada de
cada amostra nos PC; amostras com valores de escores semelhantes podem ser
consideradas semelhantes entre si, pois possuem as mesmas coordenadas no
espaco multivariado. Os valores dos pesos indicam a contribuicdo da variavel (ou
peso da variavel) no PC e, portanto, quanto maior o peso de uma variavel, maior é
a importancia da variavel para explicar a variabilidade das amostras [34].

O numero de PC a ser utilizado em um modelo de PC é determinado pela
variancia maxima explicada por um certo numero de PC. Cada PC subsequente
descreve um maximo de varidncia que nao € modelado pelos componentes

7

anteriores; o maximo de variancia dos dados é contido no primeiro PC e no
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segundo componente ha mais informagdo do que no terceiro, e assim
sucessivamente. Em geral, a maior porgédo da variancia dos dados € descrita pelo
primeiro, segundo e terceiro componentes e, por isso, os dados podem ser
visualizados no sistema de PC graficando-se os escores de um componente

contra outro [34].
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um método de analise para determinar, por espectrometria de
emissdo oOptica em plasma de argbnio com acoplamento indutivo, macro e micro

constituintes da agua de coco natural e industrializada.

3.2. Objetivos especificos

Otimizar os parametros instrumentais (vazao de nebulizacdo, poténcia do
plasma, comprimentos de onda e configuragdo de tocha) de modo tal que, se
possivel, seja realizada a introdugdo direta da amostra, isto &, sem utilizar
tratamentos para sua mineralizagao.

Comparar o desempenho analitico obtido para o nebulizador cross-flow
acoplado em uma camara de nebulizagdo “Scott” com aquele de um nebulizador
cone spray.

Estabelecer uma faixa de concentragdo para os elementos determinados
nas amostras de agua de coco natural (ACN) e agua de coco industrializada (ACI).

Avaliar os resultados das analises de ACN e ACI através de programas
estatisticos empregando métodos de reconhecimento de padrbées, como PCA e
HCA.

Identificar semelhancgas e diferengas entre os dois grupos de amostras e avaliar a
possibilidade do processo de industrializacdo da agua de coco alterar a

composi¢cado quimica desta matriz, em relagao aos elementos estudados.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Instrumentacao, limpeza de materiais e reagentes

Todas as anadlises foram realizadas em um espectrdmetro de emissao
optica em plasma de argbnio com acoplamento indutivo (Perkin-Elmer, modelo
Optima 3000 DV), dupla visao (configuragdes de tocha axial e radial), equipado
com uma fonte de radio frequéncia (RF) de 40 MHz, um detector multielementar
simultdneo de estado sdélido do tipo SCD (Segmented Array Charge Coupled
Device), uma bomba peristaltica, camara de nebulizagdo duplo-passo do tipo
“Scott”, um nebulizador cross-flow e tubo injetor da tocha com 2,0 mm de didmetro
interno. No modo de observagcdo axial o gas de purga (N2) foi usado
perpendicularmente ao plasma, de modo a remover a regido de menor
temperatura. O sistema é totalmente controlado por computador, com o software
“PE Winlab”. No ICP foi utilizado argdnio com pureza de 99,996 % (White Martins,
SP, Brasil). As condigdes experimentais de operagao do ICP OES estao descritas

na Tabela 4.

Os materiais utilizados (baldes volumétricos, béqueres, pipetas, frascos de
plastico, etc.) foram limpos antes de sua utilizacdo, deixados em banho de HNO;
10 % (v/v) por 24 h, no minimo, e, em seguida, enxaguados com agua desionizada
pelo sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA), apresentando condutividade de
18,2 MQ cm.

Solugdes-estoque na concentracdo de 1000 mg L' em HNO3 2 % v/v de Na
(preparada a partir de NaCl 99 % - Carlo Erba), K (preparada a partir de KCI
99,97 % - Nuclear), Ca (preparada a partir de solugédo padrao Titrisol — Merck), Mg
(preparada a partir de MgO 99,6 % - Baker), Mn (preparada a partir de Mn
metalico 99,9 % - Riedel De Haén), Fe (preparada a partir de Fe metalico 99,5 % -
ACS), Zn (preparada a partir de Zn metalico 99,8 % - Baker), Cu (preparada a
partir de Cu metalico 99,96 % - Baker), Al (preparada a partir de Al metalico 99,7

% - Belmetal), Cd (solugdo padrdo - Assurance), Pb (preparada a partir de Pb
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metalico 99,5 % - Baker) e Se (preparada a partir de SeO, 99,59 % - Riedel De
Haén) foram empregadas no preparo de padrdes multielementares, que foram
diluidos em HNOs 2 % v/v, usando-se HNO; concentrado (Carlo Erba, grau

analitico) e agua desionizada.
Utilizou-se também a amostra de referéncia “Mixed Food Diet” (High Purity

Standards, CRM-MFD, diluida em HNO32 % v/v).

Tabela 4: Condi¢des experimentais utilizadas no ICP OES.

Poténcia de RF (kw) 1,0-1,5

Fluxo de nebulizagdo (L min™) 0,4-1,0

Fluxo do argdnio auxiliar (L min™) 0,5

Fluxo do argdnio principal (L min™) 15

Vazdo de bombeamento (mL min™) 1,0

Altura da visao radial (mm) 15

Correcao de fundo 2 pontos

Tempo de integracéo (s) e de leitura (s) 1-5; 30

Numero de replicatas 3
Ca (Il 317,933; | 430,253%), Mg (Il 280,270),

Elementos (. /nm) Mn (Il 257,610), Fe (Il 238,204), Zn (I 213,856),
Cu (1 324,754), Al (1 308,215), Pb (Il 220,353),
Cd (11 214,438), Se (1 196,026); YP (11 371,030)

(a) Comprimento de onda utilizado apenas na quantificagdo de Ca em agua de coco

industrializada.
(b) Elemento utilizado como padréao interno (2 mg L'1) nas analises de agua de coco industrializada.

(I) Linha de emissao atdmica.

(1) Linha de emissao ibnica.

4.2. Aquisicao e estocagem de amostras

As amostras de agua de coco industrializada e natural foram adquiridas no
mercado varejeiro, em Campinas, sendo obtidas nove amostras industrializadas e
oito naturais (fruto). As primeiras, de marcas diferentes, foram designadas como

‘A’, “B”,..., “I". Analogamente, os cocos procedentes de diferentes Estados do
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Brasil foram designados de acordo com o Estado de origem: Sao Paulo (SP),
Paraiba (PB), Para (PA), Bahia (BA), Minas Gerais (MG), Rio Grande do Norte
(RN) e Rondénia (RD). Do Estado da Bahia foram analisadas aguas de dois
cocos, sendo um deles do tipo amarelo (BA-A), variedade do coqueiro ando [24],
muito comum na Babhia.

As amostras de agua de coco industrializada (ACI) foram mantidas em
geladeira e as analises foram realizadas antes do vencimento dos prazos de
validade das mesmas. As amostras de agua de coco natural (ACN) foram
armazenadas em frascos de plastico, em refrigerador, até o momento de preparo

das amostras e realizagao das analises.

4.3. Estudo preliminar - determinagao de carbono organico total (TOC)

Duas aliquotas das amostras “A”, “B”, “SP” e “PA” foram submetidas a
analise de TOC (Total TOC-5000, Shimadzu). A solugédo da amostra foi preparada
diluindo-se 0,5 mL da amostra para 50 mL, em &gua desionizada. Cada

determinacgao foi realizada em triplicata.

4.4. Procedimento geral

As amostras de ACI foram retiradas das embalagens (caixas Tetra Pak® ou
garrafas PET) e filtradas em funil de gooch de porosidade G3. As amostras de
ACN foram extraidas do fruto através de um orificio aberto com uma faca comum,
de aco inox e, em seguida, filtradas da mesma maneira que as anteriores.
Solugdes de estudo contendo 20 % (m/v) das amostras foram preparadas em
HNO3 2 % (v/v). As analises foram feitas em duplicata e as determinagdes foram
realizadas nas configuragdes axial e radial, para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu e, na
axial para Al, Pb, Cd e Se. Os demais parametros instrumentais utilizados estao

descritos na Tabela 4.
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4.5. Otimizagao da poténcia do plasma e da vazao de nebulizagcao para a

analise de agua de coco industrializada e natural

A otimizacdo dos paradmetros vazao de nebulizacdo e poténcia do plasma
foi realizada para Ca, Mg, Mn e Fe. Neste estudo foram empregadas solu¢gdes das
amostras “A” e “SP”, apds o enriquecimento de 5 g das mesmas com: 0,48 mg de
Ca, 0,3 mg de Mg e 0,03 mg de Mn e de Fe. As amostras foram analisadas em
diferentes poténcias (de 1,0 a 1,5 kW) e vazbes de nebulizagdo (de 0,4 a
1,0 L min™), de forma univariada. Os resultados foram avaliados comparando-se
as intensidades de emissao e as razdes sinal/ruido (SNR) e sinal/fundo (SBR)
obtidas para os elementos estudados nas diferentes condigbes. A SNR foi
calculada dividindo-se o sinal do analito (intensidade de emissdo), na amostra,
pelo desvio padrao (n= 10) da solugédo do branco; a SBR ¢é a intensidade do sinal

do analito, na amostra, subtraida do branco e dividida pelo sinal do branco [35,36].

