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RESUMO

Titulo: Especiacdo quimica de ferro em tomates utilizando um analisador

automatico FBA e imagens digitais.

Esse estudo propde uma nova metodologia automatica para a
especiacdo quimica de ferro em amostras de tomates utilizando um analisador
automatico em fluxo batelada. O analisador automatico foi equipado com uma
webcam como sensor para aquisicdo de imagens digitais de acordo com o
sistema de cor RGB. O método para determinagdo de ferro (Il) baseia-se na
reacao de ferro com a 1,10-fenantrolina que forma um complexo de coloracao
alaranjada com maxima absorcdo de energia em 510 nm. A determinacao de
ferro total foi realizada pela reducao do ferro (lll) para ferro (ll) pelo acido
ascorbico e, por diferenga, foi realizada a determinacdo de ferro (lll). Para
validar a metodologia foram feitas andlises utilizando material de referéncia
certificada (NIST 1547). Os modelos lineares das curvas analiticas foram
validados por intermédio de ANOVA, e da andlise grafica dos residuos
deixados pelos modelos. A frequéncia analitica foi de 94 h™!, com erros
relativos entre 1,1% e 2,5% e desvios entre 0,1% e 0,41%. O tempo de andlise
de cada amostra foi estimado em 38 s tanto para determinacdo de ferro (Il)
guanto para ferro total. O consumo de amostra e reagente combinados em
cada andlise ficaram em torno de0,54 mL e 0,66 mL respectivamente. Os
valores de LOD e LOQ foram 2,33 e 7,72 u L'lrespectivamente. Os teores de
ferro encontrado nas amostras variaram de 0,54 e 2,53 mg L1.A determinacéo
de ferro (ll) e ferro total foram corroborados pelos métodos de referéncia,
respectivamente, absorcdo molecular no UV/Vis e ICP-OES. Foi observado que
ndo existe diferengca estatisticamente significativa entre os resultados,
aplicando o teste t-pareado ao nivel de confianca de 95%. O sistema FBA
proposto se mostrou uma 6tima ferramenta para a determinacdo dos analitos

estudados.

Palavras-chave: FBA, imagem digital; sistema de cor RGB; especiacdo de
ferro; tomate.
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ABSTRACT

Title: Chemical speciation of iron in tomatoes using an FBA automatic

analyzer and digital images

This study proposes a new automatic methodology for the chemical speciation
of iron in tomato samples using an automatic batch flow analyzer. The
automatic analyzer was equipped with a webcam as a sensor for acquisition of
digital images according to the RGB color system. The method for the
determination of iron (ll) is based on the reaction of iron with 1,10-
phenanthroline which forms an orange complex with maximum energy
absorption at 510 nm. Total iron is determined by reducing iron (I11) to iron ()
with ascorbic acid, and them iron (lll) is quantified by the difference between
total iron and iron (lII) amounts. To validate the methodology, analyzes were
done using certified reference material (NIST 1547). The linear models of the
analytical curves were validated by means of ANOVA, and the graphic analysis
of the residuals left by the models. The analytical frequency was 94 h-1, with
relative errors between 1.1% and 2.5% and deviations between 0.1% and
0.41%. The analysis time of each sample was estimated at 38 s for both iron (I1)
and total iron determination. The combined sample and reagent consumption in
each analysis were around 0.54 mL and 0.66 mL respectively. The LOD and
LOQ values were 2.33 and 7.72 u L-1 respectively. The iron contents found in
the samples ranged from 0.54 and 2.53 mg L-1. The determination of iron (II)
and total iron were corroborated by reference methods, respectively, molecular
absorption in UV / Vis and ICP-OES. It was observed that there was no
statistically significant difference between the results, applying the t-paired test
at the 95% confidence level. The proposed FBA system proved to be a useful

tool for the determination of the analytes studied.

Keywords: FBA, digital image; RGB color system; iron speciation; tomato.



Capitulo 1

Introducao



1 Caracterizagao da problematica

O tomate € um dos frutos mais cultivados e consumidos em todo mundo
e um grande atrativo. E que o mesmo pode ser consumido tanto na forma in
natura quanto na forma industrializada como molhos, por exemplo. Um dos
desafios da agricultura é a sua producdo, pois esse cultivo € suscetivel ao
ataque de pragas e para garantir uma alta produtividade os produtores acabam
fazendo uso de produtos agroquimicos que podem acabar prejudicando seu
valor nutricional, sendo necessario o monitoramento dos elementos essenciais
e potencialmente toxicos que podem estar presentes como contaminantes
nestes tipos de amostras (BRESSY,2011).

Nos dias de hoje, sabe-se que a determinacao da concentragao total de
um elemento quimico ndo fornece informacfes suficientes para avaliar os
impactos que estes tém na saude humana e no meio ambiente. Estas
informagcBes s6 podem ser obtidas através de uma analise de especiacdo
guimica, que consiste em um estudo sobre a quantificacdo das diferentes
espécies quimicas de um mesmo elemento que compde a amostra. Conhecer
a forma quimica na qual um elemento se encontra no alimento € necessario
tanto do ponto de vista nutricional quanto no ponto de vista toxicol6gico, pois
ambas as propriedades estdo relacionadas a suas diferentes espécies
guimicas (KOTAS E STASICKA, 2000). Por isso, é importante conhecer o teor
de ferro no organismo, pois sua deficiéncia esta relacionada a doencas,a mais
conhecida é anemia, e seu excesso no organismo pode acarretar aumento da
producdo de radicais livres do oxigénio, responsaveis por doencas
degenerativas e pelo processo de envelhecimento (SCHUARTSMAN, 1985)

Na literatura existem diversos métodos para a especiacdo de ferro
(VERMA et al., 2016; ROCHA, 2000; LIN et al.,2018), na maioria deles, lentos
e/ou onerosos, e por essa razao pretende-se utilizar um analisador em fluxo
batelada para realizar essa quantificacdo, esses analisadores foram propostos
em 1999 e vem sendo utilizados para realizacao de diferentes procedimentos

analiticos.

O objeto de estudo deste trabalho foi desenvolver uma metodologia para

especiacao quimica de ferro em amostras de tomates. Para isso, foi necesséria



uma etapa de preparo de amostra por digestdo para posterior quantificacdo de
Fe(ll) e Fe(lll) presente nas amostras de tomate utilizadas neste trabalho, a
partir desses dados, realizar a especiacdo quimica com a utilizacdo de um

analisador fluxo batelada e imagens digitais.



1.1 FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1.1Tomates

O tomate, originario da América Central, onde crescia espontaneamente
com o tamanho de pequenos berlindes, tinha o nome de “tomatl ou tumati”
(TEUBNER, 2006), sendo fruto da planta Solanum Lycopersicum (ou
Lycopersicum esculentum) (MARTINS et al., 2006).

A cultura do tomate foi sendo incluida em quase todos os paises, em
maior ou menor escala (FONTES;2002). No Brasil, seu consumo foi introduzido
por imigrantes europeus no final do século XIX (BRESSY,2011). A importancia
dessa cultura no cenario mundial passou a ter destaque a partir de 1900 e,
atualmente é o segundo produto olericola mais cultivado no mundo, sendo a
guantidade produzida superada apenas pela batata, que juntamente com a
cebola e o alho sdo os alimentos mais industrializados (FILGUEIRA, 2008). Na

Tabela 1.1.¢ listada a composi¢ao nutricional de um tomate.

Tabela 1.1: Composigao nutricional do tomate (em 100 grama)

Fibra (%) 1,1
Calorias 0
Agua (%) 93,76
Vitamina A (pg) 60
Vitamina B (ug) 80
Vitamina B2(pg) 113
Vitamina B5 0,450
Vitamina E 0,536
Vitamina K 1,3
Cobre 0,074
Fésforo 24
Magnésio 11
Manganés 0,150
Potassio 222,00
Ferro 0,45
Calcio 5
Sadio 9

Fonte: EMBRAPA,2011



O tomate € um dos frutos de maior importancia em todo o mundo e

apresenta diferentes espécies para atender as mais diversas demandas desse
importante mercado (MELO, 1989; SILVA; GIORDANO, 2000). A Organizacao

Mundial da Saude (OMS) preconiza a ingestdo de frutas e hortalicas como

prioridade nas politicas nutricionais, alimentares e agricolas, no caso de

hortalicas € recomendado o consumo minimo de 400 gramas por dia, o que

equivale a cinco porcdes desses alimentos (WHO, 2002).

O Brasil se apresenta como um dos maiores produtores desse fruto,

sendo que em 2016 o estado de Goias detinha a maior participacdo na

producao nacional (21,3%), seguido por S&o Paulo (21,2%) e Minas Gerais

(20%), que juntos concentram cerca de 62,5% do total produzido no pais, como

apresentado na Tabela 1.2.

Tabela 1.2: Quantidade produzida de tomate por unidade da federagao safra

de 2016.
Estado Area(hd) | Producéo(ton) | %Producdo | Rend.(kg/ha)
Goias 8.797 754.258 21,3 85.740
Sao Paulo 11.259 753.283 21,2 66.905
Minas Gerais 10.291 701.780 20 68.194
Parana 4.354 249.139 7 57.221
Rio de Janeiro 2.567 189.307 5,3 73.746
Santa Catarina 2.778 183.939 5,2 66.213
Bahia 4.055 175.170 4,9 43.199
Espirito Santo 2.511 150.074 4,2 59.767
Ceara 2.541 137.961 3,9 54,294
Rio Grande do Sul 2.317 112.563 3,2 48.581
Pernambuco 1.731 59.821 1,7 34.559
Distrito Federal 307 21.620 ,6 70.423
Paraiba 430 13.105 4 30.477
Alagoas 104 7.522 2 72.327
Para 254 6.580 ,19 25.906
Mato Grosso 243 6.037 17 24.844
Rio Grande do Norte | 148 4.696 ,132 31.730
Roraima 264 4.689 ,132 17.761
Maranhao 196 3.897 ,110 19.883
Sergipe 154 2.565 ,072 16.656
Rondobnia 154 2.542 ,072 16.506
Piaui 132 2.498 ,070 18.924
Mato Grosso do Sul 69 2.465 ,070 35.725
Amazonas 20 249 ,01 12.450
Total 55.676 3.545,7 100 63.686

Fonte: IBGE 2017




De acordo com os dados do IBGE (2017), a area brasileira no cultivo de
tomate na safra 2016 foi de 55,6 mil hectares, com uma producédo estimada de
3,54 milhdes de toneladas.

Ha dois tipos de cultivo para o tomate: o manejo convencional e o
manejo organico, (AGRIANUAL, 2009). O tomateiro é cultivado no Brasil
durante todo o ano tanto no plantio “estaqueado”, também chamado de tomate
para mesa ou para salada, onde as variedades de crescimento indeterminado
necessitam ser estaqueadas (presas por estacas), diferente das variedades de
tomate “rasteiro”, em que nado se colocam estacas em sua conducdo. Este
ultimo também é chamado de industrial, pois sua producdo é destinada as
indUstrias de processamento de tomate (ARAUJO et al., 2000), porém exige
elevados investimentos fitossanitarios chegando a se fazer, normalmente,
pulverizacdes a cada trés dias, desde a emergéncia das plantas até a colheita
(PAZINI et al., 1989; NAKANO, 1999).

O controle de pragas através do uso intensivo e indiscriminado de
pesticidas quimicos, de largo espectro de acdo e grandes periodos de
caréncia, representa um componente significativo na formacdo do custo de
producdo, além de oferecer riscos de contaminagdo aos trabalhadores,

consumidores e meio ambiente em geral.

