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RESUMO

O vinagre € um alimento da classe dos condimentos que é composto principalmente
por acido acético e agua e cujas propriedades terapéuticas tém sido demonstradas
em diversos estudos cientificos. Com o objetivo de conhecer a composicao elementar
desse alimento o presente trabalho desenvolveu um método de decomposicédo de
amostras de vinagres assistida por radiacdo micro-ondas usando &cido nitrico diluido
e peroxido de hidrogénio para a determinacéo de Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni,
Pb e Zn por Espectrometria de Emisséo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente
(ICP OES) e de K e Na por fotometria de chama. Foram analisadas 16 amostras de
vinagres dos tipos vinagre de alcool, balsdmico, maca e vinho tinto. Um planejamento
fatorial 23, com trés repeticbes no ponto central, foi empregado para avaliar o
procedimento de decomposi¢édo das amostras, e as respostas do planejamento fatorial
foram o teor de carbono residual (RCC) e acidez residual (RA). A melhor condicéo de
decomposicdo foi obtida considerando 1,0 g de amostra e uma mistura digestora
composta de 7 mL de &cido nitrico 0,3 mol L™t e 1 mL de H,0,, durante 45 minutos
em uma temperatura de 200 °C. Esta condicédo permitiu a obtencao de digeridos finais
com teor médio de carbono residual e acidez residual de 13,6% e 0,73%,
respectivamente. Considerando as medidas no ICP OES, os limites de detecc¢éo (LD)
foram de 0,015 pg g™ para Cd, Co, Cu e Mn, para Ca foi de 1,14 ug g™t e para K e Na
medidos no fotdmetro de chama foram de 9,49 ng g * e 10,5 pug g4, respectivamente.
Os elementos minerais presentes nas amostras de vinagres apresentaram as
seguintes faixas de concentracédo, em ug g7 Ca (7,4 - 149), Cu (<0,045 - 0,129), Fe
(<0,390 - 7,03), K (<28,5 - 2097), Mg (6,4 - 97), Mn (<0,030 - 3,23), Na (<31,5 - 514),
Zn (<0,405 - 0,75). N&o ha legislacao brasileira que estabeleca os teores maximos de
elementos em vinagres. Contudo, segundo a legislacdo espanhola, os limites para Cu,
Pb e Zn sdo 10 mg L1, 0,5 mg L' e 10 mg L%, respectivamente, valores
significativamente mais altos do que os encontrados neste trabalho, em mg L: Cu
(0,003 - 0,0086), Pb (<0,025) e Zn (0,027 - 0,050). A Analise de Componentes
Principais (PCA) foi utilizada para interpretar a composi¢cdo mineral dos vinagres,
revelando uma tendéncia de separacdo dos vinagres balsdmicos em relacdo aos
demais. Esse resultado pode estar associado aos altos teores de Mg e Zn presentes
nos vinagres balsamicos.

Palavras-chave: Condimento; Preparo de amostra; Fotometria de chama



ABSTRACT

Vinegar is a condiment food composed mainly of acetic acid and water, whose
therapeutic properties have been demonstrated in various scientific studies. With the
aim of understanding the elemental composition of this food, the present work
developed a method for decomposing vinegar samples assisted by microwave
radiation using diluted nitric acid and hydrogen peroxide for the determination of Ca,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, and Zn by Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry (ICP OES) and K and Na by flame photometry. Sixteen
samples of vinegar, including alcohol vinegar, balsamic vinegar, apple vinegar, and
red wine vinegar, were analyzed. A 23 factorial design, with three repetitions at the
central point, was employed to evaluate the sample decomposition procedure, and the
responses of the factorial design were the residual carbon content (RCC) and residual
acidity (RA). The best decomposition condition was achieved considering 1.0 g of
sample and a digestion mixture composed of 7 mL of 0.3 mol L™ nitric acid and 1 mL
of H,O,, for 45 minutes at a temperature of 200 °C. This condition allowed obtaining
final digests with an average residual carbon content and residual acidity of 13.6% and
0.73%, respectively. Considering the measurements in ICP OES, the detection limits
(LOD) ranged from 0.015 pg gt for Cd, Co, Cu, and Mn, up to 1.14 ug g=* for Ca. For
K and Na measured in the flame photometer, the detection limits were 9.49 ug g™t and
10.5 ug g7, respectively. The mineral elements present in the vinegar samples showed
the following concentration ranges, in ug g % Ca (7.4 - 149), Cu (<0.045 - 0.129), Fe
(<0.390 - 7.03), K (<28.5 - 2097), Mg (6.4 - 97), Mn (<0.030 - 3.23), Na (<31.5 - 514),
Zn (<0.405 - 0.75). There is no Brazilian legislation establishing the maximum levels
of elements in vinegars. However, according to Spanish legislation, the limits for Cu,
Pb and Zn are 10 mg L, 0.5 mg L't and 10 mg L, respectively, values significantly
higher than those found in this research in mg L*: Cu (0.003 -0.0086), Pb (<0.025) and
Zn (0.027- 0.050). Principal Component Analysis (PCA) was used to interpret the
mineral composition of the vinegars, revealing a trend where balsamic vinegars
separate from the others. This distinction may be associated with the high levels of Mg

and Zn present in the balsamic vinegars.

Keywords: Condiment; Sample preparation; Flame photometry
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1 INTRODUCAO

Conhecidos ha quase 10.000 anos, os vinagres nao eram apenas utilizados na
preservacao de alimentos, mas também na elaboracdo de medicamentos e rituais
(Plessi, 2003). O vinagre, um alimento da classe dos condimentos, utilizado com o
propoésito de melhorar o sabor dos alimentos, pode ser definido como um liquido
préprio para consumo humano que contém uma quantidade determinada de acido
acético e agua. O vinagre é um produto natural, cujo principal constituinte € o acido
acético (CHsCOOH) (Cheryan, 2009; Garcia-Parrila et al., 2017; Lindsay, 2010;
Samad; Azlan; Ismail, 2016).

Os vinagres podem ser compostos de nutrientes e bioativos. Os nutrientes
incluem aminoacidos, acglcares, vitaminas e microelementos, enquanto os bioativos
correspondem a &cidos organicos, polifendis, melanoidinas e a tetrametilpirazina
(Koyama et al., 2017; Liu et al.,, 2017; Xia et al., 2020). Estes componentes
apresentam propriedades antimicrobianas, antioxidantes, antitumorais, reduzem os
efeitos da diabetes e podem prevenir obesidade e doencas cardiovasculares (Budak
et al., 2014).

Tendo em vista que estdo disponiveis no mercado uma variedade de marcas e
tipos de vinagres, bem como pela importancia dos metais no metabolismo, a potencial
toxicidade de certos elementos e a deteccado de adulteracdo do produto, assim como
a caracterizacao do vinagre, € importante a quantificacdo da composi¢cao elementar
no vinagre (Gonzalvez; Armenta; La Guardia, 2015).

Neste trabalho, foi estudado um método de decomposicdo de amostras de
vinagres usando a radiacdo micro-ondas. Com o auxilio de um planejamento fatorial,
foram estabelecidos a massa de amostra, a temperatura de decomposicdo e a
concentragdo de &cido nitrico. Foram determinados por ICP OES os teores de Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn, e de K e Na em fotdbmetro de chama, nas amostras

de vinagres de alcool, balsdmico, macé e de vinho tinto.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O VINAGRE, HISTORIA, TIPOS E COMPOSICAO QUIMICA

E provavel que o primeiro vinagre tenha surgido de maneira despretensiosa,
sendo, na verdade, um vinho que foi deixado de lado e acabou fermentando. De fato,
a origem da palavra inglesa "vinegar" deriva das palavras francesas "vin" e "aigre",
qgue significam vinho azedo (Huang, 2000). Este produto pode ser feito a partir de
diferentes tipos de carboidratos fermentaveis, como vinhos, melacos, tamaras, peras,
frutas vermelhas, cerveja e mel (Ho et al., 2017; Samad; Azlan; Ismail, 2016). Os
babildnios costumavam preparar o vinagre a partir do suco ou da seiva da tamareira,
do vinho de tamara e do vinho de uva passa e da cerveja (Conner; Allgeier, 1976),
engquanto os persas obtinham o vinho e o vinagre das palmeiras (Mazza; Murooka,
2009).

Diversos tipos de vinagres séo fabricados em todo o mundo, variando de
acordo com 0s materiais usados e o processo de fabricagdo (Lazim et al., 2019).
Existem trés métodos comumente empregados para a producao de vinagre: método
Orleans, método gerador ou "trickling" e fermentacdo submersa (Singh; Bisht; Garg,
2023).

Tradicionalmente, o vinagre pode ser produzido por um processo em duas
etapas: fermentacdo alcoodlica e fermentacdo acética (Lim et al.,, 2019; Kandylis,
2019). A fermentacdo alcodlica transforma acglUcares processados ou amidos em
etanol usando leveduras, especialmente Saccharomyces cerevisiae, embora algumas
outras espécies também possam realizar a fermentacéo alcodlica parcial ou total. A
segunda etapa da producédo de vinagre € a acetificacdo, que envolve a oxidacéo do
etanol em acido acético por bactérias do género "Acetobacter" (Adams, 2014; Mas et
al., 2016).

O decreto n° 6871, de 4 de junho de 2009, regulamenta a Lei n°® 8.918, de 14
de julho de 1994, que dispde sobre a padronizacdo, a classificacdo, o registro, a
inspecao, a producao e a fiscalizagdo de bebidas, definindo fermentado acético como
o produto com acidez volatil minima de 4g/100 mL, expressa em acido acético, obtido
da fermentacé&o acética do fermentado alcodlico de mosto: a) de fruta; b) de cereal; c)
de outros vegetais; d) de mel; e) da mistura de vegetais; f) da mistura hidroalcodlica.
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Podendo este fermentado acético ser denominado “vinagre de ...”, acrescido do nome
da matéria-prima utilizada (BRASIL, 2009).

No passado, o vinagre costumava ser visto como um resultado secundario do
processo de fabricacdo de vinho, uma vez que a oxidac¢ao do vinho o tornava sem
valor. No entanto, com o passar dos séculos, a importancia do vinagre se tornou cada
vez mais clara gracas as observacdes e as inovacdes realizadas pela humanidade
(Lim et al., 2019).

O uso do vinagre no tratamento de infec¢gbes e outras condi¢cdes agudas tem
suas origens em Hipdcrates (460-377 a.C.), considerado o pai da medicina, que
costumava prescrever uma solucéo de vinagre para desinfectar Ulceras e cuidar de
feridas (Johnston, 2009). Tanto o Antigo quanto o Novo Testamento contém
referéncias ao vinagre. O mais conhecido deles fala do vinagre oferecido como bebida
a Jesus na cruz (Nickol, 1979).

Os babilbnios empregavam o vinagre de forma intencional para decapar e
preservar diversos tipos de alimentos (Mazza; Murooka, 2009). Durante o periodo de
1629 a 1631, o vinagre desempenhou um papel relevante no enfrentamento da peste
italiana, causada por bactérias do género Yersinia pestis. No Palacio Municipal de
Ferrara, era mantido um suprimento de barris de vinagre puros e de alta qualidade,
preparados para serem utilizados em situacées de peste, sob a supervisdo do Juiz
dos Savi e dos Guardides da Saude. Em Ferrara, o vinagre puro era aplicado para
impregnar esponjas, que eram mantidas diante da boca, além de ser utilizado para
lavar as maos, realizar ablu¢cfes (lavagem do corpo ou parte dele), desinfetar objetos
nao limpos, como dinheiro, e compor misturas anti-pestes (Vicentini et al., 2020).

Diversos tipos de vinagres, produzidos globalmente, apresentam distingdes
quanto a matéria-prima, ao sistema de producdo e a aplicacdo (Giudici; De Vero;
Gullo, 2017). De acordo com a matéria-prima utilizada em sua fabricacao, os vinagres
podem ser classificados em vinagre de arroz, vinagre balsamico, vinagre de cerveja,
vinagre de frutas, vinagre de malte e vinagre de vinho, além do vinagre preto (Nardi;
Bordiga, 2018; Ho et al., 2017). No Brasil, o vinagre de alcool é o mais consumido,
seguido pelos vinagres de vinhos, balsamico e pelos vinagres de frutas,
principalmente vinagre de maca (ANAV, 1999).

O vinagre branco destilado, ou vinagre de alcool, é produzido a partir de alcool
destilado e diluido em agua. E incolor, sendo o vinagre mais barato e comumente

utilizado (Katz, 2016). O vinagre balsamico € uma variedade envelhecida e aromatica
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de vinagre que tem origem tradicionalmente nas regifes de Mddena e Reggio Emilia,
na Italia. Sua producao envolve 0 uso de mosto ou suco concentrado de uvas brancas,
geralmente da variedade Trebbiano (Nardi; Bordiga, 2018). O vinagre de macéa, por
sua vez, tem sido associado a diversos beneficios, dentre eles: perda de peso;
capacidade de reduzir os niveis de glicose no sangue e reduzir o risco de doencas
cardiacas (Launholt et al., 2020). O vinagre de vinho € produzido na maioria dos
paises do Mediterraneo, e sua producdo requer a maturagcdo em barris de madeira
por longos anos, o que torna o produto resultante relativamente caro (Tesfaye et al.,
2002). A composicdo quimica do vinagre costuma variar de acordo com a matéria

prima utilizada em seu processo de fabricacdo, como demonstrado no Quadro 1.

Quadro 1 — Composicéo dos vinagres mais consumidos no Brasil

Tipos de vinagres Composicgao

Carbonilas, ésteres e alcoois (Conner;

Vinagre de Alcool _
Allgeier, 1976)

Aclcares, acidos organicos,
componentes  voléteis, compostos
Vinagre Balsamico fendlicos, compostos furanicos,
melanoidinas e outros biopolimeros
(Giudici; Lemmetti; Mazza, 2015).

Acidos organicos, &cidos fendlicos,
taninos, flavonoides e carotenoides,
conferindo-lhes um alto nivel de
propriedades antioxidantes e
antibacterianas (Kara et al., 2022),
alanina (Sobolev; Circi; Mannina, 2016),
Vinagre de maca maior propor¢do de acido florético e
menor propor¢cdo de acido galico em
comparacdo com vinagres de uva
(Barnaba et al., 2015).

Acido acético, etanol, acetato de etila,
Vinagre de vinho glicerol, metanol, 3-Metil-1-butanol,

Acetato de metila, Acetaldeido dietil
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acetal, Acetaldeido, Acetoina, Prolina,
Acido tartarico e agua (Tesfaye et al.,
2004).

Fonte: A autora (2024).

Além de conter aminoacidos, acucares e vitaminas, 0s vinagres também sao
constituidos por minerais (Xia et al., 2020). Silva Junior et al. (2015) apontam que
elementos toxicos, como Cd, Pb e Hg, podem ocorrer em vinagres por contaminacao
durante a producdo ou processo de fabricacdo e, em consequéncia desse fato,
determinaram o0s niveis de mercurio em 18 amostras de vinagre de alcool
comercializadas em Salvador, Bahia, Brasil. Os teores de mercurio encontrados
nessas amostras variaram de 51,9 a 759,4 ng L™L.

Diversos trabalhos propostos na literatura tém revelado teores majoritarios de
K e Na em amostras de vinagres (Akpinar-bayizit et al. 2010, Antoniewicz et al., 2022;
Ousaaid et al., 2022). Essas altas concentracdes podem estar relacionadas a matéria-
prima, tais como uvas, macas e outras frutas, utilizadas na producéo (Akpinar-bayizit
et al. 2010). De maneira semelhante Gonzalez e Chozas (1998), indicam que a
presenca de elementos minerais nos vinagres pode ser atribuido a fonte natural
desses elementos na uva e no vinho, ao contato com materiais durante 0s processos

e a contaminagdo do ambiente.

2.2 METODOS DE PRODUGCAO DE VINAGRE

Como ja foi mencionado, o mecanismo de producédo de vinagre consiste em
duas etapas: fermentacdo alcodlica e fermentacdo acética. A fermentacédo alcodlica é
a transformacéo anaerdbica de acUcares, especialmente glicose e frutose, em etanol
e dioxido de carbono. Esse processo € conduzido por leveduras, especialmente a
"Saccharomyces cerevisiae", e também por algumas bactérias, como a Zymomonas
mobilis (Ho et al., 2017; Zamora, 2009). Na ultima fase, a fermentacéo acética, o alcool
resultante é oxidado em &cido acético por bactérias do género "Acetobacter" (Budak
et al., 2014; Johnston & Gaas, 2006).

O vinagre comercial € produzido por processos de fermentacdo lentos e
rapidos. O método lento € geralmente empregado na producéo de vinagres de vinho

tradicionais, onde a cultura de bactérias do acido acético se desenvolve na superficie
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do liquido, e a fermentacao ocorre de forma gradual ao longo de semanas ou meses.
Ja no método rapido, o liquido é oxigenado por agitacéo, e a cultura bacteriana é
submersa, permitindo uma fermentacdo mais rapida (Johnston; Gaas, 2006). O
método lento € frequentemente referido como método convencional ou método de
Orléans, enquanto os métodos rapidos sao classificados como métodos geradores ou

submersos (Ho et al., 2017).

2.2.1 O Método de Orléans ou processo lento

O método "Orléans", também conhecido como "método continuo," representa
uma das técnicas mais antigas para a fabricacdo de vinagre, com origem na Franca,
e ainda é empregado nos dias atuais para produzir vinagres de exceléncia (Bekatorou,
2019). No método de Orléans, a producdo de vinagre ocorre a partir de uma
fermentacao lenta do vinho que ocorre em barris de madeira (Mazza; Murooka, 2009).

Este método é caracterizado por ser uma fermentacéo de cultura de superficie,
onde as bactérias produtoras de acido acético formam uma pelicula na interface entre
0 meio acetificante e o ar, estando em contato direto com o oxigénio atmosférico
(Adams; Moss, 2007; Lopes, 2013).

Os barris usados no método de Orléans sdo fabricados com um dispositivo de
enchimento (um tubo) que percorre desde a parte externa do topo do barril até o seu

interior, como ilustrado na Figura 1 (Hutkins, 2006).

Figura 1 — Recipiente usado no processo Orleans de producédo de vinagre

%4 <— Entrada do vinho
N/

Frea), +— Algodiio ou I3

by
BEh N\ Abertura com tela
e \§ para entrada de ar

Fonte: Aquarone et al. (1983)

Nesse processo, um grande barril de madeira € disposto horizontalmente e

parcialmente preenchido com a solugdo-base para a producao de vinagre. Aberturas
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de ar estdo situadas imediatamente acima do nivel da solugcéo-base, o que resulta em
um aumento do teor de oxigénio disponivel (conforme ilustrado na Figura 1). As
aberturas dos barris s&o cobertas com musselina ou material semelhante para evitar
a entrada de insetos, mas permitindo a livre circulacdo do ar (Guizani; Mothershaw,
2006).

No decorrer de semanas, o barril permanece sem interferéncias até que o nivel
de acidez desejado seja atingido. Nesse momento, aproximadamente dois tercos do
volume de vinagre séo retirados por meio de uma abertura préxima a parte inferior do
barril e o processo € reiniciado. Esse ciclo € repetido varias vezes, resultando em uma

producdo continua, embora lenta (Panesar et al., 2012; Guizani; Mothershaw, 2006).

Este método apresenta algumas desvantagens, leva até cinco semanas para
produzir o vinagre, em comparacdo com 0s métodos mais modernos que levam
apenas alguns dias, o que |lhe rendeu a alcunha de "método lento". Além disso, é
considerado ineficiente, produzindo de 75 a 85% da quantidade tedrica, e 0 processo
pode ser interrompido gradualmente a medida que a "mae do vinagre" preencher o
barril. A mae do vinagre € uma substancia viscosa e gelatinosa na superficie do liquido
que estd amadurecendo em toneis e que, conforme aumenta de peso tende a se
precipitar (Okafor; Okeke, 2017).

2.2.2 Método gerador ou rapido ou trickling

Como o sistema de Orléans é de baixa producéo, diferentes técnicas surgem
para acelerar o processo. Os métodos geradores também sdo conhecidos como
meétodos “Trickling” e alemao, por se originarem na Alemanha e terem sido usados
como padrao por mais de 200 anos (Tripathi et al., 2022). Este processo € realizado
em tanque construido de cipreste ou sequoia e é preenchido com cerca de 2000 pés
clbicos (=57 m®) de lascas de madeira de faia enroladas (Nickol, 1979). O processo
de “gotejamento” ou alemao é uma fermentacado superficial na qual a populagao
microbiana € fixada em um suporte apropriado (geralmente as aparas de madeira de
faia) e 0 vinho é engrossado enquanto um grande volume de ar € expelido pelo fundo

do tanque. Na Figura 2, exemplifica-se um gerador de Trickling.
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Figura 2 — Método Gerador Trickling
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A légica dos processos geradores de gotejamento € aumentar a area de
superficie para o contato do oxigénio com o vinagre em fermentacdo. Assim, 0S
substratos alcoolicos circulam e escorrem atravées de recipientes ou cubas contendo
um material inerte e ndo compactado, como aparas de madeira ou carvao, onde esta

presente uma pelicula de bactérias (Shaikh; Jagtap, 2023).

O interior deste é dividido em trés partes: secao superior, onde € introduzido o
liguido alcodlico; secao intermediaria, onde o liquido pode escorrer sobre as aparas
de madeira de faia; sec¢éo inferior, onde o vinagre é coletado (Rosma et al., 2016).

As vantagens desse método abrangem a economia de recursos, a simplicidade
no gerenciamento, a obtencédo de niveis elevados de acido acético e a necessidade
de menos espaco. Por outro lado, os contrapontos incluem os custos associados as
lascas de madeira, o periodo prolongado de configuracéo inicial, a evaporacdo de
etanol e a criacdo de uma substancia gelatinosa pelas Acetobacter (como a A.
xylinum) (Cheryan, 2009).

2.2.3 Fermentacdo submersa

Os métodos submersos sdo atualmente a forma predominante de fermentacéo
utilizada na fabricagdo industrial de vinagres em escala global (Emde, 2017). A
fermentacdo submersa (SmF) pode ser definida como o processo no qual o
crescimento e a decomposicdo anaerObica e/ou parcialmente anaerdbicos de
substratos, ou seja, de carboidratos, sao realizados por microorganismos na presenca
de agua (Behera; Ray, 2019).
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De acordo com Gullo, Verzelloni e Canonico (2014), € por meio da fermentacéo
submersa que o etanol presente em liquidos como destilados, vinho ou cidra é oxidado
por bactérias de acido acético (AAB), em condi¢des de agitacdo controlada. O tanque
de fermentacéo é feito de aco inoxidavel, também chamado de acetador, Figura 3,
sendo composto por controle de espuma, sistema de resfriamento, sistema de
fornecimento de ar, valvula de carga (entrada) e descarga (saida) (Gohil et al., 2022).
A vélvula de saida, localizada no fundo do tanque permite a remo¢do do produto
formado (Guizani; Mothershaw, 2006). A capacidade de fornecer aeracao rapida e
eficiente é relevante na fermentacdo submersa de vinagre, visto que a escassez de
oxigénio em consequéncia da acidez alta poderia levar a morte as bactérias
envolvidas no processo em um curto periodo. Além disso, em consequéncia da
extensa liberacdo de calor deve-se fazer uso de um sistema de resfriamento eficiente
(Hutkins, 2019; Okafor; Okeke, 2017).