4.5.1. Avaliacao de comprimentos de onda, configuragao de tocha e uso de
padrao interno para a determinagao direta de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu em agua

de coco industrializada

Utilizando-se solugdes de 25 mL da amostra "A" e empregando-se uma
poténcia de RF de 1,3 kW e vazéo de nebulizacdo de 0,6 L min'1, realizaram-se
experimentos de adigdo e recuperagdo de analitos para Ca, Mg, Mn e Fe, com e
sem itrio na concentragdo de 2 mg L', como padrdo interno. As massas dos
analitos adicionados a amostra estdao descritas na Tabela 5. As determinacdes
foram realizadas em ambas as configuragcbes de tocha e nos seguintes
comprimentos de onda, em nm: Ca - 317,933; 422,670; 315,890 e 430,253; Mg -
280,270 e 285,213; Mn - 257,610 e Fe - 238,204. As interferéncias da matriz nas
diversas condicbes (com e sem padrdo interno, comprimentos de onda e
configuracdes de tocha diferentes) foram avaliadas comparando-se as inclinagoes

das curvas analitica e de adigao de analito referentes a cada condi¢do. Utilizando
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a curva analitica como referéncia, foi calculada a porcentagem de recuperacgao
para os analitos adicionados. Em seguida, foi realizado um experimento de adigéo
e recuperacido de analitos com a amostra “B”, procedendo-se do mesmo modo;
porém, verificou-se a recuperagao de mais dois analitos, Cu e Zn. As massas

adicionadas desses analitos, na amostra “B”, foram iguais a do Fe.

Tabela 5: Massa dos analitos adicionados as amostras “A” e “B”, em mg.

Analito | my my ms
Ca 0 0,16 0,48
Mg 0 01 0,3
Mn 0 0,01 0,03
Fe 0 0,01 0,03

m = massa do analito adicionado a amostra

4.5.1.1. Figuras de mérito (analise de agua de coco industrilizada)

Os limites de deteccao e de quantificagao foram calculados como 3 vezes o
desvio padrado do branco (para 10 determinag¢des) dividido pela sensibilidade da
curva analitica [32] e 100 vezes o desvio padrdgo do branco (para 10
determinagdes) dividido pela sensibilidade da curva, respectivamente.
Experimentalmente, empregou-se as seguintes condigdes instrumentais: poténcia

do plasma de 1,3 kW, vazdo de nebulizacdo de 0,6 L min ™

, itrio como padrao
interno (2 mg L) e configuracdo de tocha radial para Mg e axial para Ca, Mn, Fe,
Zn, Cu, Al, Pb, Cd e Se; os comprimentos de onda utilizados foram aqueles
descritos na Tabela 4. Nessas condicdes, a exatiddo do método foi avaliada para
analisar ACI, utilizando-se a amostra de referéncia “Mixed Food Diet’, cuja
composic¢ao inorganica encontra-se descrita no Apéndice 2. Para isto, preparou-se
duas aliquotas da amostra adicionando-se volumes apropriados de uma solugao
de 100 mg L™ de Y em HNO3 2 % v/v, de modo a resultar uma solugéo contendo 2
mg L' de Y. Os resultados obtidos foram comparados com os valores de

referéncia, fornecidos pelo fabricante do material.
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4.5.2. Avaliagao de comprimentos de onda, configuragao de tocha e uso de
padrao interno para a determinagao direta de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em

agua de coco natural

Foram realizados experimentos de adi¢cao e recuperagao de analitos para
Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, com e sem itrio como padrdo interno (2 mg L™),
utilizando-se solu¢des de 25 mL das amostras “SP” e “PB” e empregando-se a
poténcia de 1,4 kW e vazdo de nebulizacdo de 0,6 L min™. Com a amostra “SP”
foram realizados os experimentos de adi¢cédo e recuperagao para Ca, Mg, Mn e Fe.
Em seguida, todo o procedimento foi repetido para a amostra “PB”, porém
avaliando-se também o comportamento dos elementos Zn e Cu. As massas dos
analitos adicionados as amostras foram iguais as apresentadas na Tabela 5 e as
leituras também foram realizadas nos mesmos comprimentos de onda
empregados nos estudos com as amostras de ACI. As interferéncias da matriz,
nas condigdes estudadas, foram avaliadas comparando-se os coeficientes
angulares das curvas analitica e de adicdo de analito e calculando-se a

porcentagem de recuperagao para os analitos adicionados.
4.5.2.1. Figuras de mérito (analise de agua de coco natural)

Os limites de detecgao e quantificagao foram calculados de modo similar ao
realizado para o método de analise de ACI (item 4.5.1.1). As condi¢des
instrumentais utilizadas foram: poténcia do plasma de 1,4 kW, vazdo de
nebulizacdo de 0,6 L min ~', configuracdo de tocha radial para Ca, Mg, Mn e Fe e
axial para Zn, Cu, Al, Pb, Cd e Se; os comprimentos de onda utilizados sao
apresentados na Tabela 4. A exatiddo do método para analisar ACN foi avaliada
utilizando-se a amostra de referéncia “Mixed Food Diet”, de maneira analoga a
realizada anteriormente, com a diferenca de que as analises foram feitas sem o

emprego de padrao interno.
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4.6. Aplicagao analitica
4.6.1. Andlise de amostras de agua de coco industrializada

Além das duas amostras empregadas nos estudos de otimizagao, mais sete
amostras de ACI foram preparadas conforme descrito no item "Procedimento
geral". As condi¢des instrumentais utilizadas foram aquelas citadas no item
4511.

Os valores das concentracbes obtidas para os metais que foram
determinados, nas diferentes amostras, foram utilizados para estabelecer uma
faixa de concentracdo dos mesmos, considerando-se um intervalo com 95 % de
confianga.

Em seguida, cinco lotes diferentes da amostra “A” foram analisados.
Considerando as médias das concentragcbes dos analitos determinados e os
desvios padrboes das mesmas, avaliou-se a variagdo da concentracao dos

elementos determinados entre os diferentes lotes.
4.6.2. Analise de amostras de agua de coco natural

Além das duas amostras utilizadas nos estudos de otimizagdo, mais seis
amostras de ACN foram preparadas, conforme descrito no item "Procedimento
geral". A poténcia do plasma e a vazao de nebulizagdo empregadas foram, 1,4 kW
e 0,6 L min 7', respectivamente. Utilizou-se configuracéo de tocha radial para Ca,
Mg, Mn e Fe e axial para Zn, Cu, Al, Pb, Cd e Se. Os valores de concentracéo
obtidos foram empregados no calculo de intervalos com 95 % de confianga para a

meédia das concentragdes dos metais determinados.
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4.6.3. Avaliagcao dos resultados das analises de agua de coco natural e
industrializada empregando PCA e HCA

Considerando-se os resultados de todas as analises, isto €&, utilizando-se
individualmente os valores de cada replicata, construiu-se uma matriz de dados,
em que as amostras foram dispostas em linhas e as concentra¢des dos diferentes
metais (variaveis) em colunas. Os dados foram pré-processados, através do
autoescalamento e, em seguida, submetidos aos métodos de HCA e de PCA,
contidos no “PLS_Toolbox” do Matlab 6.1.

4.7. Avaliagao do desempenho analitico do nebulizador cone spray

O desempenho analitico de um nebulizador cone spray acoplado em uma
camara de nebulizag&do do tipo cyclone foi avaliado. Utilizando-se os parametros
instrumentais para a analise de ACI, para a amostra “A”, e os parametros para a
analise de ACN, para a amostra “MG”, preparou-se, em baldes de 25 mL, curvas
de adicao de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu para essas amostras, de forma que as
solugdes de amostra contivessem 40 % de matriz em HNO3 2 %. As massas dos
analitos adicionados estdo descritas na Tabela 5. Os elementos Al, Pb, Cd e Se
também foram determinados nessas amostras, empregando-se as condigdes
experimentais otimizadas anteriormente. As sensibilidades das curvas de adi¢ao
foram comparadas com as sensibilidades das curvas analiticas, verificando-se os
coeficientes angulares das mesmas; as sensibilidades para determinar Al, Pb, Cd
e Se também foram avaliadas e os resultados obtidos foram comparados com os

anteriores, obtidos com o uso do nebulizador cross-flow.
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4.8. Estudo complementar: estimativa das concentragées de Na e K em agua

de coco industrializada e natural

As concentracbes de Na e K foram estimadas em todas as amostras
anteriormente estudadas. As amostras de ACI foram analisadas utilizando-se as
condicdes instrumentais descritas no item 4.5.1.1. As amostras de ACN foram
analisadas sob as condi¢cbes descritas no item 4.6.2, sendo o Na e o K
determinados, em ambos casos, em configuragéo radial de tocha e nos seguintes
comprimentos de onda (nm), respectivamente: 589,592 e 766,491. Os resultados
obtidos foram usados no calculo da média para as estimativas de concentracéo de

Na e K nos dois grupos de amostras.

4.9. Tratamento dos residuos gerados

As solucdes de amostras enriquecidas e os residuos das solugdes-padrao
foram estocados em galbes de polipropileno para que o tratamento e o descarte
fossem feitos de uma unica vez, ao término deste trabalho. O procedimento
utilizado é adotado em nosso laboratério para tratar residuos aquosos que contém
varios metais e consiste em separa-los da fase aquosa, por precipitacao
controlada. Em pH 7 a 8 Ca, Mg, Mn, Fe, Zn, Cu, Al, Pb e Cd foram tratados com
solugdo de NaOH (1 mol L") e FeCls (1 mol L") e co-precipitaram com o
Fe(OH)s (s) formado [37]. Os sais precipitados s&o separados da fase aquosa por
fitracdo comum, empregando papel de filtro qualitativo. A solugdo restante é
acondicionada em pH 7, aproximadamente, com o auxilio de H,SO4 1 mol L' e a
ela se adiciona uma solugdo de Na,S (78 g L"). Nesta etapa, é precipitado o
selénio [37] que, por filtracao, é retirado da fase aquosa, a qual é posteriormente
descartada em esgoto. Os residuos solidos obtidos sdo mantidos nos papéis de
filtro utilizados e enviados para o depdsito de residuos solidos do Instituto de
Quimica da UNICAMP.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estudo preliminar - determinagao de carbono orgénico total

Ao determinar metais em agua de coco por ICP OES a matéria organica
presente na amostra pode constituir-se no principal fator de possiveis
interferéncias [36,38]. Além disso, na espectrometria de emissdo Optica em
plasma a presenca de compostos organicos na amostra pode levar a um baixo
desempenho analitico [19], pois as emissdes do carbono e de seus compostos
aumentam a radiagao de fundo [39].