O manejo organico, segundo Souza e Alcantara (2003) surge como
alternativa a contaminacdo dos alimentos por residuos quimicos ou sintéticos,
pois busca oferecer produtos de qualidade, livre de contaminantes de natureza
guimica, fisica ou biol6gica. A agricultura organica vem ganhando cada vez
mais reconhecimento social, politico e cientifico em todo o mundo por estar
fundamentada na aplicagdo de estratégias agroecologicas, mediante o uso de
insumos locais (MELO et al., 2009)

Devido a sua riqueza em nutrientes, € considerado um dos frutos mais
consumidos devido a suas caracteristicas organolépticas. Além disso, é
considerado um alimento funcional devido a seu alto valor nutritivo e a

presenca de compostos com propriedades antioxidantes (FERRARI,2008).



Esses frutos vém sendo amplamente estudados, tanto pelos aspectos
positivos relacionados com as caracteristicas de alimento funcional e também
pelos aspectos negativos, ligados ao sistema intensivo de producédo baseado
no uso de agroquimicos (FERRARI,2008).

1.2 Ferro

O ferro é um dos elementos quimicos mais abundantes na crosta
terrestre, considerado um elemento essencial para a vida humana, pois esta
ligado a processos para a manutencéo da vida como, por exemplo, o transporte
de oxigénio, sintese da hemoglobina e ainda esta relacionado a processos
enzimaticos (OKADA,2003). No corpo humano, o ferro € encontrado em dois
principais reservatorios, sado eles: 1) ferro funcional: encontrado na
hemoglobina, mioglobina e enzimas; 2) ferro ndo funcional: armazenado no
figado, no bagco e na medula 6ssea. Também é possivel classifica-lo em ferro
heme e ferro ndo - heme. O ferro heme é o encontrado na hemoglobina,
mioglobina e algumas enzimas, ja o ferro ndo-heme é aquele que € proveniente
predominantemente dos alimentos de origem vegetal, em alguns alimentos de
origem animal e nas enzimas ndo heme (PLANTIER,2010). O ferro presente na
hemoglobina estd na sua forma ferrosa e se liga ao oxigénio efetuando o seu

transporte para todos os tecidos corporais (SOUSA, 2004).

A deficiéncia nutricional de ferro € amplamente distribuida no mundo,
afetando tanto as populacfes dos paises desenvolvidos como aquelas dos
paises em desenvolvimento (TIRAPEGUI, 2002). Devido a participacéo do ferro
em varios processos e fungdes no organismo humano, sua deficiéncia gera
desordens e disfungdes como, por exemplo, anemias e processos similares
gue ja aparecem como o problema nutricional mais frequente do mundo,
afetando em torno de 24% da populacéo (RIOS-CASTILLO et al., 2014).

O ferro é essencial a manutencao da vida nos seres vivos, entretanto ele
€ um elemento potencialmente téxico quando em excesso, podendo causar
danos aos tecidos ao catalisar a producao de radicais livres (BRIDGES,
1992).E interessante elencar que o potencial téxico do ferro esta relacionado a

sua principal propriedade bioldgica, a capacidade de existir em dois estados de



oxidacéo: ferroso (Fe?*) e férrico (Fe*), o que faz com que possa participar
como co-fator de enzimas envolvendo reacbes de oxidacdo-reducdo e
tornando-o ainda promotor de reagdes de radicais livres como a de Fenton e de
Haber-Weiss, as quais resultam fenébmenos de estresse oxidativo (ANDREWS,
1998; SIQUEIRA et al., 2006).

Fedt+ oo — Fest+ 02 Reagéo de Fenton
Fe? + H2O2 — Fe™ + OH- + +0OH Reacgéo de Haber-Weiss

02" + HoOo — «OH + OH™ + Oz

A formacéo de tais espécies de radicais livres pode promover a oxidagcao
de diversas moléculas e organelas, produzindo danos celulares (SIQUEIRA et
al., 2006).

Uma das principais fontes de ferro sdo alimentos de origem animal tais
como: carnes vermelhas (especialmente figado), gema de ovo, carne de frango
e de peru e alguns alimentos de origem vegetal sendo eles: batata, vegetais
verde-escuros e frutas secas (TOWNSEND, 1994).

Embora menos comum, o excesso de ferro pode causar alguns
problemas na salude humana, como: intoxicacdo principalmente em criancgas,
podendo ocorrer a morte por colapso respiratério (WARDLAW e KESSEL,
2002).

Com a presenca deste elemento em diversas matrizes, tanto
alimenticias, ambientais e bioldgicas, se faz necessario o conhecimento do
papel que cada estado de oxidacdo do ferro exerce na salde humana. Assim,
se torna necessario o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de
realizar a especiacdo quimica, porque assim pode descrever a mobilidade,
essencialidade, toxicidade e biodisponibilidade de um determinado elemento,
ressaltando suas implica¢des principalmente na saide humana.

Tendo em vista a complexidade das amostras de tomate e das diversas
dificuldades que podem surgir no processo analitico em termos de perda de

analito ou contaminacdao, faz-se necessario a utilizacdo de métodos de preparo



de amostras adequados para determinacdo elementar e/ou especiacdo

guimica.

1.3 Preparo de amostras

O preparo de amostra € uma etapa crucial em uma sequéncia analitica,
e depende da natureza das amostras, da concentracdo dos analitos, da técnica
gue sera utilizada para a determinacdo para que no final sejam alcancadas

uma boa preciséo e exatiddo nos resultados.

Como varias técnicas analiticas permitem apenas a introducdo de
amostras na forma de solucao, torna-se necesséria a solubilizacdo de amostras
sblidas para posterior determinacdo elementar empregando técnicas
espectrométricas. Esta conversdo pode ser dividida em procedimentos de

tratamento por via Umida e por via seca (KRUG,2008).

A decomposicdo das amostras por via umida é denominada digestao ou
simplesmente, decomposicdo (SOUSA et al.,2015). Nos procedimentos de
tratamento de amostra por via Umida costuma-se dissolver ou decompor uma
amostra solida utilizando-se acidos minerais diluidos ou concentrados ou ainda
misturas de acidos em sistemas abertos ou fechados, com ou sem
aguecimento (PERONICO,2014)."’

Um dos acidos mais utilizados é o acido nitrico (HNO3), por ser um acido
mineral oxidante, e por seus produtos de reacdo serem nitratos sollveis. Seu
poder oxidante € moderado e este acido pode ser utilizado em temperaturas
um pouco acima do seu ponto de ebulicdo que € del21 °C (quando sob refluxo
ou sistema fechado) (SOUSA et al.,2015).

Uma mistura bastante empregada é aquela entre HNOz e H202 devido
ao carater oxidante do peréxido de hidrogénio, que em uma digestdo acaba
fornecendo O: para a reacdo, aumentando a eficiéncia da digestdo. Este
processo se baseia no ciclo de regeneracdo do &cido nitrico, como pode ser
visto nas reacfes abaixo (CASTRO,2009):
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(CHz2)n +HMN Csan) — Oz + MO +H200 Equacéo 1
2N Cegy + Oz2em) — 2M () Equacéo 2
2MCzig) +H200 — HMNCstagy + HMNO2¢a03 Equacio 3
ZHMNOztag — HoOtagy  +  MNOzagy+ MO Equacio d

O processo se baseia na reacdo entre o 4cido nitrico diluido e a matéria
organica na amostra utilizada, na qual gera o 6xido nitrico (Equacéo 1), o qual
reage com o oxigénio presente na fase gasosa gerando didxido de nitrogénio
(Equacao 2). O didxido de nitrogénio sofre reacdo de desproporcionamento em
meio aquoso gerando &cido nitrico e &cido nitroso (Equacdo 3). ApoOs esta
etapa, o acido nitroso se decompde em 0Oxido nitrico (equacao 4), reage com 0
oxigénio da fase gasosa (Equacdo 2), deste modo ocorre o ciclo de
regeneracdo do &cido nitrico que acaba aumentando a eficiéncia da digestéo.
(DIONISIO,2013).

As amostras de tomate possuem muita agua e uma grande quantidade
de matéria organica em sua composicdo, sendo necessario um preparo de
amostra eficiente e posterior determinacéo do analito de interesse. Assim, faz-
se necessario investigar o preparo da amostra, que € a etapa mais critica,
demorada e laboriosa, na qual os analitos presentes nas amostras devem estar
em uma forma adequada para posterior determinacdo (PRIEGO-CAPOTE;
CASTRO, 2004, BRESSY,2011).

Fraga (2013) propés uma metodologia analitica para determinacdo de
As, Cd, Pb em amostras de arroz. Para isso foi utilizado o trapeamento
criogénico associado com HG-AAS. As amostras foram moidas em moinho
criogénico e posteriormente peneiradas, apés esta etapa foi realizada a
decomposicdo das amostras onde foram pesados cerca de 0,125 g e
transferida para frascos de PTFE (politetrafluoretileno)e adicionada 1,25 mL
deHNOs (14 mol L) e 2 mL de H202 (30% m m?) e levados a bloco de
aquecimento por 5 horas a 160°C. Os autores concluiram que este preparo foi
eficiente para determinag&o dos analitos estudados e as concentracdes destes
encontradas nas amostras de arroz, estdo de acordo com a legislacéo
brasileira (FRAGA,2013).
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Teixeira (2014) realizou um estudo para determinag¢do da concentracao
de ferro total em diferentes matrizes tais como feijdo, espinafre, brocolis,
beterraba, melado, figado bovino, cupuacu e acai. O preparo de amostra foi
realizado utilizando 500 mg de amostras, adicdo de 7 mL de HNO3 (14 molL™?)
e 1 mL de H202 30%(m m), em seguida a mistura foi colocada em um bloco
digestor, as concentracdes de ferro foram determinadas por espectrometria de
absorcéao atomica em chama (FAAS) (TEIXEIRA,2014).

Em 2012, Vila Nova et al. realizaram um estudo para determinacéo de
Fe, Mn, Ni, Cu, Co, Mg, Zn, Ca, Mo e Se em amostras secas de tomates
organicos por espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS) com o
intuito de investigar o efeito da digestdo de minerais. Foram avaliados trés
procedimentos de preparo de amostra: (1) digestdo via Umida com
HNO3z /HCIO4, (2) digestdo via seca e (3) digestdo via umida com HCI. Os
resultados mostraram que o método de digestdo com HNOs /HCIO4 foi eficiente
para a determinacdo de Ca, Mg, Se e Zn. A digestdo com acido cloridrico foi
similar a digestdo com HNO3s /HCIO4 e por calcinacdo para o Mn. A digestédo
dos conteudos minerais utilizando HCI mostrou ser a mais promissora, pela
rapidez e simplicidade, aliados ao baixo nivel de risco no manuseio e
contaminacao ambiental (VILA NOVA et al.,2012).

Na Tabela 1.3 séo listados alguns trabalhos, que se encontram na
literatura, para diferentes formas de digestdo para diferentes amostras e

analitos.
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Tabela 1.3: Diferentes procedimentos de digestéo para a determinagéo de ferro

em diferentes amostras

Amostra

Banana,
batata,cenoura
e soja.

Feijdo mungo
(Phaseolusaure
us) e
(Cicerarietinum)
Solos

Café soluvel

Moluscos

bivalves

Paes

grama

Preparo de
Amostra

Digestéo

com

HCI0460% (mm?) e

HNO314 mol L

Digestao com
HNOsl14mol L

1+HCI0460% (mmY)

Digestao com HF

3mol Lte HCIO460%

(mmrt)
Digestéo
HNOz314 mol

com
Lle

H202 30% (m m™).
Digestdo em bloco
digestor com HNOs a

65%( m m)

e H20230% (v /v).

Digestao usando

HNO3(65%(m m)
e H20230% (m m).