Figura 3 — Moderno acetador de fermentacdo submersa
Antiespumante

Alimentag&o AG—/—“% Exaustor
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Bombina de Resfriamento -} -

Agitador/ Aerador e Sistema de controle de
fermentac&o totalmente
automatizado

Ar
Fonte: Bekatorou (2019)

As vantagens do fermentador submerso incluem: a conversao mais rapida da
matéria-prima do que 0s tipos mais antigos, sendo seu rendimento aproximadamente
o dobro para um determinado tamanho de tanque; podem ser operados de forma
continua ou semicontinua; estdo quase completamente livres da producédo de cepas
viscosas de Acetobacter xylinum, que atormentam os tipos mais antigos de geradores.
A Acetibacter xylinum, é uma bactéria Gram negativa do solo que sintetiza e secreta
celulose como parte do metabolismo da glicose e normalmente se desenvolve se 0
teor de acido acético estiver abaixo de 9% (em peso) no vinagre acabado. Os
acetificadores de cultura submersa sdo bem adaptados a producdo de vinagre em

uma ampla variedade de matérias-primas (2 a 10% de etanol) (Joshi; Thakur, 2000).
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2.3 PROPRIEDADES DO VINAGRE AVALIADAS EM ESTUDOS CIENTIFICOS

Além de ser utilizado como ingrediente para a fabricacdo de maionese, molhos,
marinados e temperos na industria alimenticia, assim como para acidular e preservar
vegetais, em molhos para saladas e como condimento para o preparo de alimentos, 0
vinagre tem sido utilizado como remédio natural para doengas na medicina popular
(Emde, 2017; Guan et al., 2014; Santos et al., 2019a).

A eficacia funcional e terapéutica do vinagre resulta de seus componentes
bioativos, tais como o acido acético, acido galico, catequina, ephicatequina, acido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e &cido ferdlico. Diversos trabalhos
publicados recentemente tém investigado as propriedades dos vinagres no combate
a doencgas: efeitos antifungicos e larvicidas (Akkus; Akgay; Yalgin, 2022); efeitos
terapéuticos e contra danos renais (Asejeje et al., 2020); efeitos antiglicémicos
(Gheflati et al., 2019); atividade antimicrobiana (Yagnik; Darshna; Serafin, 2018). Os
elementos bioativos também possuem a capacidade de desencadear respostas
antioxidantes, antidiabéticas, antimicrobianas, antitumorais, antiobesidade, anti-
hipertensivas e reguladoras do colesterol (Budak et al., 2014; Ling et al., 2019).

Tagliazucchi, Verzelloni e Conte (2008) conduziram a andlise das propriedades
antioxidantes do Vinagre Balsamico Tradicional (VBT), com foco no teor de polifendis
e taninos poliméricos, com o intuito de ampliar o conhecimento sobre a formacéo de
compostos antioxidantes durante o processo de cozimento e concentracdo do mosto
de uva. A atividade antioxidante dos vinagres foi mensurada por meio do método de
reducado do ferro (FRAP) e da captura do radical livre ABTS*, revelando que as trés
distintas amostras de VBT exibiram notavel atividade antioxidante, tanto no ensaio
FRAP quanto no ABTS®*, superando, inclusive, a encontrada no vinho tinto. O
fendbmeno foi atribuido a presenca de compostos fendlicos e taninos no VBT,

confirmando que o VBT tem elevadas propriedades antioxidantes.

O estudo conduzido por Setorki et al. (2010) investigou os efeitos agudos do
consumo de vinagre em alguns dos principais fatores de riscos bioquimicos da
aterosclerose em coelhos submetidos a uma dieta rica em colesterol. Os coelhos
foram divididos em grupos que receberam uma das quatro dietas experimentais: dieta
normal, dieta com alta concentracdo de colesterol (1% de colesterol), dieta com 1%

de colesterol e 5 mL de vinagre (dose baixa) e dieta com 1% de colesterol e 10 mL de
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vinagre (dose alta). Ap6s a realizacdo dos experimentos, 0s pesquisadores
observaram que o consumo de vinagre em dose alta, juntamente com a dieta
hipercolesterolémica, resultou em uma significativa redugdo nos niveis de LDL-
colesterol (LDL-C), LDL oxidada (ox-LDL), malondialdeido (MDA), colesterol total (TC)
e apolipoproteina B (ApoB) em comparagcdo com a dieta hipercolesterolémica. Além
disso, o consumo de vinagre em dose baixa, junto com a dieta hipercolesterolémica,
promoveu uma significativa diminuicdo nos niveis de fibrinogénio e glicose em
comparagcdo com a dieta hipercolesterolémica. Esses resultados indicam que o
consumo de vinagre pode exercer efeitos agudos benéficos sobre alguns dos
principais fatores de risco bioquimicos associados a aterosclerose em coelhos
hipercolesterolémicos. Portanto, o vinagre pode ser considerado como uma potencial
estratégia de intervencado para a prevencao e tratamento da aterosclerose.

Baba, Higashi e Kanekura (2013) investigaram a atividade anticancerigena do
vinagre japonés lzumi, um tipo de vinagre feito de arroz ndo polido. A pesquisa avaliou
o carcinoma de células escamosas humanas (HSC-5) e explorou os mecanismos
subjacentes envolvidos. Com o intuito de alcancar esses objetivos, 0s autores
realizaram a cultura das células, as quais foram estimuladas com Izumi ou vinagre
comum de gréos, em uma concentracéo final de 10 yL/mL. O estudo demonstrou que
o lzumi inibiu a proliferagéo das células do carcinoma de células escamosas (HSC-5)
de forma mais eficaz do que o vinagre comum de graos. Isso sugere que 0 lzumi
possui propriedades anticancerigenas por meio do mecanismo de necroptose,

tornando-o um potencial terapéutico contra o cancer.

Yagnik, Serafin e Shah (2018), a fim de avaliar a atividade antimicrobiana do
vinagre de maca (ACV) contra micrébios, cultivaram diretamente com diferentes
concentracdes de vinagre de maca culturas de: Escherichia coli, Candida albicans,
Staphylococcus aureus e Candida albicans. A presente pesquisa apontou que a
diluicdo minima de vinagre de maca necessaria para inibicdo do crescimento das
culturas de micro-organismos variou de acordo com a espécie microbiana estudada,
desse modo o crescimento de C. albicans foi restrito apenas com vinagre de maca
puro e nao diluido (5% de acidez), enquanto que culturas de E-coli e S. aureus,
apresentaram restricdo de crescimento em diluicdes de: 1/50 (similar a 0,1 % de

acidez) e 1/2 (2,5% de acidez), respectivamente. Esses autores apontam que 0s
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microorganismos sofrem comprometimento significativo apés a adicdo de ACV, o que
justifica a restricdo do crescimento por danificar a integridade celular, as proteinas
estruturais e metabdlicas e o material celular desses e indicam que o ACV pode ter
multiplos efeitos antimicrobianos sobre Escherichia coli, Candida albicans,

Staphylococcus aureus e Candida albicans.

Gheflati et al. (2019) avaliou os efeitos do consumo do vinagre de maca na
saude de 70 pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) em ensaio clinico controlado
randomizado. Visando alcancar tal objetivo, o0s pesquisadores alocaram
aleatoriamente 35 pacientes no grupo de intervencdo e os outros 35 pacientes no
grupo controle. Os pacientes pertencentes ao grupo de intervencao foram orientados
a consumir um copo de agua contendo duas colheres de vinagre de maca (cerca de
10 mL de vinagre), antes do almoco e do jantar, totalizando 20 mL/ dia, durante 8
semanas. A fim de avaliar os efeitos do consumo de vinagre de maca, os
pesquisadores colheram cerca de 10 mL de sangue dos pacientes antes do estudo e
apos 8 semanas, 0 que permitiu determinar a glicemia em jejum e insulina sérica. Os
pesquisadores demonstraram que pacientes que consumiram vinagre de maca
apresentaram reducédo significativa de glicemia em jejum, que variou de 138,62 +
31,82 (no inicio do estudo) a 128,46 + 29,74 (apds oito semanas). Verificando-se ainda
que os niveis de glicemia em jejum sdo menores para pacientes submetidos a
consumo de vinagre de maca, apds 8 semanas, em comparacao a pacientes alocados
no grupo controle (153,70 + 52,79).

Asejeje et al. (2020), avaliou o papel protetor do vinagre de macéd no dano
oxidativo renal induzido por CCls em ratos da linhagem Wistar. Esses pesquisadores
classificaram cerca de 24 animais em quatro grupos, sao eles: grupo controle (1) e trés
grupos experimentais (Il, 111, IV), com cada grupo apresentando 6 animais. Os animais
pertencentes ao grupo controle foram tratados apenas com agua destilada durante
todo o estudo, enquanto que os animais pertencentes aos grupos Il e Ill foram
submetidos a dano oxidativo renal através de uma Unica injecado intraperitoneal de
CCla. O grupo lll e IV foram tratados com vinagre de maca (APCV), enquanto que o
grupo Il foi deixado sem tratamento. Por meio da presente pesquisa 0s autores
apontam que o uso de CCls ocasiou danos renais, no entanto o tratamento com APCV

reverteu significativamente as alteragcfes para niveis proximos do normal, o que pode
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indicar que o vinagre de maca possui potencial terapéutico na protecdo contra danos

renais e suas disfuncdes associadas.

O estudo conduzido por Akkus, Akcay e Yalgin (2022) teve como objetivo
investigar os efeitos antifingicos e larvicidas do vinagre de madeira derivado de
carvalho como agente de protecdo da madeira contra fungos e insetos. Para alcancar
esse objetivo, as amostras de madeira foram impregnadas com concentracoes
distintas de vinagre de madeira (1,5%, 3% e 6%). Posteriormente, foram realizados
testes de resisténcia a deterioracdo por fungos brancos (T. versicolor) e marrons (S.
lacrymans) nas amostras impregnadas, bem como testes com larvas de Hylotrupes
bajulus para avaliar os efeitos larvicidas do vinagre de madeira. Adicionalmente, foram
conduzidos testes de crescimento de fungos nas amostras impregnadas, a fim de
avaliar a capacidade do vinagre de madeira em inibir o crescimento de fungos como
Trichoderma harzianum, Aspergillus niger e Penicillium brevicompactum. A analise
dos resultados evidenciou que o vinagre de madeira reduziu substancialmente a perda
de peso das amostras ocasionada pelos fungos brancos e marrons, demonstrando
notaveis propriedades antifungicas. Além disso, o vinagre de madeira revelou um
notavel potencial larvicida contra Hylotrupes bajulus, resultando em elevada
mortalidade das larvas. Adicionalmente, exibiu marcante atividade inibitéria contra o
crescimento de fungos como Trichoderma harzianum, Aspergillus niger e Penicillium

brevicompactum.

2.4 ANALISE DE ALIMENTOS

Os alimentos sé@o essencialmente misturas complexas de substancias quimicas
(Taylor; Baumert, 2011). De acordo com Hanekamp e Schwitters (2010), a mistura de
substancias quimicas que a comida representa pode ser dividida em quatro categorias
basicas: nutrientes; componentes naturais ndo nutritivos (incluindo antinutritivos e
toxinas naturais); contaminantes produzidos pelo homem; e aditivos. Os nutrientes
sdo substancias obtidas dos alimentos e utilizadas pelo organismo para fornecer
energia e materiais estruturais, além de atuarem como agentes reguladores para
promover o crescimento, a manutencao e a reparacdo; além disso, podem reduzir os
riscos de algumas doengas (Debruyne; Pinna, 2022). A literatura cita seis classes de

nutrientes presentes nos alimentos, que sdo: agua, carboidratos, lipideos, minerais,



29

proteinas e vitaminas (Boyle, 2022; Driskell, 2000; Smolin; Grosvenor, 2019),

conforme apresentado na Figura 4.

Figura 4 — As seis classes de nutrientes presentes em alimentos?
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Fonte: Insel et al. (2022)

Os nutrientes podem ser categorizados de acordo com a quantidade necessaria
em nossa alimentacdo. Os macronutrientes, como agua, carboidratos, proteinas e
lipidios, sdo denominados assim devido a necessidade deles em quantidades
consideraveis, geralmente mais de um grama por dia. Por outro lado, as vitaminas e
0S minerais, conhecidos como micronutrientes, requerem apenas quantidades muito
pequenas, frequentemente na ordem de microgramas ou miligramas diarios (McGuire;
Beerman, 2022). Os minerais sédo divididos em duas categorias gerais, que Sao:
macrominerais e microminerais (Stanfield; Hui, 2009). Os macrominerais incluem: Ca,
Mg, Na, K, P; enquanto que os microminerais sdo compostos por Cu, Fe, Mn, Zn
(Mandha; Raes, 2023).

Esses podem ser classificados ainda em minerais essenciais e nao essenciais.
Os minerais essenciais desempenham diversas funcdes no corpo, conforme
demonstrado no Quadro 2, e se néo forem fornecidos em quantidades suficientes, as
deficiéncias se manifestam por meio de sintomas especificos e inespecificos;
enguanto que minerais ndo essenciais sao aqueles cujas fungdes bioldgicas ndo sao
conhecidas ou sao elementos téxicos que podem ser ingeridos por meio de alimentos,

agua ou absorvidos pelo ar (Belitz; Grosch, 1999; Drago, 2017).

1 Figura 4 imagem meramente ilustrativa



Quadro 2 — FuncBes metabdlicas de macrominerais e microminerais
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Minerais

Funcdo metabolica

Ca

Componente de ossos e dentes. Envolvido na coagulacdo

sanguinea e na comunicacao intracelular.

Co

Parte da vitamina cianocobalamina

Cr

Metabolismo de carboidratos, auxilia a manter niveis

normais de glicose no sangue.

Cu

Sintese de colageno e elastina. Age como antioxidante e na

formacéo de hemoglobina, células vermelhas e enzimas.

Fe

Transporte de oxigénio, transporte de elétrons. Atua no
metabolismo celular (como parte de enzimas citrocromo).

Previne anemia microcitica hipocrémica.

Mantém o volume de fluidos dentro/fora das células e,
assim, a funcéo celular normal. Atua para atenuar o
aumento da pressao sanguinea em resposta ao excesso de
ingestao de soédio. Diminui os marcadores de renovacao

6ssea e a recorréncia de calculos renais.

Mg

Componente de 0ssos e dentes. Atua no relaxamento
muscular e no controle do equilibrio 4cido-base, da agua e

do balanco de sais

Mn

N&o esta claro, algum efeito antioxidante. Esta envolvido na
formagéo do 0sso.

Na

Mantém o volume de fluidos fora das células e, portanto, a

fungéo celular normal. Atua na contragdo muscular

Ni

N&o ha uma funcao biolégica clara em seres humanos.
Pode atuar como cofator de metaloenzimas e facilitar a

absorcao ou o metabolismo do ferro em microrganismos.

Zn

Sintese de proteinas, controle da diferenciacéo, funcéo do
sistema imunologico, atua em muitas enzimas envolvidas no
metabolismo de macronutrientes. Envolvido na maturacao

sexual. Necesséario para a sensacao de sabor normal

Fonte: Adaptado de Quintaes e Diez-Garcia (2015)
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Conforme mencionado anteriormente, varios autores tém destacado que a
exposicao aos elementos potencialmente toxicos (PTES) decorre da contaminacao da
agua e dos alimentos por essas substancias (Pirhadi et al., 2022; Khaneghah et al.,
2020). Os PTEs séao poluentes perigosos, uma vez que sao resistentes e nao
degradaveis (Altikulag; Turhan, 2023). Eles sé&o definidos como elementos quimicos,
incluindo metais e ndo metais (Xiong et al., 2019), que podem interferir de diversas
maneiras nos sistemas bioldgicos, induzindo diversos efeitos toxicos, que podem ser

locais, sistémicos, agudos ou cronicos (Capasso; Loizzo; Caroli, 2012).

O arsénio pode afetar diversos sistemas do corpo, incluindo o tegumentar (pele
€ Seus anexos), nhervoso, respiratorio, cardiovascular, imunoldgico, enddcrino,
hematopoiético, renal, sistema reprodutivo e o desenvolvimento humano (Abdul et al.,
2015). Por sua vez, o cadmio pode levar a uma série de problemas, como
carcinogenicidade, problemas gastrointestinais agudos (tais como vomitos e diarreia),
danos intestinais, como necrose tubular e insuficiéncia renal, danos pulmonares
devido a inalacao e problemas 6sseos, como a osteoporose (Godt et al., 2006). Ja o
mercurio, mesmo em niveis baixos pode afetar o sistema nervoso do feto e da crianca,
bem como de individuos adultos, além de impactar o sistema renal, reprodutivo,
imunoldgico, cardiovascular, atividade motora e o genoma (Zahir et al.,, 2005). A
exposicdo ao chumbo pode desencadear uma série de distarbios em diferentes
sistemas do corpo, incluindo distarbios neuroldgicos, e pode afetar o desenvolvimento,
aumentando o risco de parto prematuro e impactando o crescimento e 0
desenvolvimento cognitivo em criancas. Também interfere na sintese de hemoglobina,
levando a anemia, enfraquece o sistema imunoldgico e pode causar disfuncdo renal

em niveis elevados de exposicéo (Gidlow, 2015).

De acordo com Quintaes e Diez-Garcia (2015), ainda que um mineral seja
considerado como essencial para o funcionamento do organismo, macrominerais e
minerais podem apresentar toxidade em concentragdes superiores as exigidas para
suas fung¢des biologicas. Similarmente Hartwig e Jahnke (2017), apontam que 0s
efeitos toxicos de metais e metaloides nos alimentos estdo frequentemente
associados a elementos ndo essenciais, a exemplo de arsénio, cadmio, chumbo e
mercurio, mas também destacam que pode surgir de elementos essenciais como

cobre, ferro e zinco.
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Considerando os efeitos causados pela intoxicacdo por metais, € importante

conhecer a composicdo mineral dos alimentos. Dessa forma, diversos trabalhos

publicados recentemente relatam o desenvolvimento de métodos para a andlise de

alimentos quanto aos niveis de macro, micro e elementos potencialmente toxicos

(PTEs), conforme demonstrado no Quadro 3.

Quadro 3 — Métodos analiticos para determinagao de macro, micro e elementos potencialmente
téxicos em alimentos (PTES)

Elementos Matriz Preparo da Tecnlgas d~e Referéncia
amostra determinacéo
Decomposicgéo a
Al, Ba Ca,Cd, Cu, Leite e decosrﬁcg’si ao Bakircioglu
Fe, K, Mg, Mn,Na,Ni, | - 'MPOSIC ICP OES g
7n derivados umld_a, et al. (2018)
decomposigéo por
micro-ondas
Al, B, Ba, Ca, Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Decomposicéo .
Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, C;r(])q;cr)laote assistida por ICP OES M;TCZZ%TQ)H
Sb, Se, Si, Sn, Sr,V e 9 micro-ondas '
Zn
Al, As, Ba Ca, Cd,
Co, Cr, Cs, Cu,Fe, Decomposicao
Ga, K, Li, Mg, Mn, Clizirtlrjit:aass assistida por IICé:FI;O'\Iigl H?gglzt)al.
Na, Ni, P, Pb, S, Se, micro-ondas
Tl ,V,Zn,
Al, As, Ca, Cd, Co, Decomposigéo
Cr, Cu, Fe, K, Mg, . L Chen et al.
Mn, Mo, Na Ni, Pp, | Amendoim| - assistida por | ICP-MS | 505
Se, Sr, V,Zn
Alga,
frango, |Decomposicao :
As, Ca, Cd, Cu, Fe, o gy Ferreira et al.
Mg, Mn, Na, Zn mexﬂ_hoes as_.5|st|da por ICP-MS (2023)
peixe, |micro-ondas
arroz
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Sucos de Extroargslct)rzgg(i)srgda ICP OES Coelho et al.
Na, P e Zn Cajuina P (2023)

(UAE)

Fonte: A autora (2024)

A composi¢cao elementar dos alimentos desempenha um papel significativo

tanto para os consumidores quanto para o0s profissionais de saude, e as

regulamentacdes em relagdo a rotulagem de produtos alimentares enfatizaram a

importancia desse critério (Korn et al., 2008). Assim como em outroS processos
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analiticos, a analise quimica de alimentos envolve uma série de etapas, conforme
demonstrado na Figura 5, as quais sao igualmente relevantes e com um impacto
profundo na validade dos dados gerados. Inicialmente, tudo pode ser visto como uma
"amostra" - seja 0 sangue de um atleta, alguns mililitros de uma solugéo aquosa que
pode (ou ndo) conter ions cianeto toxicos, ou um pedaco de rocha supostamente

contendo terras raras preciosas (Ritgen, 2023).

Figura 5 — Etapas do processo analitico

da amostra amostra
Anzflhs.e Separacao
Qualitativa | r |
Andlise J I_ Reacio I

Quantitativa Quimica

Aquisi¢do de dados Interpretagéo de nformacao
Reducao de dados dados Decisao

Fonte: Ramos (2020)

A amostragem é uma parte relevante de cada analise quimica e a confiabilidade
dessa analise ndo pode ser assegurada a menos que seja exercida apropriacao na
amostragem (Malhotra, 2023). Além disso, corresponde ao processo de coleta de uma
pequena porcao de um material cuja composicdo é representativa do todo do qual ela
foi retirada (Skoog et al.,, 2006). Uma amostra representativa é geralmente
considerada como uma amostra resultante de um plano de amostragem que se espera
que reflita adequadamente as propriedades de interesse da populacdo-méae (Evans;
Foulkes, 2019). A estabilidade dos analitos em uma amostra € uma questao
importante, dado que as amostras ambientais naturais geralmente n&o sdo analisadas
imediatamente ap0s a coleta, e 0 armazenamento a longo prazo pode resultar em

alteracdes significativas nas espécies quimicas (Eljarrat, 2012).

O objetivo da etapa de preparacdo de amostra, conforme Pawliszyn (2010), é
isolar os componentes de interesse de uma matriz de amostra, uma vez que a maioria
dos instrumentos analiticos ndo consegue analisar diretamente a amostra. Desse

modo, métodos analiticos, como por exemplo espectrometria de absorcdo atémica
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(AAS), Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
OES), Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS),
entre outros, produziriam resultados equivocados na determinacéo de elementos em
amostras complexas. Por isso é imprescindivel recorrer a métodos de decomposicao
confiaveis, uma vez que a solubilizacdo dos analitos e a remocdo de moléculas

interferentes sdo essenciais para analises precisas (Begerow; Dunemann, 1997).

As principais preocupacfes na selecdo dos métodos de preparacdo de
amostras para analise elementar sdo: o método analitico a ser utilizado, a faixa de
concentracdo do analito e o tipo de matriz na qual o analito esta presente (Kebbekus,
2003). Similarmente Arruda e Santelli (1997), propde que a maneira de ser decompor
uma amostra para a analise depende do método de andlise, bem como da sua
concentragéo e da natureza da amostra, mas acrescentam que se deve considerar o

analito que se quer determinar e a precisao e exatidao desejadas.

Dentre as abordagens de preparacdo de amostras amplamente utilizadas na
analise de alimentos para a determinacdo de metais usando métodos
espectroanaliticos, incluem-se a queima a seco, frequentemente com o uso de um
agente auxiliar para incineracdo, e a decomposi¢cao acida, preferencialmente com o

auxilio da radiacao micro-ondas (Nunes et al., 2011; Korn et al., 2008).

2.5 DECOMPOSICAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS EM
ALIMENTOS

A energia de micro-ondas é uma radiacéo eletromagnética ndo ionizante com
frequéncia na faixa de 300 MHz a 300 GHz (Haque, 1999), estando localizada no
espectro eletromagnético entre a radiacao infravermelha e as ondas de radio (Jimenez
et al., 2018). O aquecimento por micro-ondas € conhecido desde o inicio da década
de 1940 e tem sido utilizado com sucesso na industria de alimentos. O aguecimento
ocorre devido a capacidade dos materiais de absorver energia de micro-ondas e
converté-la em calor (Chandrasekaran; Ramanathan; Basak, 2013; Jampaiah et al.,
2020).

