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RESUMO

DETERMINACAO E FRACIONAMENTO DE BARIO EM CASTANHA-
DO-PARA

Este trabalho envolve o emprego de técnicas espectroanaliticas, i.e.
espectrometria de absor¢ao atdmica com atomizagao eletrotérmica em forno de
grafite (GFAAS) e espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente com configuracdo axial (ICP OES), para a determinacdo e
fracionamento de bario em castanha-do-Para. Esse alimento ¢ amplamente
apreciado tanto pelo valor nutricional quanto pelo sabor agradavel. Por ser rico
em gorduras e proteinas representa uma matriz complexa e de dificil analise.
Buscou-se o conhecimento da forma quimica em que bario se encontra na
castanha-do-Para, devido a toxicidade desse elemento e a dependéncia do modo
pelo qual ¢ absorvido pelo organismo com a sua forma quimica. Os teores totais
de bario nas amostras de castanha-do-Para variaram entre 860 ¢ 2084 mg/kg. As
determinagdes em diferentes fragdes obtidas por intermédio de extracdes
seqilienciais com base na solubilidade e composicdo quimica envolvendo
lipidios, proteinas e compostos de baixa massa molecular (LMW) foram
efetuadas por ICP OES. Maiores teores de bario foram determinados nas fragdes
LMW e insoluvel, que variaram entre 778 ¢ 1606 mg/kg e 551 e 1520 mg/kg,
respectivamente, indicando a indisponibilidade desse elemento ao organismo
humano. Calculos estequiométricos para as possiveis reagdes envolvidas
indicaram uma relacdo direta entre bario e enxofre na fracdo de compostos
LMW, possibilitando inferir que bario se encontra na forma de BaSO,. Essa

suposi¢ao também foi confirmada por experimentos termogravimétricos.
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ABSTRACT

DETERMINATION AND FRACTIONATION OF BARIUM IN BRAZIL
NUTS

In this work it was studied the determination and fractionation of
barium in Brazil nuts employing several strategies for sample preparation and
spectroanalytical techniques, i.e. graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GFAAS) and inductively coupled plasma optical emission
spectrometry with axial view (ICP OES). Brazil nuts is a widely consummed
food due to its nutritional value and good taste. The chemical analysis of Brazil
nuts is not trivial due to its complex matrix. The fractionation of barium in
Brazil nuts was studied owing to the toxicity of this element and the strong
correlation between chemical form and absorption. The total content of barium
varied from 860 to 2084 mg/kg. Sequential extractions were performed based on
solubility in different media and also lipids, proteins and low molecular weight
fractions (LMW). Barium was determined in all extracts by ICP OES. The
highest contents of barium were determined in the LMW and insoluble fractions
with 778 to 1606 and 551 to 1520 mg/kg, respectively. As expected, these
results indicate the unavailability of this element in this food for humans. Based
on the contents of barium and sulfur in different fractions and stoichiometric
calculations it was possible to infer that barium occurs in the BaSO, form. The
presence of this chemical form was also confirmed by thermogravimetric

experiments.
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1-INTRODUCAO

O conhecimento sobre os elementos essenciais € tOxicos presentes
nos alimentos vem adquirindo importancia vital, bem como a forma quimica em
que estdo presentes. Estudos mostram que a biodisponibilidade de elementos e
os modos em que sdo armazenados no corpo dependem de sua forma quimica’.

Nesse contexto, a especiagdo desempenha um papel fundamental,
representando um processo importante para a identificagdo de formas quimicas
nas quais um elemento estd presente nos alimentos, incluindo aspectos
relevantes, tais como o estado de oxidacdo e a formagdo de complexos estaveis
com outros constituintes”.

A andlise e especiacdo de amostras bioldgicas normalmente
requerem um tratamento adequado, uma vez que a matriz pode interferir
consideravelmente na técnica de determinagdo e as espécies de interesse
provavelmente estardo presentes em baixas concentragdes, podendo apresentar
baixa estabilidade’. Raramente os alimentos sdo analisados sem um pré-
tratamento, que pode envolver processos de digestdo, pré-concentracao de tragos
e remocdo de interferentes”.

A espectrometria de absor¢do atdmica (AAS) tem sido aplicada
para determinar quantitativamente elementos quimicos, ndo somente em
amostras alimenticias, mas também em amostras ambientais. Essa técnica
envolve a geracdo de vapor atdmico a partir da amostra utilizando geralmente
chamas e atomizadores eletrotérmicos.

A espectrometria de absor¢ao atomica com chama (FAAS) ¢ seletiva e
rapida, sendo uma técnica freqiientemente usada para a determinacao elementar.
Considerando-se a simplicidade, a atomiza¢do em chama ¢ superior a todos os
outros métodos de atomizag¢ao desenvolvidos para medidas de absor¢do atomica

com introducao de amostras liquidas.
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Entretanto, em termos de sensibilidade outros métodos sao
consideravelmente melhores. Entre esses, a espectrometria de absor¢ao atomica
com atomizagao eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS) oferece a vantagem
de proporcionar alta sensibilidade para baixos volumes de amostra. Os
atomizadores eletrotérmicos proporcionam um aumento na sensibilidade devido
a eficiente atomizacdo da amostra sob altas temperaturas e ao maior tempo de
residéncia dos dtomos no caminho Optico. Além disso, a aliquota de amostra
selecionada ¢ totalmente transferida para o atomizador.

A espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) também ¢ amplamente empregada para andlises de
amostras biologicas. Em geral, proporciona maior sensibilidade que a FAAS,
além de ser uma técnica multielementar e simultanea’.

Todas essas técnicas podem ser aplicadas para a andlise de
castanha-do-Para desde que sejam adotados procedimentos adequados para a
conversao do solido em uma solucdo representativa, uma vez que esse alimento
representa uma matriz bastante complexa.

A castanha-do-Para ¢ uma fonte rica de nutrientes, principalmente
proteinas, gorduras, vitaminas, minerais e fibras. E um alimento genuinamente
brasileiro, nativo da regido norte do pais, também conhecido como castanha-do-
Brasil.

Dentre os efeitos benéficos a saude humana, destaca-se a acao
anticarcinogénica’. A agdo desse alimento contra a formagdo de tumores tem
sido investigada e esse efeito parece relacionado aos elevados teores de selénio,
presente principalmente na forma de selenometionina e também associado a
compostos de baixa massa molecular®.

O selénio apresenta caracteristicas essenciais quando presente em
baixas concentracdoes ou toxicas se estiver presente em altas concentracoes,
sendo que a diferenca em concentracdo entre a essencialidade e a toxicidade ¢

pequena’. Além da anticarcinogenicidade, possui propriedade antioxidante e
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antagonica a alguns elementos toxicos como mercirio e cadmio'®. CHEN et al.
associaram a deficiéncia de Se a doenca de Keshan, que ocorreu na China em
1935, envolvendo cardiomiopatia endémica'".

Além desse elemento com ocorréncia pouco usual em alimentos, a
castanha-do-Pard contém altos teores de bario, um metal alcalino terroso que
nao existe na natureza em sua forma elementar, mas ocorre como um cation
divalente em combina¢io com outros elementos'>. O bario possui varias
aplicagdes industriais e seus sais soliveis sdo toxicos, sendo que em
concentracoes elevadas pode causar estimulos musculares intensos acarretando
vOmitos, hemorragia, paralisia, parada cardiaca e até mesmo a morte>. A dose
letal para humanos ¢ de 3 a 4 g, dependendo do género e massa corporal do
individuo'*. Devido a toxicidade desse elemento, pronunciada na forma soltvel
biodisponivel, torna-se relevante estabelecer a espécie em que se encontra
presente na castanha-do-Pard, uma vez que esse ¢ um alimento amplamente
consumido. Como o modo de absor¢ao no intestino ¢ movimentos subseqiientes
dentro do organismo sdo dependentes da forma quimica, as informagdes sobre
especiacdo podem ser usadas para predizer e interpretar como o elemento em
questdo ¢ metabolizado.

A determinag¢do de Ba quando presente em baixas concentragdes
pode ser feita por GFAAS. Contudo, em amostras de castanha-do-Para esse
elemento apresenta altos teores, sendo eventualmente possivel o emprego de
FAAS. Contudo, ambas as técnicas apresentam algumas limitagdes para a
determinacdo de Ba. Em FAAS ha formacgdo de 6xidos termicamente estaveis
que sdo apenas parcialmente dissociados em chama ar-acetileno. Esse efeito
pode ser minimizado mediante o emprego de chama 6xido nitroso-acetileno.
Entretanto, usando-se essa chama o bario é ionizado em 80 a 90 %. Por outro
lado, usando-se GFAAS ocorre a formagao de carbetos refratarios ¢ também
uma interferéncia ocasionada pela emissdo de radiacdo do tubo de grafite.

Assim, a qualidade do grafite pirolitico ¢ de fundamental importancia e
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temperaturas de atomizagdo demasiadamente altas devem ser evitadas’,
Finalmente, a técnica de ICP OES proporciona sensibilidade superior a FAAS
para a maioria dos elementos, podendo ser utilizada para avaliar a exatiddo dos
teores obtidos.

A andlise da castanha-do-Para ¢ dificultada pela sua composicao
quimica complexa, tipicamente contendo de 50 a 70 % de lipidios, 10 a 20 % de
proteinas e 10 a 20 % de carboidratos. A determinacdo elementar pode ser
efetuada na fragdo total ou nas diferentes fracdes de lipidios, compostos de baixa

massa molecular (LMW) e proteinas.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Aspectos relacionados ao comportamento quimico de bario

Bario ¢ um metal alcalino terroso que ocorre em torno de 0,05 % na
crosta terrestre. Nao existe na natureza na forma elementar, mas ocorre como
um cation divalente em combina¢do com outros elementos, ou seja, como
conseqiiéncia de seu carater ndo-nobre e alta reatividade somente ocorre na
forma de compostos. Nao ¢ considerado essencial e pode apresentar toxicidade
conforme a sua forma quimica'?.