1.4 Especiacdo quimica

Elemento
Determinado

Ferro total

Ferro(lltotal

Ferro(ll) total

Ca, Fe, Mg e
Mn.

Ca, K, Mg,
Na, P, S, Fe
e Zn.

Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, P
e Zn.

Técnica

Espectrofoto-
metria UV/Vis

Espectrofoto-
metria de
nanodropo
(NDS)
Espectrofoto-
metria UV/Vis

FAAS

Fluorescéncia
de raios X
dispersiva de
comprimento
de onda
(WDXRF).
Espectrometria
de emisséo
atbmica com
plasma de
microondas(Ml
P-AES).

Referéncia

Peng et al.,
2014

Verma et al.,
2016

Kassem e
Amin 2013

Pohlet
al.,2014

Costa et
al.,2017

Ozbek e
Akman,2016

A especiacdo quimica é definida pela IUPAC (do inglés: International

Union of Pure and Applied Chemistry) como sendo a “atividade analitica capaz

de identificar e ou quantificar as espécies quimicas de um elemento quimico

presente em uma amostra”. Algumas caracteristicas quimicas dos metais como

sua toxicidade, biodisponibilidade e essencialidade dependem da forma

guimica que esse metal se encontra presente na amostra (IUPAC,2000).

De acordo com Ure (1991) especiacdo quimica € definida como "o processo

de identificagcdo e quantificagcdo das diferentes formas ou fases em que um

elemento estd presente em um material® ou como "a descricdo das
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quantidades, tipos de espécies, formas ou fases presentes em um material”.
Dessa forma, a especiacao quimica assume uma grande importancia ambiental
e nutricional (BISINOTI e JARDIM, 2004; PIRES et al., 2011).

Através de uma andlise de especiacdo quimica, pode-se obter importantes

informac®es, tais como:

i.  Diferenciar os estados de oxidacgao;
ii. Diferenciar a coordenacdo entre ions, formas catibnicas, neutras,
protonadas e desprotonadas;
iii.  Diferenciar espécies monomeéricas e poliméricas;
iv.  Avaliar a estabilidade entre as espécies;
v. Avaliar a biodisponibilidade da espécie;
vi. Avaliar a toxicidade de cada espécie;
vii.  Caracterizar os diferentes graus de associacbes homogéneas e
heterogéneas dos metais com componentes naturais (KOTAS e
STASICKA, 2000, IUPAC,2000).

Em alimentos a questdo da biodisponibilidade é de grande importancia. No
caso do ferro, o efeito da solubilidade em &gua, estado de oxidagédo e a
extensdo de formacdo de complexos afetam sua biodisponibilidade. E bem
conhecido que o Fe (Il) é mais acessivel do que o Fe (lll), devido a baixa
solubilidade do ultimo no intestino (QUINTEROS, 2001)

Mantovani, 1989, realizou andalise de especiacdo quimica de ferro em
amostras de concentrado de tomate. Para a determinacdo de ferro (Il), a
amostra foi tratada com 5 mL de HCI 2% (m m) e aguecida em forno micro-
ondas, e a determinacdo dessa espécie foi realizada utilizando como agente
complexante a 2-2dipiridila e a quantificacédo foi feita em espectrofotdmetro de
absorcdo molecular no UV/Vis no comprimento de onda observado de 510nm
(MANTOVANI,1989).

Abreu et al., em 2010, realizaram um estudo de especiacdo quimica de
ferro em extratos aquosos obtidos na peroxidacdo de carvlBes brasileiros
tratados com H202 10% (m m?) e H20. A especiacdo de ferro foi realizada
utilizando o método da 1,10- fenantrolina, onde o complexo formado foi medido
no comprimento de onda de 510 nm. (ABREU et al.2010).
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Soares et al.,2010, realizaram um procedimento de especiacdo quimica
de cromo em amostras de paes. O procedimento para especiacao de Cr VI foi
realizado utilizando 1,0 g de amostra seca e uma solu¢édo de NaOH 0,01 mol L-
!, em seguida a mistura foi colocada em agitacédo oscilante por 7 h. Apés esse
periodo, foi adicionado 1 mL de solugdo de NH4NOz 1 mol L, e a amostra foi
agitada brevemente e depois centrifugada por 30 min a 12500 rpm e posterior
determinacao por espectrometria de absor¢cdo atémica em forno de grafite (GF
AAS) (SOARES et al.,2010).

Pelizaro et al. (2007) especiaram quimica de ferro em amostras de
sangue usando analise em injecdo em fluxo, para tal as amostras tiveram as
proteinas  precipitadas com  acido tricloroacético na  proporcao
1:1(amostra/acido) depois foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm o
sobrenadante foi recolhido e inserido em sistema em fluxo. Uma solucdo de
1,10 fenantrolina que é agente complexante foi utilizada para determinacao
espectrofotométrica em 512 nm (PELIZARO et al.2007).

Na Tabela 1.4lista-se alguns trabalhos realizados para especiagcéao

guimica de diferentes espécies em diferentes amostras.

Tabela 1.4: Diferentes procedimentos de extracdo para especiacado quimica

Amostra Preparo de Analito Técnica Referéncia
Amostra
Agua do HCI0,1mol L* Fe(ll) Espectrofotometria  Lin et
mar UV/Vis al.,2018
Vinhos Extracdo com Fe(ll) Espectrofotometria  Ferreira et
Br-PADAP*. UV/Vis al.,2007
Agua  da Extragdo com Pt (IV) GFAAS Rastislav
torneira toluenoCrHs). et al.,2017
Cogumelos  Extracdo com As(lll) Espectroscopia de Gonzalvez
HCI. absorcdo atomica et al.,2009

de geracdo de
hidreto (HGAAS).
* 2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-dietilaminofenol

Analisando a Tabelal.4 observa-se que existem diferentes trabalhos
realizados com o tema da especiacdo quimica, pois a determinacdo dessas

diferentes espécies nos fornece maiores conhecimentos sobre as diferentes
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propriedades como: toxicidade, biodisponibilidade e sua essencialidade, pois
estas dependem da forma quimica que o metal se encontra presente na

amostra.

1.5 Técnicas para especia¢do quimica de ferro

Na literatura, existe uma variedade de técnicas analiticas que sé&o
comumente empregadas para a determinacdo de ferro em diferentes tipos de
amostras, tais como: espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (BRESSY,2011), espectrometria de absorcao atbmica
em chama (FAAS) e em forno de grafite (GFAAS), espectrometria de massa
com plasma indutivamente acoplado (FREITAS,2014), cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), quimiluminescéncia (Rose e Waite,2002), voltametria
(Ghoneim,2010) e espectrofotometria UV/Vis (Peng et al., 2014).Existem entdo
varias técnicas que podem ser usados para a determinacéo de ferro , 0 método
da espectrofotometria na regido UV-VIS é muito utilizado nas técnicas
analiticas, devido o custo relativamente baixo, sensibilidade e precisdo nos
resultados ( ROCHA et al.,2004).

A metodologia utilizada comumente na espectrofotometria na regido UV-
Vis consiste na aplicacdo do método colorimétrico que se baseia na reacdo da
complexacdo do Fe (Il) com a 1,10-fenantrolina, quando se utiliza um agente
redutor nesse caso o cloridrato de hidroxilamina levando a reducéao de Fe (Ill)
para Fe (lI), como pode ser vista através da reacdo apresentada na Figura 1.1
(Breitkreitz et al.,2014).
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Figura 1.1-Reacédo de complexagéao entre a 1,10-fenantrolina e o ferro (ll)

AFe™ + INH20H ——» 4Fe2* + N2O + Ha0 + 4H*

3 e @ Fe?

Fonte: Breitkreitz et al.,2014

O ferro é solubilizado, reduzido ao estado ferroso Fe (II) por ebulicdo
com acido e hidroxilamina (HsNO) e tratado com 1,10 fenantrolina. Cada trés
moléculas de 1,10-fenantrolina complexam um ion ferroso para formar um
complexo vermelho-alaranjado. A solucdo colorida obedece a lei de Lambert-
Beer; sua intensidade independe do pH se ele estiver na faixa de 3,0 a 9,0. Um
pH entre 2,9 e3,5 garante um rapido desenvolvimento da cor na presenca de

um excesso de fenantrolina (SKOOG et al., 2004).

Borges em 2016 propds um estudo para determinacdo quantitativa de Fe
(I) em farinhas enriquecidas de trigo. As amostras foram preparadas com
adicdo de 3 mL de HCI (37% m m?), seguida da adicdo de 2 mL de solugéo de
cloridrato de hidroxilamina (HONH2-HCI) 5 % (m m™), 2 mL de solucdo de
acetato de sédio (CHzCOONa)2 mol L ‘e 4 mL de solucédo de 1,10-fenantrolina
a 0, 25 % (m/v). Em seguida realizou-se a leitura no comprimento de onda de
505 nm. Os autores concluiram que esta sendo realizado o enriquecimento das
farinhas, entretanto os valores encontrados para algumas amostras
apresentam valores abaixo do esperado e determinado pela Legislacédo

Brasileira.

Outro método descrito na literatura para a determinac¢éo colorimétrica do
ferro € baseado na reagcdo de complexacdo com a 2,2’-bipiridina e o Fe (ll),
com posterior determinacdo espectrofotométrica na regido do visivel

(AOAC,1995). Areacdao caracteristica do método é representada pela equacao:

Abipy + Fe?* o Fe (bipyls?*
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Teixeira 2006 realizou um estudo de determinacao de ferro em etanol.
Cerca del100 mL de cada amostra foram aquecido até secura. O residuo obtido
foi dissolvido com 1 mL de HCI 12 mol L'posteriormente diluido para 50 mL
com agua em baldo volumétrico. Foi determinado por espectrofotometria no
comprimento de onda de 523nm. Os resultados mostraram que a 2,2'-bipiridina
pode ser usada para a determinacdo com limite de deteccdo de 11 ug L* e
coeficiente de variacdo de 1,9 % na determinacdo de ferro neste tipo de

amostra.

Em 2011, Kramer e Falcdo realizaram a determinacdo de ferro em
farinhas fortificadas de trigo com o objetivo de realizar a determinacéo de ferro.
Para isso foi utilizada a a- a’'dipiridila e a determinagao por espectrofotometria
no comprimento de onda de 510nm. Foram analisadas amostras de dez
marcas diferentes, e o resultado obtido em todas as amostras apresentaram

conformidade com a legislac&o por obterem valores acima de 4,2mg de ferro.

Faustino et al. em 2013 realizaram a determinacéo de ferro em amostras
de solo com o reagente 2-2’bipiridina. As amostras de solos foram secas em
estufa a 80° C por 30 minutos. O preparo de amostra consistiu em pesar
500mg de amostra que foram digeridos em um sistema de refluxo com H2SO4
8molL,sob agitacdo e aquecimento de 80°C durante 60min. A determinacao
foi realizada no comprimento de onda de 522 nm, e a concentracao de ferro
variou de 1 a 12 mg L os resultados da quantificacdo realizada encontram-se
em concordancia com o que reporta a literatura cientifica: as cores dos solos
sdo predominantemente reflexo dos teores de ferro presentes em sua
constituicdo quimica e os aumentos desses teores ocasionam 0 aumento na
intensidade das coloragdes (FAUSTINO et al.,2013).Visto que os métodos de
especiacao quimica de ferro descritos na literatura sdo procedimentos lentos e
gue ocasionam grandes despesas, 0s analisadores em fluxo-batelada
(HONORATO, 1999) surgem como uma nova alternativa, combinando
caracteristicas favoraveis dos analisadores em fluxo com a precisdo e a
exatiddo dos procedimentos em batelada, analises rapidas, precisas e exatas

com baixo custo e reducdo do consumo de reagentes.
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1.6- Analisadores em fluxo batelada

Os analisadores automéaticos em fluxo batelada foram propostos em 1999
por Honorato et al e possuem caracteristicas inerentes aos sistemas em fluxo e
em batelada. Como nos analisadores automaticos em fluxo a aspiracéo,
bombeamento, transporte dos reagentes e das amostras e 0 monitoramento do
sinal analitico, ocorrem em fluxo, porém a amostra € processada em uma
camara, como nos analisadores em batelada, antes de ser aspirada em direcéo
ao detector. Por terem as caracteristicas favoraveis dos analisadores em fluxo
e em batelada, esses analisadores apresentam boa precisdo e exatidao, alta
velocidade analitica, baixo custo por analise, baixo consumo, manipulacéo e
contaminacdo de reagentes e amostras e geracdo de pouco residuo para o
meio ambiente. (HONORATO, 1999, LIMA, 2004).