Desta forma, as amostras “A”, “B”, “SP” e “PB”, utilizadas para a otimizagao
dos parametros experimentais, foram submetidas a analise de carbono organico
total (TOC), com o objetivo de estimar a concentragao de carbono organico que
estaria sendo introduzida no plasma. Isto possibilitaria compreender eventuais
problemas durante as analises e, também, diferencas no comportamento de
amostras de um mesmo tipo. A Tabela 6 apresenta os valores obtidos de TOC

nestas amostras.

Tabela 6: Concentragdes de carbono organico total para as amostras utilizadas na etapa
de otimizacao dos parametros instrumentais.

Amostra | Concentragdo/ mg L™
“A” 21500 + 393
“B” 25000 + 318
“SP” 20190 + 89
“‘PB” 21100 £ 74

A concentracao de TOC variou pouco entre as amostras, aproximadamente
6 %. Por isso, ndo foi necessario preparar as solucoes de amostra de forma

diferenciada, com o intuito de controlar o teor de TOC a ser introduzido no plasma.
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5.2. Procedimento geral

A etapa de filtragdo das amostras foi realizada para retirar particulas de
polpa e de fibra do coco, que poderiam entupir o nebulizador cross-flow [19,20,38].

Para as amostras de ACI esta etapa ndao se mostrou necessaria, pois nao
foram observadas, no funil, particulas retidas. Para amostras de ACN ocorreu o
contrario, embora tenha sido pequena a quantidade de material separado, o qual
foi desconsiderado na continuidade do procedimento de analise.

Para as amostras de ACN, a filtracdo € um procedimento prudente e nao
altera a concentragao dos elementos estudados. Com a amostra de “MG” realizou-
se um teste em que aliquotas filtradas e nao filtradas foram analisadas no ICP. Os
valores para as concentragdes dos metais determinados (Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e
Cu) foram concordantes, nas diferentes aliquotas. Neste teste, para utilizar a
aliquota nao filtrada, os solidos foram previamente separados por decantacgao,
durante 30 minutos, de forma que apenas o sobrenadante foi empregado no
preparo da solucdo de amostra.

As amostras foram diluidas em &acido nitrico 2 % (v/v) para evitar
principalmente a decomposi¢cdo, mas também a precipitacdo de sais durante o
periodo de realizacdo dos experimentos [20]. A diluicdo da amostra apenas com
agua desionizada € inadequada devido ao rapido crescimento de fungos [11] na
solugdo, que pode ser observado a partir de 24 h apds o seu preparo.

A proporgdo amostra/acido nitrico 2 % (v/v) utilizada nas solugbes foi
estipulada em 20 % (m/v) considerando-se: (i) a elevada turbidez de algumas
amostras nao diluidas ou diluidas a 50 %, o que indica a presenca de sélidos nao
dissolvidos e que poderiam entupir o nebulizador, e (ii) o teor de TOC, que é
desejavel em niveis de concentragcdo baixos, na solugdo de amostra. Nesta
diluicdo, a maioria das solugdes de amostra apresentou baixa turbidez e o teor de
TOC introduzido no plasma, considerado adequado, foi de aproximadamente
0,44 % (m/m).

Quanto a configuracao de tocha, os elementos Al, Pb, Cd e Se foram

medidos somente em configuragdo axial, por ser a mais empregada para a sua
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determinacao devido a melhor sensibilidade que promove [40]. Para os demais
analitos, as determinagdes foram feitas nas configuragcdes axial e radial, para
avaliar qual delas proporcionaria os melhores resultados.

No instrumento, a correcdo de fundo com dois pontos foi utilizada para
todos os elementos estudados, com o objetivo de evitar interferéncias espectrais
[18]. Um tipo de interferéncia espectral muito comum em espectrometria de
emissdo em plasma é designada sloping background shift (deslocamento obliquo
de fundo), em que o pico de emissao do analito é sobreposto pela cauda do pico
de emissdo de um outro elemento, cuja linha (atbmica ou idnica), proxima a linha
do analito, € muito intensa. Esse tipo de interferéncia pode acontecer também
devido a bandas de emissao moleculares. Experimentalmente, a corregdo do sinal
de fundo é feita utilizando-se dois pontos de corregdao, um em cada extremidade
do pico de emissao do analito [20]. Para isso, utiliza-se uma solugdo padrao dos
elementos de interesse e obtém-se os espectros de emissao dos analitos. Através
de um recurso computacional, do software do espectrbmetro, os limites de
integracdo para os picos obtidos sdo selecionados manualmente e através dos
dois pontos que definem os limites do pico, na linha de base, é aplicada a
correcao de fundo, subtraindo dos valores de emissao do analito os valores da

intensidade de emissdo medidos nesses pontos.

5.3. Otimizacao da poténcia do plasma e vazao de nebulizagao para a analise

de agua de coco industrializada e natural

5.3.1. Agua de coco industrializada

Os comprimentos de onda utilizados para as determinagcdes de Ca, Mn e
Fe sdo os recomendados pelo fabricante do espectrémetro, segundo o banco de
dados disponivel no software do equipamento; para o Mg utilizou-se outro

comprimento de onda, visando um sinal de maior intensidade.
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Os resultados da analise da amostra “A”, enriquecida com Ca, Mg, Mn e

Fe, esta apresentado na Figura 5.

E| x Fluxo nebulizagao E| x Poténcia

(Poténcia do plasma: 1,3 kW) (Fluxo nebulizagdo: 0,6 L min™)

=
o
1

/

—u— Configurag&o axial
—e— Configuragao radial

T T T T T T T
T T T T T T T T T T T
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 10 11 1,2 13 14 15

Vazéo de nebulizagéo (L/min) Poténcia do plasma (kW)

o
@
1

0o 7

0,74

o
o
1

=]
kS
1

—n— Configuragao axial

0,6 ) )
/ —e— Configuragao radial
n

0,5

Intensidade de emissdo normalizada
2
1
[ ]
Intensidade de emiss&o normalizada

o
o
1

Figura 5: Perfis das emissdes de Ca, semelhantes aos de Mg, Mn e Fe, em fungéo da

poténcia do plasma e do fluxo de nebulizagao obtidos para a amostra “A” enriquecida.

Os perfis das emissdes obtidas para o Ca foram semelhantes aqueles
obtidos para o Mg, Mn e Fe, quando a vazdo de nebulizagdo foi variada,
mantendo-se a poténcia do plasma em 1,3 kW. Da mesma forma, os quatro
elementos mostraram o mesmo comportamento quando a poténcia do plasma foi
estudada entre 1,0 e 1,5 kW, mantendo a vazéo de nebulizagdo em 0,6 L min™.

Observando-se os graficos da Figura 5 nota-se que os maiores valores de
intensidade de emissao foram obtidos para uma vazdo de nebulizacdo de
0,6 L min", em ambas as configuracdes de tocha. Em relacdo as poténcias
aplicadas, observou-se que quanto maiores os valores de poténcia, maiores
foram os sinais de emisséo obtidos.

Considerando esses resultados, o uso de uma vazao de nebulizacdo de
0,6 L min” e uma poténcia de 1,5 kW mostrou-se adequado para a obtencéo de
sinais de emissdo mais intensos. Esta condi¢cdo € especialmente importante para
a quantificagao de elementos presentes em baixas concentracdes. Por outro lado,

o emprego do plasma com poténcias altas, como 1,5 kW, pode aumentar
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significativamente o ruido e o sinal de fundo, o que seria desfavoravel para a
determinagao dos microconstituintes na matriz de interesse [40].

Dessa forma, as condicbes experimentais utilizadas no ICP foram
estabelecidas de modo a favorecer a determinacdo dos elementos Mn e Fe, que
sao microconstituintes da agua de coco [10]; além disso, o Mn é o elemento de
referéncia recomendado pelo fabricante do instrumento para otimizar as
condicdes instrumentais [41]. Assim, foram avaliadas as razées SNR e SBR em
cada poténcia, com o objetivo de verificar, entre as poténcias que proporcionaram
0s maiores sinais de emissao (de 1,3 a 1,5 kW) aquela que produziria menores
indices de ruido e sinal de fundo. Além disso, essas poténcias sdo recomendadas
pelo fabricante para a analise de solu¢gdes que contém substancias organicas
[20]. Os resultados estao apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Relagdes entre as razdes sinal/ruido e sinal/fundo em fungdo da poténcia do
plasma obtidas para os elementos Mn e Fe na amostra “A” enriquecida.
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Os perfis dos graficos da Figura 6 mostram que a relagao entre SNR e as
poténcias de 1,3 a 1,5 kW foram semelhantes para o Mn e o Fe em ambas as
configuragbes de tocha. Os valores altos para a razao sinal/ruido correspondem
as condi¢gdes em que o sinal analitico € mais intenso ou em que o ruido é baixo.
Logo, em 1,3 ou 1,5 kW os ruidos sdo menores do que em 1,4 kW. Analogamente,
valores maiores para a razao sinal/fundo correspondem a condi¢des em que as
emissbes do analito sdo mais intensas e as emissdes de fundo sdo menos
intensas. Observando-se a relagao entre a SBR e essas poténcias, obteve-se em
1,3 kW o menor sinal de fundo para o Mn e o Fe e, por isso, essa poténcia foi
escolhida para todas as determinacdes realizadas nas amostras de ACI.

Para os macroconstituintes Ca e Mg [10,11] as relagdes entre SNR e SBR
em fungdo da poténcia aplicada também apresentaram a mesma tendéncia,

considerando-se as poténcias de 1,3 a 1,5 kW.

5.3.2. Agua de coco natural

O estudo da poténcia do plasma e da vazao de nebulizagao foi realizado
também para a ACN, utilizando-se, neste caso, a amostra “SP”. De forma analoga
a ACI, os resultados obtidos para Ca, Mg, Mn e Fe também foram semelhantes,
em relacdo ao comportamento apresentado nas diferentes poténcias do plasma e
vazbes de nebulizacdo. Os perfis das emissdes de Ca estdo apresentados na

Figura 7.
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Figura 7: Perfis das emissbes de Ca, semelhante aos de Mg, Mn e Fe, em funcdo da
poténcia do plasma e da vazao de nebulizagao obtidos para a amostra “SP” enriquecida.