Bario pode ser encontrado em insetos, peixes, agua potavel,
alimentos e arvores de carvalho e nogueira. O solo da regido Amazonica ¢ rico
no mineral holandita (Ba,MngO4), sendo que as plantas dessa regido podem
conter até cerca de 14 mg/kg de bario, entretanto a castanha-do-Para contém até
4000 mg/kg, devido a capacidade de acumular esse metal'”.

O tempo de permanéncia de bario nos compartimentos: ar, terra e
agua depende da forma em que € liberado. Os compostos de bario com baixa
solubilidade em 4gua, como sulfato de bario, podem permanecer por um longo
tempo no ambiente. Contudo, aqueles com maior solubilidade usualmente nao
permanecem por muito tempo' " .

O metal bario possui varias aplicacdes industriais € seus sais
soluveis ou facilmente solubilizados sdo toxicos, como por exemplo, acetato,
bromato, nitrato e sulfeto de bario. O acetato de bario é usado em O6leos
lubrificantes, gorduras e tinturas; o bromato, como inibidor da corrosdo de
acidos; o carbonato, em ceramicas, tintas, esmaltes, na industria de substitutos
para o marmore, borracha, papéis, eletrodos e vidros Opticos e também em
venenos para ratos; os sais de clorato e cromato sdo usados como pigmentos € na

industria de fogos de artificio. O mineral de bario mais importante ¢ a barita

(BaSQ,). O sulfato de bario ¢ utilizado em aplicagdes médicas, como contraste
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em exames de raios X, sendo matéria-prima do medicamento Celobar,
caracterizado pela extrema insolubilidade (4,13 mg/L a 100 °C em H,0).
Quando quimicamente puro esse sal ndo € toéxico para os humanos. Ja o cloreto
de bario, que ¢ soluvel (375 g/L em H,0 a 26 °C) foi previamente usado como
estimulante cardiaco, mas tem sido abandonado devido a sua toxicidade. O uso
de depilatérios contendo sulfeto de bario ¢ arriscado, pois o bario pode ser
absorvido rapidamente pela pele caso existam fissuras'> '*.

No ano de 2003 ocorreram casos de morte por intoxicacdo com a
ingestdo do medicamento Celobar. Nessa ocasido o laboratério fabricante
realizou a sintese de sulfato de bario a partir do carbonato de bario também
insolivel em 4gua, porém essa substancia se dissolve facilmente em meio acido.
O caso ainda nao foi bem esclarecido, sendo que mediante uma coletanea de
informagdes acredita-se que houve falta do conhecimento em estequiometria e
processos de precipitacdo. Foi constatada a presenca de cerca de 13 % em massa
de carbonato de bario no produto final, indicando a sintese incompleta da
matéria-prima, resultando na biodisponibilidade de bario ao organismo e
conseqiiente toxicidade'”. O bario soluvel pode ser rapidamente absorvido pela
corrente sangiiinea” '°.

O bario pode penetrar no corpo oralmente ou pelas vias
respiratorias. Também pode ser absorvido quando hé contato direto da pele com
compostos de bario. O bario que entra no corpo ¢ removido principalmente pelas
fezes em alguns dias, também ¢ excretado em menor quantidade pela urina. A
quantidade de bario que permanece no organismo ¢ acumulada nos o0ssos e
dentes, cerca de 91 % do metal pode se concentrar nos ossos. Resultados de
estudos experimentais com animais indicam que a razao e extensao de absorcao
de bario pelas vias respiratdrias dependem do nivel de exposi¢ao, da
concentracdo que alcanga o espaco alveolar e da solubilidade de sua forma
quimica. Quanto a exposi¢do oral, bario ¢ pouco absorvido pela regido

gastrointestinal. A ICRP (do inglés: International Commission for Radiation
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Protection) estima que a absorcdo gastrointestinal de bario ¢ menor que 5 %.
Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) o nivel
maximo de bario em aguas para consumo humano ndo deve ultrapassar 1,0
mg/L, sendo que a dose letal para humanos é de 3 a 4 g'* ', Adotando-se uma
dose na qual nao se observa um efeito adverso de 0,21 mg de bario/kg de massa
corporal por dia em humanos, uma ingestdo diaria toleravel de 0,02 mg de
bario/kg de massa corpérea foi determinada'?. Um estudo envolvendo a absor¢io
e excre¢do de bario por humanos que ingeriram castanha-do-Pard constatou que
somente um total de 9,9 % foi excretado pelas fezes e urina, possibilitando
inferir que a maior porcao tenha sido absorvida. No entanto, ndo ha efeitos
toxicos com a ingestdo desse alimento, havendo assim a necessidade de maiores
informacdes quanto a extensdo da deposicdo de bario nos ossos e tecidos
humanos'®.

A acdo sistemdtica de bario ¢ caracterizada por varios estimulos
intensos de musculos. Vomitos, célicas fortes, diarréia ¢ hemorragia resultam da
acdo sobre a musculatura gastrointestinal. Tremores musculares sdo freqiientes e
pode ocorrer paralisia, desordens motoras incluindo imobilidade de membros e
tronco. A hipertensdo devido aos espasmos da musculatura das artérias ¢
freqiiente e os musculos respiratdrios podem ser paralisados. Também pode
ocorrer irritagdo estomacal, parada cardiaca e at¢ mesmo morte em alguns casos.

o . ;- ~ ; YA s ~ . A - 13
Embora bario seja toxico, ndo ha evidéncias de acdo carcinogénica °.

2.2 - Determinacio de bario: desempenho de técnicas

espectroanaliticas

A determinagdo de bario pode ser conduzida por diferentes
métodos. Esse metal pode ser isolado por precipitacdo como sulfato ou cromato.
No método de cromato o precipitado ¢ dissolvido em &cido e a coloragao

comparada com a de uma solu¢ao de cromato de bario. No entanto, esse método
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nao ¢ seletivo, pois chumbo e estroncio apresentam comportamento semelhante.
A aplicacdo de métodos instrumentais ¢ mais adequada e quantitativa,
principalmente quando baixas concentra¢des devem ser determinadas’’.

As técnicas espectroanaliticas sdo empregadas com confiabilidade
para a determinacao de bario em amostras bioldgicas e ambientais. A analise por
ativagdo neutronica (NAA) também pode ser empregada, porém apresenta
menor disponibilidade e sensibilidade. Essa técnica baseia-se na irradiacao da
amostra em um reator nuclear e conseqiiente decaimento radioativo pelos
radionuclideos gerados. Apresenta um carater nao destrutivo, porém tem alto
custo. As principais dificuldades sdo relacionadas a freqiiente indisponibilidade

, . U .~ 14
de um reator nuclear, além dos riscos por exposi¢do a radiacao nuclear .

2.2.1 - Espectrometria de absor¢ao atomica

A espectrometria de absor¢ao atomica (AAS) tem sido amplamente
aplicada para determinacdo quantitativa de elementos quimicos em amostras
bioldgicas. Essa técnica envolve a geragdo de vapor atdmico a partir da amostra
utilizando geralmente chamas e atomizadores eletrotérmicos.

A espectrometria de absor¢do atomica com chama (FAAS) ¢
freqlientemente usada considerando-se a simplicidade, o baixo custo do
equipamento ¢ a versatilidade na atomizagdo de elementos com diferentes
comportamentos termoquimicos. Basicamente, a solucdo da amostra ¢
convertida em um aerossol no sistema de introdu¢cdo de amostras composto por
nebulizador e camara de nebulizacdo, o solvente ¢ evaporado na chama e os ions
em solucdo sdo convertidos em seus atomos. A radiagdo da lampada de catodo
oco passa através da chama sendo parcialmente absorvida pela nuvem de atomos
no caminho optico. Para gerar as freqiiéncias especificas da radiacdo que sdo
absorvidas pelo analito, as 1ampadas de catodo oco possuem um catodo feito do

r 7 o +
mesmo elemento. Quando esse ¢ bombardeado com os ions energéticos de Ne
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ou Ar’, os atomos do catodo sdo disponibilizados se a energia cinética for
superior & energia do reticulo cristalino. Choques posteriores promovem a
excitagdo dos atomos e conseqiiente processo de emissdo de radiagdo em
comprimentos de onda bem definidos. A amostra ¢ aspirada pelo nebulizador
pneumatico por acdo da rapida vazao de oxidante que passa proximo ao capilar
da amostra, formando um aerossol, que por sua vez ¢ direcionado em alta
velocidade contra anteparos mecanicos e as gotas sdo quebradas em particulas
menores, processo denominado como nebulizagdo. As goticulas liquidas com
maior didmetro sdo coletadas na cadmara de nebulizagdo e retiradas por um
dreno. O aerossol que atinge a chama contém somente cerca de 5 % da amostra
inicial. A técnica de FAAS apresenta algumas desvantagens, tais como a
necessidade de volumes relativamente elevados de amostra, a dificuldade para
atomizacao direta de amostras solidas e altos limites de deteccao. No entanto, ha
as vantagens do curto tempo de analise, baixo custo e reduzidas interferéncias
quimicas comparativamente & atomizagio eletrotérmica™ °. A determinagdo de
bario pode ser realizada por FAAS, com um limite de detec¢do de 500 ng/L para
a linha de ressonancia de 553,6 nm. Esse elemento forma 6xidos termicamente
estaveis que sdo apenas parcialmente dissociados em chama ar-acetileno. Exibe
dessa forma uma sensibilidade relativamente baixa, numerosas interferéncias de
volatilizagdo de soluto e fase-vapor, que sdo reduzidas com o emprego da chama
oxido nitroso-acetileno. A intensa emissdo dessa chama, proximo a linha de
bario, pode ocasionar interferéncias e um consideravel ruido, que pode ser
solucionado com o aumento da corrente da lampada e reduzindo a resolucao
espectral. Bario ¢ ionizado em 80-90 % na chama 6xido nitroso-acetileno. Essa
interferéncia de ionizacdo pode ser controlada pela adicdo de sais alcalinos
(cloreto de potassio ou outro metal que seja facilmente ionizado) as amostras ¢
solucdes analiticas de calibracdo™ . Além disso, o espectro molecular de

espécies de célcio pode causar problemas, quando esse elemento se encontra em
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altas concentragdes, o que normalmente ocorre em materiais biologicos e
ambientais'®.