A absorcao de radiacdo micro-ondas por uma substancia € determinada pelas
suas caracteristicas dielétricas (Swamy; Muthukumarappan, 2021). Existem dois

mecanismos principais pelos quais o calor é gerado em materiais dielétricos:
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polarizacéo idnica e rotacdo de dipolos (James; James, 2024). A polarizacdo ibnica
refere-se ao processo no qual ions em uma solucéo séo influenciados por um campo
elétrico aplicado (Smith, 2011); enquanto a rotacao de dipolos envolve o alinhamento
das moléculas na amostra, seja devido a momentos de dipolo permanentes ou
momentos de dipolo induzidos, sob a influéncia do campo elétrico. A medida que a
intensidade do campo elétrico das micro-ondas aumenta, as moléculas se tornam
polarizadas, e a medida que a intensidade do campo diminui, a desordem térmica é
novamente estabelecida (Castro; Priego-Capote, 2012).

Com base na sua interacdo com o campo de micro-ondas, 0os materiais podem
ser categorizados em trés grupos. Os absorventes, que sdo materiais de alta perda
dielétrica, absorvem energia de micro-ondas em certo grau, dependendo do valor do
fator de perda dielétrica, e a convertem em calor. Os materiais transparentes, por sua
vez, apresentam baixa perda dielétrica, o que significa que as micro-ondas ndo sao
refletidas nem absorvidas, mas sim transmitidas pelo material com pouca atenuagéo.
Por fim, os materiais opacos que sdo condutores elétricos, nos quais as micro-ondas
sao refletidas e ndo conseguem penetrar no material (Clark; Folz; West, 2000). A

Figura 6 ilustra as interacdes de diferentes substancias com a radiacdo micro-ondas.

Figura 6 — Interacdo de diferentes substancias com radiacdo micro-ondas: materiais absorventes (por
exemplo, solventes polares), materiais isolantes (por exemplo, PTFE, quartzo, vidro) e condutores
elétricos (por exemplo, metais)

Solvente Polar

Absorgéo

PTFE, Quartzo, Vidro

Transmissao

Condutores elétricos

>

Reflexao

por exemplo, magnéton ou estado

Fonte de radiagéo de micro-ondas,
solido

Fonte: Wojnarowicz, Chudoba, Lojkowski (2020)

Em contraste com o aguecimento convencional, no qual o fluxo de calor ocorre
da superficie para o interior, 0 aquecimento por micro-ondas ocorre por meio da

transferéncia direta de energia de micro-ondas para o interior do material em
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aguecimento (Sun, 2016). O aquecimento convencional €& um método
comparativamente lento e ineficiente para transferir energia para o sistema, uma vez
que depende das correntes de convecgdo e da condutividade térmica dos materiais,
geralmente permitindo que a temperatura do recipiente de reacdo seja mais elevada
do que a temperatura da mistura de reacdo (Kappe; Dallinger; Murphee, 2008).
Algumas fontes de aquecimento convencional em decomposi¢cdo umida incluem o bico
de Bunsen, chapa de aquecimento, banho de areia e bloco de aquecimento
(Matusiewicz, 2016). Na Figura 7, apresenta-se a representacdo esquematica de

ambos 0s mecanismos de aquecimento.

Figura 7 — Representacdo esquemética de aquecimento convencional e por radiacdo micro-ondas
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convecgao localizado
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Aquecimento convencional Aquecimento por micro-ondas

Fonte: Gude et al. (2013)

As vantagens distintas do aquecimento por radiacdo micro-ondas sao as
seguintes: aquecimento interno, sendo um meio de aquecimento mais eficaz e
eficiente em comparagdo com o aquecimento convencional, que aguece as paredes
do reator por meio da condugao ou convecgao; aquecimento seletivo; e economia de
energia. Dessa forma, a absorcao de micro-ondas pode aquecer compostos-alvo sem
aguecer o ambiente circundante, resultando em baixo impacto ambiental. No entanto,
0 aquecimento ndo é uniforme, uma vez que é impossivel aguecer uma amostra de

forma uniforme por meio do aquecimento interno e seletivo (Horikoshi et al., 2017).

Acar, Tunceli e Turker (2016) utilizaram a decomposi¢do Umida com uma placa
de aquecimento e a decomposicéo por micro-ondas para avaliar os niveis de Cu, Fe
e Zn em amostras de trigo, farinha de arroz, farinha de milho, amidos de milho e
batata, bem como pekmez (espécie de melaco ou geleia de coloragédo castanha muito
escura), utilizando FAAS. A presente pesquisa constatou que a decomposi¢cdo por
radiacdo micro-ondas foi mais eficiente e rapida em comparagdo com a decomposi¢ao

via aquecimento condutivo. Além disso, verificou-se que a recuperacao dos analitos
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foi melhor e houve menos contaminagao ao usar radiacdo micro-ondas, o que permitiu
considerar a técnica eficaz para a determinacdo de Cu, Fe e Zn em amostras de
alimentos. Da mesma forma, Korn et al. (2013) compararam dois procedimentos de
decomposicdo para decompor amostras de propolis, sendo eles: aguecimento
convencional usando um bloco digestor e decomposicéo assistida por radiacdo micro-
ondas para a determinacao de Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni e Zn por ICP OES.
Ambas as técnicas apresentaram eficiéncia de decomposicdo semelhante, com
vantagem para a decomposi¢éo por radiacdo de micro-ondas, que apresentou teores
de carbono residual menores do que aqueles apresentados pelo aquecimento
convencional. Além disso, a acidez residual foi menor no aquecimento convencional,
o que foi atribuido a evaporacdo dos vapores acidos em recipientes abertos no

procedimento convencional.

A decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas apresenta as seguintes
vantagens: reducdo do tempo necessario para a preparacdo da amostra, reducéo da
quantidade de &cidos utilizados na decomposicédo, possibilidade de controlar pressao
e temperatura, automacédo e flexibilidade no preparo das amostras, bem como o
aguecimento direcionado, permitindo taxas de aquecimento mais rapidas e tempos de
processamento mais curtos, e a capacidade de aguecimento seletivo com perdas
minimas de calor (Alegria et al., 2015; Bakircioglu et al. 2011; Mello; Barin; Guarnieri,
2014). No entanto, € importante notar que uma desvantagem desse método € o
namero limitado de amostras que podem ser processadas de uma sé vez, acarretando

em maior intervalo de tempo para realizar as digestbes das amostras.

Os sistemas usados para o aquecimento por radiacdo de micro-ondas podem
ser classificados em monomodo, multimodo e multimodo direcionado. Os fornos de
micro-ondas multimodo (com cavidade) para fins analiticos possuem
fundamentalmente seis componentes: magnetron, guia de ondas, distribuidor de
ondas, cavidade, frasco (s) de decomposic¢éao e rotor (Moraes et al., 2019). Na Figura

8, apresenta-se uma representacdo esquematica de um forno multimodo.
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Figura 8 — Representacdo esquematica de um forno multimodo, mostrando frascos de decomposicéo
em um rotor, sob acéo de radiagdo micro-ondas espalhada por um refletor rotatério.

Distribuidor
de ondas
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_ Frasco de
decomposicao

Fonte: Moraes et al. (2019)

A geracdo de radiacdo eletromagnética resulta da aceleracdo de cargas.
Portanto, para atingir a poténcia e a frequéncia necessarias para 0 aguecimento por
micro-ondas, a maioria das fontes de micro-ondas sdo tubos de vacuo. Alguns tubos
de vacuo conhecidos usados para o aquecimento por micro-ondas incluem:
magnétrons, tubos de ondas viajantes (TWTSs) e ciclotrons. Os magnétrons usam
estruturas ressonantes para gerar o campo eletromagnético e, portanto, sédo capazes
apenas de gerar um campo eletromagnético de frequéncia fixa (Thostenson; Chou,
1999).

O guia de ondas é definido como um invélucro retangular metéalico que coleta a
energia de micro-ondas gerada pelo magnéton e a transfere através da interferéncia
construtiva de ondas para a cavidade de micro-ondas com perda minima (King;
Barclay, 2003).

O distribuidor de ondas, também chamado de agitador, pode ser definido como
um distribuidor em forma de leque que gira e espalha a energia transmitida por toda a
cavidade do forno. O agitador perturba os padrdes de ondas estacionarias, permitindo,
assim, uma melhor distribuicdo de energia na cavidade do forno. Isso é
particularmente importante ao aquecer materiais ndo homogéneos, como alimentos
(Singh; Heldman, 2013).

A cavidade de micro-ondas é onde 0s recipientes e as amostras sao
introduzidos e onde ocorrem 0s processos de aquecimento e a decomposicao da

amostra. A distribuicdo da radiacdo na cavidade é geralmente uniforme, mas isso
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resulta em areas de maior concentracdo de irradiacdo. Em alguns fornos, foi
observado que as regifes proximas ao fundo recebem uma quantidade maior de
irradiacdo em comparacdo com as areas mais proximas do centro e da porta (Ojeda
e Rojas, 2019). O rotor, cuja funcdo € segurar as amostras, esta equipado com
dispositivos para o controle da medicdo de temperatura e/ou pressdo em vasos

individuais ou de referéncia (Fecher; Schlemmer; Schoeberl, 2014).

Em fornos comerciais, a decomposi¢cao assistida por micro-ondas de amostras
de alimentos tem sido realizada usando acido nitrico e peroxido de hidrogénio como
principais reagentes digestores para amostras de tomate (Bressy et al.,2013); vinagre
(Fu et al., 2013; Lin et al., 2014); leite (Lee et al., 2022); arroz (Da Silva et al., 2020;

Tarantino et al., 2017) e muitas outras.

O &cido nitrico concentrado é frequentemente utilizado para a decomposicao
de uma variabilidade de amostras, quando quente é um agente oxidante forte usado
para digerir amostras organicas, sendo a maioria dos analitos solGveis na
decomposicao final (Muller et al., 2014). A principal vantagem do acido nitrico frente a
outros reagentes oxidantes, é por que ndo ha chance de formar sal insolivel, como
pode acontecer com HCI e H2SOa4. O peréxido de hidrogénio é utilizado para
potencializar o poder oxidante do acido nitrico (Kebbekus, 2003).

Quando um agente oxidante entra em contato com a matéria organica, uma
reacdo que ocorre naturalmente, liberando calor, é desencadeada. Nas condicdes
ideais, a matéria organica € completamente transformada em dioxido de carbono e
agua, como ilustrado na Equacéao (1). Embora a oxidacdo da matéria organica seja
uma reacdo que acontece por si s6 do ponto de vista termodinamico, a velocidade
desse processo geralmente € bastante lenta, dependendo da natureza da matéria
organica e das condi¢cdes em que ocorre. No entanto, € viavel acelerar essa reacao
aumentando a superficie da amostra (por exemplo, triturando a amostra), aplicando
temperaturas elevadas ou aumentando a concentragdo do agente oxidante (Bizzi,
Flores; Mesko, 2017).

(CH2)n + 2 HNO3(ag) — COz2(g) + 2 NO(g) + 2 H20() (Eq.1)

O uso de solugdes concentradas de acido nitrico leva a uma decomposicao
eficiente e a baixos teores de carbono residual em amostras organicas (Bizzi et al.,

2011a); no entanto, a alta acidez residual (AR) pode afetar os dispositivos de



40

nebulizacdo e causar interferéncias fisicas nas medi¢cdes baseadas em ICP (Lee et
al., 2022). Nesse sentido, solucdes diluidas de acido nitrico surgem como alternativas
no preparo de amostras usando decomposic¢ao assistida por radiacdo de micro-ondas
(Gonzalez et al.,, 2009). As principais vantagens do uso de acidos diluidos s&o:
métodos mais amigaveis ambientalmente, reducéo de custos, producdo de menores

guantidades de residuos e reducao dos valores de branco (Barbosa et al., 2015).

A ocorréncia da decomposicao sem perda de sua eficiéncia é explicada devido
a uma série de reacdes que ocorrem durante a oxidacdo da matéria organica, as quais
resultam na regenecéo in situ do HNOs (Moraes et al., 2019), conforme representado

na Figura 9.

Figura 9 — Representacao das reacgdes de regenerac¢do do acido nitrico promovidas pelo oxigénio em
fase gasosa dentro do recipiente de decomposicao

NO) + Og(g) mmmms NOjq

COy)
H,0,
H,0,

HNO o
HNOj o) HNOj3(q)

I (CH2)n I

Fonte: Bizzi, Nébrega e Barin (2014)

As reacOes de regerenacdo de HNOs dependem da presenca de matéria
organica e sua oxidacdo pelo acido nitrico, resultando na formag¢do de NO(), de
acordo com a Equacéao (2); e da presenca de oxigénio na fase gasosa para promover
a oxidacdo de NO(g) para NOz(g), em concordancia com a Equacéo (3). O NO2z formado
€ reabsorvido na fase liquida, isso € seguido por uma reagcéo de desproporcionamento
e 0 NOz() é convertido em NO3~ e NO2~ como representado na Equacao (4) e esse
ciclo se repete até que ndo haja mais Oz na fase gasosa dos recipientes fechados, de
modo que o HNOs reiniciara o ciclo de oxidagdo da matéria organica Equacéo (2)
(Bizzi, N6brega e Barin, 2014; Castro et al., 2009; Trevizan et al., 2007).

(CH2)n + 2 HNO3(ag) — COz2) + 2 NO(g) + 2 H20¢) (Eq.2)
2 NO(g) + O2(g) — 2 NO2 () (Eq.3)

2 NO2(g) + H20 () > HNO3 (ag) + HNO2@aq) (EQq.4)
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2 HNO2 (ag) — H20¢q) + NO2 (g) + NO (g) (Eq.5)

Nesse sentido, como apresentado por Yafiez et al. (2016), o peroxido de
hidrogénio potencializa a a¢do do &cido nitrico, ndo apenas como oxidante direto da
matéria organica, mas também como fonte de Oz para regenerar o NO2. Outro fator
considerado importante para a regeneracdo do HNO3 € o gradiente de temperatura,
pois, de acordo com Castro et al. (2009), os processos de decomposi¢do sdo mais
eficazes em recipientes fechados aquecidos por radiacdo micro-ondas, em
consequéncia do maior volume desses frascos e do gradiente de temperatura que

ocorre durante a primeira etapa do processo de decomposicao.

Diversos trabalhos recentes publicados na literatura fizeram uso de solucdes
diluidas de &cido nitrico em combinacdo com peroxido de hidrogénio na
decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas de amostras de alimentos. Barbosa
et al. (2015) fizeram uso de 2,1 mol L** em combinacdo com 1 mL de H202 a 30% na
decomposicao de amostras de produtos comestiveis a base de soja. Da Silva et al.
(2020) utilizaram solu¢des 1 mol L' em combinagdo com 2,5 mL de H202 a 30% na
decomposicdo de amostras de arroz. Recentemente, Lee et al. (2022) utilizaram HNO3
a 0,1 mol L't em combinacédo com 2 mL de H202a 30% na decomposi¢édo de amostras
de leite.

2.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DE DECOMPOSICAO DAS AMOSTRAS

Sabe-se que, idealmente, a melhor condicdo de decomposicao deve resultar
na completa decomposicdo do material organico, fazendo uso da menor quantidade
possivel de acido nitrico, este sendo o mais diluido possivel. Um dos objetivos é evitar
efeitos prejudiciais em pecas do instrumento ICP OES, como, por exemplo, o
nebulizador, a camara de nebulizacéo e a tocha (Castro et al., 2009). Além disso,
espera-se uma baixa acidez residual e baixo teor de carbono residual (RCC). Um
procedimento ideal de decomposicdo para amostras organicas deve ser estavel e
apresentar baixa concentracéo de solidos dissolvidos (Nobrega et al., 2012).

A AR pode ser determinada por titulacdo acido-base. Geralmente, ela €&
expressa como a porcentagem de acido nitrico que permaneceu na decomposicao
final em comparacdo com a concentracéo inicial de 4cido usado para a decomposigao

da amostra (% v/v). No entanto, também pode ser expressa em concentracdo em mol
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Lt (Barela et al., 2017; Bizzi; N6brega; Barin, 2014; Lee et al.,, 2022). Nessas
titulagGes, sdo utilizadas solu¢des padronizadas de NaOH 0,1 mol L ou KOH para
determinar a acidez residual das solugdes finais (Barbosa et al., 2015; Bizzi et al.,
2014).

O RCC pode ser definido como a fragdo do carbono original que permanece no
residuo apds a decomposicdo da amostra (Wiurfels; Jackwerth; Stoeppler, 1989). O
RCC pode ser calculado por meio dos teores de carbono original da amostra (Co) € 0
remanescente apos a decomposicdo (Cr), conforme demonstrado na Equagéo (6)

(Rocha; Nobrega; Kamogawa, 2019).
RCC= (Cr/ Co) x 100 (Eq. 6)

Diversas alternativas estdo disponiveis para a determinacdo do RCC, mas
pode-se destacar duas: ICP OES e métodos espectrofotométricos (Krushevska et al.,
1992; Gouveia et al., 2001; Da Silva et al., 2020). Krushevska et al. (1992) examinaram
procedimentos para a determinacdo de RCC em amostras de leite previamente
digeridas por radiacdo micro-ondas. O método espectrofotométrico para determinacao
de RCC baseia-se na mudanca de cor da solugdo como consequéncia da oxidacao
do carbono com Cr¥' em H2SO04. Experimentalmente, os pesquisadores observaram
gue quando uma fase organica dispersa homogénea esta presente, o método
espectrofotométrico e o ICP OES produzem os mesmos resultados; no entanto,
quando ha globulos de gordura, o método espectrofotométrico produz resultados mais

elevados do que aqueles determinados por ICP OES.

Gouveia et al. (2001) investigaram a determinacdo do RCC em amostras
biolégicas digeridas em acido, utilizando a decomposicdo assistida por radiacdo
micro-ondas para posterior andlise por ICP OES operado com configuracdo de
visualizagao axial e radial. Os resultados foram comparados com aqueles produzidos
por um analisador de carbono organico total (TOC). Ambas as configuracfes adotadas
apresentaram resultados concordantes com o analisador TOC, em um comprimento
de onda de 193,025 nm, o que foi demonstrado por meio da realizagao do teste t, com
um nivel de confianga de 95% a 99%. No entanto, a determinacgéo realizada com a
visao axial mostrou maior sensibilidade e desvios semelhantes em comparagédo com
a viséo radial. O uso do ICP OES para a determinacdo do RCC em vez do analisador
TOC reduziu o tempo de analise e a manipulacado da amostra.



43

Da Silva et al. (2020) desenvolveram um método simples e econdmico para a
qguantificacdo de carbono em solucfes, suspensdes e amostras solidas, realizando
adaptacdes no meétodo espectrofotométrico proposto por Krushevska et al. (1992). Em
vez de utilizar 5 mL de H2SO4 e 170 mg de K2Cr207, 0s pesquisadores demonstraram
gue é possivel realizar determinacdes de RCC utilizando 2,5 mL de H2SOa4 e 75 mg
de Kz2Cr207 em cada teste. Isso torna o método econdmico e ecologicamente
amigavel. O método baseia-se na oxidagdo da matéria organica pelo dicromato em
meio &cido e aquecimento, monitorando a formacé&o de Cr3*, uma vez que teores mais
elevados de Cr3* indicam concentragGes mais altas de carbono organico na amostra.
Este método tem sido usado para determinar o RCC em amostras de batata doce

(Andrade, 2019), bem como em amostras de denim (Barbosa, 2022).

Em analises rotineiras, a eficiéncia da decomposicdo também pode ser
avaliada apenas pela inspecéo visual das digestdes finais, 0 que pode fornecer
informacdes imprecisas. E evidente que a obtencdo de solucdes claras sem particulas
em suspenséo indica uma oxidacdo bem-sucedida da matéria organica; no entanto,
alguns compostos organicos podem ser parcialmente oxidados, permanecendo
dissolvidos sem necessariamente serem completamente digeridos. Portanto, essa
abordagem apresenta como vantagem a obtencdo de informacdes rapidas, porém
incompletas, sobre a decomposicao da matéria orgéanica (Bizzi; Flores; Mesko, 2017).

Bizzi et al. (2011b) desenvolveram um procedimento usando solu¢des de acido
nitrico diluido para decomposicdo de amostras de leite baseado em recipientes
pressurizados com oxigénio. A eficiéncia de decomposicao foi avaliada através do
conteudo de carbono e os analitos (Ca, Cd, Cu, Fe, Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Pb e Zn)
foram determinados por ICP OES e Espectrometria de Massa com Plasma Induzido
Acoplada a Geracao de Vapor Quimico (CVG-ICP-MS). Foi possivel digerir 500 mg
de leite em p6é com 2,0 mol L't HNO3 com presséo de oxigénio variando de 7,5 a 20
bar, com contelido de carbono menor que 1700 mg L™, valor consideravel favoravel

para posteriores analises.

Barbosa et al. (2015) otimizaram e validaram um procedimento de
decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas usando solu¢gfes de acido nitrico
diluidas (2,1; 4,2; 7,3 e 14,3 mol L™) e peroxido de hidrogénio (1 mL) em amostras de

soja e seus produtos, onde a eficiéncia da decomposicdo foi determinada
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principalmente pelo RCC, usando ICP OES na linha de 193,025 nm. Esses autores
também avaliaram a RA, determinada por meio de titulacdo acido-base usando
solucéo padronizada de hidroxido de sodio (0,09970 mol L™). Os RCC variaram de 10
a 18%, enquanto a RA foi de 2,38 a 14,1 mol L™, de modo que 2,1 mol L"* HNO3 e 1

mL de H202 foram considerados adequados para uma decomposicao eficiente.

Lee et al. (2022) desenvolveram um novo método de decomposicao assistida
por radiacdo micro-ondas em forno de camara de reacdo uUnica (SRC) para a
decomposicdo de amostras de leite usando &cido nitrico diluido e peroxido de
hidrogénio, visando a determinacao elementar de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mg, Mn, Ni, Pb, Sb, Se e Zn por ICP OES e ICP-MS. A eficiéncia da decomposicéo foi
avaliada e os valores de RCC e de acidez residual foram, respectivamente, 260 mg
L™ e 0,06 mol L™.

Lee, Ye-seul e Lee (2023) desenvolveram um método de preparo de amostras
de arroz assistido por radiacdo micro-ondas usando solu¢des diluidas de HNOs (0,1;
0,5; 1; 2; 4,5 mol L™) e diferentes volumes de H202 (1; 2; 3; 4; 5 mL). Os autores
investigaram os efeitos da massa de amostra, da temperatura de decomposicéo, e a
concentracdo e do volume de solvente nos valores de RCC e RA. O procedimento
otimizado foi obtido usando 3 mL de HNO3s (1 mol L™) e 5 mL de H202 (30% v/v), de
modo que o RCC foi de 355 mg L™ e a RA foi de 0,017 mol L™2.

Como pode ser observado, existem varios trabalhos na literatura que
empregam acido diluido para realizar a decomposicdo de amostras de diferentes
tipos. S&o procedimentos amigaveis ambientalmente e que trazem diversas
vantagens como ja mencionado. No entanto, para se obter a melhor condi¢do de
decomposicdo, € necessario avaliar as diferentes condi¢cdes variando alguns
parametros como massa de amostra, concentracao de acido, temperatura e tempo de
decomposicédo e outros que forem pertinentes. Para realizar essa avaliagdo de modo

multivariado, algumas ferramentas quimiométricas podem ser empregadas.