Uma das principais caracteristicas desses analisadores € a camara de
mistura onde ocorrem as reacdes quimicas do processo e também a
homogeneizacdo das solugbes. Na Figura 1.2 descreve-se 0s principais

componentes de um analisador em fluxo batelada.

Figura 1.2: Principais componentes de um analisador automatico do tipo FBA.

Fonte: Aradjo et al.,2012
(@) Bomba peristaltica; (b) acionador de valvula; (c) computador; (d) valvulas

solenoides de trés vias; (e) camara de mistura; (f) agitador magnético; (g) detector.
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A bomba peristaltica (Figura 1(a)) serve para fazer a propulsdo dos
fluidos (reagentes e amostras) até a camara de mistura para que ocorra as
reacdes pertinentes a analise. O acionador de valvula (Figura 1(b)) controla as
valvulas solendides. O computador (Figura 1 (c)) serve para o controle do
procedimento analitico, aquisicdo e tratamento dos dados, garantindo a
reprodutibilidade e velocidade nas aplicacdes. As valvulas solendides (Figura
1(d)) sao utilizadas para direcionar os fluidos que séo levados para a camara
de mistura e também realizar o direcionamento dos fluidos para o descarte. Na
camara de mistura (Figura 1(e)) ocorre a maioria dos procedimentos analiticos,
como por exemplo, a adicdo, homogeneizacao, reacdes e acondicionamento
dos fluidos, preparo de solucdes de calibracdo (ANDRADE 2012). O agitador
magnético (Figura 1(f)) a finalidade de realizar a homogeneizacdo das
solugbes que se encontram na camara de mistura. O sistema de detecc¢éo
(Figura 1(g)) pode ou ndo ser acoplado a camara de mistura, conforme a
necessidade ou configuracdo requerida do sistema.

Uma das vantagens destes sistemas € que permite a adaptacdo de uma
webcam para a aquisicdo de imagens ou videos digitais na propria camara de
mistura e reacdo como resposta do sinal analitico (LIMA, 2016).

Os analisadores em fluxo-batelada tém sido utilizados em diversos
procedimentos experimentais tais como: titulacdo (OLIVEIRA,2006), analise
screening (LIMA,2004), adicdo de padrao (SILVA,2006), extracdo liquido-
liguido (LIMA,2012), analise nefelométrica (ACEBAL,2010), turbidimétrica
(LIMA,2011), guimiluminescente (GRUNHUT,2011), fluorescente
(ANDRADE,2016) e fotométrica (SILVA,2010).

Noébrega, em 2013, desenvolveu um analisador em fluxo-batelada para a
determinacao de Fe (lll) em 6leos comestiveis sem pré-tratamento de amostra.
A reacdo ocorre entre os ions Fe (lll) e o tiocianato solubilizado em meio
organico. O complexo vermelho formado foi monitorado utilizando um diodo
emissor de luz e um fototransistor acoplado ao interior da camara de mistura
por meio de fibras Opticas. As solucdes-padréo foram preparadas em linha. Os
resultados obtidos foram comparados com o método de referéncia, e ndo foram
observadas diferengas estatisticamente significativas ao se aplicar o teste t

pareado com nivel de confianca de 95%. A frequéncia analitica foi de 95 h, o
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limite de deteccéo foi 0,004 mg kg e o limite de quantificacéo foi de 0,013 mg
kg?.

1.6.1-Analisadores: Detecgdo por imagem digital

O conceito de imagem remete ao comportamento primitivo do ser
humano, associando sempre a aspectos relativos a percep¢do e sensacdo
visual (LAND, 1977). Uma imagem € uma representacdo da interacdo e
reflexdo entre luz e matéria e pode ser reproduzida levando como parametro

principal a simulacdo da visdo humana (LAND, 1983).

Os sistemas automaticos em fluxo e em batelada, empregando métodos
baseados em imagem digital, apresentam-se como uma recente estratégia com
grande potencial, especialmente em quimica analitica quantitativa (ANDRADE
et al. 2013). A possibilidade de monitoramento in line, a capacidade de avaliar
parametros como intensidade de cor, distribuicdo na superficie contribuem para

essa grande aplicabilidade.

Ao selecionar uma determinada area na imagem é possivel obter e
expressar um valor matematico que pode ser utilizado para construir uma curva
analitica assumindo uma relacdo linear entre a resposta analitica e a
concentracdo do analito e posteriormente realizar a determinacdo da

concentracdo do analito nas amostras (LIMA et al., 2013; LIMA et al., 2014).

Gaido e colaboradores em 2006 propuseram pela primeira vez o uso de
imagem digital, usando o sistema de cor RGB, para realizar uma titulacdo. A
estratégia foi aplicada a determinacéo de alcalinidade total em agua mineral e
agua de torneira. Nesse método, utilizou-se uma webcam como detector para
determinacao do ponto final em titulacées de neutralizacdo.Os resultados das

determinacdes foram similares aos obtidos por titulacdo espectrofotométrica.

Em 2013 Andrade et al., realizaram um estudo para a determinacéo de
Cr(VIl) e AI(Ill) utiizando uma analise por imagens digitais. Para isso, 0s
autores utilizaram uma webcam para aquisicdo das imagens digitais, estas

foram analisadas através de um programa ImageJ que realiza uma varredura
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de todos os pixels (coluna por coluna) para extrair as componentes RGB de
cada pixel. Os valores obtidos foram todos estatisticamente satisfatorios, com

95% de confianga.

Em 2017, Siqueira et al. propuseram um titulador em fluxo-batelada
utilizando uma webcam que gravava um filme digital durante a adicdo do
titulante em uma cémara de mistura, registrando as variacbes de cor
decorrentes das reacfes quimicas entre o titulante e amostra no interior de
camara. O método foi aplicado na andlise de adguas minerais e os resultados
foram comparados com a titulacdo classica, ndo apresentando diferencas
estatisticamente significativas com aplicacdo do teste t pareado a 95% de
confianca. O método proposto foi capaz de processar até 71 amostras por hora
e a sua precisao foi confirmada pelos valores de desvio padrao relativos (DPR),
sempre inferiores a 2,4% para dureza total e 1,4% para alcalinidade total
(SIQUEIRA et al.,2017).

Lima e colaboradores em 2014 desenvolveram um novo método
guimiluminescente em fluxo-batelada para determinacdo de ferro total em
matrizes viscosas (6leo comestivel, oleo lubrificante e biodiesel) empregando
pontos quanticos de telureto de cadmio com deteccdo por imagens digitais via
webcam. O método analitico proposto inclui uma nova estratégia de pré-
tratamento da amostra que consiste na disponibilizacdo on-line do ferro total
por meio de extracao acida em fase Unica. Para a construcdo da curva analitica
foi utilizado um modelo matematico baseado nos valores de cor RGB, sendo
assim, considerada a norma dos vetores como resposta. A robustez do método
foi avaliada por comparacdo intra- e interdia dos resultados obtidos e
empregando o método de referéncia com deteccdo por absor¢cdo atbmica em
forno de grafite em um nivel de 95% de confianga estatistica.

Em 2014, Tavares et al. propuseram um micro analisador em fluxo
batelada (UFBA) para determinacdo fotométrica de sulfitos em bebidas. A
microcamara do YFBA foi construida a partir da resina comercial uretana-
acrilato e polimerizada em foto expositora de radiacdo ultravioleta. Os
resultados obtidos pelo uFBA proposto comparado ao método convencional,
nao apresentou diferencas estatisticamente significativas (TAVARES et
al.,2014).
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1.7. Modelo de cor RGB

A cor é uma das principais caracteristicas de uma imagem digital e, por
esta razdo, € uma propriedade de suma importancia no processamento e na
analise de imagens digitais (LIU,2003). O modelo de cor RGB baseia-se na
tricromaticidade do sistema visual humano, em que todas as cores do espectro
visivel percebidas pelo olho humano ocorrem pela combinacéo, em diferentes
propor¢cdes, dos comprimentos de onda em torno do vermelho, verde e azul
(BATISTA,2014).

Azevedo e Conci (2003) definem que o modelo de cor RGB é formado
pelas cores vermelho (R), verde (G) e azul (B) é baseado em coordenadas
cartesianas e pode ser representado por um cubo (Figura 1.3). Representando
a escala de cinza, a diagonal principal do cubo, possui quantidades iguais de
cores primarias que vao do preto ao branco. Dentro dos limites deste cubo,
cada ponto colorido é representado por (R, G, B), onde os valores variam de
zero a um valor maximo (BERTOLINI,2010). Cada ponto do sistema de
coordenadas tridimensional corresponde a uma determinada cor do espectro
visivel,por exemplo, no modelo de cores RGB, o branco é formado pela
combinacdo das componentes R, G e B em maxima intensidade, (255, 255,
255), jA o preto é a auséncia de cor, portanto (0, 0, 0)(AZEVEDO et
al.,2003,ALBUQUERQUE,2002).

Figura 1.3: Representacao grafica do modelo de cor RGB
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Fonte:http://imgarcade.com/1/rgbcolor-cube/.

Benedett,2013 afirma que “a maioria dos métodos analiticos baseados
no uso de imagens digitais emprega o modelo de cores RGB”.O modelo de cor
RGB pode ser representado pelo subespaco de um sistema de coordenadas
cartesianas tridimensional, onde cada eixo de coordenada representa a cor
vermelha, verde ou azul.

Em uma imagem digital, cada pixel carrega uma informacdo de cor
chamada de profundidade de cor. Comumente, no modelo de cor RGB, a
profundidade de cor de um pixel € de 24 bits, sendo 8 bits para cada
componente R, G e B, que corresponde a 256 diferentes tonalidades para o
vermelho (R), verde (G) e azul (B), gerando aproximadamente 16,7 milhdes de
possibilidades de tons diferentes de cor.

Os métodos analiticos baseados em imagem digital geralmente utilizam
o sistema de cor RGB (LYRA ,2008), que utiliza as diferentes combinac¢des dos

valores individuais das cores primarias (vermelho, verde e azul), variando de 0


http://imgarcade.com/1/rgbcolor-cube/
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a 255 (8 bits), para simular todas as cores existentes no espectro da regiao do

visivel.

Em 2016, Siqueira desenvolveu um analisador FBA para a determinacgéo
de dureza e alcalinidade total em aguas minerais usando o modelo de cor
RGB, nesse caso a componente R foi escolhida, pois apresentou um
comportamento menos ruidoso e com perfil condizente com uma curva de
titulacdo e com nitidez apropriada para quantificacdo, a metodologia proposta
demonstrou ser uma ferramenta bastante util (SIQUEIRA ,2016).