A espectrometria de absor¢do atdmica com atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite (GFAAS) proporciona vantagens analiticas
relevantes comparada com FAAS quanto a sensibilidade mesmo empregando-se
menor volume de amostra. A técnica consiste em aquecimento resistivo de um
forno tubular, o tubo de grafite com dimensdes de 3-5 cm de comprimento e 3-8
mm de didmetro, que por sua vez ¢ aberto dos dois lados e tem um orificio
central para introdu¢do da amostra. Promove-se um fluxo de gés inerte,
geralmente Ar, durante as etapas de aquecimento com excec¢do da etapa de
atomizacdo. O fluxo externo de gas evita a entrada de ar no tubo e conseqiiente
incineracdo. Por outro lado, o géas inerte introduzido internamente flui através
das duas extremidades em dire¢do ao orificio central para eliminar o ar no
interior do tubo e transportar os vapores gerados pelo aquecimento gradual da
amostra. O tubo ¢ geralmente revestido com uma camada de grafite pirolitico,
com baixa permeabilidade e alta resisténcia ao ataque quimico. Essa superficie
proporciona aumento na sensibilidade, evita a perda do vapor atdmico e
formagado de carbetos. O programa de aquecimento envolve etapas de secagem,
pirolise e atomizagdo sob temperaturas apropriadas. Em uma primeira etapa o
forno ¢ programado para secar a amostra evaporando o solvente. Na etapa da
pirolise promove-se a destruigdo da matéria organica e a remog¢ao de compostos
volateis da matriz. Apds a pirdlise, o analito ¢ atomizado sob temperaturas entre
2000 e 3000 °C por cerca de 5 s. A absorbancia atinge o valor maximo e diminui
a medida que a nuvem atomica ¢ dissipada. O sinal analitico ¢ a absorbancia
integrada em funcdo do tempo durante a etapa de atomizagdo. Normalmente a
temperatura do forno ¢ aumentada até 2400-2800 °C durante aproximadamente
3 s para a eliminagdo de residuos. Finalmente, promove-se o resfriamento do
tubo de grafite a temperatura ambiente para insercdo de nova aliquota de

amostra interrompendo-se o fornecimento de corrente elétrica e usando-se
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fluxos de agua e gas inerte ao redor do forno e tubo, respectivamente.
Geralmente o desempenho do forno ¢ melhorado utilizando-se uma plataforma
de L’vov, que ¢ aquecida pela radiagao emitida pela parede do forno. Assim, o
aumento de temperatura ¢ retardado durante o aquecimento e o analito ¢é
volatilizado em um ambiente com melhor isotermicidade, o que reduz
interferéncias causadas por processos de recombinacio e condensagdo™ °. O uso
de modificador quimico também contribui para um melhor desempenho da
técnica, promovendo a separacdo térmica entre o analito € os concomitantes
durante a etapa de pirdlise. Durante essa etapa, geralmente o analito ¢
termicamente estabilizado e a matriz removida por volatilizacdo, reduzindo-se
interferéncias matriciais ¢ sinal de fundo durante a atomizacdo. Contudo,
técnicas de correcdo de fundo sdo indispensdveis para uma boa precisdo. Os
modificadores quimicos mais usuais sao metais do grupo da platina (PGM) e
nitrato de magnésio, sendo que a mistura composta por nitrato de paladio e
nitrato de magnésio foi proposta como modificador universal'.

Na determinagdo de bario por GFAAS ocorrem algumas
interferéncias, tais como a emissdo de radiagdo do tubo de grafite e formagao de
carbetos refratarios. Assim, temperaturas de atomizagdo demasiadamente altas
devem ser evitadas para minimizar a emissdo de radiagdo do tubo. Outro
problema ¢ que a lampada de deutério se caracteriza por baixa intensidade de
emissdo no comprimento de onda de bario e, conseqiientemente, ndo pode ser
usada para correcdo de fundo. Dessa forma, se faz necessario a correcdo de
fundo baseada no efeito Zeeman. Em  atomizadores aquecidos
longitudinalmente, bario pode ser determinado satisfatoriamente somente pela
atomizagao a partir da parede do tubo, requerendo uma temperatura de
atomizacdo de 2550 °C e proporcionando uma massa caracteristica de 6,5 pg’.
Entretanto, em atomizador aquecido transversalmente, bario pode ser

determinado sob as condigdes STPF (do inglés stabilized temperature platform
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furnace), requerendo uma temperatura de 2300 °C para a atomizacao a partir da
plataforma. Contudo, a massa caracteristica obtida ¢ relativamente alta (15 pg).

Como bario forma carbetos relativamente estaveis, a qualidade do
grafite pirolitico ¢ de fundamental importancia. Na auséncia de modificadores a
temperatura maxima de pirdlise pode ser de 1200 °C. Os modificadores tém sido
aplicados para melhorar a separacdo de matriz ou para suprimir a formagao de
carbetos, que dificultam a determinagdo de bario e diminuem a sensibilidade’.

O modificador quimico iridio € termicamente e quimicamente
estavel, conseqiientemente ¢ aplicavel em anélises de rotina. E um modificador
quimico eficiente para bario, pois o iridio ¢ um elemento refratdrio, com alto
ponto de fusdo (2410 °C) e ebulicao (4527 °C), suportando, dessa forma, a alta
temperatura necessaria para a atomizacdo de bario. Além disso,
comparativamente ao palddio, usualmente considerado um modificador
universal, proporciona melhor retengo na superficie grafitica®.

Na determinagdo de bario em amostras de agua, o EDTA foi
utilizado como modificador quimico em um atomizador eletrotérmico com
filamento de tungsténio para minimizar as interferéncias causadas por Ca,
contudo quantidades excessivas do modificador afetam a superficie do filamento
devido a formagdo gradativa de carbetos. Utilizou-se como gas de purga a
mistura contendo 90 % Ar + 10 % H, devido a melhor eficiéncia sobre a
atomizacgdo de bario. Isso ocorre porque 6xidos e monohidréxidos de bario sao
reduzidos pelo hidrogénio e, assim, o oxigénio ¢ removido e os 4&tomos de bario
sio liberados®'.

Foi desenvolvido um procedimento analitico para a determinacao
de bario em 4guas a partir da superficie grafitica modificada com iridio, adig¢@o
de (NH4),HPO, como modificador quimico e uso de uma mistura de 90 % Ar +
10 % H, como gids de purga. A modificacdo foi feita termicamente por
sucessivas injecoes de solugdo contendo 1000 mg/L de iridio no interior do tubo

de grafite. As medidas foram feitas no comprimento de onda de 553,6 nm e
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resolugdo espectral de 0,8 nm. A vazdo do gas de purga durante as etapas de
aquecimento foi mantida em 1,0 L/min, sendo interrompida na atomizagdo. A
sensibilidade obtida para bario utilizando-se a mistura de 90 % Ar + 10 % H, foi

duas vezes maior quando comparada aquela obtida na presenga de 100% Ar*> .

2.2.2 - Espectrometria de emissao optica

A espectrometria de emissdao Optica (OES) também pode ser
aplicada para medidas de bario em diferentes tipos de amostra. Nessa técnica
sdo gerados espectros eletromagnéticos nas regides do ultravioleta e visivel a
partir de transi¢Oes eletronicas em dtomos e ions excitados. Na espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES) o plasma
fornece energia suficientemente alta para promover a excitacdo da maioria dos
elementos e mede-se a intensidade da radiagdo emitida em comprimentos de
onda especificos, correspondendo a concentragdo do analito de interesse. A
capacidade multielementar e simultanea sdo grandes atrativos dessa técnica.

O plasma induzido foi introduzido em analises espectrométricas de
emissdo a partir da década de 1960, sendo que os primeiros equipamentos
comerciais de ICP OES foram disponibilizados em meados de 1970. O plasma ¢
um gas parcialmente ionizado no qual co-existem ions e elétrons em movimento.
E gerado pela passagem de um fluxo de argénio por uma tocha de quartzo,
sendo que a descarga elétrica de uma bobina de Tesla promove o inicio da
ionizagdo do gas. Assim, em uma bobina de indugao um campo eletromagnético
alternado de alta radio-freqiiéncia proporciona colisdes entre elétrons e dtomos
gerando alta energia que ¢ transferida para o gas, formando o plasma. Essa
conversao de energia cinética em energia térmica possibilita a formacao de um
plasma estavel sob temperaturas entre 6000 e 10000 K°.