2.7 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DA DECOMPOSICAO DE AMOSTRAS DE
ALIMENTOS



45

A palavra "quimiometria" denota o uso de métodos matematicos e estatisticos
para resolver problemas quimicos (Carlson; Carlson, 2020). As especialidades da
quimiometria incluem: planejamento experimental, reconhecimento de padrdes,
andlise de componentes principais, analise de sinais multivariados, calibragdo
multivariada, métodos estatisticos, processamento digital de sinais e séries temporais,

métodos multiway (Brereton, 2018).

O planejamento de experimentos (DOE) refere-se ao processo de planejar,
projetar e analisar o experimento para que conclusdes validas e objetivas possam ser
tiradas de forma eficaz e eficiente (Antony, 2023). As principais vantagens do
planejamento de experimentos s&o: reducdo do numero de experimentos ou
repeticdes e melhoria da qualidade das informacdes obtidas a partir dos resultados, o
gue implica em menos tempo e custo final, analise simultanea dos fatores; o erro
experimental pode ser calculado e analisado; o processo depende mais da
competéncia do profissional em sua &rea de especializagdo do que de seu
conhecimento em estatistica (Rodrigues; Lemma, 2014).

A esséncia de um bom planejamento consiste em projetar um experimento de
forma que ele seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacdo que
procuramos (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010). Similarmente Torrijos e Phan-Tan-
Luuy (2020), apontam que a selecdo do planejamento de experimentos deve adotar
uma abordagem sistematica que deve considerar em primeiro plano as informacdes
desejadas, bem como também os recursos disponiveis, tempo e outras restricdes para

a selecéo do planejamento mais adequado para cada problema da vida real.

Um planejamento fatorial completo € definido por todas as combinacdes
possiveis dos fatores e suas configuracdes, além disso o efeito de todos os fatores e
suas interacdes nos resultados € investigado (Carlson; Carlson, 2020; Das; Dewanijee,
2018). O planejamento fatorial completo tem sido utilizado para otimizar o
procedimento de decomposi¢do assistida por radiagdo micro-ondas usando &cidos
diluidos para determinag&o elementar em diversas amostras de alimentos conforme
pode ser observado no Quadro 4, que apresenta alguns trabalhos publicados na

literatura.
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Quadro 4 — Planejamento fatorial na otimizacao de procedimentos de decomposicao assistida por
micro-ondas para decomposicdo de amostras de alimentos

Amostra

Analitos

Técnicas

Fatores

Referéncia

Feijao

Al, As, Ba, Ca, Co, Cr,
Cu, K, Mg, Mn, Mo,
Ni, P,

Pb, Se, Sr, Zn

ICP OES

*Concentragdo HNO3
(2- 6 mol L)
*Temperatura (170-
210°C)

*Tempo (12-24 min)

Santos et al.
(2013)

Arroz

Al, As, Ca, Cd, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Mo, Se
e’Zn

ICP OES e
ICP-MS

» Temperatura (190-
210 °C)

* Tempo para a etapa
final da
decomposicao (15-25
min)

» Concentracgao de
HNOs (2-14 mol L?)

Tarantino et al.
(2017)

Farinha de
mandioca, trigo
e milho

Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn,

Mo, Ni, P, S, Sb, Sr,
Zn

ICP OES

*Concentracao HNO3
(2-5 mol L?)

» Concentragcao H202
(3-5% mmt)

Correia et al.
(2017)

Linhaca e
gergelim

Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Mo, Na, P e Zn

ICP OES

» Concentragdo HNO3
(2-4 mol L)

* Volume de H20:2
(0-1 mL)

* Tempo na dltima
etapa de
decomposicao (15-25
min)

» Temperatura na
Gltima etapa de
decomposicédo (180-
210°C)

Souza et al.
(2018)

Barras de
chocolatate

Ba, Ca, Cr, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P, Zn

MIP OES

» Concentragdo HNO3
(4-10 mol L1)

* VVolume H202 (0-2
mL)

* Temperatura do
programa de
aquecimento (160-
210°C)

Oliveira et al.
(2021)

Arroz, Cenoura
e Chuchu

Al, Cd, Cr, Cu, Fe
K, Na, Pb

ICP OES e
fotometria de
chama

* Volume H202 (2- 3
mL)

» Concentragdo HNO3
(0,5- 1,5 mol L)

Serafim et al.
(2024)

Fonte: A autora (2024)
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Afim de avaliar o efeito das solucdes diluidas de HNO3s na decomposicao das
amostras de alimentos usando decomposi¢cao assistida por radiacdo micro-ondas
diversos trabalhos tem sido propostos (Correia et al., 2017; Oliveira et al., 2021.;
Souza et al., 2018.; Tarantino et al.,2017). Outro fator importante é a massa, como
demonstrado anteriormente, a regeneracdo de HNOs depende da presenca da
matéria organica e da presenca de oxigénio no meio (Bizzi, NGbrega e Barin, 2014).
Outro fator estudado € a temperatura (Oliveira et al., 2021; Souza et al., 2018;
Tarantino et al., 2017). Sabe-se que no processo de decomposi¢cdo, a temperatura €
um parametro mais critico que o tempo de aguecimento, visto que devera ser alta o
suficiente para que toda a massa da amostra seja digerida com eficiéncia (Rocha,

Nobrega, Kamogawa, 2019).

A técnica de Andlise de Componentes Principais (PCA) envolve a
decomposicdo de valores singulares (SVD), na qual a matriz X é separada em duas
novas matrizes, conhecidas como T (scores) e P (loadings), sendo um método nédo
supervisionado que correlaciona diferentes varidveis para a avaliacdo e
caracterizacdo dos dados analiticos, identificando tendéncias e agrupamentos de

amostras (Coelho et al., 2023)

2.8 ANALISE ELEMENTAR DE AMOSTRAS DE VINAGRES

Ndung’u, Hibdon e Flegal (2004), determinaram os niveis de Pb por ICP-MS e
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com Forno de Grafite (GFAAS) em 59 amostras
de vinagres diferentes comercializados em lojas de varejo da Califérnia. Dentre as
amostras, 52 eram de vinagres balsamicos, 4 vinagres de vinho, 1 vinagre de maca,
1 vinagre de alho e 1 vinagre de arroz. Em uma etapa anterior a determinacao, as
amostras de vinagre balsamico foram diluidas com agua ou foram digeridas com acido
nitrico em um bloco digestor. O procedimento realizado em bloco digestor fez uso de
0,5 a 1,0 g de amostras de vinagre na presenca de 10 mL de &cido nitrico (HNO3) a
67%, como agente oxidante numa temperatura de 50 °C durante 2-3 horas.
Posteriormente, a temperatura foi elevada para 90 °C e os materiais foram digeridos
até secarem. Os digeridos, apds o resfriamento, foram dissolvidos em acido nitrico 1
M. Outro preparo de amostra empregado foi a decomposicdo com radiacao
ultravioleta, na qual foram adicionados 0,5 g de amostras na presenca de acido nitrico
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e peroxido de hidrogénio. Com base nas analises, os autores perceberam que
determinacdes diretas de chumbo (realizando previamente apenas a diluicdo simples
aquosa das amostras), podem fornecer medic¢des irreprodutiveis e apresentar baixa
concordancia entre ICP-MS e GFAAS. Em contrapartida percebeu-se a obtencéo de
teores de chumbo similares para as técnicas de GFAAS e ICP-MS quando se realizava
a decomposicéo do vinagre com acido nitrico. Além disso, notou-se que as digestdes
realizadas em radiacdo ultravioleta eram mais rapidas e completas em comparagao

com digestdes realizadas em blocos digestores.

Da Silva et al., (2007), elaboraram um método analitico simples, rapido e de
baixo custo para determinar os niveis Al, Ba, Ca, Cu, Mg, Mn e Zn usando ICP OES
com visdo axial em amostras de vinagres comerciais. Foram testados diferentes
sistemas de introducdo de amostras, dentre eles: um nebulizador de fluxo cruzado
combinado com uma camara de pulverizacdo de caminho duplo (CF-DP) e outro com
spray de cone associado a uma camara de pulverizacdo de ciclone (CS-CC).
Inicialmente foi realizada a diluicdo das amostras comerciais de vinagres de vinho (1:1
v/v) e em seguida, a injecao direta da amostra. O emprego do sistema CS- CC permitiu
a determinacdo de uma média de Mn de 9,3 mg L1, a qual foi atribuida a adicéo de
ativadores de crescimento durante a fermentacéo alcodlica. Altas concentracdes de
potassio (K) e magnésio (Mg) foram detectadas, indicando a autenticidade das
matérias-primas empregadas na producdo do vinagre, pois sao prontamente
absorvidas pelas videiras. Os autores acrescentam que ainda que essas
concentracdes tenham sido elevadas, estas ndo oferecem riscos a saude, uma vez

que o consumo diario de vinagres é limitado.

Akpinar-bayizit et al. (2010), determinaram por ICP OES, as concentra¢cdes de
elementos principais (Ca, K, Mg, Na e P) e secundarios (Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Sn e
Zn) em 35 amostras de vinagres, dentre os quais, vinagres de vinho, maca, arroz,
ginja e balsdmico. Ainda que n&o tenha sofrido tratamento prévio de decomposicao,
as amostras foram diluidas na propor¢do 1:1 usando &cido nitrico 0,2% (v/v) e
centrifugadas durante 20 minutos em 2000 rpm. As concentra¢cdes de K foram altas
para todos os tipos de vinagre, ja as concentracdes de metais tOxicos encontradas

nos vinagres, a exemplo de Cd, Ni, Sn e Pb, ndo ofereceram riscos a saude.

Saei-Dehkordi, Fallah e Ghafari (2012) desenvolveram um método para
determinacao de Cd, Cu, Pb e Zn por cronopotenciometria de remocéao rapida (SCP)
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usando um analisador potenciométrico de remocéao para determinacédo dos metais. O
preparo das amostras envolveu a filtracdo de 10 mL de vinagre e a adicdo desta
quantidade na célula de analise do aparelho, seguida de posterior adicdo de 10 mL
de HCI 2 mol L, além da adicdo de 1 mL de solucdo HgCl2 1.000 mg L. No caso
das determinacdes de zinco, as amostras foram preparadas usando 10 mL de vinagre
microfiltrado, seguido de adicdo de 10 mL de agua ultrapura e 3 mL de solucao tampéao
acetato (pH 4,7), acrescentando-se ainda 1 mL de HgCl2 (1.000 mg Lem solucéo de
banho de HCI 0,05 mol L na célula de andlise. O limite de deteccéo para os quatro
metais foi, em ng g*: 1,2 (Cd); 2,6 (Cu); 2,9 (Pb); 3,4 (Zn). Os resultados obtidos com
o SCP foram comparados com a GFAAS como método de referéncia, o qual
demonstrou que nao h& diferencas significativas entre os valores médios dos
resultados obtidos pelos dois métodos para os metais determinados. A faixa de
concentracdo dos analitos para metais téxicos, em ng g foi: Cd (ndo detectado); Cu
(12,79-1.129); Pb (3,32-253); Zn (26,12-3.725).

Fu et al. (2013), elaboraram um método analitico para a determinacao
simultanea de 20 oligoelementos em amostras de vinagres, incluindo As, Ba, Ca, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, e Zn, e usando a
espectrometria de massa acoplada a plasma induzido por campo setorial (SF-ICP-
MS). Previamente as amostras foram digeridas usando decomposi¢cao assistida por
radiacdo micro-ondas na presenca de 5 mL de amostra, 10 mL de HNOs e 5 mL de
H20:2. Os resultados mostraram que LD na faixa de 0,002 - 0,34 pug L' com RSD menor

que 3 %.

Zheng et al. (2014), empregaram a analise de multicomposicdo e
reconhecimento de padrdes visando a identificacdo de dois vinagres protegidos por
indicacao geogréfica, sdo eles vinagres extras de Shanxi e vinagres de Zhenjiang de
outros IGs (vinagre de Kazuo). Foi realizada a decomposi¢cdo acida assistida por
radiacdo micro-ondas usando 2,5 g de amostra de vinagres na presenca de 4 mL de
HNOs e 1 mL de H202 a 30 % e determinou os niveis de oligoelementos por ICP-
MS (As, Ba, Ce, Cd, Co, Cr, La, Mo, Ni, Pb, Sc, Y) e ICP OES (Al, Ca, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Zn). Os vinagres extras envelhecidos de Shanxi (SXVs), apresentaram teores
médios de: Ca (188,3-772,3 mg L1); Fe (38,5-170 mg L); K (2,061-5,431 mg L); Mn
(14,4-52,5); Na (1,693-8,501 mg L%). O vinagre de Zhenjiang, em contrapartida,
apresentaram teores médios baixos para Ca (96,32-296,5mg L) e Fe (17,2-75,3 mg
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L-1), em comparagdo com os vinagres extras de Shanxi, mas também teores similares
para K (2,1-5,5 mg L'1); Mn (26,7-58,3 mg L?); Na (3,32-8,72 mg L™%).

Silva Junior et al. (2015), desenvolveram um método direto para determinacéo
de Hg em amostras de vinagre de alcool comercializadas em supermercados de
Salvador, Brasil. O preparo das amostras envolveu a extracao por ultrassom realizada
em banho ultrassénico na presenca de acido cloridrico e tioureia e a determinacao de
mercurio foi realizada por espectrometria de absorgcédo atbmica com geracdo de vapor
frio (CV-AAS), usando um planejamento fatorial completo de dois niveis e
planejamento Box-Behnken para otimizar as condicfes experimentais para geracao
de vapor de mercurio. A otimizacdo das condi¢cdes permitiu a determinacdo de
mercurio por calibracdo externa apresentando respectivamente, limites de deteccao e
quantificacdo de 14 e 47 ng LL. O teste de recuperacdo variou de 85% a 119%. O
método validado foi aplicado em 18 amostras de vinagre de alcool que apresentaram

teores de mercuirio de 51,9 a 759,4 ng L.

Ozturk et al. (2015) avaliaram o conteudo mineral de vinagres caseiros
provenientes de diferentes regides da Turquia. O preparo da amostra foi realizado em
forno de micro-ondas na presenca de 5 mL de HNO3 (65%) e 1 mL de H202 (30%),
enquanto que a analise de minerais foi realizada através de ICP-MS. A analise dos
dados revelou teores majoritarios de Na, K e Ca. De acordo com os autores, 0s teores
de Cu e Mg variaram de 0,629 a 9,147 mg L' e de 0,724 a 1,730 mg L7,
respectivamente. Uma vez que esses teores foram inferiores a 10 mg L7, limite
aprovado pelo cédigo alimentar turco, os resultados obtidos estdo em conformidade

com a legislacao.

Paneque et al. (2017), realizaram a diluicdo de 28 amostras de vinagre de vinho
de Denominac¢éo de Origem Protegida da Andaluzia, Espanha, usando acido nitrico 8
% (v/v). As amostras eram do Condado de Huelva (CH), Jerez(J) e Montilla-Moriles
(MM). Foram determinados os niveis de Al, As, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P, Pb, S, Sr por ICP OES, visando caracterizar e discriminar esses
produtos de acordo com a sua origem geografica através da quimiometria. Das 28
amostras, apenas duas excederam o limite maximo de 10 mg L™ para a concentracdo
de Cu e Zn determinados pela legislacdo espanhola. Teores de Fe, Mn e outros

elementos essenciais apresentaram concentracédo entre 0,1 a 0,2 mg L.
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Paktsevanidou, Manousi e Zachariadi (2021), desenvolveram e validaram um
meétodo simples e rapido para analise elementar de Al, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mg, Ni, Pb e, Zn por ICP OES em amostras de vinagres de uva branca, vinho tinto,
maca e balsamico com andlise direta. Somente trés amostras de vinagre balsamico
foram diluidas uma vez para evitar a extingdo do plasma, devido aos constituintes da
matriz. Os coeficientes de correlacdo para todos os metais foram bons (r > 0,99), a
faixa linear determinada foi de 0,2 a 20 mg L%, o erro padrdo variou de 0,0007 e
23,3804, o limite de deteccéo variou entre 0,1 e 22,1 pug L e o limite de quantificacédo
entre 0,3 e 73,0 ug L, os valores relativos de recuperacéo foram de 90,0 a 110,2%,
indicando que o método apresentado possui exatiddo satisfatéria. Ademais as
concentracées, em mg L, variaram de: 0,97 a 4,76 (Al); 0,004 a 0,07 (Ba); 29,28 a
60,75 (Ca); < LD (Cd); < LD (Co); 0,08 a 0,17 (Cr), 0,02 a 0,06 (Cu) ;1,01 a 6,21 (Fe);
16,62 a 60,86 (Mg); 0,01 a 0,12 (Ni); 0,08 a 0,25 (Pb); 0,29 a 4,19 (Zn).

Antoniewicz et al. (2022) determinaram os niveis de macro e micronutrientes
em vinagres de uva caseiros obtidas por fermentacdo espontanea cultivadas no
noroeste da Polénia usando ICP OES e realizando previamente a decomposicao acida
assistida por radiacdo micro-ondas de 0,8 mL das amostras na presenca de 0,6 mL
de HNOs (65%) e 0,6 mL peréxido de hidrogénio (30%). Por meio da presente
pesquisa percebeu-se que niveis majoritarios foram encontrados para Ca, Fe e Crem
vinagres escuros, quando comparados a niveis encontrados em vinagres brancos.

Além disso, encontrou-se niveis abundantes de K na grande maioria das amostras.

Na andlise elementar de amostras de vinagres, € conhecido que efeitos
indesejaveis da matriz podem ser evitados mediante uma etapa de decomposicao
prévia ou do método de adi¢do de padrdo (Da Silva et al. 2007; Gonzalvez; Armenta;
La Guardia, 2015). Esse procedimento preliminar € comumente necessario devido a
presenca, tanto no vinagre quanto no vinho, de particulas suspensas e compostos
organicos poliméricos, como acucares, além do &cido acético e &lcool, os quais
interferem nas medicfes de GFAAS e ICP-MS (Ndung’u; Hibdon; Flegal, 2004). Diante
desse contexto, o presente estudo tem como objetivo realizar a determinacdo da
composi¢cdo mineral de vinagres pela técnica de ICP OES, ap0s decomposicéo por

radiacdo micro-ondas na presenca de acido nitrico diluido.
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Determinar a composicao elementar (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na,

Ni, Pb e Zn) de amostras de vinagre usando ICP OES e fotdbmetro de chama.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Propor um método para a decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas

de amostras de vinagres empregando forno de micro-ondas e &cido diluido.
Realizar o planejamento fatorial a fim de determinar a melhor condi¢do de
decomposicdo de amostras de vinagres, considerando os fatores: massa de
amostra, temperatura de decomposi¢ao e concentracéo de acido nitrico.
Avaliar a eficiéncia do procedimento de decomposicéo através de inspecao
visual dos digeridos, bem como através de RCC e de RA.

Investigar a influéncia dos fatores (massa de amostra, temperatura de
decomposicédo e concentracao de acido nitrico) no processo de decomposicao
de amostras de vinagres, bem como avaliar os efeitos principais e de interacéo.
Validar o método obtendo os parametros: linearidade, faixa linear de trabalho,
limite de deteccéo e limite de quantificacéo, precisao e exatidao.

Aplicar as condi¢des otimizadas na decomposicdo de amostras de vinagres
comercializadas na regido metropolitana de Recife e determinar o teor de Ca,
Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn em amostras de vinagres de
alcool, balsémico, vinagre de macd e vinho tinto coletadas na regido
metropolitana de Recife.

Comparar os resultados obtidos com outros trabalhos presentes na literatura,
bem como com os limites definidos pela legislacéo nacional e internacional.
Empregar a Analise de Componentes Principais (PCA) para auxiliar na
interpretacéo de informacgdes sobre a composi¢ao dos vinagres em relagao aos
elementos minerais presentes nas amostras.

Contribuir para a geracéo de dados para a Tabela de Composicdo Quimica de

alimentos.
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS

Foram adquiridas 16 amostras de vinagres em supermercados da regido
metropolitana de Recife, sendo estas: 4 amostras de vinagre de alcool (Al-A4), 4
amostras de vinagre balsamico (B1-B4), 4 amostras de vinagre de maca (M1-M4) e 4
amostras de vinagre de vinho tinto (V1-V4). A escolha desses tipos de vinagre, deve-
se ao fato de serem os mais consumidos no Brasil (ANAV, 1999).

Nos testes iniciais de decomposicao, escolheu-se aleatoriamente uma amostra
de cada tipo de vinagre disponivel, sendo estas Al, B1, M3 e V4. Posteriormente, o
planejamento fatorial foi realizado com a amostra de vinagre balsamico B1l. Esta
amostra foi escolhida por aparentemente ser a mais dificil de digerir, provavelmente
por conter mais compostos organicos. Ndung’u, Hibdon e Flegal (2004) também
relataram dificuldades em decompor amostras de vinagre balsamico. Dessa forma, se
a condicdo selecionada fosse eficiente na decomposicdo de amostras de vinagre

balsamico, também seria eficiente na decomposicao de outros tipos de vinagres.

4.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLUCOES

O preparo das solucdes foi realizado utilizando reagentes analiticos de alto grau
de pureza, e agua ultrapura com resistividade especifica de 18,2 MQ cm, proveniente
de um sistema de purificacdo Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA).

Previamente ao uso, as vidrarias, ponteiras, frascos e demais materiais
necessarios para a realizacdo dos experimentos passaram por um processo de
limpeza. Primeiramente, foram lavados com agua ultrapura e detergente neutro. Em
seguida, foram submersos em uma solucdo de HNOs a 10% (v/v) por um periodo
minimo de 24 horas, visando a descontaminacdo completa. ApOos essa etapa, 0
material foi novamente lavado com agua purificada e cuidadosamente deixado para
secar por um periodo de 6 horas.

Nos testes preliminares de decomposicdo e na determinacdo de carbono
residual, foram utilizados os seguintes reagentes: acido nitrico 65% (m/m, 15 mol L™)
(Cromoline Quimica Fina, Sao Paulo, Brasil) e peroxido de hidrogénio a 30% (m/m)
(Dindmica Quimica, Séo Paulo, Brasil). A fim de fazer uso de reagentes com alto grau
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de pureza, todo acido usado nos experimentos foi purificado previamente em sistema
de destilacdo sub-boiling.

Considerando a avaliagao das concentracdes dos analitos nas amostras, foram
preparadas solugbes de referéncia multielementares (Inorganic ventures,
Christiansburg, Estados Unidos). Para os microelementos Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni,
Pb e Zn, preparou-se uma solucao estoque de referéncia com concentracao de 5 mg
L™, visando a obtencéo, apds diluicdo, das concentracdes 0; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e
0,1 mg L . Considerando os macroelementos Ca, Mg, preparou-se uma solucéo de
referéncia de 100 mg L™, o que permitiu obter os pontos: 0,1; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10 mg
L.

Para a avaliacdo da concentracdo de K e Na por fotometria de chama foram
preparadas solugdes nas concentragdes de 2; 5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 80; 100 mg L-
1, a partir de diluicdo de solugdo monoelementar de 1000 mg L (Specsol, Brasil)

Os teores de carbono remanescente e original visando a determinacao do teor
de carbono residual, foram determinados através do método espectrofotométrico
proposto por Da Silva et al. (2020). Visando a determinagdo do teor de carbono
residual, preparou-se solucfes estoque de dicromato de potassio e de acido citrico
hidratado.

A solucéo de dicromato de potassio foi preparada a partir da dissolucédo de 5 g
do sélido (K2Cr207, Dindmica quimica, Sao Paulo, Brasil) em agua deionizada visando
obter 100 mL uma solucéo de concentragdo 50 g L.