Observando-se os graficos da Figura 7, nota-se que os maiores valores de
intensidade de sinal foram obtidos para 0,6 L min™ e 1,5 kW como vazdo de
nebulizagdo e poténcia do plasma, respectivamente, em ambas as configuragcées
de tocha. Com relacdo a poténcia, quanto maiores as poténcias aplicadas,
maiores foram os sinais de emisséo.

Para a selegao das condigdes de operagao do ICP mais favoraveis para a
determinagcao dos microconstituintes Mn e Fe [10], foram avaliadas as razdes
SNR e SBR entre as poténcias de 1,3 a 1,5 kW. Novamente, o objetivo foi
estabelecer a poténcia que conferiria menores indices de ruido e sinal de fundo.

Os resultados s&o apresentados na Figura 8.
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Figura 8: Relagbes entre as razdes sinal/ruido e poténcia do plasma e sinal/fundo e
poténcia do plasma obtidas para os elementos Mn e Fe da amostra “SP”.

Os graficos da Figura 8 mostraram a mesma tendéncia para a relagao
entre SNR e a poténcia do plasma para o Mn e o Fe, no modo de observacao
radial. Considerando-se a relacdo entre SNR e as poténcias de 1,3 a 1,5 kW,
nesse modo de observagao, notou-se que o ruido foi menor em 1,4 kW para o Mn
e, em 1,4 e 1,5 kW para o Fe, apresentando valores proximos. Observando-se a
relacao entre SBR e as poténcias de 1,3 a 1,5 kW para o Mn e o Fe, obteve-se o
menor sinal de fundo em 1,4 kW, na configuragdo axial. No modo radial, n&o foi

possivel determinar as relagbes para o Mn, porque a solugdo do branco nao
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produziu sinal de emissao. Para o Fe, os menores sinais de fundo foram obtidos
em 1,4 e 1,5 kW. Logo, para analisar a amostra de ACN a utilizagdo da poténcia
de 1,4 kW mostrou-se adequada para determinar os microconstituintes Mn e Fe
com baixos ruido e sinal de fundo. Nesta poténcia também foi observado o menor
fundo para Ca, em ambas as configuragdes de tocha. Para o Mg n&o se obteve
sinal de emissao para o branco e a relacdo entre SBR e a poténcia ndo pbde ser
avaliada. Em relagdo ao ruido, o Ca e o Mg apresentaram comportamentos

distintos entre si e os elementos Mn e Fe.

5.4. Avaliagao de comprimentos de onda, configuragdao de tocha e uso de
padrao interno para a determinagao direta de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em

amostras de agua de coco industrializada

Comparando-se os coeficientes angulares das curvas analitica e de adicéo
de analito obtidas, foram selecionadas as condi¢des que permitiram determinar
Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu diretamente nas solugbes das amostras “A” e “B”. Para
isto, considerou-se que em condigcbes otimizadas o coeficiente angular de uma
curva analitica deve estar numericamente proximo do coeficiente da respectiva
curva de adicdo, devido a baixa interferéncia da matriz.

A escolha do itrio como padrao interno deve-se ao fato de ser um elemento
inexistente na matriz, além de ser eficiente na correcdo de interferéncias
provocadas por elementos facilmente ionizaveis, como Na, K e Ca [22] (que est&o
presentes na agua de coco) e, também, por corrigir variagdes no processo de
nebulizagao [41].

Para a amostra “A” enriquecida, as condigcdes que apresentaram menor
interferéncia da matriz foram aquelas em que o itrio foi empregado como padréo
interno, mostrando-se adequado para melhorar a exatiddo das determinagdes,
principalmente, de Fe e Mn. Os demais parametros que se mostraram adequados

para a analise direta de amostras de ACI foram: configuragcédo de tocha radial para
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Mg (280,270 nm) e axial para Ca (430,253 nm), Mn (257,610 nm) e Fe (238,204
nm).

Nas condigbes otimizadas para a amostra “A”, obteve-se as curvas de
adicado de analito para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu na amostra “B”, com o intuito de
verificar se os parametros otimizados eram validos para uma outra amostra de
ACI. Além disso, avaliou-se a possibilidade de estender a aplicagdo do método
para os elementos Zn e Cu.

As curvas analitica e de adicdo de analito obtidas, nas condi¢des
otimizadas, estdo apresentadas nas Figuras 9 a 11 e os valores de recuperagao
dos analitos adicionados nas amostras estdo na Tabela 7, juntamente com as
concentracdes determinadas para os diferentes analitos nas amostras “A” e “B”.

Observando-se os graficos das Figuras 9 e 10, nota-se que os coeficientes
angulares das curvas de adigdo de analito estdo numericamente préximos dos
coeficientes das curvas analiticas, para todos os elementos, na amostra "A"
enriquecida. Isto indica que o efeito de matriz ndo foi significativo com o ICP
operando em condi¢cdes otimizadas, tornando possivel a determinacido direta

desses analitos.
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Figura 9: Experimento de adi¢cdo e recuperagao de analitos na amostra “A”. (a) Curvas
analitica e de adigdo de Ca, visdo axial, 2 mg L™ de itrio. (b) Curvas analitica e de adicdo
de Mg, visao radial, 2 mg L™ de itrio.
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Figura 10: Experimento de adicdo e recuperacao de analitos na amostra “A”. (a) Curvas

analitica e de adigdo de Mn, visdo axial, 2 mg L™ de itrio. (b) Curvas analitica e de adigcdo

de Fe, visdo axial, 2 mg L™ de itrio.

O comportamento de Ca, Mg, Mn e Fe na amostra "A" enriquecida foi

semelhante ao observado na amostra "B", cujos resultados para Zn e Cu estédo

mostrados na Figura 11.
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Figura 11: Experimento de adicdo e recuperacao de analitos na amostra “B”. (a) Curvas

analitica e de adigéo de Zn; visdo axial; 2 mg L™ de itrio. (b) Curvas analitica e de adicéo

de Cu; visdo axial; 2 mg L™ de itrio.



Resultados e discussao

Tabela 7: Concentragbes de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, em mg L™, determinadas nas

amostras "A" e "B" e vaiores de recuperagao.
Metal Concentracdo (RSD) % Recuperacéo (RSD)
Massa adicionada 0,16 mg 0,48 mg
Ca A: 170 (0,2} A: 98 (0,4) A: 104 (0,8)
B: 229 (0,1} B: 106 (0,6) B: 104 (0,1)
Massa adicionada 0,1 mg 0,3 mg
Mg A: 85 (0,7) A: 89,9 (1,6) A: 96 (0,7)
B: 149 (0,4) B: 105 (1,9) B: 105 (1,1)
Massa adicionada 0,01 mg 0,03 mg
Mn A: 3,0(0,6) A: 98,5 (0,6) A: 101 (0,7)
B: 5,2 (0,2) B: 105 (0,7) B: 103 (0,4)
Fe A:0,3(2,8) A: 97 (1,2) A: 100 (0,9)
B — B: 102 (0,1) B: 102 (0,3)
Zn A: - Ny N
B:0,3(1,1) B: 108 (0,2) B: 107 (0,3)
Cu A - P iy
B: 0,2 (1,9) B: 107 (0,1) B: 108 (0,3)

Utilizando parametros otimizados, as recuperagbes para macro {Ca e Mg) e
microconstituintes (Mn, Fe, Zn e Cu) ficaram entre 90 e 110 %, indicando, em
termos quantitativos, que o método empregado tem boa exatidao [43]. Além disso
0 método apresentou precisdo satisfatéria, com RSD menor que 2 % para a
maioria das determinagdes.

Como exemplo da importancia de se empregar parametros instrumentais
otimizados, sdo mostrados, na Tabela 8, os resuitados para os experimentos de

adicao e recuperacgao dos analitos Ca e Fe, realizados em condigées otimizadas e
néo otimizadas. '

Tabela 8: Porcentagem de recuperagdo para Ca e Fe determinados em condigbes
otimizadas e n&o otimizadas.

Massa adicionada / Metal Condigdes otimizadas  Condigbes néo otimizadas™
0,16 mg de Ca 88+ 0,4 79,7+03
0,48 mg de Ca 104 + 0,8 92,3 %1
0,01 mg de Fe 97 +1,2 93+3
0,03 mg de Fe 100+£0,9 96 £ 1

(*) Condicdes experimentais: Ca (A= 317,933 nm, configuragido axial, 2 mg L de Y);
Fe (A= 238,204 nm, configuracéo radial, 2 mg L™ de Y).
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Os dados apresentados na Tabela 8 mostram que para o Ca,
principalmente, mas também para o Fe 0 uso de condi¢des otimizadas melhorou
a exatiddo das determinagbes, em especial nos niveis de concentragio mais
baixos.

Outro aspecto importante do procedimento de analise de amostras de ACI
€ o fator de diluigio da amostra, como serd mostrado adiante (item 5.7, pg. 54).

5.4.1. Figuras de mérito (dgua de coco industrializada)

Os valores para os limites de detec¢do e quantificagdo constam na
Tabela S.

Tabela 9: Limites de deteccdo e de quantificagio, em mg L, para a determinagdo de
metais em agua de coco industrializada e valores de LD declarados pelo fabricante [20].
Condicdes instrumentais: poténcia do plasma (1,3 kW), vazdo de nebulizagio
(0,6 L min™), itrio como padrao interno (2 mg L™).