A introdu¢do da amostra ¢ realizada por um processo de

nebulizagdo, sendo que somente cerca de 5 % do aerossol formado atinge o



Revisdo Bibliografica 17

plasma. Na tocha ocorrem processos de dessolvatacao, vaporizagdo, atomizagao,
excitagdo e ionizagdo. Os processos de atomizacdo e excitacdo dos atomos
geram espectros atdmicos, ao passo que a ionizagdo e excitacdo da espécie
ionica geram espectros ionicos™ .

A técnica de ICP OES ¢ relativamente sensivel para a determinacao
de bario em amostras bioldgicas, sendo que foram obtidos limites de detecgdo de
0,25 mg/L em urina, 0,60 mg/L em sangue e 0,50 mg/kg em ossos>. A linha de
emissao mais sensivel € a i6nica em 455,50 nm. Uma das desvantagens em ICP
OES ¢ a susceptibilidade as interferéncias espectrais. Compostos de boro, como
acido borico e borato de sodio podem interferir nos espectros de emissao de
bario na linha de 455,50 nm'**.

Em um trabalho sobre a aplicabilidade de ICP OES para a
determinacao de elementos traco em amostras ambientais, foi avaliado o
comportamento de bario, dentre outros elementos, utilizando-se plasma tanto
com configuragdo axial quanto com radial. Os limites de detec¢do mais baixos
foram obtidos com configuragdo axial, os valores para bario em meio de HNO;
5 % (v/v) sob condic¢des otimizadas foram 0,002 a 0,32 ng/mL. A metodologia
desenvolvida foi aplicada para os materiais de referéncia certificados de agua,
sedimentos marinhos e folhas de maca, sendo que foram obtidos resultados
concordantes com os certificados”’.

Um estudo desenvolvido sobre a planta Sempervivum tectorum L.
(Crassulaceae), que apresenta propriedades antiinflamatorias, visou examinar
mudancas metabolicas de elementos toxicos € ndo essenciais, como 0 bario, no
figado de ratos submetidos a um tratamento com o extrato da planta. As
determinagdes foram efetuadas por ICP OES, foram detectadas quantidades
significativas de bario e aluminio no extrato, no entanto nao foi observado

7 b 2
acimulo desses elementos no organismo™.



Revisdo Bibliografica 18

2.3 - Castanha-do-Para: Caracteristicas e Especiacado Quimica

2.3.1 — Aspectos relacionados a planta e regido produtora

A castanheira-do-Para, também conhecida como castanheira-do-
Brasil, cujo nome cientifico € Bertholletia excelsa H. B. K. pertencente a familia
Lecythidaceae, ¢ uma planta nativa da regido Amazodnica. Possui um fruto
contendo améndoas saborosas e altamente nutritivas, sendo que sua madeira ¢
valiosa. Seu cultivo e extrativismo sdo importantes considerando-se as
condi¢des socio-econdmicas da regido, tendo um alto indice de exportacio e
amplo consumo pela populacao local.

A castanheira-do-Para atinge até¢ 50 m de altura e 2 m de diametro
(Fig. 2.1)”, seu fruto é chamado de ouri¢o, uma capsula de formato esférico
com casca dura e lenhosa, que por sua vez pode conter de 15 a 24 sementes (Fig.
2.2). Cada améndoa possui comprimento de 3 a 5 cm e apresenta coloragdo
branca a amarelada com uma pelicula marrom sobre a superficie. Esse alimento
nao ocorre somente no norte do Brasil, mas também na Venezuela, Colombia,

.. : 30,31
Peru, Bolivia e Guianas™ .

FIGURA 2.1 — Planta nativa de castanheira-do-Para®
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FIGURA 2.2 — Frutos da castanheira-do-Para: A — ouri¢o aberto; B — ourigo

fechado e castanhas com casca; C — castanhas sem casca.

A floresta primaria dessa espécie, localizada no denominado
Poligono dos Castanhais na regido sul do estado do Para, ocupa uma vasta area
devido ao grande porte das arvores, porém tem sido reduzida expressivamente
devido a substituicao por pastagens. Em decorréncia disso foi incluida na “Lista
Oficial de Espécies da Floresta Brasileira Ameacadas de Extingdo™. O
extrativismo € outro fator que também representa uma ameaca as plantas
nativas, participando significativamente na producdo brasileira destinada a
exportacdo. Saliente-se ainda que ha um cultivo racional ndo expressivo em
algumas regides’".

Estudos diversos enfocaram aspectos direcionados as diferentes
partes da planta de castanha-do-Pard, tais como as folhas, cascas, améndoas e
oleo.

Normalmente as folhas das plantas sdo recobertas por uma fina

camada de cera, desempenhando papel bioldgico importante nas relagdes entre a
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planta e seu habitat. Um estudo avaliou a ocorréncia dos compostos de cadeia
longa formadores da cera epidérmica em extratos de diversas plantas da
Amazonia, inclusive castanha-do-Para. Verificou-se que as espécies continham
grande diversidade de classes de compostos de massa molecular elevada,
diferindo na quantidade e funcionalidade quimica. Foi detectada a presenca de
¢ésteres graxos saturados, terpénicos e tocoferol em todas as plantas, sendo que
nas castanheiras foram mais evidenciadas as caracteristicas triterpénicas. Esses
compostos conferem algumas agdes benéficas as plantas, como defesa contra
insetos, animais herbivoros e fungos patogénicos, atracdo de agentes
polinizadores e interagdes com os gases atmosféricos. Além dos triterpénicos,
constatou-se a presenga de diterpénicos como os fitdis e tocoferdis, com agdes
protetivas contra os danos causados pela radiacdo ultravioleta, radicais livres e
agentes quimicos™ .

Grande quantidade da castanha-do-Para ¢ exportada para os Estados
Unidos e Europa. Normalmente as cascas sdao retiradas antes das castanhas
serem exportadas, gerando elevada quantia de residuos. Com a finalidade de
reduzi-los foi avaliado um procedimento de pirdlise para conversdao das cascas
em carbono ativado. Os principais constituintes das cascas sdo lignina e
holocelulose, que por sua vez consiste na mistura de celulose e hemicelulose™.

As sementes da castanha-do-Pard contém altas quantidades de 6leo.
As castanhas quebradas, consideradas inadequadas para a comercializagdo, sdao
normalmente destinadas a producao de d6leo vegetal por meio de um mecanismo
de prensagem. Apos a extragao do 6leo, ainda podem ser utilizadas na industria
alimenticia para a obtencdo de um extrato contendo o denominado leite e
concentrado de proteinas. O 6leo obtido ¢ composto por uma mistura complexa
de triglicerideos, além de 4cidos graxos, monoglicerideos, diglicerideos e outros
em menores concentragdes, tais como tocoferdis, carotenodides e esterois. O
maior percentual dos éacidos graxos corresponde aos insaturados, os dcidos

linoléico e oléico. A extragdo supercritica com didoxido de carbono foi indicada
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como método alternativo para obter o subproduto da castanha-do-Para sem oleo.
A partir da avaliagdo da fase equilibrio 6leo castanha/dioxido de carbono, notou-
se que houve uma baixa solubilidade do 6leo na fase vapor do dioxido de
carbono, possivelmente devido a presenca dos acidos graxos insaturados®” .

O oleo obtido da castanha-do-Pard ¢ bastante instavel em
decorréncia da alta concentragdo de acidos graxos, tornando-se assim importante
o uso de agentes antioxidantes para sua maior conservagio’-.

As sementes oleaginosas sdo susceptiveis a fungos, sendo
necessario um controle da umidade dos frutos a fim de evitar a proliferacdo de
aflatoxinas, que sdo formadas pelos fungos Aspergillus flavus, Aspergillus
parasiticus e Aspergillus nomius®’. Essas toxinas ja foram encontradas na
castanha-do-Par4 e em outros alimentos, tais como amendoim, milho e soja. As
castanhas sdo contaminadas geralmente pela quebra da superficie de sua
casca’™’, comprometendo o consumo e comercializagdo pois um total de 90 %

do seu extrativismo se destina a exportagcdo para os Estados Unidos, Inglaterra e

Alemanha®,

2.3.2 — Composiciao quimica e aspectos nutricionais

A castanha-do-Pard ¢ uma fonte rica de nutrientes e contém
proteinas, gorduras, vitaminas, minerais ¢ fibras. Representa uma matriz
complexa, cuja composi¢ao quimica ¢ de 50-70 % de lipidios, 10-20 % de
proteinas e 10-20 % de carboidratos®. Além disso, o 4cido folico se encontra
presente nas castanhas em geral, sendo que um consumo de 100 g proporciona
cerca de 16 % da ingestdo diaria recomendada (400 pg/d), o equivalente a 0,64
ug/g. Esse composto ¢ recomendado como um suplemento no inicio da gestagao
reduzindo a incidéncia de defeito no tubo neural dos bebés. A sua deficiéncia
pode ser associada a complicagdes nessa fase, como o aborto espontaneo e pré-

eclampsia, além de contribuir para a ocorréncia da anemia megaloblastica.
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As castanhas contém fitoesterdis e outros compostos fitoquimicos,
tais como flavonoides, fenois, luteolina e tocotriendis, os quais oferecem
importantes contribuicoes a saude. Ha evidéncias de que a presenca dos
flavondides tém uma relacdo direta com os efeitos cardioprotetivos, ao passo
que os compostos fendlicos e as luteolinas reduzem o teor de colesterol e t€ém
potencial capacidade antioxidante. No entanto, as concentragdes desses

. o .1 40, 41
constituintes nas castanhas sdo pouco conhecidas™

. A prevenc¢ao de doengas
cardiovasculares também pode ser associada a presenca de vitamina E, sendo
que a castanha-do-Para contém o-, B- e y-tocoferdis possibilitando uma ingestao
balanceada dessa vitamina. A concentracdo estimada desses compostos ¢ de 70
mg/kg.