Partindo de uma solugdo de 10.000 mg L de carbono, preparada a partir de
acido citrico hidratado (CsHsO7.H20, CPQ, Brasil) foi possivel obter as concentracdes:
100; 1000; 2000; 3000; 4000; 5000 mg L de carbono através de adequadas diluicdes.
Outro reagente empregado considerando esta metodologia foi o acido sulfurico a 98
% (H2S04, Quimica Moderna, Pernambuco, Brasil).

Os testes de adicdo e recuperacdo foram realizados usando padrbes
multielementares (Inorganic ventures, Estados Unidos). Foram realizadas adigbes em
dois niveis: 0,03 mg L e 0,07 mg L* para Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e Zn e
adicGes de 3 e 7 mg L para Ca, Mg, K e Na. As amostras foram fortificadas com os
analitos em duas diferentes concentragdes (baixa e alta) dentro da faixa de uso do
método (INMETRO, 2003).
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4.3 INSTRUMENTACAO

O &cido nitrico foi purificado em um sistema de destilagdo sub-boiling, modelo
SubCLEAN (Milestone, Sorisole, Italia), instalado no Instituto de Pesquisa em Petrdleo
e Energia (i-LITPEG) da UFPE.

A decomposicao das amostras de vinagres foi realizada usando um forno de
micro-ondas (Milestone, Sorisole, Italia), modelo Start D, que apresenta cavidade para
10 frascos de TMF® (volume de uso indicado de 8 a 12 mL), poténcia maxima de 1200

W e equipado com sensor de temperatura (Figura 10).

Figura 10 — Forno de micro-ondas Milestone (Modelo Start D): (a) Forno de micro-ondas; (b)
Cavidade do forno de micro-ondas e frascos de decomposi¢cédo em um rotor; (c) Segmentos do rotor
contendo frascos de decomposi¢éo; (d) Componentes de um frasco de decomposic&o por micro-
ondas (mola especial, placa adaptadora, tampa de TFM, anel de protecao, recipiente de TFM, camisa
de protec¢éo)

Fonte: A autora (2024)

Os teores de carbono remanescente, carbono original e por conseguinte o
carbono residual, foram obtidos através de um bloco digestor usado para digerir as
amostras para posterior determinacdo de carbono organico (Hach Company,
Loveland, Colorado), modelo 45600-00, que apresenta capacidade para 25 tubos. Foi
utilizado um espectrofotometro de absor¢cdo molecular no visivel (Macherey-Nagel,
Duren, Alemanha), modelo nanocolor vis Il, operando na faixa de 320 a 1100 nm.
Ambos os instrumentos utilizados estédo instalados no Laboratério de Saneamento
Ambiental (LSA) do Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da UFPE.

A quantificacdo das concentracdes elementares foi realizada utilizando um
espectrometro de emissao 6tica de plasma acoplado indutivamente (ICP OES), da
Perkin Elmer (modelo Optima 7000 DV), Figura 11. Esse equipamento esta instalado

na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE.
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Figura 11 — Equipamento de ICP OES marca Perkin EImer, modelo Optima 7000 DV, usado na
quantificacdo multielementar.
T e i

Fonte: A autora (2024)

O instrumento apresenta sistema de detec¢cdo CCD, sistema 6tico purgado com
argonio e o6tica Echelle. O sistema de introducdo de amostra faz uso de camara Scott
e nebulizador de fluxo cruzado. As condi¢cdes operacionais estao descritas na Tabela
1.

Tabela 1 — Par@metros operacionais do ICP OES

Parametros Especificacbes
Céamara de Nebulizacdo Scott
Detector CCD
Faixa de Comprimento de Onda (nm) 160-900
Nebulizador Fluxo cruzado
Poténcia de radiofrequéncia (kW) 1,3
Replicas 3
Taxa de aspiracdo da amostra (mL min-t) 1,0
Tempo de integragéo do sinal (s) 8
Vazao do gas auxiliar (L mint) 0,2
Vazéao do géas de nebulizacdo (L min ) 0,8
Vazao do géas do plasma (L mint) 15
Vista de observacédo do plasma Axial
Ca- 317,933
Cd - 228,802
Co - 228,616
Cr- 267,716
Comprimento de onda de detecgéo (nm) Cu - 327,393
Fe - 238,204
Mg - 285,213
Mn - 257,610

Ni - 231,604
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Parametros Especificacbes
Pb - 220,353
Zn - 206,200

Fonte: A autora (2024)

Para cada analito, os comprimentos de ondas foram escolhidos analisando-se
linhas livres de interferentes espectrais para cada elemento em estudo e também
linhas espectrais que apresentavam maior sensibilidade. Além disso, todas as
medidas foram feitas em triplicata. O argbnio utilizado possuia pureza minima de
99,999% (Messer Gases - Bad Soden, Alemanha).

Além do emprego de ICP OES para a determinacédo elementar, um fotdmetro
de chama, (Digimed, Brasil), modelo DM-61, foi utilizado para determinar o teor de K
e Na nas amostras. Este equipamento encontra-se localizado no Laboratério de
Saneamento Ambiental (LSA) do Centro de Tecnologia e Geociéncias (CTG) da
UFPE.

O equipamento foi operado considerando as seguintes condi¢cfes: chama de
propano-ar, utilizando ar livre de poeira e 6leo como oxidante, a uma presséo de 20
psi e uma taxa de fluxo de 9 L mint, fornecida por um compressor de membrana,
modelo 089-CL (Fanem, Brasil); queimador com ignicdo eletrbnica e valvula de
seguranca para interromper o fluxo de combustivel em caso de falta de ar via
pressostato; selecdo de comprimento de onda por filtros de interferéncia com uma
largura de banda inferior a 12 nm, no comprimento de onda de 766 nm (K) e 589 nm

(Na); taxa de fluxo da amostra de 5,0 mL min%; tempo de resposta de 8 s.

4.4 TESTES PRELIMINARES

Tendo em vista que o vinagre € uma amostra liquida, experimentalmente,
observou-se que a massa contida em 0,5 mL de amostra de vinagre equivale a
aproximadamente 0,5 g, visto que sua densidade é 1,060 (Giudici, Lemmetti e Mazza
(2015).

Sabe-se que varios parametros sao relevantes quando se promove uma
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas em recipiente fechado, como, por
exemplo, a massa de amostra, o tipo de &acido, o volume de reagentes, as
concentracbes da mistura oxidante, a temperatura, a pressao e o tempo de

aguecimento (Araujo et al., 2002). Também se sabe que, neste tipo de decomposicéo


https://www.google.com/search?sa=X&sca_esv=acff160628c8f4be&biw=1366&bih=641&q=Bad+Soden&si=AKbGX_oBDfquzodaRrfbb9img4kPQ4fCBZjeqAiaW1svvC8uXj_AzYEGSbNYTiQX5FKToiE54qa0KzxOBWKQT5CKBrcdK57zxHS5dw63d8oT22B1s52AQl7_tjg32TQxIU4jlbkTY-kZdyKa9-VAjle0AdMfFEZgn6IISoUzn2PhvHx_S7EvRjgvgKXcwis37JIr4rQ2zVc_&ved=2ahUKEwjYhJKAgtSEAxVHpJUCHZPPBCAQmxMoAXoECEYQAw
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de amostras de alimentos, € comum o emprego de misturas contendo &cido nitrico e
peréxido de hidrogénio (Bressy et al., 2013; Da Silva et al., 2020; Fu et al., 2013; Lee
et al., 2022; Lin et al., 2014; Tarantino et al., 2017).

Diante desse fato, optou-se por realizar os testes preliminares com misturas
desses reagentes digestores. O objetivo dos testes foi determinar a melhor condicao
de decomposicdo das amostras, ou seja, a condicdo que promovesse uma
degradagcédo completa da amostra. A eficiéncia da degradacdo das amostras foi
avaliada através da inspecao visual dos digeridos, bem como pelos teores de RCC e
RA.

Os testes em sua maioria foram conduzidos de acordo com o procedimento
HPR-FO-69, indicado na secéo de alimentagcdo animal do manual de aplicacao para
os rotores do micro-ondas Milestone Start D, intitulado "SK-10 High Pressure Rotor

Application Book" ([s.d.]), seguindo o programa de aquecimento descrito no Tabela 2.

Tabela 2 — Programa de aquecimento de amostras de vinagre obtido apds aquecimento por micro-
ondas em temperatura de 200°C

Etapas Tempo (minutos) Temperatura (°C) Poténcia (W)
Rampa 15 200 1200
Patamar 15 200 1200
Resfriamento 15 25 0

Fonte: HPR-FO-69
O programa de aquecimento consiste em 15 minutos de rampa para atingir a

temperatura de 200°C a 1200 W, ao atingir a temperatura, permanece por 15 minutos
a 200°C na mesma poténcia e resfriamento a 0 W por 15 minutos, totalizando 45
minutos de decomposicéo.

Os testes foram realizados em triplicata nas amostras de vinagre de alcool,
balsamico, maca e vinho tinto, e posteriormente, apenas em uma amostra de vinagre
balsamico, conforme mostra a Tabela 3. Apos os procedimentos de decomposi¢ao e
resfriamento, os produtos de decomposicao, incluindo os brancos de cada teste, foram
transferidos para tubos Falcon de 15 mL e o volume final foi aferido para 15 mL pela

adicdo de agua.
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Tabela 3 — Testes de decomposicao preliminares realizados com as amostras de vinagre, com 7 mL
de HNOs e 1 mL H202 30% (v/v)

Teste Amostra HNOs Tipo de Avaliagao** Temperatura

(9) (mol L) amostra* (°C)
1 0,5 15,0 A B, M,V InV, RA, RCC 200
2 0,5 7,50 A B, M,V InV 200
3 0,5 3,75 A B, M,V InV 200
4 1,0 1,28 A B, M,V InV 100
5 1,0 1,28 B InV, RA, RCC 200
6 1,0 0,64 B InV, RA, RCC 200
7 1,0 0,2 B InV, RA, RCC 200
8 1,0 0,1 B InV, RA, RCC 200

*A: vinagre de alcool; B: vinagre balsamico; M: vinagre de maca e V: vinagre de vinho tinto.
** [nV: inspecéo visual; RA: acidez residual; RCC: teor de carbono residual.
Fonte: A autora (2024)

Considerando o procedimento indicado pela HPR-FO-69, a amostra foi
transferida para os frascos de Teflon com auxilio de micropipeta ajustada para 0,5 mL,
aonde foram adicionados 7 mL de HNO3z 15 mol L' e 1 mL de H202. Logo em seguida,
os frascos foram selados, colocados no rotor e submetidos ao programa de
aguecimento descrito na Tabela 2.

Nos testes posteriores, testes 2, 3, 5 a 8, buscou-se avaliar o procedimento de
decomposicdo descrito no Teste 1, a fim de encontrar condicbes de decomposicéo
mais brandas, usando HNOs diluido. Os testes foram realizados em triplicata nas
amostras de vinagre de &lcool, balsdmico, maca e vinho tinto.

A mesma mistura digestora do Teste 1 foi usada por Lin et al. (2014) na
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas de alimentos simulados contendo
teores de 4cido acético aquoso, visando a posterior determinacédo de 19 espécies (Al,
As, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Er, Ga, Mn, Nd, Pb, Pr, Rb, Sm, Te, V, Y, Zr) por ICP-MS. O
método também utilizou um procedimento recomendado pelo manual do forno de
micro-ondas (Milestone, Sorisole, Italia), modelo ETHOS T T640, cujo programa de
aguecimento recomendado para o modelo consiste em aumento linear da temperatura
até 150°C por 10 minutos a 600 W, seguido por um aumento posterior para 200°C por
10 minutos a 800 W e manutencao a 200°C por 10 minutos

No teste 4 foi realizada a decomposicdo das amostras de vinagre a uma

temperatura de 100 °C, numa tentativa de avaliar se a decomposi¢cao das amostras
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poderia ocorrer de forma eficiente em uma temperatura mais suave em comparagao
com aquela proposta pela HPR-FO-69. Neste teste, optou-se pela decomposicéo de
1,0 g de amostra. Os frascos foram selados, e as amostras foram digeridas.

O programa de aquecimento consiste em 15 minutos de rampa até uma
temperatura de 100°C, na poténcia de 1200 W, seguidos por uma permanéncia de 15
minutos a 100°C, na mesma poténcia, e, por fim, resfriamento a 0 °C por 15 minutos,
totalizando 45 minutos de decomposicéo. Neste teste percebeu-se que as amostras
de vinagres balsamico seriam mais resistentes a decomposicdo e optou-se pela
continuidade dos testes apenas com uma amostra de vinagre balsamico.

Nos Testes 5, 6, 7 e 8, assim como no Teste 1, a eficiéncia da decomposicéo
foi avaliada através da inspecéo visual dos digeridos, além de ser feita a determinacéo
do carbono residual e da acidez residual, conforme pode ser observado na Tabela 3.
Para realizar comparacdes compativeis entre esses testes, a massa de amostra do
Teste 1 foi modificada para 1,0 g, correspondendo a massa adotada nos demais
testes, e os teores de carbono residual e acidez residual foram medidos nessas
condigdes.

4.5 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DAS DIGESTOES ACIDAS

Um planejamento fatorial completo 23 de dois niveis foi utilizado para investigar
os efeitos dos parédmetros (variaveis) no procedimento de decomposicdo das
amostras de vinagres. As variaveis escolhidas foram: massa de amostra (1,0 a 3,0 g),
temperatura de decomposicao (120 a 200 °C), concentracdo de HNO3 (0,1 a 0,3 mol
L-Y). Os niveis das variaveis independentes escolhidos para o planejamento fatorial
foram adotados a partir de relatos da literatura (Correia et al., 2017; Da Silva et al.,
2020; Khajeh, 2009.; Ngah e Yahya, 2012; Oliveira et al., 2021; Souza et al., 2018;
Tarantino et al., 2017) e resultados obtidos nos testes preliminares. As respostas
analiticas observadas foram: RCC e RA. Na Tabela 4, € mostrada a matriz do
planejamento fatorial.
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Tabela 4 — Matriz do planejamento fatorial 23 para a decomposicédo das amostras de vinagre, com
triplicatas do ponto central

Fatores () O &)

A: Massa de amostra (g) 1 2 3
B: Temperatura de decomposigédo (°C) 120 160 200

C: Concentracdo de HNO3; (mol L?) 01 02 0,3
Ensaio A B C
1 - - -
2 + - -
3 - + -
4 + + _
5 - - +
6 + - +
7 - + +
8 + + +
9CP 0 0 0
10 CP 0 0 0
11 CP 0 0 0

*CP: Ponto Central
Fonte: A autora (2024)

Além de investigar os efeitos principais e de interacdo das variaveis, buscou-se
determinar a condicdo que apresentasse baixos teores de carbono residual e acidez
residual, o que aponta a eficiéncia do procedimento de decomposi¢cdo, empregando a
funcdo desejabilidade para avaliar simultaneamente as duas respostas analiticas. O
software Minitab verséo 19 foi utilizado para otimizagdo multivariada.

Os oito primeiros ensaios foram realizados em triplicata, bem como os trés
ensaios referentes as repeticdes no ponto central, sendo realizadas 9 réplicas no
ponto central, totalizando 33 experimentos, realizados em ordem aleatéria, a fim de
evitar fontes de variacao sistematica. Para realizar esse planejamento apenas uma
amostra foi selecionada, sendo esta uma amostra de vinagre balsdmico chamada de
B1.

A escolha foi feita com base no fato desta amostra, da mesma forma que

ocorreu nos testes 5 a 8, ter se mostrado mais resistente ao procedimento de
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decomposicdo em comparacao a outras amostras avaliadas nos testes preliminares.
Dados da literatura confirmaram a hipétese apontando que vinagres balsamicos séo
dificeis de digerir. De acordo com Ndung’u, Hibdon e Flegal (2004), realizando ou ndo
decomposicdo com &cido nitrico, em consequéncia do seu conteddo organico, os
vinagres balsamicos sao mais dificeis de analisar por GFAAS e ICP-MS.

Apos o procedimento de decomposicdo, as amostras foram diluidas com agua
até o volume final de 15 mL e foi determinado o teor de carbono residual e de acidez
residual. As solugdes dos brancos foram preparadas em cada série de decomposi¢cao
de amostras no forno de micro-ondas, sendo constituida da mesma mistura usada na
digestdo, ou seja, contendo acido nitrico e perdxido de hidrogénio, mas sem a
presenca da amostra.

Através da analise dos resultados dos parametros de resposta do
planejamento, determinou-se a condi¢cdo que foi aplicada as demais amostras de
vinagres para posterior analise dos digeridos quanto aos niveis de Ca, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn por ICP OES e fotometro de chama.

4.6 DETERMINACAO DOS TEORES DE CARBONO RESIDUAL E ACIDEZ
RESIDUAL

Como ja mencionado anteriormente, a eficiéncia da decomposi¢cédo de amostras
organicas foi estabelecida através da determinacdo do RCC e RA. Sabe-se que o teor
de carbono em solucéo deve ser inferior a 2000 mg L para ser considerado adequado
para subsequentes analises de ICP OES e ICP-MS (nivel de tolerancia admitido por
Bizzi et al., 2011b); enquanto que a acidez residual ndo deve ser superior a 10% (v/v)
em determinacdes elementares, visando evitar dificuldades no processo de introducao
da solucéo no atomizador (Rocha; Nobrega; Kamogawa, 2019).

O RCC das amostras foi determinado utilizando um método espectrofométrico
elaborado por Krushevska et al. (1992) e modificado por Da Silva et al. (2020).
Considerando a determinacédo dos teores de carbono residual por meio desta
metododologia foram empregados: dicromato de potassio (K2Cr2O7, Dinamica
quimica, Sdo Paulo, Brasil) e acido sulfurico concentrado (H2SO4 PA, quimica
moderna, Brasil).

O preparo das amostras envolveu a transferéncia de 1,0 mL de digeridos para

tubos de ensaio rosqueados, a esses frascos adicionou-se 1,5 mL da solugéo de
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dicromato de potassio (K2Cr207) de 50 g L e mais 2,5 mL de solucdo de &cido
sulfarico concentrado (H2SO4). Esses tubos foram tampados e homogeneizados em
agitador vortex e posteriormente levados para um bloco digestor, por 2 horas a 150
C°. Apos esse procedimento, os tubos foram removidos do bloco digestor e no
momento em que atingiram a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida no préprio
tubo no comprimento de 610 nm usando um espectrofotometro de absor¢cdo molecular
(Macherey-Nagel, Brasil).

A determinacdo dos teores de RCC foi realizada segundo a Equacéo (6),
mencionada anteriormente.

RCC= (Cr/ Co) x 100 (Eqg. 6)

Onde

Cr —teor de carbono remanescente apos a decomposi¢ao

Co—teor de carbono original da amostra

Fazendo uso da curva analitica do método foi possivel obter os teores de
carbono remanescente e original das amostras em mg. O teor de carbono
remanescente contendo em 15 mL de amostra, inicialmente em mg L1, foi expresso

em mg de carbono empregando a Equacgéo (7).

Cr = (mg LY). (1 L.1000 mL™Y). (15 mL) (Eq.7)

Uma vez que as massas das amostras foram medidas e tendo em vista que a
densidade do vinagre é igual a 1,06 g cm=, conforme apresentado por Giudici,
Lemmetti e Mazza ,2015, determinou-se os volumes das amostras (Va) em mL e esses
foram utilizados para determinar o teor de carbono original da amostra obtido em mg,

como mostra a Equacéao (8).
Co=(mgL%). (1L.1000 mL?). Va(Eq.8)
Calculando a razao entre os teores de carbono remanescente (Cr) e o teor de

carbono original (Co), foi possivel obter o teor de carbono residual (RCC), tanto para

as amostras dos testes preliminares, quanto para amostras do planejamento fatorial.
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A acidez residual foi determinada nos digeridos resultantes dos testes
preliminares e do planejamento fatorial, por meio de titulacdo acido-base em triplicata
(n=3). A avaliacdo da acidez residual ocorreu nos testes 1, 5, 6, 7 e 8. As titulagbes
foram conduzidas em triplicata, totalizando 15 ensaios e outras 5 titulagdes do branco.
Em relacdo a determinacdo da acidez residual nos digeridos resultantes do
planejamento fatorial, foram conduzidos 33 experimentos, acompanhados de 11
determinacdes do branco.

Para ambos os procedimentos do digerido diluido para um volume final de 15
mL, foi retirada uma aliquota de 1 mL, que foi transferida para um erlenmeyer. Neste
recipiente, foram adicionados 1 mL de agua ultrapura, seguidos de 2 gotas da solucao
alcodlica de fenolftaleina (1,0% m v* em etanol). Como solucéo titulante, empregou-
se uma solugcdo de NaOH, padronizada com hidrogenoftalato de potassio (KHP). A
Equacéo (9) representa os reagentes e os produtos envolvidos no procedimento de
titulacdo, enquanto a Equacéo (10) demonstra a relacdo estequiométrica entre o
acido presente na amostra e a solucéo titulante (NaOH). Por sua vez, a Equacéo (11)
exibe a expressdo matematica para o calculo da concentracdo molar através do
volume de solucdo titulante, considerando que cada mol de acido consome 1 mol de

NaOH, conforme demonstrado na Equacéo (11).

HNO. + NaOH —NaNO:. + H.O (Eq.9)
1 mol de HNO.= 1 mol de NaOH (Eq.10)

Mi. Vi= M2.V2 (Eq. 11)

Onde M1, Mz, Vi1, V2 sdo nesta ordem, a concentracdo de &cido nitrico no
digerido, a concentracéo da solucéo titulante de NaOH (0,0845 mol L1), o volume de
digerido empregado na titulagéo (1 mL), o volume de base (mL) consumido em cada
titulacdo. O resultado foi expresso em termos da acidez residual, % (v/v): a relacéo
percentual entre o volume de acido nitrico e o volume do digerido (diluido para o
volume final de 15 mL).

Para converter a acidez residual obtida em molaridade para % (v/v) adotou-se
valores de massa molar e de densidade para o acido nitrico descritos por Rumble
(2020) na 1012 edi¢cao do Handbook of Chemistry and Physics, que estao descritos na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Dados fisico-quimicos de HNO3

Parametros Valores
Massa molar (MM) 63,013 g mol*
Densidade (D) 1,5129 gcm

Fonte: Rumble (2020)

Considerando-se esses parametros, descritos na Tabela 5, construiu-se uma
expressao que permitiu determinar RA em % (v/v) para digeridos resultantes dos
testes preliminares e do planejamento de experimentos e esta é representada na
Equacéao (12).

RA= (mol L.63,013 g mol. (100 mL/ 1000 mL))/ 1,5129 g cm™ (Eqg.12)

4.7 VALIDACAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

ApOs a etapa de otimizacdo dos parametros (variaveis) de decomposicao
assistida por radiagdo micro-ondas, o procedimento foi validado através da obtencao
dos parametros de desempenho: Ilimites de deteccdo e quantificacdo, linearidade,
precisao e exatidao.

Os limites de deteccdo e quantificacdo de ICP OES foram calculados da
seguinte forma: LD = 3,3 x 0 /IC (Eq.13) e LQ = 10 x o / IC (Eq.14), onde “c “é 0
desvio padrdo do sinal analitico do branco e “IC” é a inclinacdo da curva analitica
(BRASIL, 2017). O branco do método foi obtido submetendo 10 aliquotas de um
branco de reagentes, que contém 0s mesmos tipos e concentracdes de acidos que as
solucBes das amostras ao procedimento completo de mineralizagdo (Barreca et al.,
2023; Baird; Eaton; Rice, 2012).