Em 2013, Almeida propds um método quimiluminescente baseado em
imagem digital que utiliza um analisador FBA para determinacao de Cr(VI) em
aguas. O sistema FBA proposto utilizava uma webcam com sensor CCD
(dispositivo de carga acoplada) para aquisicao das imagens digitais geradas de
acordo com o sistema de cor RGB. Os resultados obtidos pelo método
proposto ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas ao nivel
de confianca de 95%em comparacdo com o método de referéncia
(ALMEIDA,2013).

Maleki, et al.propuseram o uso de imagem digital para a determinacéo
simultanea de Al(lIl) e Fe(lll) em acos usando cromo azurol S como reagente
cromogénico. Para isso utilizaram uma camera digital como sistema de
deteccao e para captura das imagens digitais. Os valores individuais de R, G e
B, obtidos das imagens digitais, foram correlacionados as concentraces de
Al(lll) e Fe(lll) , utiizando um modelo baseado em redes neurais
artificiais.(MALEKI et al.,2004).

Recentemente, Pessoa et al. desenvolveram uma metodologia analitica
para determinacdo do teor de cobre e de etanol em amostras comerciais de
cachaca. O método foi baseado na andlise de imagens digitais de spot test
realizado com os analitos, as quais foram capturadas por uma camera
fotografica, em um sistema construido para esta finalidade. O principio do
método é baseado na medida das tonalidades obtidas ap0s a ocorréncia da
reacdo colorimétrica, empregando o modelo de cor RGB, cuja componente R
variou proporcionalmente com a concentracdo do analito (PESSOA et
al.,2017).



Capitulo 2
Objetivos
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2 Objetivos

2.1.10bjetivo geral

Desenvolver uma metodologia para a especiacao de ferro em amostras de
tomates utilizando um analisador em fluxo-batelada com o auxilio de uma

webcam como detector.

2.1.20bjetivos especificos

1. Avaliar o procedimento de preparo de amostra para decomposi¢do de
tomates;

2. Utilizar um analisador em fluxo-batelada com deteccédo através do uso
de uma webcam, para a especiacdo quimica de ferro;

3. Desenvolver um programa para o controle das valvulas, leitura do sinal
analitico e procedimentos analiticos;

4. Avaliar os parametros 6timos de fluxo do FBA proposto como: Vazéo
dos canais de bombeamento das valvulas solenoides, rotagdo da bomba
peristaltica

5. Validar o método proposto e testar o nivel de confiabilidade da
metodologia proposta com base nos parametros de desempenho usuais
na quimica analitica;

6. Comparar os teores de Ferro (ll) e Ferro (lll) nas amostras de tomates
advindas do manejo convencional e organico;

7. Aplicar a metodologia



Capitulo 3

Experimental
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3.Experimental

3.1 Reagentes e Solugdes

Todas as solucdes e amostras foram preparadas empregando reagentes de
grau analitico e agua recém deionizada com um sistema Milli-Q Plus®
(Millipore). ApOs a deionizacdo, a agua apresentava resistividade especifica

>18 MQ cm 1. Foram utilizados os seguintes reagentes:

e Acido nitrico (Merck, Alemanha) 65% m m*

Foi preparada uma solucdo de &cido nitrico 7,0 mol L pela diluicdo
apropriada da solucéo concentrada.

e Perodxido de hidrogénio 30% m m (Dinamica, Diadema)
e Acido ascorbico P.A. (Vetec quimica, Rio de Janeiro)
e Acido cloridrico P.A. 37% m v! (Neon)

Foi preparada uma solucdo de acido cloridrico 6,0 mol Lpela diluicdo
da solucao concentrada.

e Solucéo tampéao acetato

A solucdo tampdo acetato de concentragdo 0,10 mol L™ foi preparada
dissolvendo-se 8,3 g de acetato de sédio (Vetec, Rio de Janeiro) em agua e
adicionado 12 mL de &cido acético glacial P.A. (Neon). A solucdo foi entdo
transferida para um baldo volumétrico de 100 mL e seu volume completado
com &gua ultrapura.

e Solucéo estoque de Fe (1)

Foi preparada uma solugdo estoque de 100,0 mg L* de Fe (ll),
dissolvendo-se 350,8 mg de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (Synth,
Diadema) em um béquer de 250 mL com &gua ultrapura contendo 10 mL de
uma solucdo de &cido sulfurico 50% (v v1) transferindo-se para um balédo
volumétrico de 500 mL e completando o volume com &gua ultrapura até
afericdo do menisco.

e 1,10 fenantrolina (Sigma-Aldrich, China)

A solucdo de 1,10 fenantrolina 0,1% (mv?) foi preparada pela adicéo de

100 mg do reagente em 100 mL de agua ultrapura contendo 2 gotas de HCI

concentrado para total dissolu¢cdo da mistura.
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Preparou-se uma solucdo estoque de 100,0 mg L' de Fe (ll),
dissolvendo-se 350,8 mg de sulfato ferroso amoniacal hexahidratado em
béquer de 250 mL com &gua ultrapura contendo 10 mL de uma solucédo de
acido sulfarico 50% (v/v) e transferiu para baldo volumétrico de 500 mL

completando o volume com agua deionizada até afericdo do menisco.

3.2 Equipamentos

Para a secagem das amostras foi utilizada uma estufa digital com
circulacao de ar, da marca Sterilifer, modelo SX-300 DTME.

Uma balanca analitica da marca Shimadzu modelo AY220 foi utilizada
para pesagem das amostras, reagentes e para a calibracdo das valvulas
solenoides usadas no FBA proposto.

Para as medidas das concentracbes de ferro total nas amostras foi
usado um espectrébmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP- OES), com camara de nebulizacdo Sturman-Master e
nebulizador V-Groove, com visdo axial VISTA PRO (Varian, Mulgrave,
Australia), simultaneo, equipado com um detector de estado sélido com arranjo
CCD, localizado na UFBA-BA

Na Tabela 3.1 encontram-se as caracteristicas e parametros

operacionais deste equipamento.



Tabela 3.1: Caracteristicas e parametros do instrumento usado

determinagdes por ICP-OES.
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nas

Parametros e caracteristicas

Radio-frequiéncia do gerador (kHz) 15

Vazao do gas de nebulizacdo (L mint) 0,70

Vazao do gas auxiliar (L min~) 15
Vazdao do gas do plasma (L min+) 15
Tempo de integracao (s) 2,0
Tempo de estabilizagdo (min) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3
Nebulizador V-Groove

Sturman-Master
Detector CCD
Fe 238,204

Camara de Nebulizacéo

Linhas (nm)

Il — Linha ibnica

Um espectrofotdmetro UV-Vis Hewlett-Packard (HP) com arranjo de
fotodiodos, modelo 8453, foi utilizado para as medidas de absorbancia
necessarias para a determinacdo pelo método de referéncia, e uma cubeta de
quartzo com um volume interno de aproximadamente 4,0 mL e um caminho

Optico de 1,0 cm.

3.3 Amostras

Foram adquiridas amostras de tomate em feiras livres e supermercados

de Jodo Pessoa. As amostras utilizadas neste trabalho foram as seguintes:
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Tabela 3.2: Amostras utilizadas nesta pesquisa

Amostras Variedade do tomate

AO01 Tomate italiano orgéanico

A02 Tomate rasteiro

A03 Tomate cereja organico

A04 Tomate cereja

AO05 Tomate italiano

A06 Material de referéncia certificado*

*NIST 1547(folhas de pessegueiros)

3.3.1 Material de referéncia certificado

Para avaliar a metodologia do preparo de amostra proposta foi utilizado
um material de referéncia certificado NIST 1547 (folhas de pessegueiro). Este
material foi submetido ao mesmo preparo que amostra que foi empregado nas

amostras de tomate.

3.4 Descontaminagao dos materiais

Todos as vidrarias utilizadas foram lavados com agua corrente, e depois
imersos por 24 h em um banho com solucdo de HNO310 % v/posteriormente,
esses materiais foram lavados com agua ultrapura (Milli-Q) e secos em estufa

de ventilacao.

3.5 Pré-tratamento para preparo das amostras

O procedimento para o preparo de amostras consistiu em promover a
digestdo 4cida da amostra, executado da seguinte maneira: inicialmente os
tomates foram lavados com &gua corrente para retirar 0s residuos;
posteriormente, lavados com &gua ultrapura em abundancia. As amostras
foram cortadas em fatias com facas descartaveis transparentes, previamente
descontaminadas e colocadas em copos de béquer e levadas a estufa com
circulacdo de ar por 24 h, a 90°C. Em seguida, as amostras secas foram
maceradas com auxilio de almofariz e pistilo dgata. O extrato seco de cada

amostra, devidamente identificado, foi armazenado em um dessecador. Na
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Figura 3.1 é mostrado a amostra antes e depois de seca em estufa com

circulacao de ar.

Figura 3.1: Amostras de tomates: (a) antes de serem secas, (b) depois de

secas em estufa

3.5.1 Preparo de amostra para determinacgdo de ferro total por ICP OES

A digestdo foi conduzida segundo o método proposto por BRESSY
(2011): foram pesados 250 mg das amostras de tomates secas em copos de
béquer, em seguida foram adicionados ao recipiente 7,0 mL de acido nitrico 7,0
mol L't e 3,0 mL de H202 (30 % m m). Os copos de béquer foram colocados
em uma chapa de aquecimento, a 90°C (Figura 3.2), até a obtencao de solucao
limpida. Apos o resfriamento das solugdes, as amostras foram transferidas
para tubos Falcon e diluidas para um volume final de 15 mL. O mesmo
procedimento foi realizado para a obtencdo do branco analitico (triplicatas

auténticas)

Figura 3.2: Fotografias ilustrativas do aspecto visual das amostras no inicio da

digestéo acida (a) e ao final (b).
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3.5.2 Preparo de amostra para determinagdo de ferro Il e ferro total pelo
FBA

O preparo de amostra foi conduzido seguindo o método proposto: foram
pesados 250 mg de amostras secas de tomate em copos de béquer, em
seguida, foram adicionados 5 mL de solugédo aquosa de HCIl a 50% (v v1),
cobrindo-os a seguir com filme de PVC e deixando-os em repouso durante a
noite. As amostras e 0s brancos analiticos foram, entdo, aquecidos sobre placa
aguecedora por 3 horas a 75°C, com agitacdo ocasional. Apds resfriamento a
temperatura ambiente, a solucdo foi filtrada em papel filtro quantitativo e
transferida para um tubo Falcon de 15 mL, completando o volume com agua

ultrapura.

3.6 Analisador FBA proposto

O sistema apresentado nesta pesquisa foi desenvolvido para realizar a
especiacdo quimica de ferro em diferentes amostras de tomates. Para a
realizacdo das determinacdes analiticas com o analisador em fluxo-batelada
(FBA), com deteccao por imagens digitais, faz- se necesséario o uso de alguns
equipamentos fundamentais para o funcionamento do sistema, como um
computador, uma bomba peristaltica, valvulas solenoides de 3 vias, uma
camara de mistura, agitador magnético, recipientes para amostras, uma
webcam e um controlador/acionador de valvulas conectado a uma placa

arduino, como mostrado na Figura 3.3.
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Figura 3.3.Fotografia da disposi¢ao fisica dos componentes do analisador em

FBA proposto para especiacao guimica de ferro

—

-----

(A) notebook; (B) bomba peristaltica; (C) valvulas solenoides; (D) acionador de valvulas; (E)

webcam; (F) camara de mistura; (G) agitador magnético; (H) arduino.

Em seguida seréo detalhados os componentes do analisador proposto.