Metal CO&J;? ?ggzgao experl;r?rental fabrl;cgnte LQ
Ca axial 0,06 0,00002 2,10
Mg radial 0,007 0,0001 0,24
Mn axial 0,0003 0,0004 0,01
Fe axial 0,0015 0,002 0,05
Zn axial 0,0008 0,001 0,03
Cu axial 0,0018 0,0004 0,06
Al axial 0,02 0,003 0,7
Pb axial 0,0096 0,01 0,32
Cd axial 0,001 0,001 0,03
Se axial 0,02 0,06 0,66

Os limites de deteccao obtidos para a maioria dos elementos foram
proximos aos limites declarados pelo fabricante; entretanto, o LD é um parametro
estatistico [36], sendo, na pratica, o LQ o par@metro mais importante. Neste
trabalho o LQ foi determinado considerando-se as recomendagdes do fabricante
{20], os desvios padrdes relativos (RSD), visando-se obter valores abaixo de 10 %
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para as determinagdes, e os valores das concentracdes equivalentes de fundo
(BEC), de forma que os limites de quantificagdo ndo ficassem muito abaixo dos
valores de BEC.

Os valores de BEC considerados foram os valores obtidos
experimentalmente, realizando-se medidas da solucdo do branco sem e com
corregédo de fundo e utilizando-se a seguinte equagéao [31,32] para o calculo das
concentragoes:

BEC= [g/S; onde:

Is= (intensidade de emissao do branco sem corre¢ao de fundo) — (intensidade de
emissao do branco com corre¢ao de fundo);

S= coeficiente angular da curva de calibragao.
Os valores de BEC obtidos estdo apresentados no Apéndice 3.

Com relagao a avaliagdo da exatiddo do método empregando a amostra de
referéncia “Mixed Food Diet”, os resultados obtidos para a analise da amostra sao

mostrados na Tabela 10.

Tabela 10: Concentracdes de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, em mg L', determinados na
amostra “Mixed Food Diet” nas condi¢goes experimentais para a analise de agua de coco

industrializada e n= 2.

Metal | Concentracdo obtida Concentragao declarada
Ca 41,1+£0,2 40
Mg 15,5+ 0,1 12
Mn 0,212 + 0,001 0,2
Fe 0,85 + 0,01 0,8
Zn 0,33 + 0,01 0,3
Cu 0,069 + 0,002 0,06

Os valores de concentracdo obtidos para os analitos, na amostra de

referéncia, concordaram com os valores declarados, exceto para o Mg, onde foi
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obtida uma diferenca entre os mesmos. Como os valores declarados nao sao
acompanhados dos respectivos desvios-padrao, a diferenca observada para o Mg
pode nao ser tdo grande. Além disso, existem diferengas de comportamento desta
amostra, no plasma, em comparagdo com a agua de coco, para a qual as
condigdes instrumentais foram otimizadas. Desta forma, considerando-se os
resultados obtidos para a maioria dos analitos, nesse experimento, e o0s
resultados dos experimentos de adig&do e recuperacéo (item 5.4), concluiu-se que

o0 método para analise de ACI apresentou exatidao satisfatoria.

5.5. Avaliagao de comprimentos de onda, configuragdao de tocha e uso de
padrao interno para a determinagao direta de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu em

amostras de agua de coco natural

As curvas de adicdo de analito obtidas para cada elemento foram
comparadas com as respectivas curvas analiticas e as condigdes em que o0s
coeficientes angulares das curvas ficaram mais proximos, indicando baixa
interferéncia da matriz, foram selecionadas como as mais adequadas para a
determinacao dos elementos estudados, mesmo na auséncia do itrio.

Ao contrario das amostras de ACI, o emprego de itrio como padrao interno
nado foi necessario, sendo possivel obter recuperagdes proximas de 100 % para
todos os analitos.

Para a amostra “SP” os parametros que se mostraram mais adequados
para a analise direta da amostra foram: configuragdo de tocha radial para Ca
(317,933 nm), Mg (280,270 nm), Mn (257,610 nm) e Fe (238,204 nm). As curvas
analitica e de adicdo de analito, nestas condi¢cdes, estdo apresentadas nas
Figuras 12 a 14, e os valores de recuperagdo dos analitos adicionados estdo na
Tabela 11.
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Figura 12: Experimento de adi¢do e recuperacao de analitos na amostra “SP”. (a) Curva
de adicao de Ca; visao radial. (b) Curva de adicao de Mg; viséo radial.
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Figura 13: Experimento de adicdo e recuperacao de analitos na amostra “SP”. (a) Curva
de adicao de Mn; visao radial. (b) Curva de adicado de Fe; visao radial.

Observando-se os graficos das Figuras 12 e 13, nota-se que os coeficientes

angulares das curvas de adi¢do de analito ficaram proximos dos coeficientes das

curvas analiticas, para todos os elementos, na amostra "SP" enriquecida.

Nas condi¢cdes otimizadas para a amostra “SP”, o comportamento dos

analitos Ca, Mg, Mn e Fe na amostra "PB" enriquecida foi semelhante aquele

observado na amostra "SP", ou seja, ndo se observou efeito de matriz significativo

considerando-se os perfis das curvas analitica e de adicao de analito obtidas. Os

resultados obtidos para Zn e Cu, na amostra “PB”, sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14: Experimento de adi¢do e recuperacao de analitos na amostra “PB”. (a) Curva
de adicao de Zn; visao axial. (b) Curva de adicdo de Cu; visado axial.

Avaliando-se os resultados apresentados na Figura 14, nota-se que

também é possivel determinar Zn e Cu, diretamente, na agua de coco natural com

o ICP operando em condigdes otimizadas.

Tabela 11: Concentracbes de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, em mg L', determinadas nas
amostras "SP" e "PB" e valores de recuperacao para a adigao dos analitos em dois niveis

de concentracao.

Metal Concentragao (RSD) % Recuperagdo (RSD)
Massa adicionada 0,16 mg 0,48 mg
Ca A: 204 (0,1) A: 94 (0,4) A: 103 (0,5)
B: 195 (0,1) B: 94 (0,2) B: 93 (0,1)
Massa adicionada 0,1 mg 0,3 mg
Mg A: 43 (0,1) A: 96 (0,7) A: 103 (0,5)
B: 71 (0,04) B: 96 (0,2) B: 96 (0,2)
Massa adicionada 0,01 mg 0,03 mg
Mn A:4,5(0,2) A: 96 (0, 5) A: 101 (1,6)
B:2,3(1,9) B: 98 (0,1) B: 95 (0,7)
Fe A: --- A:982(1,4) A:97 (1,2)
B: --- B 93 (2,5) B: 95 (0,2)
7n A:0,15098) —— e
B: 0,2 (1,1) B: 100 (1,8) B:99(0,9)
Cu Ar—-- e e
B: --- B: 97 (0,2) B: 99 (0,9)
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Na Tabela 11, observa-se que as recuperagdes para os macro (Ca e Mg) e
microconstituintes (Mn, Fe, Zn e Cu) ficaram em torno de 100 %, mostrando boa
exatidao [38], e que o0 método apresentou precisdes satisfatérias, com RSD menor
que 2 % para a maioria das determinagdes. Portanto, o método proposto é
adequado para analises quantitativas e pode ser usado para determinar esses

elementos em amostras de ACN sem nenhum tratamento prévio.

5.5.1. Figuras de mérito (agua de coco natural)

Os limites de deteccao e quantificacdo obtidos para cada analito estdo na
Tabela 12.

Tabela 12: Limites de detecgao e quantificagdo para a determinacdo de metais em agua
de coco natural e valores de LD declarados pelo fabricante [20]. Condigbes instrumentais:
poténcia do plasma (1,4 kW) e vaz&o de nebulizagdo (0,6 L min™).

Metal Configuragéo de tocha LD experimental LD fabricante LQ
Ca radial 0,022 0,00002 0,72
Mg radial 0,001 0,0001 0,03
Mn radial 0,0005 0,0004 0,02
Fe radial 0,0051 0,002 0,17
Zn axial 0,0007 0,001 0,02
Cu axial 0,0015 0,0004 0,05
Al axial 0,017 0,003 0,58
Pb axial 0,011 0,01 0,37
Cd axial 0,0006 0,001 0,02
Se axial 0,013 0,05 0,43

Os limites de detecgao obtidos para a maioria dos analitos ficaram acima
dos valores declarados pelo fabricante, ao contrario do que se observou para o
método de analise de ACIl. Como na pratica o LQ é o parametro mais importante,
este foi calculado considerando-se as recomendacbdes do fabricante [20], os

desvios padrdes relativos das determinagdes e os valores experimentais de BEC
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para os analitos. Estes aspectos foram avaliados do mesmo modo que o realizado
para o método de analise de ACI. Os valores de BEC obtidos, nas condi¢cdes de

analise de ACN constam no Apéndice 4.

Quanto a avaliagcao da exatidao do método, através da analise da amostra
de referéncia “Mixed Food Diet”, os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela
13.

Tabela 13: Concentracdes de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, em mg L, determinadas na
amostra “Mixed Food Diet” nas condigbes experimentais para a analise de agua de coco
natural e n= 2.

Metal Concentracao Concentragao
obtida declarada
Ca 38,6 +0,4 40
Mg 15,7 £ 0,1 12
Mn 0,2+0 0,2
Fe 0,82 + 0,01 0,8
Zn 0,27 + 0,01 0,3
Cu 0,06 +0 0,06

Os valores de concentracdo obtidos para os analitos, na amostra de
referéncia, concordaram com os valores declarados, exceto para o Mg.
Novamente, obteve-se para o Mg uma diferenga maior entre a concentragéo
encontrada e a declarada, provavelmente devido a um comportamento do Mg,
nesta amostra, diferente do comportamento observado na agua de coco. Logo,
considerando-se os resultados para a maioria dos analitos determinados e
também os resultados dos experimentos de adicdo e recuperagdo (item 5.5) é
possivel concluir que o método estudado para analise de ACN possui boa

exatiddo.
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5.6. Aplicagao analitica

5.6.1. Analise de amostras de agua de coco industrializada e contribuigcao

nutricional da bebida

Os paréametros experimentais (poténcia do plasma, vazdo de nebulizagéo e
uso de padrédo interno) utilizados para determinar Al, Pb, Cd e Se foram
estabelecidos baseando-se nos resultados dos estudos realizados para Ca, Mg,
Mn, Fe, Zn e Cu, nas amostras “A” e “B”. Os comprimentos de onda e as
configuracdes de tocha empregados devem-se as recomendagdes do fabricante e
da literatura, discutidos no item 5.2.