Para K e Na, a estimativa do LQ e do LD foi realizada assumindo que o LQ
corresponde a concentracdo mais baixa do padréo, enquanto o LD é definido como
um terco desse valor (Ferreira et al., 2023).

A avaliacdo da linearidade foi realizada para cada elemento investigado
empregando o coeficiente de correlagdo, que representa a relacdo entre a
concentracdo do analito e o sinal analitico, conforme descrito por Ferreira et al. (2023).

A precisdo foi avaliada pelo desvio padrédo relativo (DPR) de 4 analises

diferentes das 16 amostras, sendo dada pela Equacédo 15. Onde s corresponde ao
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desvio padrdo e X € a concentracdo meédia determinada. Os resultados séo
apresentados na Tabela 17, localizada na secdo Resultados e Discussao (item 5.4 -
Aplicagcdo do Método Proposto na Analise de Amostras).

DPR% = 100. (s/ X) (Eq.15)

Uma vez que nao havia disponivel material de referéncia certificado (MRC) de
vinagre, a exatiddo do método foi avaliada por meio de testes de adicao e recuperacao
(INMETRO, 2003).

Na presenca da matriz da amostra e dos reagentes digestores foram realizadas
adicdes em dois niveis de concentragdo: 0,03 e 0,07 mg L para Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Mn, Ni, Pb, Zn; de 3 e 7 mg L para Ca, K, Mg, Na. Uma solucéo estoque de 5 mg L-
! e outra solugdo de 100 mg Lt foram obtidas por meio de diluicdo de solucédo
multielementar de 1000 mg L a fim de atingir os niveis de concentracdo desejados.

Considerando a diluicdo para um volume final de 15 mL, foram adicionados 90
e 210 yL da solugdo de 5 mg L™ para obter 0,03 e 0,07 mg L para os micros (Cd, Co,
Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn); 450 e 1050 pL da solugdo de 100 mg L visando os nives
3 e 7 mg L dos macros (Ca, Mg, Na)

Posteriormente as amostras foram digeridas usando o programa de
aguecimento do método selecionados pela melhor condicdo. O procedimento foi
realizado em triplicata, para 4 amostras, sao elas: Al, B1, M2, V1. Visando a

determinacao dos dados de recuperacdo empregou-se a Equacao 16.

Recuperagéo (%) = 100. (C1— C2) / C3 (Eq.16)
Onde

Ci1 — concentracao do analito na amostra fortificada
C2— concentracéo do analito na amostra nao fortificada

Cs— concentracéo do analito adicionado a amostra fortificada.

4.8 ANALISE ELEMENTAR POR ICP OES E FOTOMETRIA DE CHAMA

O procedimento proposto validado para decomposicdo de amostras de
vinagres em forno de micro-ondas usando &cido nitrico diluido foi aplicado em 16
amostras de vinagre amostras, em quadruplicada, sendo 4 de vinagre de alcool (Al,
A2, A3, A4), 4 de vinagre balsamico (B1, B2, B3, B4), 4 de vinagre de maca (M1, M2,
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M3, M4), 4 vinagres de vinho (V1, V2, V3, V4). Para a determinacdo de micro e
macroelementos nas amostras (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn), foi
utilizada ICP OES, simultaneo com visao axial. Para determinacéo das concentragbes
de K e Na nas amostras foi utilizada a fotometria de chama.

4.9 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS EMPREGANDO PCA

A analise por componentes principais (PCA) foi realizada com as 16 amostras
de vinagres, descritas no topico 4.8, e nos elementos minerais, sendo esses Ca, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn. A analise exploratoria possibilitou interpretacdes acerca da
presenca desses elementos em relacéo ao tipo de vinagre de cada amostra. De modo
que, os dados de fotometria de chama e ICP OES foram autoescalonados, a PCA foi
realizada utilizando algoritmo de decomposicdo em valores singulares (SVD, do
inglés: singular value decomposition) e validacdo cruzada, em ambiente R, pelo
RStudio verséo 4.4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 TESTES PRELIMINARES

A digestdo das amostras de vinagre, realizada através da decomposicao
assistida por radiacdo micro-ondas usando o Teste 1, resultou em solucdes digeridas
limpidas e isentas de sélidos dissolvidos, indicando a decomposicdo de 0,5 g de
amostra na presenca de uma mistura digestora contendo 7 mL de HNOs a 15 mol L*
e 1 mL de H202. A Figura 12 mostra o aspecto visual dos digeridos dos vinagres de
alcool (a), balsamico (b), maca (c) e vinho tinto (d), obtidos por meio da aplicacédo do
procedimento HPR-FO-69.

Figura 12 — Comparacéo entre os digeridos de diferentes vinagres obtidos pelo método proposto pela
HPR-FO-69, que utilizou 0,5 g de amostra, 7 mL de HNOs 15 mol L'* e 1 mL de H202: (a) vinagre de
alcool; (b) vinagre balsédmico; (c) vinagre de magé; (d) vinagre de vinho tinto.

Fonte: A autora (2024)

Embora, o aspecto visual dos digeridos tenha demonstrado, eficiéncia no
procedimento de decomposi¢do, optou-se por otimizar o procedimento descrito pela
HPR-FO-69, variando a concentragdo de HNOs com o objetivo de encontrar uma
condicdo eficiente de decomposicdo da matéria organica, fazendo uso de uma
solucdo de HNOs com a menor concentracdo possivel, conforme sugerido por Bizzi et
al. (2011a). Assim, os Testes 2 e 3 foram realizados com concentracdes de HNO3 de
7,50 mol L e 3,75 mol L, respectivamente, o que permitiu obter solucées digeridas
claras e sem a presenca de residuos para 0s quatro tipos de vinagres avaliados.

No Teste 4, a massa de amostra foi aumentada de 0,5 g para 1,0 g. De acordo
com Cerveira et al. (2020), um aspecto importante a ser considerado antes de realizar
0 aumento da massa de amostra € a obten¢éo de solugdes digeridas limpidas e sem
sélidos dissolvidos, o que foi observado nos Testes 2 e 3. A utilizacdo de uma solucéo

de HNOz de 1,28 mol L' e uma temperatura de decomposigdo de 100 °C, adotadas
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no Teste 4, resultou na obtencdo de uma solugcdo amarelada para a amostra de

vinagre balsamico, conforme destacado na Figura 13 (b).

Figura 13 — Comparacéo entre os digeridos de diferentes vinagres obtidos com HNO3 1,28 mol L a
100 °C: (a) vinagre de éalcool; (b) vinagre balsamico, em destaque, cujo digerido apresentou um
aspecto amarelado; (c) vinagre de macgg; (d) vinagre de vinho tinto.

Fonte: A autora (2024)

A partir do Teste 4, infere-se que solu¢des diluidas de acido nitrico podem ser
eficientes no processo de decomposicao das amostras. No entanto, observamos que
temperaturas mais amenas podem nao favorecer esse processo, uma vez que as
amostras de vinagre balsamico apresentaram aspecto amarelado, indicando sua
resisténcia ao procedimento de decomposi¢cdo. Conforme apontado por Ndung'u,
Hibdon e Flegal (2004), vinagres balsamicos apresentam compostos organicos
dificeis de decompor, seja realizando ou ndo decomposi¢ao prévia com acido nitrico.
Com isso, os testes seguintes foram conduzidos exclusivamente com essa amostra.

Curiosamente, nos Testes 5, 6, 7, 8, realizados com a amostra de vinagre
balsamico B1, a uma temperatura fixa de 200 °C e variando apenas a concentracao
de &cido nitrico entre 1,28 mol L* a 0,1 mol L, foram obtidas solu¢ées finais de
digeridos limpidas e isentas de sélidos dissolvidos (Figura 14). Isso pode indicar que
a temperatura € uma variavel importante no procedimento de decomposicao de
amostras de vinagre balséamico por meio da decomposicao assistida por radiacéo

micro-ondas.
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Figura 14 — Comparacédo entre os digeridos de vinagre balsdmico obtidos com o emprego de uma
temperatura de decomposicéo de 200 °C, 1 mL de H202 e 7 mL de HNO3s em diferentes concentracdes:
(a) 1,28 mol L1; (b) 0,64 mol L%; (c) 0,2 mol L; (d) 0,12 mol L

Fonte: A autora (2024)

Idealmente, as amostras digeridas nessas condi¢cdes deveriam levar a
decomposicdo completa da matéria organica usando quantidades minimas de acido
nitrico, conforme recomendado por Bressy et al. (2013). Uma vez que além de serem
estaveis e apresentarem baixa concentracdo de sélidos dissolvidos, os digeridos
obtidos devem também exibir baixa RA e RCC, conforme destacado por Nobrega et
al. (2012). Esses parametros foram determinados para os Testes 5, 6, 7, 8, e estédo
detalhados na Tabela 6. Além disso determinou-se o teor de carbono residual e acidez
residual para 1,0 g de amostra digerida usando o Teste 1 para comparar 0 emprego
de solucdes diluidas e concentradas de HNOs no preparo de amostras.

Tabela 6 — Teores médios de carbono residual (RCC) e acidez residual (RA) para os testes
preliminares (1, 5, 6, 7, 8)

Testes HNOs (mol L) Massa (g) RCC (% m/m) RA (%v/v)
1 15 1,014 £ 0,015 25,72+ 2,04 5,32 +0,04
5 1,28 1,077 £ 0,007 10,37 £ 0,88 2,54 + 0,09
6 0,64 1,074 £ 0,010 17,14 £ 0,25 1,43 £ 0,04
7 0,2 1,080 £ 0,006 17,42 + 1,83 0,66 + 0,04
8 0,1 1,074 £ 0,005 13,96 + 0,27 0,43 + 0,02

*As amostras foram digeridas com 7 mL de diferentes concentragfes de HNOs e 1 mL de Hz20:2
usando um Unico programa de aquecimento. A média e o desvio foram determinados entre todas as

amostras digeridas com cada solucéo 4cida diferente, com um total de n=3 amostras.

Fonte: A autora (2024)

Ao analisar a Tabela 6, nota-se que o teor de carbono residual apresentou

variacdo de 10,37 a 25,72 % (m/m), e a acidez residual variou de 0,43 % a 5,32 %
(v/v). Embora o aspecto visual dos digeridos do Teste 1 tenha demonstrado eficiéncia

do procedimento de decomposicdo, ou seja, sem a presenca de soélidos dissolvidos,
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conforme demonstrado na Figura 12, analisando a Tabela 6, nota-se que altos teores
de carbono residual e acidez residual foram obtidos para esse teste.

Similarmente Barela et al. (2018), também obtiveram digeridos com alto teor de
carbono em solucéo (RCC de 27,4 + 3,0%) e acidez residual (RA de 18,6 + 2,9%) na
decomposicédo por radiacdo micro-ondas de amostras de biodiesel usando 10 mL de
HNOz a 7 mol L't e 950 mg de amostra, os quais foram considerados inadequados
para a determinagao de Ba, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Sre V por SF-ICP-MS.

Considerando o emprego de solu¢des diluidas de &cido nitrico, o teor de
carbono residual variou de 10,37 a 17,42 % (m/m), enquanto que acidez residual foi
de 0,43 a 2,54 % (v/v), o que equivale ao intervalo de 0,10 mol L'* a 0,61 mol L. Os
valores de RCC sé&o similares aqueles determinados por Barbosa et al. (2015) na
decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas de amostras de soja e seus
produtos na presenca de 7 mL de HNOs a 2,1 mol L'* e 1 mL de H202, cujo RCC variou
entre 10% e 18%. No entanto, a acidez residual neste trabalho € inferior aquela
determinada pelos autores, que variou de 2,38 mol L'* a 14,1 mol L.

Araujo et al. (2002) também compararam o emprego de solu¢des concentradas
e diluidas de &cido nitrico na decomposicao assistida por micro-ondas em amostras
de plantas do género Paspalum, utilizando 2 mL de HNOs em diferentes
concentracdes (2 a 14 mol L) e 1 mL de H202, por meio de um Unico programa de
aquecimento. Nesta pesquisa, foi obtido uma melhoria na oxidacdo da matéria
organica, ou seja, baixo teor de carbono residual quando se utilizava solucéo
concentrada de &cido nitrico a 14 mol L1, permitindo a obtencdo de RCC igual a 6,9%,
em comparacdo com solugdes diluidas de HNOs, cujos teores de carbono residual
foram ligeiramente maiores (10,3% a 11,3%). Ainda assim, os autores destacaram a
eficiéncia da oxidacéo da matéria organica usando solucdes diluidas de HNOs.

Analisando a Tabela 6, pode-se notar que os valores de RCC para amostras
decompostas com solu¢des diluidas de HNO3s foram menores que aquele encontrado
na amostra decomposta com solucao concentrada de HNOs, cujo o RCC foi de 25,72
* 2,04 % (m/m), o que permiti inferir que solugdes de diluidas de HNO3 podem ser tdo
ou mais eficazes que as solugbes concentradas na decomposicdo da matéria organica
presente em amostras de vinagre.

Ainda na Tabela 6, é possivel observar que os menores RCC foram obtidos
para os Teste 5 e 8. Embora o Teste 5 tenha apresentado um teor de carbono residual

de 10,37+ 0,88 % (m/m), este teste apresentou maior acidez residual, cerca de 2,54
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%v/v ou 0,61 mol L, de modo que esta condicéo foi considerada inadequada para
prosseguir na fase de determinacdo de metais através de técnicas espectrométricas.
Fato similar ocorreu com o Teste 6, que apresentou acidez residual 1,43 %v/v ou 0,33
mol L.

Uma similaridade entre os Testes 7, 8 é a obtencdo de baixos RCC e RA. O
Teste 7 apresentou RCC de 17,42 = 1,83 % (m/m) e AR de 0,66 = 0,04 % (v/v).
Enquanto que o Teste 8 apresentou teor de carbono residual de 13,96 + 0,27 % (m/m)
e acidez residual de 0,43 £ 0,02 %(m/m). Ambas as condi¢des foram consideradas

otimas e um planejamento fatorial foi estabelecido com bases nessas condices.

5.2 PLANEJAMENTO E OTIMIZACAO DAS DECOMPOSICOES ACIDAS

A fim de determinar se a condicdo obtida através de testes € aquela que
apresenta baixos teores de carbono residual e acidez residual, indicando a eficiéncia
do procedimento de decomposicdo, um planejamento fatorial foi estabelecido com
base nos Testes Preliminares, especialmente o Teste 8, para avaliar a influéncia dos
fatores (massa de amostra, temperatura de decomposicéo e concentracdo de HNO3)
no procedimento de decomposicéo das amostras de vinagres. Os niveis das variaveis
adotados foram: massa de amostra (1,0-3,0 g); temperatura de decomposic¢éo (120-
200 °C); e concentracdo de solucdes diluidas de HNOs (0,1-0,3 mol L1).

O aspecto visual das solugdes finais dos digeridos da amostra de vinagre
balsdmico B1, obtidos para os 11 ensaios do planejamento fatorial, encontra-se na

Figura 15.
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Figura 15 — Comparac¢éo entre o aspecto visual dos digeridos resultantes do planejamento fatorial:
(1) Ensaio 1; (2) Ensaio 2; (3) Ensaio 3, com obtengdo de uma solugdo de digerido limpida,
destacado em azul; (4) Ensaio 4, com alta concentracao de sélidos dissolvidos, destacado em
vermelho; (5) Ensaio 5; (6) Ensaio 6; (7) Ensaio 7, com obtencéo de uma solucdo de digerido limpida,
destacado em azul; (8) Ensaio 8, com alta concentracao de sdlidos dissolvidos, destacado em
vermelho; (9) Ensaio 9; (10) Ensaio 10; (11) Ensaio 11

Fonte: A autora (2024)

Conforme é possivel observar ao analisar as Figuras 15(4) e 15(8), verifica-se
que os Ensaios 4 e 8 apresentaram alta concentracao de solidos dissolvidos e solugéo
marrom (conforme destacado em vermelho), indicando baixa eficiéncia na
decomposicdo das amostras nesses ensaios

Uma similaridade entre 0s ensaios € o emprego da massa de amostra no maior
nivel, ou seja, 3 g, bem como a ado¢édo de uma temperatura de decomposicéo de 200
°C. Dessa forma, pode-se inferir que o aumento da massa pode néo favorecer o
procedimento de decomposi¢cédo das amostras de vinagre balsamico, mesmo que a
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temperatura de decomposicao seja alta e a concentracdo de HNO3s varie do menor
(0,1 mol L) ao maior nivel (0,3 mol L1).

Os Ensaios 1, 2, 5, 6, 9, 10 e 11 apresentaram aspecto amarelado apds o
procedimento de decomposicdo, indicando também baixa eficiéncia na
decomposicdo. Amostras com esse aspecto foram aquecidas em chapa de
aguecimento por um curto periodo para avaliar se 0 aquecimento permitiria a obtencao
de solugdes limpidas, o que indicaria que a coloragcdo amarelada seria devida a
presenca dos Oxidos nitricos em solugdo. No entanto, a solu¢cdo continuou a
apresentar aspecto amarelado. Dessa forma, optou-se pela descontinuidade dos
testes a fim de evitar a perda por evaporacdo de compostos volateis

Dentre os ensaios realizados, somente os Ensaios 3 e 7, apresentaram um
aspecto limpido, livre de soélidos dissolvidos (Figura 15 (3) e 15 (7)), onde os
resultados sdo destacados com setas azuis. A principal semelhanca entre esses
ensaios reside no uso da menor massa, ou seja, 1,0 g, e na temperatura mais elevada,
que corresponde a 200 °C. A Unica diferenca entre eles € o tipo de solucao utilizada,
sendo 0,1 mol L para o Ensaio 3 e 0,3 mol L para o Ensaio 7.

A fim de avaliar a eficiéncia dos procedimentos de decomposi¢cao dos ensaios
do planejamento fatorial, determinou-se o0 RCC e na Tabela 7, sdo apresentadas as

figuras de mérito.

Tabela 7 — Curva analitica e seus parametros: limite de detecg¢éo, limite de quantificacdo e faixa
linear (mg L)

Elemento Equacéao Faixa LD LQ Coeficiente de
(mg LY Correlacéo
(mgL?) (mglL™)
C Y= 0,0005x + 0,0339 100-5000 mg L? 0,016 0,049 0,9991

Fonte: A autora (2024)

Utilizando esta equacdo, foi possivel determinar o teor de carbono
remanescente e a acidez residual em cada um dos 11 ensaios do planejamento
experimental. Todas as medidas foram realizadas em triplicata e foi aplicado o teste
Q, visando a deteccdo de outliers, dentre as repeticbes de cada ponto do
planejamento experimental (n=3). Os resultados mostraram que todos os valores séao

aceitos, em nivel de confianca de 95 %. De modo que todos os dados foram
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empregados para determinacdo dos teores meédios de carbono residual e acidez

residual, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8 — Matriz do planejamento fatorial 23 para a decomposicéo das amostras de vinagre, com
triplicatas do ponto central e teores de RCC e AR

Fatores

G O ®
A: Massa de amostra (g) 1 2 3
B: Temperatura de decomposi¢cédo (°C) 120 160 200
C: Concentracdo de HNO3 (mol L?) 01 0,2 0,3
_ RCC AR
Ensaio A B
(% m/m) (% viv)
1 - - 457+7,2 0,81%0,04
2 + - 542+25 1,61+0,07
3 - + 21,0+£8,7 0,46+0,18
4 + + 41,7+1,7 1,99+0,09
5 - - 50,9+11,1 1,04+0,02
6 + - 46,1+0,7 2,32+0,04
7 - + 13645 0,73+0,21
8 + + 425+44 1,70+0,10
9CP 0 0 30,5+5,1 1,26 +0,06
10 CP 0 0 29,4+39 1,37+0,06
11CP 0 0 27,8+40 1,23+0,20

*CP: Ponto Central

Fonte: A autora (2024)

De acordo com a Tabela 8, os teores médios de RCC variou de 13,6 a 54,2 %,

engquanto o teor médio de RA variou de 0,46 a 2,32 %, considerando os 11 ensaios

do planejamento fatorial.

Os ensaios 3 e 7 se destacaram por apresentarem os menores teores medios

de carbono residual, com RCC de 21,0% e 13,6%, respectivamente. Adicionalmente,

esses ensaios também demonstraram baixos teores de acidez residual, registrando

RA de 0,46% para o Ensaio 3 e 0,73% para o Ensaio 7. Isso evidencia a eficiéncia de

decomposicdo desses ensaios. Além disso, nota-se que esses teores sao inferiores a
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2000 mg L, que corresponde ao teor maximo toleravel de carbono em solugéo
considerado por Bizzi et al. (2011b) adequado para prosseguir em analises
subsequentes por ICP OES e ICP-MS.

Para investigar os efeitos dos parametros (variaveis) massa (A), temperatura
(B) e concentracdo de HNOs (C) sobre as respostas analiticas do planejamento fatorial
(conforme mostrado na Tabela 9), foi utilizado o software Minitab versao 19. A Tabela
9 demonstra a estimativa dos efeitos principais, efeitos de interagdo e o erro puro para

a variavel de resposta RCC.

Tabela 9 — Estimativa dos efeitos para a variavel de resposta teor de carbono residual (RCC)

Estimativa Erro Puro
Média Global 39,69 0,96
Efeitos Principais
A 13,33 2,24
B -19,52 2,24
C -2,36 2,24
Efeitos de Interacéo
AB 11,44 2,24
AC -1,26 2,24
BC -0,92 2,24
ABC 5,40 2,24
Ho (IC=95%)? Efeito <4,62

Fonte: A autora (2024)

Conforme é possivel verificar analisando a Tabela 9, no dominio experimental
avaliado, os efeitos considerados estatisticamente significativos (diferentes de zero),
a 95% de confianca, foram os efeitos principais A (massa) e B (temperatura), bem
como o efeito de interagdo massa e temperatura (AB) e massa, temperatura e
concentracdo de HNOs (ABC). Tal resultado é evidenciado pelo grafico de Pareto

apresentado na Figura 16.

2 Ho: |efeito| > t24.s; com s equivalente ao erro puro e t(GL=24)=2,064. Ho & rejeitada, o efeito é
estatisticamente diferente de zero, quando |efeito| > t24.s.
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Figura 16 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados pelo erro puro para a variavel de resposta
teor de carbono residual (RCC)

Grafico de Pareto dos Efeitos Padronizados
(a resposta é RCC a = 0,05)
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Fonte: A autora (2024)

Uma interpretacéo para a estimativa dos efeitos (Tabela 9), confirmada pelo
Grafico de Pareto dos efeitos padronizados pelo erro puro para a variavel de resposta
teor de carbono residual (Figura 16), € que a mudanca do nivel (-) para o nivel (+)
para a variavel A (massa), aumenta a resposta de RCC em 13,33; enquanto que o
aumento da variavel B (Temperatura) entre o nivel (-) até (+), diminuio RCC em 19,52.
Por sua vez, a mudanca entre o nivel (-) ao (+) para as variaveis AB, aumentaram o
RCC em 11,44. Enquanto que o aumento conjunto das variaveis A, B, C entre o menor
e maior nivel ocasionam um aumento no RCC de 5,40.

De acordo com a Tabela 9 e considerando apenas os efeitos significativos,
propde-se a seguinte equacao para o modelo de regressao considerando a variavel

de resposta RCC (Equacéao 17).

RCC= 39,48 +6,67 Massa -9,76 Temperatura + 5,72 Massa*Temperatura
+ 2,70 Massa*Temperatura*[HNO3] (Eq. 17).