3.6.1 Camara de mistura

A cémara de mistura utilizada neste trabalho foi confeccionada em
Teflon® e possui um volume interno de 6.000uL. Na Figura 3.4 é mostrada a
imagem da camara utilizada neste trabalho. A camara utilizada possui seis
entradas de fluidos e uma saida, e para garantir uma melhor homogeneizacao
das solugdes; no interior da camara encontra-se uma pequena barra magnética
revestida em Teflon®, e um agitador magnético da lka Lab Disc modelo
3907500.
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Figura 3.4: Camara de mistura utilizada no FBA proposto

3.6.2 Bomba peristaltica

As solucdes foram bombeadas empregando uma bomba peristaltica da
Ismatec, modelo 78002-00, com capacidade de bombeamento de até oito
canais. Como tubos de bombeamento foram utilizados sempre tubos de
Tygon® e os tubos das linhas de transmissdo dos fluidos foram sempre de

Teflon®.

3.6.3 Valvulas solenoides

Os reagentes e amostras foram direcionados para a camara de mistura
com o auxilio de cinco valvulas solenoides de trés vias da Cole Parmer (modelo
EW-01540-13). Uma sexta valvula foi utilizada para o descarte das solucdes.
As valvulas foram acionadas por meio de um acionador de valvulas projetado e

confeccionado no préprio laboratério de pesquisa descrito na seccédo 3.6.5.
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3.6.4 Sistema de detec¢do de imagem digital

Como sistema de deteccao colorimétrico, foi utilizada uma webcam (WC)
Philips, modelo SPC900NC VGA, para capturar as imagens digitais obtidas

durante as analises pelo FBA proposto.

Figura 3.5:Webcam utilizada como detector no FBA proposto

3.6.5 Acionador de valvulas

Para o controle das valvulas solenoides foi utilizado um acionador de
valvulas desenvolvido no nosso laboratorio de pesquisa. O acionador de
vélvulas possui um circuito eletrénico para controlar a abertura das vélvulas
solenoides utilizados no FBA. Este acionador é capaz de controlar diferentes
canais de forma independente e simultanea, permitindo que uma ou mais
valvulas sejam acionadas separadamente ou ao mesmo tempo, em intervalos
de tempos diferentes, o que permite que sua abertura e consequentemente
volume enviado a cdmara de mistura ndo seja afetado por fatores externos ou

internos.

Para que cumpra sua funcdo, o acionador de vélvulas deve ser

conectado ao notebook via USB através de uma interface arduino UNO R3.

O arduino UNO R3 é uma placa de microcontrolador baseado no

ATmega328. Este, possui 14 pinos de entrada ou saida digital (dos quais 6
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podem ser usados como saidas PWM), 6 entradas analdgicas, um cristal
oscilador de 16MHz, uma conexdao USB, uma entrada (de alimentacdo) uma
conexao ICSP e um botéo de reset.

O Arduino Uno é uma plataforma open-hardware e possui seu proprio
ambiente de desenvolvimento baseado na linguagem C e pode ser programado

com o software Arduino

O arduino Uno difere de todas as placas antecessoras no sentido de ndo
utilizar o chip FTDI cara conversao do sinal serial, no seu lugar utiliza um
Atmega8U2 programado como conversor de USB para serial, possuindo sua
alimentacdo de forma automatica. O ATmega328 fornece comunicacdo serial
UART TTL (5V) que esté disponivel nos pinos digitais 0 (RX) e 1 (TX). Um
ATmega8U2 na placa canaliza esta comunicacéo para a USB e aparece como

uma porta virtual para o software no computador.

3.6.6 Programa de controle do FBA

O programa utilizado para o gerenciamento do FBA proposto neste
trabalho foi escrito na plataforma Adobe AIR for desktop,programado em

ActionScript 3.0,cuja interface é apresentada na.Figura 3.6.

Figura 3.6: Interface do programa utilizado na realizacdo das analises
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O programa apresenta varias funcdes de gerenciamento de controle, o

gue o torna facil sua utilizacéo pelo usuario, tais como:

Controle do tempo de acionamento das valvulas solenoides — O
programa permite que O usudrio selecione os tempos que véo ser
utiizados em cada etapa do processo. Esses valores de tempo
possibilitam a entrada precisa dos volumes das amostras, reagentes na
camara de mistura.

Leitura do sinal analitico — O programa permite o monitoramento do
sinal proveniente do sistema de detec¢cdo, com uma webcam, o qual
relaciona os valores de cor RGB com a concentragédo do analito.
Procedimentos analiticos — O programa permite executar as
operacdes necessarias para o procedimento analitico, onde é possivel
selecionar o numero de replicatas, limpeza e o tempo de agitacdo na

camara de mistura.

Durante a realizacdo das analises pelo FBA proposto, o usuario pode

acompanhar, em tempo real, alguns processos realizados durante a execucéo

da andlise, observando pelo computador a imagem exibida pelo programa de

gerenciamento, inclusive a adicdo dos volumes na camara de mistura e a

formacao dos complexos metélicos para a determinacéao.

3.6.7 tratamento e analise das imagens digitais

A partir da regiao de interesse selecionada pelo usuario, o programa faz

a leitura de cada pixel da imagem e armazena as coordenadas dos pixels

delimitadores da regido seleciona. Apds o armazenamento das coordenadas o

usuario trata esses dados em funcédo da concentracdo das solucbes padrao e

calcula as concentracdes das espécies pela equacdo da reta, obtidas atraves

dos valores da componente B do RGB.

3.7 Procedimento analitico realizado pelo FBA proposto

Na Figura 3.7 é mostrado o diagrama esquematico do FBA proposto.



Figura 3.7: Diagrama esquematico do FBA proposto.
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Descarte

Camara de mistura (CM), bomba peristéltica (BP), barra magnética (BM), agitador magnético
(AM), webcam (WC) e valvulas solenoides (V1, V2, V3, V4, Vse Ve).

Antes de dar inicio a especiacdo de ferro pelo FBA proposto, €&

necessario realizar as seguintes etapas:

» Estudo da vazao dos canais das valvulas solenoides;
» Escolha da regido para obtencéo dos valores de RGB;

3.7.1 Estudo da vazao dos canais das valvulas solenoides

Os tempos de acionamento das valvulas solenoides sdo proporcionais

aos volumes adicionados na camara de mistura. Assim, um estudo preliminar

de calibracdo de cada canal foi necessario para obter com precisdo a medida

dos volumes adicionados a camara de mistura. A vazao em cada linha de fluxo

foi determinada pelos volumes de agua coletados e medidos em massa huma

balanca analitica (Shimadzu modelo AY220) segundo os tempos de abertura

das valvulas de 1 a 10 s. O programa de gerenciamento do FBA proposto
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apresenta uma interface que possibilita que este procedimento seja realizado

com maior facilidade.

3.7.2Escolha da regido para obtengdo dos valores de RGB

Para a escolha da regido para aquisicdo dos valores das componentes
RGB, foram estudadas cinco diferentes areas com o auxilio do mouse e o
programa de controle. Depois de selecionada a regido, o programa usa as
mesmas coordenadas que 0 usuario selecionou para todas as analises

subsequentes. As cinco areas estudadas estdo expostas na Figura 3.8.

Figura 3.8:Regides estudadas para escolha da melhor area para realizacéo

das analises.

Regifes de interesse das imagens digitais investigadas para realizacéo das andlises.

3.7.3 Etapas do procedimento de anélise no FBA proposto

O procedimento analitico para a especiacdo quimica de ferro
compreende as seguintes etapas:
I.  Preenchimento dos canais;
Il.  Obtencdo da curva analitica
Ill.  Determinacao de ferro (Il);
IV. Determinacéo de ferro total;

V. Limpeza da camara de mistura.

Antes de realizar cada uma destas etapas, todas as solugdes sé&o
bombeadas e ficam recirculando em direcdo aos seus recipientes. Apos o
término de cada uma destas etapas, € sempre realizada uma limpeza e
drenagem da camara de mistura, usando o procedimento descrito na Secéo

3.7.3.4.
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3.7.3.1 Preenchimento dos canais

Antes de iniciar qualquer analise € necessario o preenchimento dos
canais entre as valvulas (Vi1, V2, V3 V4 e Vs) e a cAmara de mistura. Para esta
etapa, é realizado o seguinte procedimento:

» As valvulas Vi, V2, V3,V4 e Vs séo acionadas e as solugdes séo
bombeados em direcdo a camara de mistura durante um intervalo de
tempo de 5 s. Em seguida, a vélvula Vs é acionada e o conteudo da

camara de mistura é descartado.

A etapa de preenchimento de canais deve ser realizada sempre que
uma nova amostra for analisada ou quando os reagentes ou a agua forem

trocados.

3.7.3.20btencdo da curva analitica

Para a construcao da curva analitica que sera utilizada nas etapas de

determinacao de ferro (ll) e ferro total, segue o procedimento utilizado:

Medida RGB do branco: Para este procedimento, as valvulas Vs (agua
ultrapura), Vs (1,10 fenantrolina 0,1%) e V4 (solucdo tampé&o) sdo acionadas
durante 1,2 s, 2,4s e 2,6s, respectivamente, e a camara de mistura é
preenchida com cerca de 1000 pL. As imagens do branco sédo capturadas por

15 s e armazenadas no programa de controle.

Medida RGB para a curva analitica: para a preparacdo automatica das
solucBes analiticas usadas na construcdo da curva analitica,os tempos de
acionamento das valvulas V3 e V4 sao fixados em t3 = 2,4s e t4 = 2,6s, mas 0
tempo de acionamento da valvula V5 (t5) é decrescente dentro da faixa de 1,12
s a 0s, enquanto que o tempo de acionamento da valvula V1 (t1) é crescente
no intervalo de Os a 1,2s. Desta forma, o volume total na CM & mantido

constante para obtencdo de todos os pontos da curva. Apés a adicdo das
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solucdes, as imagens digitais sdo capturadas e salvas em um intervalo de 15 s.
A variagédo dos tempos de abertura de V1 e Vs foram calculados de forma a se
obter uma curva analitica com concentra¢des de 0,10, 0,25, 0,50, 0,75 e 1,0
mgL.A curva analitica teve seu modelo obtido através de regresséo linear pelo

método dos minimos quadrados.

3.7.3.2 Determinagado de ferro (l1)

O procedimento para a andlise da amostra na camara de mistura &
semelhante a preparacdo das solucdes de calibracdo. A solucdo padrdo €
substituida pela solucdo amostra (a primeira medida é descartada pois a troca
de solugdes requer uma etapa de limpeza da CM). Os intervalos de tempo
empregados para o acionamento das valvulas, captura das imagens e
procedimento de limpeza para a analise das amostras sdo mostrados na
Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Tempos de acionamento das valvulas solenoides para a

determinacao de ferro (lI) nas amostras de tomate no FBA proposto.

Valvula Evento Tempo de

Acionamento (s)
Vi Adicdo da amostra 1,2
V3 Adicdo da 1,10-fenantrolina 2,4
Vs Adicao da solugao tampao 2,6
Vs Adicdo da agua 4,5
wcC Captura de imagem 15
Vs Descarte 5

Para a realizacao das analises de ferro (Il) nas amostras de tomate a
valvula V2 nédo foi utilizada.

3.7.3.3 Determinacdo de ferro total
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Para a determinacéo de ferro total nas amostras de tomate utilizando o
FBA proposto foi usado o método proposto por BITTENCOURT (1989), o
procedimento de determinacao de ferro total é feito de maneira semelhante ao
descrito na secao 3.7.3.2, acrescentando no canal correspondente a valvula V2,
uma solucéo de acido ascorbico (1% m/v) para a reducdo de todo ferro (lll) a

ferro (Il) presente na amostra.