Estudos direcionados a reducdo de colesterol mostram resultados
positivos mediante a inclusdo de castanha em uma dieta bem controlada.
Castanha-do-Pard tem um percentual apreciavel de fibras, sendo que as fibras
soluveis tém se mostrado eficientes para a reducdo de colesterol em acao

41,42 .
*“. Plantas ricas em fibras como as

conjunta com os compostos fenolicos
castanhas podem viabilizar o controle da concentracdo de glicose no sangue,
reduzindo as quantidades de insulina requeridas no tratamento de diabéticos™.
Apesar de conter altos teores lipidicos, ndo ¢ evidenciado o
aumento de massa corpérea com um consumo controlado desse alimento,
podendo ser até mesmo incorporado com sucesso em dietas alimentares.
MCMANUS et al. relataram que individuos obesos adeptos de uma dieta para
reducdo de massa baseada em ingestdo de teores moderados de gorduras
proveniente de diversos tipos de castanhas obtiveram melhores resultados em
relagdo aqueles que dispuseram de uma dieta baseada em baixo teor de
gorduras™. As possiveis razdes pelas quais o consumo de castanhas ndo se
associa a um aumento do indice de massa corporea envolvem um aumento da

taxa do metabolismo humano e incompleta absorcdo da energia proveniente

desse alimento, que por sua vez ¢ facilmente consumida, devido ao alto valor
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proteico e de gorduras insaturadas, ocorrendo uma menor deposicao de gordura

total®

. A castanha-do-Pard contém em torno de 66 % de lipidios, dos quais
apenas 26 % sdo acidos graxos saturados, enquanto que os percentuais de
monoinsaturados e poliinsaturados sdo de 36 ¢ 38 %, respectivamente.

A castanha-do-Para gera diversos beneficios a saide humana,
apresentando principalmente propriedades anticarcinogénicas. Sua a¢do contra a
formacao de tumores tem sido investigada, I[P e LISK demonstraram que a
inclusdo desse alimento em dietas para ratos, previamente dopados com um
composto cancerigeno, contribuiu para uma redugdo dos tumores em até 72,7%.
Esse efeito parece estar relacionado aos elevados teores de selénio, presente
principalmente na forma de selenometionina, € aos compostos de baixa massa
molecular®.

A ma nutri¢do proteica ¢ um problema comum de saude. Uma
significativa fonte de proteinas na alimentagdo da populacdo em geral provéem
dos legumes. No entanto, entre os alimentos proteicos, a castanha-do-Para ¢ um
dos mais ricos em proteinas, apresentando grande quantidade de aminoécidos
contendo enxofre, particularmente a metionina e a cisteina (ca. 380 e 130 mg/g,
correspondendo a 18 e 8 %, respectivamente), contribuindo para o seu alto valor
nutricional*"*.

As proteinas da castanha-do-Para contém altos niveis de selénio,
sendo que h4d uma ampla literatura sobre esse elemento. Um estudo
desenvolvido por KANNAMKUMARATH et al. constatou que a espécie
primaria da estrutura proteica contendo selénio ¢ a selenometionina, que
representa uma forma biodisponivel”. A determinacdo de selenometionina foi
baseada no uso de 4cido metanossulfonico para a hidrolise proteica em
substituicao a hidrélise enzimatica, proporcionando melhores condi¢des para a
analise”. Outros trabalhos também concluiram que a espécie majoritaria é

selenometionina. De acordo com CHUNHIENG et al., as proteinas ocorrem em

trés familias na castanha-do-Pard, i.e. albuminas, globulinas e glutelinas. A
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familia das albuminas contém a maior quantidade de selénio, presente
principalmente na forma de selenometionina e selenocisteina’’. A fragdo
proteica de albuminas também contém niveis consideraveis de Cu, Fe ¢ Mn.
Esses elementos ocorrem em menores concentragdes nas globulinas e glutelinas,
exceto o Mn que ocorre em maior teor nas glutelinas. Contudo, esses elementos
ndo estdo associados somente as proteinas’.

Uma possivel alternativa para o uso de castanha-do-Para em
industrias alimenticias ¢ o isolamento das fra¢des proteicas a partir do alimento
sem a presenca do 6leo. RAMOS e BORA propuseram o isolamento da fragao
proteica das globulinas e avaliaram as suas propriedades funcionais, tais como
solubilidade, viscosidade, absorcao de 4gua e emulsificacdo. Constatou-se que
as globulinas da castanha-do-Pard possuem uma capacidade mais alta de
absorcao de 4agua do que a propria fruta. Além disso, foi observado que o perfil
da atividade de emulsificacao foi similar ao da solubilidade, indicando uma
possivel dependéncia dessa propriedade com a solubilidade das proteinas, sendo
que ambas foram influenciadas pelo pH do meio, apresentando maior
capacidade em pH 3. Tais caracteristicas sdo favordveis para aplicagcdes em
industria alimenticia, sendo que a alta solubilidade das globulinas da castanha-
do-Para em pH abaixo de 4 proporciona um bom potencial para o uso no preparo
de bebidas de alto valor proteico, ao passo que a boa capacidade de absor¢do de
agua ¢ sugestiva para o uso no preparo de massas para bolos, macarrdo e pao. Ja
a atividade emulsificante é aplicavel na formula¢do de emulsdes alimentares™.

As proteinas totais podem ser classificadas quanto ao tamanho em
118, 7S e 28, sendo que os coeficientes de sedimentacdo S de aproximadamente
7 e 11 normalmente correspondem as globulinas, ao passo que 2S ¢ relacionada
as albuminas, sendo compostas por 2 polipeptideos de baixa massa molecular,
soluveis em agua. Essa fracdo contém elevadas concentracdes dos aminoacidos

. . . , . -+ 54,55
sulfurosos, metionina e cisteina, considerados essenciais™ ".
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As albuminas 2S tém sido descritas como causadoras de alergias na
ingestdo de algumas plantas, incluindo também a castanha-do-Para. Os
primeiros casos de alergia devido a ingestao desse alimento ocorreram em 1983.
O efeito alérgico pode se dar pela estabilidade no trato gastrointestinal, bem
como pelas propriedades intrinsecas alergénicas™°. O diagnostico de alergia
pela ingestdo desse alimento € feito com base na historia e no tempo de reagdo,
que provavelmente deve ser espontdnea, com uma confirmacdo a partir da
medida de soro especifico IgE (imunoglobulina E), dentre outros>’. A estrutura
das albuminas 2S, conhecidas por “Ber e 17, contém residuos de cisteina que
formam ligacdes de dissulfeto, contribuindo para a sua estabilidade™.

Devido ao alto contetdo de metioninas nas proteinas 2S da
castanha-do-Pard, essa planta foi considerada atrativa para aumentar o valor
nutricional de plantas deficientes em aminoacidos sulfurosos essenciais, por
meio de atividades transgénicas. Assim, o acimulo de seus genes em batatas foi
avaliado e os niveis observados foram condizentes com aqueles esperados.
Também foram desenvolvidos estudos para proporcionar um aumento no valor
nutricional da soja, baseando-se na introducao de um gene da castanha-do-Para,
promovendo o aumento dos niveis de proteinas contendo enxofre e reduzindo a
presenga de enzimas inibidoras. Contudo, as propriedades alergénicas das
proteinas 2S também sdao pronunciadas na soja transgénica, bem como nas
batatas™ '

A castanha-do-Para apresenta um aroma caracteristico proveniente
da presenga de componentes aromaticos volateis. Alcanos, nona-2,4-dienal,
hexanal e benzaldeido foram detectados apds extragdao por destilacdo e
determinagdo dos compostos volateis por cromatografia gasosa. Dentre esses o
hexanal desempenha um papel importante no odor da castanha-do-Para, embora
seu aroma nao seja exclusivamente proveniente desse composto, mas sim de um

: : 62
efeito combinado dos componentes presentes’”.
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As castanhas também contém oxalatos soliveis e insoluveis. A
castanha-do-Para apresenta niveis maiores para os oxalatos soluveis, que pode
contribuir negativamente em individuos que tém tendéncia para o
desenvolvimento de calculo renal. Dessa forma, pessoas com essa propensdo
devem ingeri-las moderadamente. Investigagdes recomendam a ingestdo de
alimentos que contenham calcio, pois ele se combina com os oxalatos soluveis
no intestino, tornando-os indisponiveis ao organismo humano®.

A composi¢ao quimica de diversas castanhas, tais como améndoas,
amendoim, aveld, castanha-do-Para, castanha de caju, pistache e nozes, tem sido
investigada avaliando-se a umidade, lipidios totais, acidos graxos, proteinas,
cinzas, acucar, taninos, fitatos e atividade inibitéria enzimadtica. A castanha-do-
Paré foi estudada considerando-se esses diversos componentes. O teor lipidico
foi de 67 %, caracterizando-se como parte do grupo que contém os maiores
percentuais. O conteldo de aglcar nas castanhas varia consideravelmente
conforme as condi¢des de armazenamento, maturidade, cultivo e regido. Para a
castanha-do-Para o valor de 0,69 % foi relativamente baixo. Todas as castanhas
contém predominantemente acidos graxos insaturados. Para a castanha-do-Para
os percentuais foram de 25, 29 e 46 % correspondente aos saturados,
monoinsaturados e poliinsaturados respectivamente. O teor proteico foi de
aproximadamente 14 %, sendo que os aminoacidos hidrofobicos foram mais
pronunciados®.