Uma vez que calculando a razdo entre a média quadratica para a regressao
(MQRr) e a média quadratica dos residuos (MQr), teremos 1128,91 /82,25 = 13,73 e
este valor € maior 2,93, que corresponde F3,29) (no nivel de confianca de 95 %), logo,
a equacao de regressao e estatisticamente significativa. A fim de avaliar falta de ajuste
para o modelo, apresenta-se a Analise de variancia (ANOVA) para a resposta RCC,

apresentando apenas valores significativos na Tabela 10.
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Tabela 10 — ANOVA para a resposta de RCC, considerando apenas os parametros e interacfes
significativos

Variavel GL SQ MQ F
Massa 1 1066,12 1066,12 4491
Temperatura 1 2287,05 2287,05 96,34
Massa * Temperatura 1 785,62 785,62 33,09
Massa* Temperatura* HNO3 1 175,06 175,06 7,37
Falta de ajuste 16 407,72 25,48 1,33
Erro Puro 6 114,55 19,09
Total 32 5771,94

*GL: Graus de liberdade; SQ: Soma Quadratica; MQ: Média Quadratica
Fonte: A autora (2023)

A razao da média quadrética da falta de ajuste pela média quadratica do erro
puro (25,48/19,09) foi igual a 1,33. Uma vez que este valor € inferior de Fuee= 3,92
(no nivel de confianca de 95 %), verifica-se que ndo ha indicio de significancia para a
falta de ajuste, indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais.

Esta andlise demonstrou que o modelo ajustado (Equacao 17) explica 86,84 %
da variabilidade dos dados obtidos experimentalmente. Conforme, € possivel avaliar,
analisando a Figura 17, os residuos para o ajuste do modelo considerando a variavel
de resposta RCC se distribuem aleatoriamente em torno de zero, nao
sendo observado padrao ou tendéncia, de modo que o modelo de regressao linear é
adequado.

Figura 17 — Gréfico de residuos para o ajuste do modelo para a resposta teor de carbono residual.

Versus Ajustados
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Fonte: A autora (2024)

Considerando a acidez residual (RA), determinou-se a estimativa dos efeitos

principais e dos efeitos de intera¢do para esta variavel como mostra a Tabela 11.
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Tabela 11 — Estimativa dos efeitos para a varidvel de resposta acidez residual (RA)

Estimativa Erro Puro
Média Global 1,324 0,021
Efeitos Principais
A 1,149 0,050
B -0,225 0,050
C 0,225 0,050
Efeitos de Interacéo
AB 0,108 0,050
AC -0,026 0,050
BC -0,243 0,050
ABC -0,260 0,050
Ho (IC=95%)3 Efeito <0,103

Fonte: A autora (2024)
Analisando a Tabela 11, nota-se que para a resposta da acidez residual todos
os efeitos foram significativos, exceto o efeito de interacdo entre A e C (massa e
concentracdo de HNO3). Porém a magnitude dos efeitos € pequena em comparagao
com a magnitude do efeito da variavel massa, como mostra o Gréfico de Pareto na

Figura 18.

Figura 18 — Gréfico de Pareto dos efeitos padronizados pelo erro puro para a varidvel de resposta
acidez residual (RA).
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Fonte: A autora (2024)
Uma provavel interpretacdo, considerando a estimativa dos efeitos (Tabela 11)
e o grafico de Pareto (Figura 18), é que quando a variavel A (massa), varia entre o

menor e maior nivel, a variavel de resposta acidez residual aumenta em 1,149.

3 Ho: |efeito] > t24.s; com s equivalente ao erro puro e t(GL=24)=2,064. Ho é rejeitada, o efeito é
estatisticamente diferente de zero, quando |efeito| > t24.s.
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Considerando apenas os efeitos significativos pode-se propor um modelo de
regressao linear para a variavel de resposta acidez residual, que € apresentada na

Equacéo 18.

RA = 1332 +0,575Massa -0,113 Temperatura + 0,113 [HNOs3]
+ 0,054 Massa*Temperatura- 0,121 Temperatura*[HNOs3]
- 0,130 Massa*Temperatura*[HNOs] (Eq.18).

Dado que calculando a razdo entre a média quadratica para a regressao (MQR)
e a média quadrética dos residuos (MQr), teremos (286,97/3,99) o valor de 71,93 que
€ maior 2,93, que corresponde F,29) (N0 nivel de confianca de 95 %), portanto, a
equacao de regressao é estatisticamente significativa. Afim de avaliar falta de ajuste
para o0 modelo, apresenta-se a Analise de variancia (ANOVA) para a resposta da

acidez residual, apresentando apenas valores significativos na Tabela 12.

Tabela 12 — ANOVA para a resposta de RA, considerando apenas os parametros e interacdes
significativos

Variavel GL SQ MQ F
Massa 1 7,91994 7,91994 596,74
Temperatura 1 0,30403 0,30403 22,91
[HNO3] 1 0,30403 0,30403 22,91
Massa*Temperatura 1 0,07020 0,07020 5,29
Temperatura*[HNO3] 1 0,35326 0,35326 26,62
Massa*Temperatura*[HNOs3] 1 0,40618 0,40618 30,60
Falta de ajuste 16 0,19517 0,01220 0,76
Erro Puro 6 0,09681 0,01614
Total 32 9,72064

*GL: Graus de liberdade; SQ: Soma Quadratica; MQ: Média Quadratica
Fonte: A autora (2023)

A média quadréatica da falta de ajuste pela média quadratica do erro puro
(0,01220/0,01614) = 0,76. Uma vez que este valor é inferior a Fas,s= 3,92 (no nivel
de confianca de 95 %), verifica-se que ndo ha indicio de significancia para a falta de
ajuste, indicando que o modelo se ajusta aos dados experimentais. A porcentagem de
variacdo na resposta que o modelo explica foi de 95,63 %, indicando que os dados se
ajustam ao modelo de regressao.

A partir da analise grafica dos residuos (Figura 19), verifica-se que estes se
distribuem aleatoriamente em torno do zero, demonstrando apenas erros aleatorios e

gue o modelo se encontra bem ajustado.
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Figura 19 — Gréfico de residuos para o ajuste do modelo para a resposta teor de acidez residual
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Fonte: A autora (2024)

Uma vez constatado o ajuste dos dados experimentais aos modelos, foi
realizada a otimizacdo simultanea das variaveis de resposta, RCC e RA, com o
objetivo de determinar a melhor condicéo, ou seja, aguela que apresenta baixos teores
de carbono residual e acidez residual, o que evidencia a eficiéncia do procedimento
de decomposicéo, utilizando a funcéo de desejabilidade.

A funcéo desejabilidade, proposta por Derringer e Suich em 1980, tem como
objetivo encontrar uma condi¢cdo de compromisso onde todas as respostas estejam
dentro de uma regido aceita como desejavel, onde as respostas originais sao
codificadas entre 0 (condicdo indesejavel) e 1 (condicdo desejavel) (Hilario et al.,
2021). Esta funcdo tem sido utilizada para otimizar métodos de analise de alimentos
fazendo uso de respostas multiplas (Ferreira et al., 2019).

As respostas-alvo de otimizacao individual foram RCC = 1% (em 15 mL do
digerido) e RA = 0,3%, tendo sido atribuido as respostas o mesmo nivel de
importancia. Conforme é possivel verificar no Grafico de avaliacdo das respostas,
apresentado na Figura 20, o procedimento otimizado resultou em baixo teor de
carbono residual (13,6 %) e acidez residual (0,73 %). Essas condi¢cOes foram obtidas
através de: massa de amostra no menor nivel (1,0 g) e os maiores niveis de
temperatura (200 °C) e concentracdo (0,3 mol L), o que corresponde ao Ensaio 7.
Além disso nota-se que a desejabilidade global foi igual a 0,79, o0 que aponta a
concordancia entre a avaliacdo simultdnea e avaliacdo das variaveis de forma

independente.
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Figura 20 — Gréfico de avaliacdo das respostas: RCC e RA
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Fonte: A autora (2024)

O teor de carbono residual (13,6 %) obtidos para o Ensaio 7 é similar aquele
determinado por Araujo et al. (2002), na digestdo de plantas usando decomposicao
assistida por radiagdo micro-ondas na presenca de diferentes concentragcdes de HNO3
(2; 3;5; 7; 14 mol L'1), obtendo teores de RCC inferiores a 13 %. Além disso, os teores
de RCC determinados neste trabalho sdo também inferiores aqueles determinados
por Bizzi et al. (2010). Bizzi e colaboradores (2010) avaliaram eficiéncia de solucbes
diluidas de HNO3s para a decomposi¢cdo de amostras de figado bovino usando a
decomposicao por radiagdo micro-ondas em recipientes pressurizados com oxigénio,
encontrando teores de RCC <15 %, quando utilizou solugdo 2 mol L't HNOs, bem
como o emprego de oxigénio em pressdes de 0,5, 1, 1,5 e 2 MPa.

Destaca-se também que o teor de acidez obtido para a condi¢do 6tima foi de
0,73 % ou 0,173 mol L. Esse teor €é inferior aos valores determinados por Tarantino
et al. (2017), onde a acidez residual dos digeridos resultantes da decomposicao
assistida por radiacdo micro-ondas de amostras de arroz utilizando &cidos diluidos
variou de 0,9 a 3,2 mol L. O teor determinado neste trabalho também é inferior aos
valores obtidos por Savio, Fialho e N6brega (2019), que usaram solucdes diluidas de
HNO3s na decomposicédo de amostras de graos e cereais empregados na criagdo de
suinos, obtendo acidez residual inferior a 0,65 mol L.

O procedimento otimizado proposto foi entdo aplicado a 15 outras amostras de
vinagres coletadas na Regido metropolitana de Recife visando a determinacéo
elementar. No Quadro 5 apresenta-se as condi¢des experimentais adotadas para

aplicacao do Ensaio 7 a essas amostras.
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Quadro 5 — Condi¢cBes experimentais estabelecidas através do planejamento fatorial para a
decomposicéo de amostra de vinagres

Massa de amostra 109
7 mL de HNOz (0,3 mol L?); 1 mL de
H20:2

Mistura digestora

Rampa: 15 min; 200 °C; 1200 W
Rampa de Aquecimento Patamar: 15 min; 200 °C; 1200 W
Resfriamento: 15 min; 25 °C; 0 W

Volume Final 15 mL

Fonte: A autora (2024)

Sabe-se que a otimizacdo pode ser realizada usando planejamentos mais
complexos, como planejamento de trés niveis, composto central (CCD), Box-Behnken,
D-6timo e Doehlert (Candioti et al., 2014). No entanto, uma vez que nao foi observado
indicio de falta de ajuste e a regressdo foi considerada significativa, esses

planejamentos ndo foram necessérios para otimizar o procedimento de digestao.

5.3 VALIDACAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

O limite de deteccado (LD) é a menor concentracdo que pode ser distinguida
com um certo nivel de confianga, enquanto que o limite de quantificacdo (LQ), refere-
se a menor concentracdo ou massa do analito, que pode ser analisada
guantitativamente com uma confiabilidade razoavel (Skoog et al., 2006; Uhrovcik,
2014). Os valores de limite de deteccdo e quantificacdo determinados estdo

representados na Tabela 13.
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Tabela 13 — Limite de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) para as determinacées por ICP OES e
Fotometria de chama do procedimento proposto para a decomposi¢éo de vinagres em forno de micro-

ondas
Elemento LD(mglL?) LQ(mgL?) LD LQ
(ng gH)** (ng gh)***
Ca 0,076 0,230 1,14 3,45
Cd 0,001 0,002 0,015 0,030
Co 0,001 0,003 0,015 0,045
Cr 0,003 0,009 0,045 0,135
Cu 0,001 0,003 0,015 0,045
Fe 0,009 0,026 0,135 0,390
K* 0,633 1,900 9,49 28,5
Mg 0,040 0,120 0,600 1,800
Mn 0,001 0,002 0,015 0,030
Na* 0,700 2,10 10,5 31,5
Ni 0,014 0,042 0,210 0,630
Pb 0,008 0,025 0,120 0,375
Zn 0,009 0,027 0,135 0,405

*Fotometria de chama; **LD (ug g1) = 15 x LD (mg L), considerando volume final das
solugdes digeridas e massa de 1 g; ***LQ (ug g1) = 15 x LQ (mg L), considerando volume
final das solugdes digeridas e massa de 1 g.

Fonte: A autora (2024)

Conforme é possivel verificar analisando a Tabela 13, os valores de LD
variaram de 0,015 ug g* (Cd, Co, Cu e Mn) a 1,14 ug g* (Ca), considerando ICP OES.
Para as medidas por fotometria de chama, os valores de LD foram de 9,49 ug gt e
10,5 ug g'para os elementos K e Na, respectivamente. Ja os valores de LQ foram de
28,5ug gta31,5ug gl parakK e Na, respectivamente. Esses valores baixos de LD e
LQ podem indicar a alta sensibilidade do método, uma vez que conforme apontado
por Bizzi et al. (2014) e citado por Santos et al. (2019b), o uso de solu¢bes altamente
diluidas de HNOs no preparo de amostras resulta em baixos valores de brancos.

A linearidade de um método pode ser definida como a capacidade de fornecer
resultados de medicdo que sdo diretamente proporcionais do analito, ou que sao
diretamente proporcionais apés algum tipo de transformacdo matematica (Yuwono;
Indrayanto, 2005). Conforme se pode observar na Tabela 14, as faixas dinamicas
lineares sdo bastante amplas, além disso os resultados revelaram coeficientes de
correlacdo que apontam para uma relacao linear consistente em toda a faixa analisada
(comr>0,9976). Conforme recomendado pela ANVISA, os coeficientes de correlagéo
devem exceder 0,990 (BRASIL, 2017), enquanto que para o INMETRO (2003) um
valor acima de 0,90 é aceito, indicando a consisténcia e precisdo dos resultados
obtidos.
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Tabela 14 — Equacdes de regresséo linear para 13 elementos

Elemento Equacédo de regresséo Coeficientes de Faixa (mg L)
linear Correlacao
Ca y = 202736x + 9201,9 0,9999 0,1-10
Cd y = 15192x +199,71 0,9983 0,02-0,1
Co y = 74009 x -653,87 0,9977 0,02-0,1
Cr y = 144367x +940,86 0,9989 0,02-0,1
Cu y = 278781+397,82 0,9989 0,02-0,1
Fe y=162886x+1077,9 0,9979 0,02-0,1
K* y=1,0333x +0,0277 1,0000 2-100
Mg y = 400434x -68943 0,9997 0,1-10
Mn y = 1000000 x +4021,5 0,9987 0,02-0,1
Na* y =1,0891 x -0,5783 0,9999 2-100
Ni y = 48451 x +133,83 0,9994 0,02-0,1
Pb y = 6857,4 x +76,356 0,9979 0,02-0,1
Zn y = 25165 x +134,95 0,9976 0,02-0,1

*Fotometria de chama
Fonte: A autora (2024)

A fim de avaliar a preciséo e a exatidao, foram realizados testes de recuperagao
em dois niveis. Os valores de concentracdo adicionados e 0s respectivos valores de
recuperacdo dos analitos Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn,
considerando a digestédo assistida por radiacdo micro-ondas estdo demonstrados na
Tabela 15.
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Tabela 15 — Valores de recuperacéo (%) determinados via ICP OES e por fotometria de chama para
amostras de vinagres

Niveis
Elementos (mgL™) Al Bl M2 Vi

3 112,1+18 1375+2,6 1284+0,3 109624

Ca 7 113,2+0,6 129,8+4,2 1253+0,8 126,7+1,8
0,03 89,709 90,5+x0,7 93,111 95404

Cd 0,07 1136 +£1,1 1148+0,4 122,7+0,7 122,7+0,5
0,03 90,109 82620 99,7+21 85,6+0,9

Co 0,07 889+12 835+0,2 91,1+0,6 92,1+0,3
0,03 86,605 799+15 948+0,3 81,4+0,8

Cr 0,07 853+0,6 804+15 89,0+£0,5 90,6 +1,3
0,03 89,1+0,8 890+1,7 998+09 88,1+0,7

Cu 0,07 90,8+04 87,3+04 100,1+05 93,6+0,9
0,03 82,723 1043+159 86,3+29 50,8%£7,0

Fe 0,07 86,9+04 839+14,8 100404 73,8+1,8
3 120,0+2,3 113,3+5,0 1156+1,4 84,4+6,7

K 7 105,2+0,6 80,0+58 1148+6,9 1205+5,5
Mg 3 1086 +0,4 1248+2,0 123,0+1,6 113,1+1,0
7 110,0+£0,3 1226 +2,0 123,1+1,1 126,2+0,7

Mn 0,03 806+10 86,6+51 908+08 83,0+22
0,07 79,2+03 76,3+19 835%0,1 840x1,2

Na 3 104,4+15 1194+55 1398+1,0 73,3+3,7
7 95+14 106,3+18 1150+05 99,1+0,7

Ni 0,03 90,120 896+44 80,0+7,3 92,1+3,8
0,07 851+11 890+04 88,1+22 95,3+0,9

Pb 0,03 844+115 805+76 86,0+133 87,8+9,6
0,07 86,0+86 769+25 88,3+27 89917

7n 0,03 806+14 910+34 963+3,7 921+33
0,07 81,1+24 859+24 971+17 98,7+ 1,3

*Al: vinagre de alcool; B1: vinagre balsamico; M2: vinagre de magd; V1: vinagre de vinho tinto

Fonte: A autora (2024)

A partir dos dados apresentados na Tabela 15, observou-se que a faixa de

recuperacao variou entre 109,6 e 137,5 % para o Ca, entre 89,7 e 122,7 % para o Cd,
entre 82,6 e 99,7 % para o Co, entre 79,9 e 94,8 % para o Cr, entre 87,3 e 100,1 %
para o Cu. Além disso, as recuperacdes para o Fe oscilaram de 50,8 a 104,3, para o
K de 80,0 a 120,5, para o Mg de 108,6 a 126,2, para o Mn de 76,3 a 90,8, para o Na
de 73,3 a 139,8, para o Ni de 80,0 a 95,3, e para o Pb de 76,9 a 89,9; e entre 80,6 e

98,7 % para o Zn.

Também se nota que para Ca, Mg e Na obteve-se recuperagdes ligeiramente

acima de 120 %. Recuperacdo acima de 120 % para Ca, Na e K, também foram

observadas por Tozo, Pinheiro e Nobrega (2021), na elaboracdo de um procedimento
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de decomposicédo assistida por radiacdo micro-ondas para determinacéo posterior de
As, Cd, Pb e Sn usando ICP-MS e de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, P e Zn por ICP OES em
alimentos e suplementos infantis. As recuperacoes variaram de 70 a 128 % para ICP
OES e de 82 a 128 % para ICP-MS. Kleemann (2017), ao desenvolver um método
para a determinacéo Al, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V, Ni e Zn em amostras de lodo
por MIP OES, realizando previamente digestdo acida com sistema de dedo frio sob
refluxo também obteve recuperacdes altas para Ca entre 133 e 157 % e para K entre
161 e 168 %, as quais foram atribuidas a interferéncias para os comprimentos de onda
usados para estas determinacdes. Pode-se inferir, portanto, que as altas
recuperacdes observadas para Ca, Mg e Na no presente estudo podem ser atribuidas
a possiveis interferéncias analiticas durante as determinagfes. Conforme verificado,
a literatura documenta que interferéncias similares tém sido observadas em outros
métodos e matrizes.

Nota-se que recuperacdes baixas foram observadas para Fe na amostra V1,
em ambos os niveis de adi¢cao, o que pode indicar a ocorréncia de efeito de matriz.
Desse modo, ndo se considera o procedimento otimizado validado para a
determinacdo de Fe em amostras de vinagre de vinho, a exemplo de V1. Contudo,
recuperacdes baixas em apenas um nivel de adicdo foram observadas para Cr na
amostra B1l, para Mn nas amostras Al e B1, para Na em V1 e para Pb em B1.
Considerando que a maioria dos valores de recuperacéo esta dentro do intervalo de
75 a 125% estabelecido pela US EPA (2018), acredita-se que o procedimento
proposto neste trabalho se encontra validado para determinacao de Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn (nas amostras de vinagre de alcool, balsamico, maca

e vinho tinto) e de Fe apenas nas amostras de vinagre de alcool, balsdmico e maca.

5.4 APLICACAO DO METODO PROPOSTO NA ANALISE DE AMOSTRAS

O procedimento de decomposic¢éo foi validado para determinar Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb e Zn em 16 amostras de vinagre por ICP OES e
fotometria de chama. As amostras, decompostas em quadruplicata, tiveram os teores
meédios apresentados na Tabela 16. Cd, Co, Cr, Ni e Pb n&o aparecem na tabela por
estarem abaixo do limite de quantificagdo, indicando niveis tragco que demandariam

uma técnica mais sensivel, como o ICP-MS.
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Tabela 16 — Concentracdo, em pug g1, para amostras de vinagres digeridas usando decomposicao assistida por radiagdo micro-ondas (média + desvio

padrdo, n=4)
Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn

Al 14,4+ 2,3 <0,045 0,79+0,15 32+4 8,0£0,7 0,052 = 0,003 108 £ 10 <0,405
A2 74+1,3 <0,045 0,54 + 0,08 <28,5 6,4+0,8 0,045 £ 0,006 53,6 £ 6,7 <0,405
A3 20,714 <0,045 <0,390 <28,5 8,1+£0,3 <0,030 94+6 <0,405
A4 27,3+1,1 <0,045 0,80 + 0,05 <28,5 14+0,4 0,059 + 0,004 128+ 3 <0,405
Bl 149 £ 10 0,119+0,002 7,03+0,31 1336 = 68 8l1+4 2,10+0,11 514 + 28 0,67 = 0,06
B2 101,00+ 17,6 0,129+0,008 490+0,72 1199 + 64 81+9 1,42 £0,19 220 £ 29 0,64 + 0,05
B3 130,3+17,0 <0,045 3,09 + 0,38 2097 + 119 97+ 5 1,79+ 0,21 321+ 12 0,50 £ 0,06
B4 424 +1,2 <0,045 4,47 £ 0,14 468 + 7 22,705 3,23 £ 0,09 133+6 <0,405
M1 20,7+0,7 <0,045 <0,390 <28,5 8,3+0,2 <0,030 94+3 <0,405
M2 16,6 £1,3 <0,045 0,45+ 0,04 858 £ 11 24 £ 2 0,59 +£0,04 <31,5 <0,405
M3 225+1,5 <0,045 1,76 £ 0,03 782+ 7 29+1 0,70+ 0,01 178+ 6 <0,405
M4 43,3+4,9 <0,045 1,03+0,15 718 £ 4 24 +2 0,27 £ 0,02 <31,5 <0,405
V1 359+2,8 <0,045 NV 571+ 20 26+ 2 0,67 = 0,05 104 +9 <0,405
V2 75,7 +8,5 <0,045 NV 458 + 27 27+ 1 1,24 + 0,15 <31,5 <0,405
V3 58,6 +7,0 <0,045 NV 1010+ 6 495 1,13+0,13 <31,5 0,75+0,11
V4 37,3+£5,0 <0,045 NV 599 +4 26+2,0 0,59 + 0,07 180+ 21 <0,405

Faixa 7,4 - 149 <0,045 - 0,129 <0,390 - 7,03 <28,5 — 2097 6,4 - 97 <0,030 - 3,23 <31,5-514 <0,405-0,75

* NV: Procedimento néo validado para determinacéo de Fe em vinagres de vinho tinto

Fonte: A autora (2024)

O desvio padrao relativo (DPR %) é mostrado na Tabela 17. Para macrominerais, os desvios padrdo relativos (DPR %)
variaram de 2,84% a 17,4% para Ca, de 0,52% a 11,7% para K, de 2,00% a 12,6% para Mg e de 2,41% a 13,1% para Na.
Considerando os microminerais, a DRP % foi de 1,55 a 6,52% para Cu, de 1,50 a 19,6% para Fe, de 1,54 a 13,2% para Mn, e de
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8,20 a 14,5 % para Zn. Uma vez que os valores de DPR % foram inferiores a 20 %, pode-se inferior que o procedimento proposto &

preciso.
Tabela 17 — Desvio Padrdo Relativo (DPR %) para 16 amostras de vinagres (n=4)
Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Na Zn
Al 15,7 <LQ 19,6 11,7 9,21 6,08 9,07 <LQ
A2 17,0 <LQ 15,7 <LQ 12,6 12,26 12,6 <LQ
A3 6,71 <LQ <LQ <LQ 4,15 <LQ 6,51 <LQ
A4 4,17 <LQ 6,48 <LQ 3,03 6,50 2,41 <LQ
Bl 6,85 1,55 4,47 5,12 5,16 5,11 5,37 8,50
B2 17,4 6,52 14,7 5,31 10,9 13,2 13,1 8,20
B3 13,0 <LQ 12,3 5,66 4,98 11,9 3,76 11,3
B4 2,84 <LQ 3,13 1,47 2,00 2,70 4,39 <LQ
M1 3,16 <LQ <LQ <LQ 2,98 <LQ 3,30 <LQ
M2 8,00 <LQ 8,39 1,22 6,47 6,99 <LQ <LQ
M3 6,54 <LQ 1,50 0,86 3,42 1,54 3,54 <LQ
M4 11,3 <LQ 15,0 0,52 9,24 8,52 <LQ <LQ
V1 7,65 <LQ NV 3,42 6,95 7,03 8,54 <LQ
V2 11,3 <LQ NV 5,81 4,76 11,8 <LQ <LQ
V3 12,0 <LQ NV 0,59 11,1 11,5 <LQ 14,5
V4 13,3 <LQ NV 0,63 6,91 11,3 11,8 <LQ

*< LQ: abaixo do limite de quantificacdo (LQ); NV: Procedimento ndo validado para determinacéo de Fe em vinagres de vinho tinto

Fonte: A autora (2024)
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E necessario destacar que a Instrucdo Normativa n® 160, de 1° de julho de
2022, publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(ANVISA), estabelece os limites maximos tolerados (LMT) de contaminantes em
alimentos (BRASIL, 2022). Apesar de apresentar limites maximos para os teores de
As, Cd, Cu, Cr, Pb, Hg, Sn para varios alimentos, ela ndo contém os limites maximos
para esses contaminantes em amostras de vinagres. De acordo com o governo
espanhol, em amostra de vinagres, os niveis de As e Pb ndo deve exceder 0,5 mg L-
1, enquanto que os niveis de Hg devem limitar-se a 0,05 mg L. Por sua vez niveis de
Cu e Zn ndo devem exceder 10 mg L (Ministerio de la Presidencia, 1993). Diante dos
resultados apresentados na Tabela 16, verifica-se que nenhuma amostra ultrapassou

esses limites.