Os intervalos de tempo empregados para o acionamento das valvulas,
captura das imagens e procedimento de limpeza para esta etapa, estédo

mostrados na Tabela 3.4.

Tabela 3.4: Tempos de acionamento das valvulas solenoides para a realizacéo
das andlises das amostras de tomate para a determinacdo de Ferro total no
FBA proposto.

Valvula Evento Tempo de

Acionamento(s)
Vi Adicao da amostra 1,2
V, Adicdo de acido ascorbico 1,1
V3 Adicao da 1,10-fenantrolina 2,4
Vs Adicdo da solugao tampao 2,6
Vs Adicdo da agua 4,5
wcC Captura de imagens 15
Ve Descarte 5

3.7.3.4 Limpeza da camara de mistura

Uma etapa de limpeza foi realizada ap6s cada procedimento analitico, a

qual compreende 0s seguintes passos:

7z

> A valvula Ve é acionada durante 5s, tempo necessario para
aspirar todo o fluido presente na camara de mistura para
descarte. Em seguida, a valvula Vsé acionada e a agua ultrapura
€ bombeada para dentro da cémara durante 4,5 s. Logo em
seguida, a valvula Veé acionada novamente e o conteltdo da

camara FBA é drenado para o descarte durante 5s.
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Verificou-se neste trabalho que uma Unica etapa de limpeza € suficiente,
pois ndo foi observada mudanca significativa nos resultados utilizando mais
etapas de limpeza, indicando que ndo houve intercontaminacdo apés a andlise

de vérias amostras.

3.8 Procedimento Analitico para determinagdo de ferro total pelo método de
referéncia

Para a determinacgéo de ferro total pelo método de referéncia seguiu-se
0 procedimento de preparo de amostra descrito na secao 3.2.2 e as amostras
foram analisadas utilizando um espectrémetro de emissao optica com plasma
indutivamente acoplado. Para isso, foi construida uma curva analitica com nove
pontos:0,02; 0,04; 0,08; 0,16; 0,3; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mgL™* e realizada posterior
guantificacdo na linha de emissédo 238,204 nm.

As analises foram realizadas no Instituto de Quimica na Universidade

Federal da Bahia.

3.8.1 Procedimento Analitico para especiagdao de Ferro (II) pelo método de

referéncia

Logo apos o procedimento de digestdo das amostras descrito na segédo
3.5.1, as amostras de tomates foram tratadas para a determinacao de ferro (ll)
pelo método da 1,10 fenantrolina (SABESPNTS 010,2001).

As solugbes padrdao de Fe (ll) foram obtidas a partir de diluicdes
apropriadas da solucdo estoque, preparou-se cinco solucées padrao através da
diluicho apropriada da solucdo estoque de ferro com as seguintes
concentragées: 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e1,0 mg L. Para o estabelecimento da
curva analitica realizou-se o0 seguinte procedimento: foi transferido 1,0 mL de
cada uma das solu¢cbes do padréo para baldo volumétrico de 25 mL ja com
10,0 mL de agua deionizada logo apés foi adicionado 2,0 mL da solucdo de

1,10 fenantrolina (0,25% mv?') a solugdo tampdo de acetato de amonio foi
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adicionada logo em seguida a fim de elevar o pH da solucdo a 3,5-4,0 e 0
volume foi completado até afericdo do menisco com agua deionizada.

Para a leitura em espectrofotdmetro de absorcdo molecular no UV-Vis foi
necessario esperar cerca de 30 minutos para estabilizacdo da solucdo e

posterior leitura no comprimento de onda de 510 nm.

3.8.3 Determinacao de ferro (ll1)

A determinacdo da espécie Fe (lll) foi realizada por diferenca entre as
guantidades de ferro total e a quantidade de Fe (Il) tanto no método de
referéncia quanto no método proposto.

3.9Parametros de desempenho

O sistema foi avaliado em termos de precisdo e exatiddo, onde a
precisdo é a concordancia entre os valores experimentais obtidos para
repetidas analises de uma mesma amostra, a exatidao reflete a proximidade
entre o valor medido e um valor de referéncia considerando verdadeiro, e
relaciona-se com o erro relativo de uma medida (SIQUEIRA et al.,2016).
Também foi aplicado o teste t pareado, para verificar se ndo existe diferenca
sistematica estatisticamente entre 0 método proposto e método de referéncia.

Para as determinacdes foram realizados testes de andlise de variancia
(ANOVA) para validar os modelos lineares baseados no método dos minimos
guadrados (MMQ) e os testes F para falta de ajuste e de significancia
estatistica da regresséo foram aplicados aos modelos lineares com base nos
resultados da ANOVA.

3.9.2 Limite de deteccdo e Limite de quantificacdo

O limite de deteccdo do método (LOD) é definido como a concentracdo
minima de uma substancia identificada com 95% ou 99% de confianca de que

a concentragdo do analito € maior que zero (INMETRO, 2003). O limite de

deteccédo foi determinado medindo-se 10 vezes o branco, e o desvio padréo
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obtido foi multiplicado por 3 e o valor obtido foi dividido pela inclinacdo da curva

analitica.

O limite de quantificacdo (LOQ) € a menor concentracdo do analito que
pode ser determinada com um nivel aceitdvel de exatiddo e precisdo
(INMETRO, 2007). Neste estudo, os limites de quantificacdo do método foram
calculados usando o valor do desvio padrao de 10 medidas da concentragcéo
correspondente ao branco e multiplicado por10 e o valor obtido foi dividido pelo
valor da inclinacao da curva analitica. (EURACHEM, 2003; INMETRO, 2007).
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4.1 Otimizagao do FBA proposto

Existem varias etapas de calibracdo e otimizacdo do FBA proposto antes
de iniciar as analises aqui apresentadas com confiabilidade. Antes o sistema

passou por varios estudos descritos abaixo.

4.1.1 Estudo da vazao dos canais de bombeamento

Cada valvula solenoide permite que uma quantidade de fluido diferente,
passe entre seu caminho de entrada e saida, consequentemente, cada uma
dessas vélvulas envia um volume de liquido diferente para a camara de mistura
durante um dado intervalo de tempo. Devido a isso, faz-se necessario o estudo
das suas vazfes. Para a calibracdo das valvulas solenoides, foram estudadas
trés diferentes rotacbes para a bomba peristéltica: 15, 30 e 45 rpm. Como
resultado desse estudo, concluiu-se que a melhor rotacao a ser trabalhada foi a
de 30 rpm, a rotacdo de 45 rpm obteve imprecisdo nas medidas e a rotacao de

15 rpm demonstrou ser lenta para realizar a analise.

Cada valvula solenoide foi acionada 10 vezes para os tempos de 1, 3, 5
e 7 segundos. Em seguida, foi realizada uma média aritmética das massas
pesadas na balanca, e calculado o desvio padréo. A partir destes valores foi
plotado um gréfico para cada canal, média (m) x tempo (s), e encontrada a
equacao da reta e o valor de R2. Com a massa obtida e a densidade da agua
tabelada, foi calculado entdo o volume correspondente a cada tempo de

acionamento para cada valvula.

Para exemplificar o que foi mencionado acima, na Figura 4.1 tem-se 0

estudo de calibragdo para a valvula solenoide 1 usada no FBA proposto.
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Figura 4.1. Estudo de calibracdo da vazéo do canal de bombeamento para a

valvula 1 utilizada no FBA proposto.
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Assim, pode-se determinar os volumes de cada valvula em um

determinado tempo, e calcular suas respectivas vazoes.

4.1.2 Tratamento das Imagens Digitais

Para estudar qual das componentes R (red), G (green) ou B (blue), do
sistema de cor RGB, se utilizaria para o especiagao de ferro neste trabalho,
fez-se necessario um estudo relacionando a concentracdo das solucdes
padrdo, com concentracdes de 0,1mg L™,0,25 mg L™%,0,5mg L™,0,75mg L™'e
1mg L™, e as componentes R, G e B. Na Figura 4.2 esta apresentada uma
curva de calibragcdo obtida nas condi¢cdes acima, e pode-se observar, uma
diminuicdo no valor da componente B com o aumento da concentracdo das
solucbes de calibracdo do complexo ferro (Il) — 1,10 - fenantrolina de cor
alaranjada, enquanto os valores das componentes R e G permanecem sem
linearidade quanto ao aumento ou diminuicdo da concentracdo dos padrdes

estudados.
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Figura 4.2 — Contribui¢des individuais dos componentes R, G e B em funcéao

da concentracéo do complexo Fe(ll)-1,10 -fenantrolina (0 a 1 mg L™).
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A resposta analitica foi obtida assumindo uma relacdo linear entre a
concentracdo das solucdes de calibracdo e o sinal da componente B do FBA

proposto.

4.2 Escolha da regido para aquisicdo das imagens digitais

Para a escolha da regido adequada para aquisicdo das imagens digitais,

foi realizado um estudo com cinco areas diferente, como descrito em 3.4.1.

Para analisar todas as regides estudadas foram feitas cinco curvas de
calibragcdo com as solucdes padrées de ferro (II), e a escolha foi dada pelo
melhor R? obtido pelas curvas estudadas. A Figura 4.3, mostra as curvas de
calibragéo obtidas para diferentes regides (esquerda, direita, central, baixo e

cima).
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Figura 4.3: Curvas analiticas obtidas em diferentes regibes das imagens
digitais pelo FBA proposto
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Regido de interesse da esquerda R?=0,9970.

Para a escolha da regiao de trabalho, foi levado em consideracao:

e A reprodutibilidade da medida;

e Melhor coeficiente de determinagdo associado a curva analitica

Pelas andlises dos graficos optou-se por utilizar a regido de baixo que
obteve o melhor desempenho. E importante ressaltar que as demais regides
poderiam ser utilizadas ja que os valores de R? de todas as curvas obtidas pelo

FBA proposto foram superiores a 0,9970 e que tiveram desempenho
semelhante a da regido escolhida.
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4.3 Determinagao analitica pelo FBA

O processo de determinacdo dos analitos estudados é feito pela captura

de imagem de uma webcam Philco, numa &rea selecionada pelo usuério.

Na Figura 4.3 sdo mostradas as imagens dos complexos obtidas pelo
FBA, provenientes de cinco solucdes de calibragdo com concentragbes de
0,10mg L™*; 0,25mg L™; 0,50mg L™%; 0,75mg L™ e 1,00 mg L™ (preparadas por
diluicho de uma Unica solucdo estoque na propria camara de mistura). A
primeira imagem da sequéncia é referente a solu¢do do branco. Em todas as
imagens, selecionou-se uma regido homogénea para o tratamento, com 171 x
127 pixels de resolucéo espacial, escolhida previamente e ja descrita na secao
3.6.7.

Figura 4.3: Imagens obtidas pelo FBA com a &rea selecionada (171x127).

0,25 0.5 0,75 1

Branco 0.1
Os complexos formados entre o ferro Il e a 1,10-fenatrolina para as solu¢ées de calibracéo (mg
L) e a solugéo do branco.

A resposta analitica foi definida pela equacéo da reta realizada no FBA
proposto e calculada a partir da componente B, cujo valor diminui com o
aumento da concentracdo do analito, e foi baseada nos valores da componente
B, a qual se mostrou proporcional a concentracdo do complexo nas solugdes
de calibracao.

4.3.1 Curva Analitica para o FBA

Uma curva analitica foi construida para a faixa de concentracdes de 100

a 1000 pg Lt de ferro (Il), a partir dos valores da componente B das imagens
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obtidas empregando o FBA. A Figura 4.5 mostra a curva analitica obtida a
partir dos valores da componente B do sistema de cor RGB extraidos das
imagens digitais capturadas em fungcdo da concentracdo das solugcbes padrao,
assim foi observado que a curva analitica apresenta um comportamento linear

entre o valor da componente B e a concentracéo de ferro das solucfes padrao.