Dessa forma, constata-se que a castanha-do-Pard apresenta uma
composicdo quimica bastante diversificada e rica, contribuindo expressivamente

para uma boa nutri¢do e satide humana.
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2.3.2.1 — Teores totais

A castanha-do-Para ¢ uma fonte expressiva de elementos quimicos.
Além do selénio, outros elementos com caracteristicas relevantes a saude
humana se encontram em quantidades apreciaveis, tais como o arsénio, bario,
calcio, magnésio, manganés, molibdénio e zinco. A andlise da composi¢do
inorganica ¢ importante considerando-se aspectos nutricionais e toxicologicos.

Ainda ha uma caréncia de informagdes sobre a presenga de uma
forma inorganica de selénio nesse alimento. VONDERHEIDE et al.
caracterizaram as espécies de selénio por meio das técnicas HPLC-ICP-MS e
ES-MS mostrando que outras espécies contendo esse elemento estdo presentes,
além dos aminoacidos previamente estudados, sendo que a identificagdo dessas
espécies nao foi elucidada. Nos experimentos realizados com a adi¢do de
analito, ndo foi obtida a recuperagdo de selenito, levando a postular que a forma
Se (IV) foi reduzida a seleneto (Se*) ou a sua forma elementar, apds a extracio
com 4cido cloridrico®. Na determinagdo de selénio conduzida por fluorescéncia
atdmica aplicou-se um procedimento de derivatizacdo de selenito com um
agente derivatizante DAN (2,3- diaminonaftaleno), assumindo-se que ha
presenca de Se (VI) na amostra. Dessa forma, foi promovida a redugdo dessa
espécie a Se (IV) com adigdo de acido cloridrico e resultados coerentes foram
obtidos®.

A concentragdo total de selénio em castanha-do-Pard varia
conforme a sua procedéncia em um intervalo de 0,20 a 253 mg/kg”. Um
trabalho sobre a determinacdo desse elemento em castanhas proveniente de duas
regides do Brasil demonstrou que as castanhas da regido compreendida entre
Acre e Rondonia apresentam um intervalo em concentragdo de 0,03 a 31,7
mg/kg, ja entre Manaus e Belém esse intervalo foi de 1,25 a 512 mg/kg, sendo
que 162 amostras foram analisadas em ambos os casos. Amostras provenientes

de Manaus e Belém foram compradas sem a casca e da outra regido com casca.
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Tais condigdes refletem o fato de que geralmente a concentracao desse elemento
varia conforme o solo e de arvore para arvore®.

O selénio apresenta caracteristicas essenciais ou toxicas, conforme
a concentracao em que se encontra, sendo que a diferenga de concentracao entre
os efeitos € pequena. Um consumo de alimentos contendo menos de 0,1 ng/g
desse elemento resulta em deficiéncia, ao passo que o consumo regular daqueles
contendo mais do que 1 pg/g pode resultar em toxicidade, conforme a
quantidade ingerida”. A dose di4ria recomendada é de 70 e 55 pg, para homens
com 70 kg e mulheres com 60 kg de massa corpdrea, respectivamente. A
deficiéncia pode resultar na doenga de Keshan, que foi registrada pela primeira
vez em 1935, na cidade de Keshan situada na zona rural da China. Os sintomas
incluem degeneragdao dos musculos, tais como necrose multifocal e fibrose no
miocardio, cardiomegalia, isquemia do miocardio, eletrocardiograma anormal e
edema pulmonar'®®. Além das propriedades antiinflamatérias e
anticarcinogénicas, apresenta  caracteristicas antioxidantes decorrentes
principalmente da espécie selenometionina € uma correlagdo com outras
substancias, tais como vitamina E, sulfato e metais pesados. A vitamina E e
selénio possuem fungdes antioxidantes semelhantes € o requerimento desse
elemento em dietas ¢ diretamente dependente do nivel ingerido da vitamina.
Sulfato e selenato apresentam similaridade quimica e existe um antagonismo
biologico entre esses ions, sendo que a presenca de sulfato pode alterar
significativamente o metabolismo de selenato e reduzir sua possivel toxicidade.
O selénio pode atuar como antagdonico a metais toxicos como Cd e Hg.
Proporciona habilidade na prevengdao da degeneragdo testicular induzida por
cadmio provavelmente porque ocorre a formac¢ao de um complexo constituindo
uma forma nao toxica de cadmio, sendo que uma dose em torno de 1,9 mg/kg de
selénio ¢ suficiente para a prevencao dos efeitos desse metal e reducao da
mortalidade pela ingestdo de doses em torno de 4,9 a 7,4 mg/kg’’. Um estudo

demonstrou que a inclusdo de selenito em dietas para ratos reduziu a toxicidade
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de cloreto mercurico, além da climinacdo da necrose renal decorrente da
presenga dessa espécie. Supde-se que um antagonismo mutuo € ocasionado por
meio de uma combinagdo entre selénio e merclirio no sangue formando um
complexo capaz de se associar com selenoproteinas, evitando seu
armazenamento nos rins. Dessa forma, os efeitos toxicos de mercurio no
organismo sio reduzidos’"’*.

O conteado de calcio na castanha-do-Pard ¢ estimado em
aproximadamente 1760 pg/g e a ingestdo diaria adequada desse elemento para
adultos ¢ em torno de 1,30 g. Esse elemento tem fungdes importantes no
organismo, especialmente na formacao dos ossos e também exercendo um efeito
protetivo contra doencas como raquitismo e osteoporose. J4 o magnesio
apresenta uma concentragao aproximada de 2400 pg/g e uma ingestao de 350
mg/dia ¢ recomendada. A sua deficiéncia pode ocasionar um aumento da
irritabilidade muscular, arritmias cardiacas, tetania e elevagdo da pressao
sangiiinea. O manganés se encontra em concentracdo em torno de 8 pg/g, sendo
que uma ingestao diaria adequada ¢ de 1,8 a 2,3 mg. Esse mineral ¢ considerado
um nutriente essencial envolvido no metabolismo de aminoacidos, colesterol,
carboidratos ¢ na formagao dos ossos, além de contribuir positivamente para as
atividades enzimaticas. Também had presenca de cerca de 0,3 ug/g de
molibdénio, que por sua vez desempenha um papel importante como co-fator de
enzimas do tipo sulfito oxidase, envolvidas no catabolismo de aminoacidos
sulfurados. A ingestdo recomendada ¢ de 33 a 45 pg/dia e sua deficiéncia
ocasiona danos neurologicos a recém-nascidos. A castanha-do-Para também
contém cerca de 17 e 45 ng/g de cobre e zinco, respectivamente. Ambos
exercem importantes atividades enzimaticas, com ingestdes recomendadas de
0,54 a 0,70 mg/dia para Cu e de 6,8 a 9,4 mg/dia para Zn"’. Ha relatos de uma
correlacdo entre a razdo Zn/Cu e a incidéncia de doengas cardiovasculares,

sendo que esses elementos foram detectados nos diferentes tipos de castanhas:
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de caju, avelas, améndoas, pistache, amendoim e nozes, nas quais também foram
encontrados os elementos cromo, ferro, aluminio, niquel e chumbo”.

Informacgdes sobre a associagdo de elementos essenciais e toxicos
com os diferentes compostos presentes em um determinado alimento sdo
importantes para monitorar os beneficios ou riscos de sua ingestdo. Um trabalho
preliminar avaliou os perfis cromatograficos de magnésio, ferro, cobalto,
molibdénio, prata, mercurio e chumbo associados com fra¢des de diferentes
massas moleculares presentes na castanha-do-Para utilizando-se diferentes
procedimentos de extragdo em meios basico, acido e adgua. Os perfis para os
elementos foram diferentes em cada caso considerado, ou seja, compostos de
baixa e alta massa molecular (LMW e HMW), conforme o meio empregado para
a extragdo. Os elementos Co, Ag e Hg apresentaram similaridade nos perfis
cromatograficos e foram extraidos mais eficientemente com NaOH indicando
maior associagao aos compostos de HMW. O chumbo demonstrou percentuais
semelhantes na extragcdo tanto em meio acido quanto em meio basico, porém
apresentou picos cromatograficos mais pronunciados na regido de alta massa
molecular. Os metais Mg e Fe estavam presentes em maiores teores, porém nao
foram extraidos com bom percentual para os diferentes meios. Assim, ficou
evidente a associacdo dos elementos aos compostos de HMW',

O acesso a informagdes sobre a ingestdo diaria recomendada dos
minerais ¢ importante para a saide e nutricdio. Um estudo envolveu
determinagdes de 18 elementos em diversos grupos de alimentos visando
estabelecer uma estimativa da ingestdo diaria de pessoas de etnia japonesa.
Dentre as categorias de alimentos, foram inclusas as castanhas, embora a espécie
nao tenha sido especificada. As medidas foram realizadas por espectrometria de
massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS) e ICP OES, sendo que os
elementos determinados foram Ba, Ca, Cd, Cs, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn,
Na, Ni, P, Rb, Sr e Zn. A classe das castanhas apresentou altas concentragdes de

fosforo e magnésio, 2,44 e 1,25 mg/g, com ingestdes diarias de 1,1 ¢ 0,27 g
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respectivamente. Essa categoria também apresentou altos teores quanto aos
metais alcalinos, rubidio com 13 pg/g e litio com 0,710 pg/g. Dentre os metais
alcalino terrosos, o bario foi encontrado em maior concentracdo nas castanhas
(5,91 pg/g) em comparacdo a todas as outras categorias de alimentos,
contribuindo para uma ingestdo didria estimada de 0,54 mg. Varios outros
elementos foram encontrados em concentragdes relativamente altas, tais como
zinco (29,1 ug/g), manganés (20,2 ug/g), cobre (5,45 ng/g), niquel (4,22 ug/g) e
cobalto (43,3 ug/g). Assim, a classe de castanhas e sementes apresentou altas
concentragdes de varios elementos, contribuindo expressivamente a ingestao
diaria desses elementos’”.