Neste trabalho, as concentracbes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn
encontram-se nos seguintes intervalos: 7,4 - 149 ug g%, <0,045 - 0,129 pg g4, <0,390-
7,03 ug gt <28,5-2097 ug gL, 6,4-97ug gL, <0,030 - 3,23 ug g7, <31,5 - 514 g
g7%, <0,405 - 0,75 pg g4, respectivamente. Avaliando esses intervalos, verifica-se que
a espécie com maior concentracao foi K, seguido de Na, Ca e Mg. Em contrapartida,
para 0s microminerais, a espécie com maior concentracao foi Fe, seguido por Mn, Zn

e Cu.

Antoniewicz et al. (2022), encontraram niveis de K de 936,07 a 1472,3 mg L
em amostras de vinagres de uva caseiros, esses teores foram mais altos em
comparacao aqueles determinados por Akpinar-bayizit et al. (2010), que encontrou
teor médio de 710,19 + 310,659 mg L. Os teores de K encontrados para diferentes
tipos de vinagres foram inferiores aqueles determinados por estes autores e variaram
de 1,900 (para A2, A3, A4, M1) a 139,8 mg L}(B3). Com relacéo aos teores de Na
encontrou-se niveis abaixo de 2,10 mg L* (para M2, M4, V2, V3) a 34,26 mg L para
B1. Rizzon e Miele (1998) também encontraram teores baixo de Na, para vinagres de
vinho branco foram encontradas concentracdes entre 20 - 526 mg L, enquanto que
para vinagres de vinho tinto encontrou-se 20 - 557 mg L1, sendo portanto similar ao
nivel encontrado no presente trabalho. Esses teores majoritarios de Na e K é
consistente com outros trabalhos publicados na literatura (Akpinar-bayizit et al. 2010,
Antoniewicz et al., 2022; Ousaaid et al., 2022). A exemplo de Akpinar-bayizit acredita-

se que a fonte desses minerais no vinagre seja ocasionada pela matéria-prima
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utilizada no processo de fabricacéo, tais como uvas, macas e outras frutas, utilizadas

na producéao.

O teor mais elevado de Ca foi de 149 ug g71, obtido para a amostra B1; por sua
vez, a amostra B3 apresentou o maior nivel de Mg, que foi equivalente a 97 ug g4,
sugerindo que amostras de vinagre balsamico séo ricas em Ca e Mg. De acordo com
Marengo e Aceto (2003), o Ca, Mg e K sédo os elementos mais absorvidos pelas
videiras. Neste trabalho, as concentracdes de Ca variaram de 0,49 (A2) até 9,93 mg
L1 (B1); enquanto que as concentracdes de Mg estiveram entre 0,43 (A2) até 6,47 mg
Lt (B3). Ozturk et al. (2015), ao realizar a caracterizagdo de amostras de vinagres
caseiros tradicionais produzidos na Turquia, encontraram concentracdes variando de
Ca entre 88,6 a 931,90 mg L?, o que representa teores relativamente altos em
comparagdo ao presente trabalho. Entretanto, teores de Mg entre 5,9 a 9,3 mg L
foram encontrados por Da Silva et al. (2007), o que é similar aos teores encontrados

pela presente pesquisa.

De acordo com Paneque et al. (2017), os teores de Cu e Zn estdo presentes
naturalmente no solo, mas podem ser influenciados pela atividade agricola, bem como
pelo contato das superficies metalicas dos tanques e tubos metalicos durante o
processo de vinificagcdo. Apenas nas amostras B1 e B2 encontrou-se teores de Cu,
gue foram, respectivamente, 0,119 e 0,129 ug g%, o que equivale a 0,0079 e 0,0086
mg L. O Zn também foi encontrado nas amostras B1, B2, B3 (has concentracdes em
mg Lt de 0,045; 0,043; 0,033), bem como na amostra V3 com um teor elevado de
0,75 ug g7 ou 0,050 mg L para a amostra V3. Similarmente ao presente trabalho,
Akpinar-bayizit ndo encontrou teores de Zn para vinagre de maca. A regulacéo
espanhola estabelece que o teor total de Cu + Zn néo deve exceder 10 mg L. Os
teores de Cu e Zn nas amostras foram, em geral, baixos, de modo que nenhuma das

amostras excedeu esse nivel.

Em relagdo ao Mn, os resultados demonstraram que a grande maioria das
amostras apresentou teores deste elemento, com excecao de A3 e M1. Notavelmente,
0s vinagres balsamicos se destacaram por exibirem os maiores teores, seguidos pelos
vinagres de vinho. Segundo Da Silva et al. (2007), essa presenca de Mn nas amostras
pode ser explicada pela adi¢cao de ativadores para o crescimento de bactérias durante

a fermentacgédo alcodlica. Por outro lado, Guerrero et al. (1996) apontam que 0s niveis
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de Mn nos vinagres tendem a ser baixos, o que € compativel com a presente pesquisa,
e sao influenciados principalmente pela presenca de Mn no vinho, sendo este altimo
uma caracteristica da regido de producdo e de fungicidas ditiocarbamicos
adicionados.

Considerando os niveis de Fe, em geral, foram obtidos teores mais elevados
para amostras de vinagres balsamicos em comparagdo com vinagres de alcool e de
maca, o que é compativel com dados relatados na literatura (Artiles, 1998). A amostra
com o maior teor de Fe foi B1, com um teor de 7,03 ug g1 ou 0,49 mg L. Esta
concentracdo de ferro pode ser atribuida tanto a fontes naturais, como a absor¢éo do
mineral pelo solo por parte das uvas (Vitis vinifera) ou residuos de particulas do solo,
guanto a fontes artificiais, como equipamentos de vinificacdo e recipientes de aco
(Marengo; Aceto, 2003).

Em relacdo aos vinagres de alcool, notou-se variagdo nos teores, expressos
em ug g Ca (7,4 - 27,3); Cu (<0,045), Fe (<0,390 - 0,80), K (<28,5 - 32), Mg (6,4 -
14), Mn (<0,030 - 0,059), Na (53,6 - 128), Zn (<0,405). Os teores de nutrientes para o
vinagre branco ou destilado, conforme indicado pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA), sdo em pg g*: Ca (60), Cu (0,06), Fe (0,3), K (20), Mg (10),
Mn (0,55), Na (20), Zn (0,1). Para Ca, Cu, Mn, os teores determinados na presente
pesquisa encontram-se abaixo dos niveis estabelecidos pela instituicdo e Zn em todas
as amostras, porém para Fe nas amostras Al, A2 e A4, bem como para K na amostra
Al e Mg na amostra A4 e Na em todas as amostras de vinagre de alcool, os teores
encontram-se acima dos limites determinados pela instituicdo. Ressalta-se que a
amostra A4 apresentou teor de Mg igual a 14 ug g, o que se aproxima dos resultados
apontados pela USDA.

Os dados obtidos experimentalmente, bem como os dados da literatura (Artiles,
1998), que sugerem que vinagre de alcool apresentam niveis menores de elementos
minerais. Uma vez que o vinagre branco destilado é elaborado a partir de alcool puro
diluido em agua, ao qual podem ser adicionados certos nutrientes, pratica comum na
industria, infere-se que os baixos teores encontrados séo resultantes do processo de
fabricacéao (Heath, 1977).

O USDA aponta que o vinagre balsamico apresenta 0s seguintes teores de
minerais em pg g'*: Ca (270); Cu (0,26); Fe (7,2 mg); K (1120 mg); Mg (120 mg); Na
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(230 mg ); Zn (0,8 mg). Para vinagre balsamico, os teores obtidos neste trabalho
variaram em pg g de: Ca (42,4 - 149); Cu (<0,045 - 0,129); Fe (3,09 -7,03); K (468 -
2097); Mg (22,7 - 97); Mn (1,42 — 3,23); Na (133 - 514); Zn (<0,405- 0,67). A amostra
B1 apresentou teores de Fe similares aqueles apresentados pela instituicdo, niveis de
K altos foram obtidos para as amostras B1, B2, B3, mas esses encontram-se proximos
do teor esperado apenas para B1 e B2. Em relacdo a Na teores altos foram obtidos
B1 e B3 e niveis baixos para B4, sendo B2 a amostra que apresenta teor mais préximo
aguele determinado pela USDA. Para Ca, Cu, Mg e Zn, os teores determinados
encontram-se abaixo do teor médio apontado. Pode-se inferir por meio da presente
analise que vinagres balsamicos sdo ricos em micro e microminerais. Uma vez que o
vinagre aceto balsamico € produzido a partir do mosto ou suco de uva, e tendo em

vista que este é rico em Ca e K como elementos principais (Fabani et al., 2009).

Para vinagres de macd, os teores variaram em pug g de: Ca (16,6 - 43,3); Cu
(<0,045); Fe (<0,390 - 1,76); K (<28,5 - 858); Mg (8,3 - 29); Mn (<0,030 - 0,70); Na
(<31,5 -178); Zn (<0,405). De acordo com a Tabela Brasileira de Composicao de
Alimentos (TBCA) os seguintes teores em pg g* sdo esperados em vinagres de magca:
Ca (70); Cu (tr); Fe (2); K (730); Mg (50); Mn (2,5); Na (50); Zn (0,94). Nota-se que 0s
teores determinados na presente pesquisa se encontram abaixo dos teores médios
esperados para as espécies Ca, Fe, Mg, Mn, Zn. Porém destaca-se que o0s niveis de
Cu sdo apontados como niveis traco, o que é similar a presente pesquisa, destaca-se
também que teores de potassio similar aquele apontado pela TBCA foram
determinados, além disso os teores de Na determinados na presente pesquisa é
superior aquele determinado pela TBCA.

Nota-se também que os vinagres de maca apresentaram altos teores de Na e
K, como Akpinar-Bayizit acredita-se que esses teores sejam resultantes dos materiais
utilizados no processo de fabricacdo, sejam eles uva, macgd e outras frutas. E
necessario destacar ainda Ousaaid et al. (2022) avaliaram o teor de elementos
minerais em vinagre de macéd produzidos por métodos industriais; esses autores
obtiveram os seguintes valores por elemento, em mg L% Ca (3,21); Fe (0,11); K
(37,87); Mg (3,72); Na (6,12); Zn (0,24). Esses teores séo similares aos encontrados
na presente pesquisa para Ca, Fe, K e Na; porém, os teores de Mg e Zn foram

inferiores aqueles determinados pelos autores. Acrescenta-se também que 0s niveis
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de Cd, Cr, Cu e Pb néo foram encontrados pelos autores, o que também ocorreu na

presente pesquisa.

Em vinagres de vinhos, os teores obtidos foram em pg g*: Ca (35,9 - 75,7); Cu
(<0,045); K (458- 1010); Mg (26- 49); Na (<31,5 -180); Zn (<0,405 - 0,75). De acordo
com USDA, em vinagres de vinho espera-se 0s seguintes teores minerais em pug g*:
Ca (60); Cu (0,1); K (390); Mg (40); Na (80); Zn (0,3). Teores altos em comparacao a
USDA foram observados em: Ca (V2); K (V1, V2, V3, V4); Mg (V3); Na (V1, V4); Zn
(V3). Observa-se ainda que as amostras apresentaram similares ou proximos aos
teores médios determinados pela USDA foram: Ca (V2), K (V2), Mg (V3) e Mn (V4).

Os teores minerais encontrados na presente pesquisa para os elementos Ca,
K e Mg em vinagres de vinho estdo abaixo dos teores médios observados em estudos
anteriores, como os de Paneque et al. (2017) e Antoniewicz et al. (2022). Essas
diferengcas podem ser atribuidas a uma variedade de fatores, incluindo as
caracteristicas das uvas utilizadas, os métodos de fermentacdo e maturacdo, as
condicBes ambientais durante o cultivo e processamento das uvas, bem como as
praticas de producdo, como o tipo de solo, fertilizantes e técnicas de cultivo
empregadas. A interacdo entre 0s componentes minerais na matéria-prima e 0s
processos de fermentacdo e maturacdo também pode influenciar a composicéao
mineral dos vinagres. No entanto destaca-se que vinagre de vinho apresentaram
como elementos majoritarios concentracdes de K e Na, respectivamente. Como ja
mencionamos anteriormente, o K € o elemento mais abundante em vinagres de vinho,
embora também possa aumentar devido a adicdo de metabissulfito, enquanto que Na
provém naturalmente do Na ou é resultante da adi¢édo de cloreto, em tratamentos de

salga.

E necessario acrescentar que a quarta e Gltima vers&o da Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO, 2001), publicada em 2011 pela Universidade
Estadual de Campinas através do Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentacao
(NEPA), ndo apresenta informacdes sobre a composicdo mineral de vinagres. No
entanto, a TBCA, também chamada de Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos, desenvolvida pela Universidade de Sao Paulo (USP) e pelo Food Research
Center (FORC), bem como pela Rede Brasileira de Dados de Composi¢do de

Alimentos (BRASILFOODS), contém alguns dados relevantes sobre a composicéo
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dessas amostras. Portanto o presente trabalho contribui para a geracao de dados para

a Tabela de Composicdo Quimica de alimentos e outros trabalhos.

De acordo com Da Silva et al. (2007), ao consumir 5 mL de vinagre por dia, as
guantidades dos elementos analisados (como metais ou compostos) ingeridas sao
substancialmente inferiores aos valores considerados seguros e adequados para a

ingestédo diaria, conforme as recomendacdes nutricionais.

5.5 ANALISE EXPLORATORIA DOS DADOS EMPREGANDO PCA

A analise por componentes principais auxiliou na interpretacdo de informacdes
sobre a composicdo dos vinagres em relacdo aos elementos minerais presentes nas
amostras, mostrada na Figura 21. A primeira componente principal (PC) explicou 70
% da variancia total dos dados, enquanto a segunda, 10 %, a terceira, 8 %, e a quarta,
5%, totalizando aproximadamente 95 % da variancia explicada, sem presenca de

amostras andbmalas.
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Figura 21 — Escores e pesos da PCA para dados de elementos minerais presentes nas amostras de
acordo com tipos de vinagre. (a) Escores de PC1xPC2; (b) Pesos de PC1xPC2; (c) Escores de
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Os graficos de escores apresentaram agrupamentos das amostras referentes
ao mesmo tipo de vinagre, na Figura 21 (a) é mais perceptivel o agrupamento dos
vinagres balsamicos em relacdo aos demais, devido aos altos teores de Mg e Zn,
apresentados na Figura 20(b). Esse agrupamento se tornou mais perceptivel pela
PC3, em 20(c), considerando também a influéncia de Ca e Fe nessas amostras de
balsamico. Assim como, 0s agrupamentos das amostras de vinagres de vinho e maca
se aproximaram em relacdo a presenca de K, apresentando teores intermediarios em
relacéo os balsamicos e alcoolicos, conforme apresentado Figura 20 (c) e Figura (d).
Aparentemente, os elementos Mn, Na e Cu nao contribuiram significativamente na
variabilidade dos dados considerando os resultados obtidos pela anéalise exploratoria

dos dados.

A Andlise de Componentes Principais (PCA) indica que a riqgueza de elementos
minerais em amostras de vinagres balsamicos, previamente mencionada na sec¢ao
5.4, é responséavel pela distingdo em um grupo especifico. Acredita-se que os altos
teores de minerais caracteristicos dessas amostras contribuem para essa distingdo.
Também se infere pela PCA que os vinagres de alcool e de maca podem apresentar
composi¢cdo mineral similar, uma vez que formam um grupo com caracteristicas

semelhantes.

Visando a distingdo evidente dos padres de comportamento das amostras,
outras estratégias quimiométricas poderiam ser adotadas, como a Analise Hierarquica
de Cluster (HCA) ou mesmo técnicas supervisionadas, como a Analise Discriminante
Linear (LDA). Também se destaca a necessidade de aumentar o nimero de amostras,
uma vez que a adicdo de mais dados pode ajudar a aumentar a variabilidade e facilitar

a identificacdo de padrbes pela PCA.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi proposto um procedimento de decomposicéo assistido por
micro-ondas para amostras de vinagres usando acido nitrico diluido e peroxido de
hidrogénio como reagente oxidante auxiliar. Um planejamento fatorial de dois niveis,
com trés repeticdes no ponto central e trés variaveis — massa de amostra, temperatura
de decomposicao e concentracdo de HNOs - foi empregado para determinar a melhor

condicdo de decomposi¢cdo das amostras de vinagres.

A inspecdo visual dos digeridos apontou o Ensaio 7 como a condi¢do 6tima,
gue permitiu obter digeridos com teor médio de carbono residual e de acidez residual
de 13,6% e 0,73%, respectivamente. As condi¢cbes experimentais otimizadas foram:
1,0 g de amostra, temperatura de 200 °C e uma mistura digestora contendo 1 mL de

H202 e 7 mL de HNOsz em uma concentracao de 0,3 mol L™

Os fatores significativos para o RCC foram: o efeito principal da massa (A) e da
temperatura (B), bem como o efeito de interacdo entre massa e temperatura (AB) e
os efeitos de interag&o entre massa, temperatura e concentracido de HNO3s (ABC). Por
sua vez, considerando a RA, verificou-se que apenas a interagdo entre massa (A) e
concentracdo de HNOs (C) nao foi significativa. Verificou-se ainda que a magnitude

dos demais efeitos era pequena quando comparada com o efeito principal da massa
(A).

O procedimento otimizado permitiu a obtencéo de LD entre 0,015a 1,14 pg g™
para os analitos (Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn) em ICP OES e LD de
9,49 ug gt e 10,5 ug g%, para K e Na, respectivamente, determinados no fotdmetro
de chama. As curvas analiticas foram lineares com coeficientes de correlacéo

superiores a 0,9976.

Apbs a validacéo, o procedimento foi aplicado a 16 amostras de vinagre o que
permitiu determinar as concentragbes de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn que
encontram-se nos seguintes intervalos: 7,4 - 149 ug g4, <0,045 - 0,129 ug g4, <0,390
-7,03pug gL, <28,5-2097ug gt 6,4-97pug g, <0,030-3,23ug gL, <31,5-514 ug
g7%, <0,405 - 0,75 pg g%, respectivamente.

Em relacdo a PCA, notou-se que aproximadamente 95% da variancia total foi

explicada pelas quatro primeiras componentes principais: a primeira explicou 70%, a
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segunda 10%, a terceira 8% e a quarta 5%. Além disso, ndo foram observadas

amostras andmalas.
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7 PERSPECTIVAS

Realizar a determinacdo dos niveis de Cd, Co, Cr, Ni, Pb em amostras de
vinagres através de uma técnica cuja sensibilidade seja alta, como ICP-MS. Além
disso, pode-se aumentar o niumero de amostras a fim de ampliar a variabilidade dos

dados, possibilitando assim a identificacdo de padrdes pela PCA.
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RESUMO SIMPLIFICADO

Diversos estudos cientificos tém demonstrado as propriedades terapéuticas dos
vinagres. O vinagre é um alimento da classe dos condimentos e podem ser compostos
de nutrientes e bioativos. Conhecidos ha quase 10.000 anos, os vinagres ndo eram
apenas utilizados na preservacdo de alimentos, mas também na elaboracdo de
medicamentos e rituais. Tendo em vista que estdo disponiveis no mercado uma
variedade de marcas e tipos de vinagres, bem como pela importancia dos metais no
metabolismo, a potencial toxicidade de certos elementos e a deteccao de adulteracéo
do produto, assim como a caracterizacdo do vinagre, é importante a quantificacéo da
composicao elementar no vinagre. Dessa forma, o presente trabalho desenvolveu um
método de digestdo de amostras de vinagres, através da decomposicao assistida por
radiacdo micro-ondas na presenca de acido nitrico diluido e peroxido de hidrogénio
para a determinacdo de Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb e Zn por
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Acoplado Indutivamente (ICP OES) e
de K e Na por fotometria de chama. As respostas do planejamento fatorial foram o
teor de carbono residual (RCC) e acidez residual (RA). A condicao otimizada permitiu
a obtencédo de digeridos finais com teor médio de carbono residual e acidez residual
de 13,6% e 0,73%. A aplicacdo da condicdo otimizada em 16 amostras de vinagres,
sendo elas amostras de vinagre de alcool, balsamico, macéa e vinho tinto, permitiu a
obtencao das seguintes faixas de concentracéo em pg g*: Ca (7,4 - 149), Cu (<0,045
- 0,129), Fe (<0,390 -7,03), K (<28,5 - 2097), Mg (6,4 - 97), Mn (<0,030 - 3,23), Na
(<31,5-514), Zn (<0,405 - 0,75), respectivamente. Concentracdes de Cd, Co, Cr, Ni e
Pb foram encontradas abaixo do limite de quantificacdo para todas as amostras

analisadas.
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