Os resultados das analises das amostras (“C” a “I”) sdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14: Concentracdes, em mg L™, dos metais determinados em amostras (“C” a “I”)

de agua de coco industrializada.

Metal C D E F G H |
Ca 232 253 212 232 180 188 153
Mg 116 142 117 78 108 105 73
Mn 1.8 33 20 44 15 19 21
Fe 0,11 0,112 0,212 0,182 0,172 0,212 0,092
Zn 0,35 0,212 0,39 0,212 0,30 0,43 0,272
Cu 0,13 023 0,14 0,13 0,13 0,13 0,19
Al,Pb,Cd,Se (<D <LD <LD <LD <LD <LD <LD

- Todas as analises realizadas apresentaram RSD préximo ou inferior a 2 %.
- (a) Valores correspondentes a concentracbes que estdo abaixo de limite de

quantificacao.

Os valores de concentracao obtidos para o Fe e 0 Zn, que estao abaixo do
LQ, podem ser considerados estimativas da concentracdo, por estarem acima de

5LD (cinco vezes o valor do LD) [20].
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As concentracbes médias dos elementos determinados, para um intervalo

com 95 % de confianca [44], sdo apresentadas na Tabela 15.

Tabela 15: Concentragdo média, em mg L™, para um intervalo com 95 % de confianga,
dos elementos determinados em amostras de agua de coco industrializada.

Metal Concentragao
Ca 205 + 27
Mg 108 + 21
Mn 2,8+0,9
Fe 0,13+ 0,05
Zn 0,28 + 0,08
Cu 0,14 + 0,05

Considerando-se os resultados obtidos para as amostras estudadas pode-

se concluir que Ca e Mg sdo macroconstituintes da agua de coco industrializada,

enquanto Mn, Fe, Zn e Cu sao microconstituintes. Dentre os elementos estudados,

apenas aqueles que sido considerados essenciais para a dieta humana [1] estao

presentes nas amostras.

As concentragdes obtidas para os metais estudados em cinco lotes da

marca “A” constam na Tabela 16.

Tabela 16: Concentragdes, em mg L™, para metais determinados em lotes diferentes (“L1”
a “L5”) da amostra “A”.

Metal L1 L2 L3 L4 L5 Média RSD (%)

Ca 182 202 170 185 165 180 8

Mg 83 91 91 86 84 87 4

Mn 2,8 3 2,5 29 2,8 2,8 7

Fe 0,17 0,16* 0,14® 026 <LD 0,14 64

Zn 0,01 0,09 0,16° 0,09 0,08 0,1 30

Cu 0,11¢ 0,15 0,08 0,3° <LD 0,13 93,5
Al,Pb,Cd,Se| <LD <LD <LD <LD <LD --- ---

(a) Valores correspondentes a estimativas de concentracdo, por estarem abaixo do
LQ, mas cinco vezes acima do LD [20].
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Observando os resultados, nota-se que os teores dos macroconstituintes
(Ca, Mg e Mn) variaram menos do que 10 %, o que pode ser considerado
adequado. Ao contrario, os teores dos microconstituintes (Fe, Cu e Zn) variaram
bastante, sendo a menor variagao obtida para o Zn (30 %).

Este tipo de investigacao € importante para validar as informagdes quimicas
declaradas pelos fabricantes e, também, para avaliar se existe alteracdo no valor
nutricional dos alimentos. Considerando-se todas as amostras de ACI que foram
analisadas neste trabalho, houve casos em que as concentracdes declaradas nao
concordaram com as concentragdes encontradas, empregando-se o método
estudado.

Comparando-se os teores médios dos metais encontrados nos lotes da
amostra “A” com os encontrados no conjunto das sete marcas analisadas, nota-se
que correspondem a dados de uma mesma populagao.

Utilizando-se os dados da Tabela 15 como referéncia, as doses de ingestao
diarias recomendadas para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu (item 2.3) e considerando-se
a ingestdo de 300 mL de agua de coco, que é o conteudo médio das embalagens
das diferentes marcas, a contribuicdo nutricional da bebida é: Ca (6 % do VD), Mg
(8 % do VD), Mn (56 % do VD), Fe (0,5 % do VD), Zn (0,6 % do VD) e Cu (2 % do
VD). Desta forma, € justificavel o crescente consumo de agua de coco, uma vez
que auxilia na ingestdo de nutrientes essenciais ao organismo, na forma de uma

bebida saborosa.

5.6.2. Analise de amostras de agua de coco natural e contribuigao nutricional
da bebida

Para os elementos Al, Pb, Cd e Se os parametros experimentais poténcia
do plasma e vazédo de nebulizacdo utilizados foram estabelecidos baseando-se
nos resultados obtidos para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu, nas amostras “SP” e “PB”.

Os resultados das analises das amostras sao apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17: Concentragéo, em mg L™, dos metais determinados em amostras (“PA”, “BA”,
“‘MG”, “BA-A”, “RN”, “RD”) de agua de coco natural.

Metal PA. BA MG BA-A RN RD
Ca 149 167 331 146 65 122
Mg 57 101 60 104 73 49
Mn 17 79 22 36 02 1,1
Fe <LD <LD 0,8% <LD <LD <LD
Zn 025 <LD 0,22 013 <LD 0,12
Cu <LD <LD 0,04% <LD <LD <LD
Al Pb,Cd,Se| <D <LD <LD <LD <LD <LD

- Todas as analises foram realizadas com boas precisbes, com um RSD inferior a 3 %
para a maioria das determinacdes.
- (a) O valor de concentragao esta abaixo do limite de quantificacao.

Os valores de concentragcdo de Fe e de Cu, na amostra “MG” ficaram
abaixo do limite de quantificagdo, mas podem ser considerados estimativas das
concentracdes, por estarem acima de 5LD [20]. Experimentalmente, Fe e Cu
foram encontrados apenas nesta amostra. Assim como nas amostras de ACI as

espécies Al, Pb, Cd e Se nao foram encontradas.

A concentragdo média dos elementos determinados, exceto para o Fe e o

Cu, que s6 foram encontrados na amostra “MG”, é apresentada na Tabela 18.

Tabela 18: Concentragdo média, para um intervalo com 95 % de confianca, dos

elementos determinados em amostras de agua de coco natural.

Metal |Concentragdo/ mg L™

Ca 172 + 65
Mg 69 + 19
Mn 29+19

Zn 0,11 £ 0,07
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Avaliando os resultados obtidos para as amostras analisadas nota-se que
Ca e Mg sao macroconstituintes da agua de coco natural, enquanto Mn e Zn séo
microconstituintes.

Comparando-se os intervalos de confianga para as médias de Ca, Mg, Mn e
Zn nas amostras de ACN, com os intervalos obtidos para as amostras de ACI,
observou-se que existe sobreposicdo dos mesmos, indicando similaridades na
composi¢cado quimica entre os dois grupos de amostras.

Utilizando-se os dados da Tabela 18 como referéncia, as doses de ingestao
diarias recomendadas para Ca, Mg, Mn e Zn (item 2.3) e considerando-se a
ingestdo de 400 mL de agua de coco, volume aproximado de um coco, a
contribuigdo nutricional da bebida é: Ca (7 % do VD), Mg (7 % do VD), Mn (58 %
do VD) e Zn (0,3 % do VD).

5.6.3. Avaliagdo dos resultados das andlises de agua de coco natural e

industrializada empregando PCA e HCA

Para uma melhor avaliagdo dos resultados obtidos nas analises de agua de
coco, foi feito um tratamento quimiométrico dos mesmos. Para isso os dados
foram autoescalados, isto €, centrados na média e divididos pela variancia [17]. No
caso dos dados em questao, foi necessario realizar este pré-processamento para
‘normalizar” os valores de concentracdo. Entre os elementos determinados
existem os que estdo em baixa concentracédo e os que estido em alta concentragao
e, para atribuir-lhnes a mesma importancia (peso), inicialmente o pré-
processamento € utilizado.

Empregaram-se os métodos de HCA e PCA, porque ambos os métodos
fornecem o mesmo tipo de informagao, ou seja, o agrupamento das amostras em
classes, porém de formas diferentes [17], permitindo que os resultados obtidos
com um meétodo sejam comparados com os resultados fornecidos pelo outro.

O dendograma obtido para a HCA esta representado na Figura 15, onde é

possivel identificar e agrupar as amostras com os mesmos niveis de similaridade.
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Figura 15: Dendrograma correspondente a classificacao de 34 amostras de agua de coco,
entre industrializadas e naturais, sendo 16 pertencentes a classe 1, 16 a classe 2 e 2 a
classe 3.

Através do dendograma, pdde-se observar na distancia para o vizinho mais
proximo (no grafico “Distance to K-Nearest Neighbor”) de 2,5, que é uma medida
da similaridade entre as amostras analisadas, a classificagdo das 34 amostras,
das quais as 16 representadas em vermelho pertencem a classe 1
(correspondente as aguas de coco industrializadas), as 16 amostras em azul
pertencem a classe 2 e as 2 em preto pertencem a classe 3, (ambas
correspondentes as aguas de coco naturais).

As amostras de agua de coco industrializada “A1” e “A2” foram classificadas
como agua de coco natural. Isto significa que, embora seja industrializada, sua
composi¢cao quimica € similar a de uma agua de coco natural, em relagédo aos
elementos estudados. No rétulo deste produto esta escrito que a bebida € 100 %
natural, tendo passado apenas pelos processos de pasteurizacdo e envasamento.
Vale ressaltar que o pregco desta agua de coco € maior que as demais existentes
no mercado e, além disso, € também comercializada para exportagdo. Talvez em

funcdo disso, ela apresente uma qualidade maior, com uma composi¢ado mais
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préoxima daquela do produto natural. Com relagéo as amostras “MG1” e “MG2”,
estas ndo apresentaram similaridade com as outras classes, caracterizando uma
composigdo quimica diferenciada.