E notavel a presenca de bario em teores elevados na castanha-do-
Par4 podendo atingir até¢ 4000 pg/g. Esse elemento ¢ um metal alcalino terroso
que ndo existe na natureza em sua forma elementar, mas ocorre como um cation
divalente em combinacdo com outros elementos. Nao ¢ considerado essencial ¢
dependendo de sua forma quimica pode apresentar toxicidade, que ¢

11,12 . ’ , . .
*“. Sendo assim, € necessario o entendimento da

pronunciada para sais soluveis
da forma na qual bario se encontra na castanha-doPar4d. Além disso, poucos
estudos avaliaram esse elemento nesse alimento.

A ocorréncia desse elemento decorre da presenca do minério
Holandita (Ba,MngO,4) no s0lo®’. Estudos realizados sobre a deposicao de bario
no esqueleto de ratos alimentados com castanha-do-Pard, indicam que bario
pode se disponibilizar nesse alimento em uma forma soluvel, similar ao cloreto
de bario. Os sais solaveis de bario sdao rapidamente absorvidos pela corrente
sangiiinea. Esse metal pode se depositar nos ossos e ser facilmente excretado
pelas fezes'®.

O caso Celobar que causou mortes em 2003 de individuos passando
por exames radioldgicos devido a ingestdo de medicamento a base de sulfato de

bario pode ser explicado considerando-se esses aspectos quimicos. O sulfato de

bario pode ser empregado como matéria-prima devido a baixa solubilidade em
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agua. Porém, de forma equivocada sua sintese foi conduzida a partir do
carbonato de bario, que também ¢ insoluvel em agua, mas que se dissolve
facilmente em meio acido. Dessa forma, a conversao incompleta da matéria-
prima resultou na biodisponibilidade de bario no organismo causando drasticos
efeitos toxicos'”.

O alto conteudo de bario desperta interesse sobre os teores dos
outros metais alcalino terrosos, sendo que esses também apresentaram valores
consideraveis conforme SMITH, em uma investigagdo sobre a absorcdo de
calcio, estréncio, bario e radio pela planta”. Ha presenca de ***Ra e **’Ra
possivelmente devido a altos niveis no solo, conferindo uma certa radioatividade
ao alimento, sendo que atividade para *’Ra medida foi de 29,6 a 205 Bq/kg. A
quantidade de bario encontrada foi de 190 a 5890 mg/kg. O acimulo de bario e
radio € ocasionado pela capacidade unica da castanha-do-Para em absorver esses
metais, em comparagdo a outras plantas. Possivelmente ocorre um mecanismo
especial nessa planta, sendo provavel a formagdo de complexos organicos que
aumentam a mobilidade dos ions alcalino terrosos, em especial bario e radio,
favorecendo o seu movimento ¢ redistribuicdo durante o desenvolvimento dos
frutos”.

Um trabalho recente constatou uma surpreendente atividade de
*BTh em castanha-do-Para, mediante analise do alimento e de amostras de
excrecao seguidas do seu consumo. Os is6topos de tério ocorrem usualmente em
industrias nucleares. Esse radionuclideo foi observado provavelmente em

228Ra com meia-vida de 5,76 anos, ndo sendo tdo

decorréncia do decaimento de
facilmente absorvido pelo intestino quanto o radio, o que dificulta a medida de
sua atividade na urina’®. Em 1968 foi reportada a atividade para ***Ra de 5,9 a
133 Bg/kg na castanha’’. No entanto, foi encontrado que esse elemento
radioativo ingerido ao se alimentar com castanha-do-Para nao ficou retido no

.78 ~ TSRS MU
organismo’ . Dessa forma, ndo ha implicagdes danosas em relagdo a

radioatividade.
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Considerando-se todos esses aspectos constata-se que hd uma
riqueza inestimavel de nutrientes na castanha-do-Para, sendo que
particularmente o conteildo mineral requer atengdo quanto a biodisponibilidade,
tanto no ambito de essencialidade quanto de toxicidade. Estudos mostram que a
biodisponibilidade de elementos ¢ os modos em que sdo armazenados no corpo

s 1
dependem de sua forma quimica .

2.3.2.2 — Especiacao quimica

A especiagdo tem sido relevante para elucidagdao da forma quimica
na qual um determinado elemento pode ser encontrado em uma matriz bioldgica.
Esse aspecto auxilia a compreensdo da absor¢do incompleta que geralmente
ocorre para muitos minerais. Os processos relevantes envolvidos incluem estado
de oxidacdo e a presenga de complexos estdveis ou transientes com outros
alimentos’. O procedimento desenvolvido para a especiagio quimica é
fortemente dependente da natureza da amostra, do elemento de interesse, da
precisdo e exatiddo almejadas’.

Assim, o termo especiacdo tem sido usado para indicar estratégias
analiticas visando a identificagdo de espécies quimicas e medir sua distribui¢ao
em uma determinada amostra. O impacto de um determinado elemento ndo deve
ser baseado somente na concentracdo total. Nesse ambito, a pratica de
fracionamento tem sido realizada para identificar varias classes de espécies de
um certo elemento, bem como suas concentragdes em cada classe. Os processos
envolvidos no fracionamento se fundamentam nas diferentes propriedades das
espécies quimicas, tais como tamanho, solubilidade, afinidade, estado de
valéncia e hidrofobicidade™.

A especiacao de selénio em castanha-do-Pard tem sido explorada,
devido a importancia desse elemento e a alta concentracao nesse alimento. Entre

os trabalhos desenvolvidos nesse ambito ha uma revisdo direcionada a
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especiagdo de selénio em alimentos”. A castanha-do-Pard foi selecionada para
avaliar a possibilidade de produgdao de um material de referéncia para a
especiacao de compostos de selénio, por ser uma fonte natural. Esse alimento se
mostrou um candidato adequado para a produg¢dao do material de referéncia
considerando-se a confiabilidade dos resultados da determinacao de
selenometionina de acordo com dois diferentes testes de estabilidade. Diferentes
materiais de referéncia da castanha-do-Pard podem ser produzidos,
representando niveis de selénio distintos, considerando-se que os seus teores
variam conforme o local de origem da castanha®'. Métodos analiticos devem ser
minuciosamente estabelecidos para a producdo de materiais de referéncia
certificados para especiacdo. Estratégias como extracdo, separagdo e analise por
espectrometria de massa para compostos de selénio devem ser desenvolvidas.
Diferentes métodos empregando a hifenacdo de técnicas de
separacgdo e detecgdo t€m sido propostos visando a especiagdo de selénio, como
o uso de nebulizagdo ultrassonica associado ao acoplamento com cromatografo
liquido de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao por ICP-MS, HPLC-ICP-MS e
com ionizagdo por electrospray HPLC-ESI-MS/MS¥. Uma alternativa ao
sistema de deteccdo ¢ o emprego de ICP OES, embora a sensibilidade seja
limitada para elementos presentes em baixas concentragdes. Esse problema pode
ser atenuado aplicando-se a geragdao de hidretos (HG) e a pré-concentragdo do
analito. Assim, o uso de HPLC-UV-HG-ICP OES foi eficaz para a especiacao
de selénio, no qual alguns parametros foram avaliados, tais como tempo de
exposicao a radiagcdo ultravioleta (UV) em uma camara de foto-redugdo,
condi¢des adequadas para a geragdo de hidretos (solucdo redutora e vazao) e
operagdo do ICP OES (poténcia aplicada pela fonte de radio-freqiiéncia, altura
de observacdo e comprimento de onda)®. A especiacdo de selénio em diferentes
tipos de castanha, inclusive castanha-do-Para, foi realizada por intermédio de
seu fracionamento em lipidios, proteinas e compostos de baixa massa molecular

(LMW) usando a hifenacao das técnicas HPLC e ICP-MS. Os resultados obtidos
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evidenciaram que a espécie selenometionina corresponde a cerca de 25 % do
conteudo total do elemento, enquanto que a fracio LMW representa em torno de
5 %’. Estudo mais recente demonstrou que as espécies selenometionina e
selenocisteina sdo facilmente absorvidas no trato gastrointestinal, onde foram
empregadas as técnicas hifenadas de HPLC-ICP-MS e HPLC-ES-MS-MS, apds
digestdo enzimatica e gastrointestinal “in vitro”®*.

Para proporcionar a especiacdo de arsénio em diferentes tipos de
castanhas foi empregada a cromatografia de ions acoplada ao ICP-MS (IC-ICP-
MS). Em castanha-do-Pard foram detectadas as formas de As (III),
dimetilarsénio (DMAs (V)), monometilarsénio (MMAs (V)) e As (V), sendo que
as espécies em maior concentracdo sao As (V) e As (III), 2,9 e 4,3 ng/g em
média, respectivamente, para a fracdo de lipidios. Os niveis foram mais baixos
para a amostra sem lipidios®. A toxicidade de arsénio é dependente de sua
forma quimica, sendo que os compostos trivalentes sdo geralmente mais téxicos
do que os pentavalentes por apresentarem maior afinidade de interagcdes com
grupos sulfidrilas de enzimas e proteinas, inibindo uma variedade de processos
oxidativos intracelulares Dentre as espécies de arsénio o gas arsina, AsHj, € a
que apresenta toxicidade mais severa. A dose letal para criancas ¢ de 2 mg/kg,
em adultos o intervalo ¢ de 120 a 200 mg®**’.