A curva analitica realizada com o ferro (ll) serviu para a determinacao
dessa espécie e também para a determinacéo de ferro total, apos a reducao de
ferro (Ill) a ferro (II) com &cido ascérbico 1% (m m™). A curva elaborada pelo
sistema FBA proposto foi comparada com aquela obtida pelo método de
referéncia.

Figura 4.5: Curva de calibracdo obtida pelo FBA proposto
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Foi realizada a analise de residuos para as curvas analiticas obtidas

pelo FBA proposto e pelo espectrofotbmetro de absorcdo molecular. Os

resultados estédo expostos na Figura 4.6.

Figura 4.6: Grafico das analises de residuo deixadas pelos modelos obtidos

através do espectrofotdmetro de absorcdo molecular e o FBA proposto.
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Pelos gréaficos acima, pode-se observar que nao ha tendéncias nos
residuos advindos dos modelos de calibracdo da curva analitica. O que mostra
gue os erros se distribuem aleatoriamente em torno de zero mostrando que o0s
erros que advém do modelo sdo apenas erros aleatérios (ANDRADE,2012).
Dando confiabilidade a curva analitica obtida por ambos os sistemas. Essa
inferéncia baseada, inicialmente, em uma inspec¢édo visual, é corroborada pelos

resultados da ANOVA apresentados em seguida.

Realizou-se entdo um teste de analise de variancia (ANOVA) para
avaliar a significancia da regresséo e corroborar com a validacdo do modelo de
calibracéo entre o FBA proposto e o espectrofotdmetro de absorcédo molecular.

Os resultados estédo organizados na Tabela 4.1.

Tabelad.1l: Teste ANOVA.

Gl SQ MQ F F de
significacao
Regressao 1 4,277496377 4,277496377 | 54793,06 | 4,9786310E-20
Residuo 10 0,000780664 7,80664E-05
Total 11 4,278277041

Nesse caso, o0 valorde MQfj/MQep€ menor que o ponto de distribuicdo F,
considerando um nivel de 95% de confianca e os mesmos graus de liberdade.

Evidenciando assim, que ndo ha evidéncias de falta de ajuste para os modelos.

Apos o estudo de validacdo da curva analitica, os valores de LOD e LOQ
foram calculados tanto para o FBA proposto quanto para o método de
referéncia. Na Tabela 4.2sd0 apresentados os valores de LOQ e LOD.
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Tabela 4.2: Valores de LOD e LOQ, em ug L™, para determinacéo de ferro (Il)

em tomates

FBA proposto Espectrofotometro
LOD 2,33 1,76
LOQ 7,72 5,88

Os resultados, indicam que os valores obtidos para o método de
referéncia sdo menores em relagdo ao FBA proposto. Estas diferencas podem
ser atribuidas, principalmente, ao tipo de detector e ao caminho O&ptico
empregado. Desta forma, os resultados mostram-se coerentes com as

limitacBes encontradas no FBA proposto.

4.4 Método de referéncia para ferro ()

As quantidades de ferro (Il) presente nas amostras foram determinadas
por meio da digestdo com HCI| das amostras e posteriormente as solug¢des
resultantes foram analisadas por espectrofotbmetro UV/Vis como descrito em
3.8.1.

4.5 Método de referéncia para ferro total

As quantidades totais de ferro presente nas amostras foram
determinadas por meio da digestdo acida com acido nitrico e peroxido de
hidrogénio das amostras, e para avaliar o método proposto foi utilizado um
material de referéncia certificado. Posteriormente as solugdes resultantes das
digestdes foram analisadas por ICP OES como descrito em 3.8.

Na Tabela 4.3 encontra-se a comparacdo do teor de ferro total

determinado na amostra do material de referéncia certificado por ICP-OES.
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Tabela 4.3: Comparacéo do teor de ferro total, em pg g*, determinados por

ICP-OES, com o valor certificado para o material de referéncia NIST 1547 (n =

3).
Analito Procedimento proposto CRM Recuperagao
Ferro 186,87 +3,8 219,80+ 6,8 85 %

Fonte: elaborado pelo autor

Avaliando os dados, verifica-se que, os valores de percentuais de
recuperacao estao dentro da faixa aceitavel (80-110%), segundo a Association
of Official Analytical Chemists (AOAC), para determinacdo de baixas
concentracdes entre (0,10 e 10 mg Kg?') sdo aceitos percentuais de
recuperacao entre 80 e 110% (AOAC, 2016).

Na Tabela 4.4 podem ser vistos os valores de LOD e LOQ para a

determinacao de ferro total por ICP OES.

Tabela 4.4. Valores de LOQ e LOD, ug L™ para procedimento realizado para
determinacao de ferro total por ICPOES.

pg L?
LOD 0,1
LoQ 0,4

4.6. Resultados obtidos pelo FBA proposto

Na tabela 4.5estéo listados os resultados para a especiacao de ferro em
amostras de tomates. Para efeito de comparacdo, os resultados obtidos pelo

sistema FBA foram avaliados com relacdo ao método de referéncia.



Tabela 4.5: Comparacéo dos resultados obtidos pelo FBA proposto e o método de referéncia (mg L ™).

Amostras Método de referéncia Sistema FBA proposto
Fe (I1)! Fe (llI) ferro total? Fe(ll) Fe(lll) ferro total

Amostral |0,35+0,28 0,70 £ 0,25 1,05+0,11 0,34 0,21 0,71+ 0,25 1,06 £ 0,3
Amostra2 | 0,23+0,17 0,31 + 0,20 0,55 + 0,08 0,23 +0,16 0,30 +0,20 0,54 + 0,25
Amostra3 | 0,30+ 0,18 0,40 + 0,29 0,71 +0,21 0,29 + 0,15 0,40 + 0,30 0,70 £ 0,19
Amostra4 | 0,24 +0,16 0,47 +0,18 0,71 + 0,10 0,25+ 0,18 0,47 + 0,32 0,73 +£0,26
Amostra5 | 0,24 +0,16 0,42 + 0,32 0,66 + 0,17 0,24 + 0,19 0,43 + 0,27 0,67 £ 0,33
Amostra6 |0,80+0,12 1,68 + 0,23 2,49 + 0,05 0,82 £ 0,45 1,71 + 0,40 2,53+0,30

1UV-Vis 2ICPO-ES. (n=3)
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A partir dos resultados acima, e aplicando o teste t pareado as amostras
ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas a um nivel de 95%
de confianga, evidenciando que os valores obtidos pelo método proposto estédo
de acordo com o método de referéncia. Assim, pode-se concluir que o método
proposto tem aplicabilidade para analise de especiacdo quimica de ferro em

amostras de tomates.

O tempo de andlise de cada amostra foi estimado em 38 s tanto para
determinacao de ferro (Il) quanto para ferro total, o que permitiu realizar em
torno de 94 analises por hora. O consumo de amostra e reagente combinados

em cada analise ficaram em torno de 0,66 mL respectivamente.

4.7 Concentragdo do ferro pelo tipo de cultivo

Realizou-se um estudo comparativo dos tomates cultivados de forma
organica e de forma convencional, para isso foram utilizadas duas amostras de

tomate da espécie italiano e cereja.

Figura 4.6 :Comparagéao entre concentracao de ferro pelo tipo de cultivo de
tomates (mg L)
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Das amostras de tomates analisadas, como esperado as amostras que
possuem a maior quantidade de ferro (ll) sdo aquelas advindas do manejo
organico. Os resultados com amostras da mesma espécie e diferentes tipos de
cultivos constatou-se que 0 manejo organico se sobressai ao manejo
convencional no que se refere a quantidade de ferro (ll), fato esse observado
também por Bressy (2011) em estudos realizados entre espécies de tomate
advindas do manejo organico e convencional

Pela comparacéo feita o tipo de cultivo do tomate desempenha um papel
importante na quantidade de ferro dessa matriz. Os resultados encontrados
neste trabalho sdo concordantes com esta afirmativa, visto que os tomates
organicos sdo mais ricos em micronutrientes (Bressy,2011). Observando os
valores encontrados verificamos que a amostra de tomate italiano organica
possui concentracdo maior de ferro inclusive a espécie ferrosa, que possuem

propriedades nutricionais maiores no organismo.

O manejo organico emprega 0 minimo possivel de insumos
agroquimicos e é uma alternativa ao emprego desenfreado de agrotoxicos nos
alimentos, esse manejo se caracteriza por nao utilizar agrotoxicos. No entanto,
devido & contaminagdo ambiental, as praticas de agricultura organica nao
podem garantir a auséncia total de residuos, mas, é possivel adotar métodos
destinados a reduzir ao minimo a contaminacdo do ar, do solo e da agua
(Borguini et al., 2006)

Os alimentos organicos apresentam uma clara vantagem sobre os
convencionais (Pussemier et al. e Baker et al. apud Borguini et al., 2006,
Bressy,2011). Os resultados encontrados nesta pesquisa s&o corroborados
com esta afirmativa, pois o0s tomates organicos sao mais ricos em
micronutrientes e apresentam uma menor contaminagdo com elementos

toxicos.



Capitulo 5
CONCLUSOES
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia automatica, para a
especiacao quimica de ferro em amostras de tomates, baseada em imagens
digitais. Para isso, foi utilizado um analisador automatico flow-batch, acoplado a
uma webcam com sensor CCD, para a captura das imagens digitais obtidas.

A determinacéo de Fe (Il) foi baseada no método da 1,10-fenantrolina.
As componentes do modelo de cor RGB das imagens capturadas durante a
analise foram extraidas utilizando o programa de gerenciamento, e a
componente B manteve uma relacéo linear satisfatéria com a concentracao do
analito em estudo, possibilitando assim a construgcdo de um modelo

matematico linear para a quantificacéo de ferro.

A determinacado de ferro total foi feita pela reducédo da espécie ferro (lll)
com o acido ascorbico e apds reducdo determinado da mesma maneira que o
ferro (II).A determinacdo de Fe (lll) foi obtida pela diferenca entre as
concentracgdes de ferro total e concentracao de ferro (ll).

OFBA proposto permitiu quantificar Fe (ll) e ferro total com erros
relativos variando entre 1,1% e 2,5% atestando assim uma boa concordancia
entre os valores obtidos por ambos os procedimentos, observou-se ainda que
seu desempenho analitico foi satisfatorio, pois os resultados do teste de
validacdo evidenciaram que o FBA proposto € capaz de realizar as andlises
estudadas com um nivel de confiabilidade de 95%.As frequéncias analiticas
foram de 94 h™,e desvios médios entre 0,1% e 0,41%.0 tempo de andlise de
cada amostra foi estimado em 38 s tanto para determinacéao de ferro (ll) quanto
para ferro total, o consumo de amostra e reagente combinados em cada

andlise ficaram em torno de 0,54 mL e0,66 mL respectivamente.

Com relacdo ao tipo de cultivo, entende-se que ha vantagens no
consumo de tomates organicos, visto que as duas espécies estudadas
apresentaram maiores valores de ferro (II) quando comparadas com aquelas
oriundas do manejo convencional.

O sistema em FBA proposto pode servir para realizar outras analises
colorimétricas, sendo que para isso hd a necessidade de modificacbes de

acordo com a determinacao pretendida.



62

O método proposto é relevante para o desenvolvimento de metodologias
analitica voltada para a especiacdo quimica de metais utilizando analisadores
em fluxo batelada, visto que existem poucos trabalhos na literatura envolvendo
automacao para andlises de especiacdo, e € necessario o estudo e pesquisa

nessa area, dada a sua importancia.
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