Para a PCA construiu-se um modelo com 4 componentes principais para
classificar as mesmas 34 amostras de &agua de coco. O agrupamento das
amostras, definido pelos trés primeiros componentes, é apresentado na Figura 16.

PC 3 (13.95%)

PC 2 (22.10%)

PC 1 (51 43%)

Figura 16: Grafico dos escores correspondentes a classificagdo de 34 amostras de agua

de coco, entre industrializadas e naturais.

Observando-se a distribuicdo das amostras, no espago dos componentes
principais, nota-se que existem trés classes de amostras, que sdo as mesmas obtidas

com a HCA.
Na Figura 17 & mostrado um grafico para os pesos das variaveis para os trés

componentes principais, em que é possivel avaliar quais delas sdo as mais importantes

para classificar as amostras.
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Figura 17: Grafico dos pesos para as variaveis Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu nos trés
primeiros componentes principais.

O grafico dos pesos mostrou que a concentracdo de Mn influencia o
componente principal 1 (PC1), que explica 51,43 % da variancia, e o PC2, que
explica 22,10 % da variancia; logo, a concentragdo de Mn influencia em 73,53 %
as informagdes explicadas pelo modelo, sendo a variavel mais relevante para a
distingcdo entre as amostras.

Esta informacédo € interessante porque os teores médios de Mn s&o
praticamente os mesmos para as amostras de ACl e ACN (2,8 +0,9e 2,9 £ 1,9),
porém os intervalos de concentragdo sdo diferentes; as concentragdes de Mn
variam muito mais nas amostras de ACN do que nas de ACL.

Outra informag&o relevante que pode ser extraida do grafico de pesos € a
influéncia da concentracdo de Ca, que tem maior importédncia no PC3 e que
contém 13,93 % da varidncia explicada. Desta forma, comparando-se os graficos
de scores com o de pesos € possivel concluir que a concentracdo de Ca é o
principal fator responsavel pela classificagdo das amostras “‘MG1” e “MG2" em

uma classe diferente das demais amostras. Este aspecto esclarece a classificagao
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obtida através da HCA e da PCA e esta coerente com os resultados da Tabela 17,
onde sdo mostradas as concentragdes de Ca para as amostras de ACN, sendo a
média da concentragdc para as amostras de MG praticamente ¢ dobro das
demais.

De uma maneira geral, os resultados obtidos através da HCA e da PCA
indicam que embora os intervalos de concentrag@o para os metais encontrados
nas amostras de ACl e ACN se sobreponham, as amostras de grupos diferentes
sdo estatisticamente diferentes, com excecao das amostras “A” e “MG".

Com relagao aos modelos obtidos com a HCA e a PCA, estes se mostraram
eficazes para a classificagdo de amostras de ACl e ACN, considerando-se as
amostras utilizadas. Portanto, podem ser considerados conjuntos de treinamento,
isto &, podem ser utilizados para classificar amostras desconhecidas, pertencentes
a um conjunto teste e também em analises de controle de qualidade, para detectar
possiveis adulteragdes.

5.7. Avaliagao do desempenho do nebulizador cone spray

Considerando que o modo de introdugdo da amostra &€ um dos fatores que
mais influencia as caracteristicas do plasma durante a analise, o desempenho do
nebulizador cone spray foi avaliado com o objetivo de introduzir no plasma uma
maior quantidade de amostra, ou seja, solugdes com mais de 20 % m/v de
amostra, buscando assim favorecer a determinag¢io de microconstituintes na ACI
e na ACN. Para isto, foram utilizadas solugbes das amostras “A” e “MG” a
40 % miv e, através de curvas de adigdo de analito, verificou-se se haveria, nesta
diluigao, efeitos de matriz. As recuperagdes que ficaram entre 90 e 110 % {43]
para os dois niveis de adi¢ao foram consideradas adequadas para este estudo.

A porcentagem de recuperagao para os analitos adicionados as amostras é
mostrada na Tabela 19.
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Tabela 19: Concentracdes e valores de recuperacdo, em mg L™, para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn

e Cu nas amostras "A" e "MG".

Metal Concentragao (RSD) % Recuperagéo (RSD)
Massa adicionada 0,16 mg 0,48 mg ‘
Ca A: 190 (1,6) A: 85 (0,7) A: 97 (1,3)
MG: 333 (0,3) MG: 49 (0,8) MG: 74 (2)
Massa adicionada 0,1 mg 0,3 mg
M A: 87,8 (0,4) A: 91 (0,5) A: 100 (1,6)
9 MG: 60 (0,3) MG: 79 (1) MG: 85,7 (2)
Massa adicionada 0,01 mg 0,03 mg |
Mn A: 3,1 (1,2) A: 98,8 (0,4) A: 99,2 (0,6)
MG: 2,3 (0,2) MG: 91,5(0,9) MG: 88,9 (1,4)
Fe A: 0,15 (4,6) A: 99,8 (1,5) A: 99,5 (1,7)
MG: 0,27 (0,3) @ MG: 93 (2) MG: 91,3 (1,7)
7Zn A: 0,12 (1,5) A: 107 (1) A: 105,7 (1,6)
MG: 0,47 (6) ® MG: 90 (0,8) MG: 92 (0,1)
Cu A: 0,1 (5) A: 105 (1,2) A: 105,7 (2)
MG: < LD MG: 93,6 (0,1) MG: 92,2 (0,6)

(a) Valores de concentracido que estao abaixo do LQ (vide Apéndice 4).

Observando-se os valores de recuperacdo, nota-se que as condicdes
experimentais apresentaram restricdes para determinar Ca e Mg na amostra “MG”
e Ca na amostra “A”, pois as recuperagdes nao foram adequadas, nos dois niveis
de adicao. Entretanto, para os microconstituintes Mn, Fe, Zn e Cu os valores de
recuperacao obtidos, para ambas as amostras, foram satisfatorios, demonstrando
que a utilizacdo dos parametros otimizados anteriormente (com solugbes de
amostra a 20 % m/v e usando o nebulizador cross-flow) possibilitaram a
determinacdo desses elementos em solugbes de amostra a 40 % m/v sob um
efeito de matriz praticamente desprezivel.

Com relagao as concentragdes de Fe e de Zn, na amostra “MG”, os valores
obtidos ficaram abaixo do LQ e podem ser considerados uma estimativa dos
teores destes elementos, pois as concentragcdes sao superiores a 5LD [20]. Neste
experimento, os limites de detec¢ao e quantificagdo foram calculados do mesmo
modo que o realizado anteriormente (itens 4.5.1.1 e 4.5.2.2) e sao apresentados

no Apéndice 5.
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Para verificar se a utilizagdo da amostra a 40 % m/v favoreceu a
determinacdo dos microconstituintes Mn, Fe, Zn e Cu, comparou-se as
concentragbes dos elementos (que ficaram acima do LQ) com as concentragdes
determinadas utilizando-se a amostra a 20 % m/v e o nebulizador cross-flow. As

concentragcdes que foram comparadas constam na Tabela 20.

Tabela 20: Concentragdes, em mg L', obtidas com o uso das amostras “A” e “MG” a
40 % m/v e empregando-se o nebulizador cone spray, e concentragbes obtidas com as

amostras a 20 % m/v e empregando-se o nebulizador cross-flow.

Metal [Amostra a 40 % m/v  Amostra a 20 % m/v
Mn A: 3,10 £ 0,04 A: 2,84 + 0,01
MG: 2,30 + 0,01 MG: 2,20 + 0,01
Fe |A:0,153 + 0,001 A: 0,170 £ 0,002
Zn |A:0,116 £ 0,002 A: 0,11 +0,02
Cu |A:0,104 + 0,005 A: 0,10 + 0,01

Comparando-se os teores médios para Mn, Fe, Zn e Cu, determinados na
solugao de amostra a 40 % m/v, notou-se que estes concordam com os teores
obtidos na amostra a 20 % m/v. Logo, considerando-se estes resultados e também
o fato de que os elementos Al, Pb, Cd, e Se ndo terem sido detectados, da mesma
forma que nos experimentos anteriores (itens 5.6.1 e 5.6.2), ndo ha vantagens em
se usar a amostra a 40 % m/v e empregar um nebulizador cone spray para
determinar esses elementos em ACI ou ACN.

As Tabelas 21 e 22 mostram os valores obtidos para as sensibilidades das
curvas analiticas, sob as condigdes de analise de ACI e ACN, respectivamente, na

presenca de um nebulizador do tipo cross-flow e um do tipo cone spray.
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Tabela 21: Sensibilidades das curvas analiticas obtidas com o uso do nebulizador cone
spray € com o uso do nebulizador cross-flow sob as condi¢gdes de analise de agua de

coco industrializada

Metal | Cross-flow  Cone spray Aumento (%)
Ca 4059,5 4269,9 5
Mg 118454 148379,6 20
Mn 387608 440417 12
Fe 51386 57460,4 10
Zn 47275,5 52600,7 10
Cu 126696 145627,8 13
Al 8922,3 8378,9 -6,5
Pb 2545,6 2795,1 9
Cd 68255 66367,2 -2,8
Se 1310,7 1439,9 9

Para a analise de ACI, a sensibilidade do método aumentou em
aproximadamente 11 %, para a maioria dos elementos. O maior aumento foi de
20 % para o Mg, mas o experimento de adi¢cado e recuperagao demonstrou que a
sua determinagao nao apresentou boa exatiddo ao empregar a amostra a 40 % v/v
e o nebulizador cone spray.

Para o método de analise de ACN, a sensibilidade ndo aumentou para
nenhum dos analitos, diminuindo em 5 %, em média, para Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e
Cu. Para os elementos Al, Pb, Cd e Se, que sdo elementos mais dificeis de serem
determinados em baixas concentracoes, especialmente Al, Pb e Se, a diminui¢cao

na sensibilidade foi maior, de aproximadamente 15 %.
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Tabela 22: Sensibilidades das curvas analiticas obtidas com o uso do nebulizador cone
spray € com o uso do nebulizador cross-flow sob as condi¢gdes de analise de agua de

coco natural

Metal |Cross-flow  Cone spray Aumento (%)
Ca 13325,6 13055,4 -2,1
Mg 169097 164301,8 -3
Mn 721691 710231 -1,6
Fe 9810,8 9387,2 -4,5
Zn 56649,4 50619,8 -12
Cu 148688 139196,4 -6,8
Al 8599 7650,1 -12,4
Pb 3131,9 2651,2 -18
Cd 76011,8 65410 -16
Se 1598,2 1389,5 -15

Em termos de sensibilidades das curvas analiticas obtidas com o cone
spray observou-se melhores resultados apenas para o método de analise de ACI,
porém nao foram consideradas significativas, em relagdo aos valores obtidos com

0 uso do cross-flow.

5.8. Estudo complementar: estimativa das concentragées de Na e K em agua

de coco industrializada e natural

Para a avaliagcdo da concentragdo de Na e K em &gua de coco
industrializada e natural, foi utilizado itrio como padrao interno, nas analises de
ACI, e os valores das poténcias do plasma e das vazdes de nebulizagcao utilizados
correspondem as condigdes otimizadas para Ca, Mg, Mn e Fe para a analise de
ACIl ou ACN. Os comprimentos de onda empregados foram os recomendados
pelo fabricante [42], e a realizacdo das determinagdes em configuracao radial de
tocha deveu-se ao fato desta configuragdo ser menos susceptivel a interferéncias
[21] e também porque ocorreu saturagdo do K, quando a configuragao axial foi

utilizada. Os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 23.
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Tabela 23: Concentracdes médias, em mg L™, de Na e K em amostras de agua de coco

industrializada e natural.

Metal |Industrializada Natural
Na 185 + 87 24 +18
K 1723 + 754 1663 + 417

A concentragdo média de Na estimada para as amostras de ACI diferiu,
significativamente, da estimativa para as amostras de ACN, o que sugere a
adicdo de Na nas amostras industrializadas. Por outro lado, as concentra¢des de
K ficaram na mesma ordem de grandeza. O que foi observado e esta de acordo
com os dados da literatura [10,13, 32], € que o teor de K é significativamente

maior que o de Na.
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6. CONCLUSOES

Os métodos de andlise propostos para investigar a presenga de
constituintes inorganicos em agua de coco, industrializada e natural, mostraram-
se adequados; apresentaram precisdoes e exatidoes satisfatorias e puderam ser
empregados em amostras de ambos os tipos.

A aplicacdo dos métodos permitiu calcular intervalos de confianga para as
médias das concentragbes de Ca, Mg, Mn, Fe, Zn e Cu nessas matrizes,
permitindo comparar a composi¢ao mineral dos dois grupos de amostras. Os
intervalos de concentragdo para as amostras industrializadas foram diferentes
daqueles obtidos para as amostras naturais. Entretanto, possuem faixas de
sobreposi¢ao e isto indica que existem semelhangcas na composicdo quimica
dessas amostras. Por outro lado, Fe e Cu foram detectados apenas nas amostras
industrializadas, com excegao para a amostra procedente de Minas Gerais.

A utilizagdo de métodos quimiométricos para reconhecimento de padrbes
auxiliou na interpretacdo dos resultados obtidos para as amostras estudas. Foi
possivel diferencia-las, estatisticamente, em dois grupos principais,
industrializadas e naturais, em funcdo das concentracbes das espécies
estudadas, dentre as quais o Mn foi a mais importante para realizar esta
diferenciacgao.

De uma maneira geral, os resultados sugerem que o0 processo de
industrializagdo da agua de coco altera algumas das caracteristicas da bebida,
talvez pelo enriquecimento com aditivos, contaminacéo por elementos como Fe e
Cu ou outras substancias.

Comparando-se os resultados obtidos para as amostras industrializadas e
naturais, concluiu-se que Ca e Mg sao macroconstituintes, enquanto Mn e Zn sao
microconstituintes dessas matrizes. Além disso, os intervalos de concentragéo
obtidos para esses elementos sdo uma contribuicdo importante para o
conhecimento da composi¢céo quimica da agua de coco brasileira.

Os elementos Al, Pb, Cd e Se nao foram detectados, em nenhum dos

grupos de amostras. Mas, para uma avaliagdo mais segura, sobre a possivel
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presenca desses elementos é interessante que outros estudos sejam realizados.
Sugere-se a introdugdo de uma etapa de pré-concentragdo ou a utilizagdo de uma
outra técnica analitica, como a absor¢ao atdmica com atomizacao eletrotérmica,
que apresenta limites de detecgcao melhores para esses elementos.

Os experimentos com o nebulizador cone spray mostraram que os
parametros instrumentais otimizados (com o uso do nebulizador cross-flow)
podem ser utilizados para determinar Mn, Fe, Zn e Cu em agua de coco natural e
industrializada empregando-se solugdes de amostra mais concentradas, em
comparagao com as solugbes empregadas quando foi utilizado o nebulizador
cross-flow. Por outro lado, os testes realizados com ambos os nebulizadores
forneceram respostas semelhantes para os teores dos analitos em uma amostra
industrializada e em uma natural. Com relagdo a sensibilidade das determinagdes
desses elementos e também de Ca, Mg, Al, Pb, Cd e Se nao foram observadas
alteragdes significativas que justificassem uma preferéncia para o uso do cone
spray.

Considerando-se os resultados obtidos com o estudo, a aplicacao dos métodos de
analise, e vantagens como a determinagao direta de macro e microconstituintes
em uma mesma solucdo de amostra, os métodos propostos mostram
potencialidade para serem aplicados a outros elementos e para utilizacdo em

analises de rotina, como as de controle de qualidade.
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APENDICE 1

llustragdo dos nebulizadores cross-flow e cone spray [20]

amostra

amostra argbnio

(a) Esquema do nebulizador cross-flow | (b) Esquema do nebulizador cone spray




APENDICE 2

Composicado da amostra “Mixed Food Diet”

Metal | Concentracdo (mg L™)

Al 0,1
As 0,02
Cd 0,08
Ca 40

Cr 0,002
Co 0,0008
Cu 0,06
Fe 0,80
Mg 12
Mn 0,20
Mo 0,006
Ni 0,02

P 60

K 160
Se 0,005
Na 60
Zn 0,30
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APENDICE 3

Valores experimentais obtidos para a concentracdo equivalente de fundo (BEC), em
mg L’, nas condicdes instrumentais para andlise de amostras de agua de coco

industrializada e empregando-se o nebulizador cross-flow.

Metal |[BEC
Ca (179
Mg |0,06
Mn |0,04
Fe (0,17
Zn |0,08
Cu |0,37
Al 2,03
Pb |1,37
Cd (0,07
Se 2,02
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APENDICE 4

Valores experimentais obtidos para a concentracdo equivalente de fundo (BEC), em
mg L, nas condicdes instrumentais para analise de amostras de agua de coco natural e

empregando-se o nebulizador cross-flow.

Metal |BEC
Ca (0,83
Mg [0,03
Mn |0,06
Fe (0,25
Zn |0,09
Cu (0,23
Al 1,32
Pb |1
Cd (0,04
Se [1,41




APENDICE 5

70

Limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ), em mg L™, para a anélise de agua de coco

industrializada empregando-se o nebulizador cone spray.

Metal LD LQ
Ca 0,064 2,13
Mg 0,0072 0,24
Mn 0,0003 0,01
Fe 0,0015 0,05
Zn 0,0009 0,03
Cu 0,0018 0,06
Al 0,02 0,67
Pb 0,0096 0,32
Cd 0,001 0,03
Se 0,02 0,67

Limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ), em mg L™, para a anélise de 4gua de coco

natural empregando-se o nebulizador cone spray.

Metal LD LQ
Ca 0,022 0,72
Mg 0,001 0,03
Mn 0,0005 0,017
Fe 0,005 0,17
Zn 0,0007 0,023
Cu 0,0015 0,05
Al 0,0174 0,58
Pb 0,0111 0,37
Cd 0,006 0,2
Se 0,013 0,43
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APENDICE 6

Protocolo analitico
Procedimento experimental para a determinagdo de Ca, Mg, Mn. Fe, Zn, Cu, Al,

Pb, Cd e Se em agua de coco natural e industrializada.

1) Filtrar a agua de coco em funil de placa porosa (G3);

2) Preparar uma solugdo da amostra filtrada diluindo a mesma a 20 % em HNO3
2 % v/v. No caso de amostras industrializadas, adicionar itrio (padréo interno),
antes de realizar a diluicdo da amostra, de maneira que a sua concentragéo final
sejade 2mg L”;

3) Ajustar os parédmetros instrumentais do ICP (Perkin-Elmer, Optima 3000 DV)
conforme especificado na Tabela abaixo:

Parametros instrumentais para a analise de agua de coco natural e industrializada.

Poténcia de RF (kw) 1,4%1,3°
Fluxo de nebulizagéo (L min™) 0,6
Fluxo do argdnio auxiliar (L min™) 0,5
Fluxo do argdnio principal (L min™) 15
Vazdo de bombeamento (mL min™) 1,0
Altura da visao radial (mm) 15
Correcao de fundo 2 pontos
Tempo de integracgéo (s) e de leitura (s) 1-5; 30
Numero de replicatas 3

Ca (Il 317,933%; radial; | 430,253"; axial)
Mg (Il 280,270 radial)

Mn (Il 257,610; radial?; axial®)
Fe (Il 238,204; radial®; axialb)
Zn (1 213,856; axial)
Elementos (. /nm ; configuracdo de tocha) | Cu (I 324,754; axial)

Al (1 308,215; axial)

Pb (Il 220,353; axial)

Cd (Il 214,438; axial)

Se (I 196,026; axial)

Y® (I 371,030; axial e radial)

(a) parédmetro especifico para a analise de agua de coco natural;
(b) parédmetro especifico para a analise de agua de coco industrializada.