A especiacao dos metais niquel, cobre, zinco e manganés também
foi investigada. Os teores foram avaliados em diferentes meios, sendo
classificados por tamanho molecular, uma vez que o meio 4cido extrai
seletivamente os compostos de baixa massa molecular. As andlises foram
conduzidas por SEC-UV-ICP-MS e constatou-se que todos os elementos estao
associados principalmente aos compostos de alta massa molecular, como as
proteinas™.

Estudos mais detalhados sobre a especiacao elementar em castanhas

sd0 necessarios e promissores. Pode-se constatar na literatura que apenas o

elemento selénio tem sido estudado de forma minuciosa.
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2.3.3 — Perspectivas

Nesta revisdao foram compilados alguns trabalhos relacionados a
castanha-do-Para possibilitando acesso a informag¢des com diferentes visoes e
contetidos. Além disso, buscou-se verificar os temas que podem ser mais
explorados e esclarecidos.

Constatou-se que a castanha-do-Pard apresenta diversidade de
composi¢do quimica, proporcionando uma série de beneficios a satde. Contudo,
ainda ha informagdes que devem ser investigadas visando uma caracteriza¢ao
mais completa desse rico alimento.

Foi relatado que as castanhas em geral contém acido folico®'. No
entanto, ndo h4 dados detalhados quanto a concentragdo para as diversas
castanhas, inclusive para a castanha-do-Pard. Seria interessante abordar esse
assunto de um modo mais especifico, uma vez que o acido folico desempenha
um papel importante na saude humana.

E possivel buscar conhecimentos mais aprofundados em relagio ao
contetido mineral relevante tanto pela essencialidade quanto pela toxicidade. A
castanha-do-Para apresenta uma variedade de minerais de interesse nutricional e
toxicoldgico. Entretanto, ndo basta estabelecer os teores totais, sendo também
necessario gerar informagdes que possibilitem verificar a atividade de um
determinado elemento no organismo com base na forma quimica na qual ocorre
no alimento.

Além de aspectos quimicos relacionados a planta, podem ser
desenvolvidos estudos sobre a regido produtora, contribuindo para um maior

entendimento sobre a extensdo da absor¢do de nutrientes pela planta.



Capitulo 3

OBJETIVO



Objetivo 38

3 - OBJETIVO

Este estudo teve como objetivo a determinacao e fracionamento de
bario em castanha-do-Para.

Assim, buscou-se estabelecer quais as classes dos compostos
contendo bario e inferir sobre eventuais implicagdes relacionadas a saude
humana.

Desta forma, este trabalho avaliard a hipotese de que as espécies
quimicas de bario na castanha-do-Para seriam selenato ou sulfato de bario,
considerando-se a elevada concentracdo de selénio e de compostos contendo

enxofre. Essa hipdtese ¢ condizente com a nao toxicidade desse alimento.
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4 - PARTE EXPERIMENTAL

4.1 — Instrumentacio

Os seguintes equipamentos e acessorios foram empregados:
- Espectrometro de absor¢do atdbmica com atomizacgao eletrotérmica em forno de
grafite GTA 100 (Varian, modelo 800) equipado com corretor Zeeman
transversal, amostrador automatico, tubos de grafite recobertos piroliticamente
com aquecimento longitudinal (HGA Varian). Todas as medidas foram feitas em
absorbancia integrada (integragdo do sinal transiente de absorbancia em fungao
do tempo).
- Lampada de catodo oco de bario (corrente elétrica aplicada de 20 maA,
resolugdo espectral de 1,0 nm e comprimento de onda de 553,6 nm) e ultra
lampada de catodo oco de Se (corrente elétrica aplicada de 15 mA, resolugao
espectral de 0,2 nm e comprimento de onda de 196,0 nm).
- Espectrometro de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente com
configuracdo axial (Vista AX, Varian, Melbourne, Australia). Os parametros
operacionais encontram-se na Tabela 4.1.
- Mobdulo termogravimétrico simultinco TG/DTA SDT Q-600 (TA
Instruments), controlado pelo software Thermal Advantage (v. 1.4).
- Forno de microondas com cavidade Milestone modelo Ethos 1600.
- Moinho criogénico SPEX CertiPrep modelo 6750 (Metuchen, NJ, EUA)
- Banho de ultra-som modelo USC 1400 (Unique, Sao Paulo, SP, Brasil)
- Chapa de aquecimento
- Freezer

- Centrifuga
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TABELA 4.1 - Parametros operacionais do ICP OES AXIAL

Parametro Descricao
Gerador de radio-freqiiéncia 40 MHz
Poténcia de radio-freqiiéncia aplicada 1,3 kW
Vazao do plasma de Ar 15,0 L/min
Vazao do gas auxiliar 1,5 L/min
Vazao do gas de nebulizagao 0,9 L/min
Vazao da amostra 0,9 mL/min

Nebulizador e Camara de nebulizacdo ~ Ranhura em V e Sturman-Masters
Elemento / Comprimento de onda (nm) Ba Il 233,527; Ba Il 455,403
Cal393,370
Mg II 285,213
P1213,618
S1180,669
Se 1203,985

4.2 - Reagentes e solucoes

Todas as solu¢des foram preparadas empregando reagentes de alta
pureza analitica, agua purificada e desionizada por sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA) e acido nitrico (Merck, Darmsdadt, Alemanha) purificado
no sistema de sub-destilagao (SubPur, Milestone, Sorisole, Italia).

As solugdes analiticas de referéncia foram preparadas em meio 0,1% (v/v)
HNO; a partir da diluigdo adequada das solugdes estoque individuais contendo
1000 mg L' de cada elemento (Spex Sample Preparation, Metuchen, NJ, EUA).

Além das solugdes estoque e de referéncia de bario, calcio, fosforo,

magneésio, enxofre e selénio, foram utilizados: argdnio, nitrogénio liquido,
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cloreto de potassio, peroxido de hidrogénio, acido perclérico, hidroxido de
sodio, acido fosforico, acido nitrico, acetona, hidrogenocarbonato de sddio,
acido cloridrico e mistura de cloroférmio-metanol 2:1 (v/v). Todas as solugdes ¢
amostras foram armazenadas em frascos de polietileno descontaminados e

mantidas sob refrigeracao.

4.3 — Amostras

Castanhas-do-Para foram compradas com e sem casca no comercio
de quatro estados: Maranhao, Para, Parand ¢ Sao Paulo. As amostras adquiridas
no Para tinham diferentes formas: sem casca industrializada, com casca sem

processo de industrializacao e dentro do ourigo.

4.4 - Descontaminacio dos materiais

Os frascos de polietileno, vidrarias, copos do amostrador automatico e as
ponteiras das micropipetas foram lavados com 4gua corrente, depois com agua
desionizada e, em seguida, foram imersos por 24 h em um banho com solugao
de 10 % (v/v) de HNO:;.

Posteriormente, esses materiais foram lavados com &gua desionizada

(Milli-Q) e secos em capela de fluxo laminar.

4.5 — Procedimentos

Os distintos procedimentos de preparo de amostra foram
empregados para a determinagdo de teores totais e em diferentes fracdes obtidas
por extragdes seqlienciais visando avaliagdo da solubilidade e composi¢do

quimica. Na extracdo seqiiencial obtiveram-se as seguintes fragdes: lipidios,
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compostos de baixa massa molecular (LMW) e proteinas, conforme

procedimento proposto por KANNAMKUMARATH et al.®.

As amostras de castanha-do-Pard foram descascadas e pulverizadas em
moinho criogénico usando recipiente imerso em nitrogénio liquido (SPEX),
sendo que foi aplicado o seguinte programa com 3 ciclos: Etapa 1 - Pré-
congelamento: 4 min; Etapa 2 — moagem: 2 min intercalados por ciclos de

recongelamento de 2 min.

4.5.1 - Teores totais

Promoveu-se a digestao acida assistida por radiagdo microondas conforme
programa apresentado na Tabela 4.2, correspondente a 8 frascos reacionais de
PFA, empregando 2 mL de HNO; e 3 mL de H,0, concentrados para uma massa
de amostra de 0,250 g aproximadamente. Os digeridos foram diluidos em baldes
volumétricos para um volume de 50 mL com 4gua desionizada. O procedimento
de digestdo também foi conduzido empregando-se acido diluido em uma
concentracao de 7 mol/L, porém com volumes de 3 mL da solugdo 4cida e 2 mL

de HzOz.

TABELA 4.2 - Programa de aquecimento utilizado no forno de microondas

Etapa  Tempo (min) Poténcia (W) Temperatura (°C)

1 3,0 300 120
2 1,0 0 120
3 6,0 500 210
4 5,0 650 240
5* 5,0 0 0

* ventilagdo

4.5.2 — Extracao sequencial com base na solubilidade
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Este procedimento envolveu 3 etapas sucessivas, demonstrados abaixo de

modo descritivo e ilustrativo:

Etapa 1 - Extragcdo com dgua quente - (ca. 60°C por 30 min)
proporciona a separacdo de compostos soliveis adicionando-se 10 mL de 4agua
desionizada a uma massa de 0,5 g da amostra. A mistura foi agitada por cerca de

2 min, centrifugada por 10 min a 4500 rpm e filtrada (Fig. 4.1).

10 mL H,O 60 °C 5 min
desionizada 30 min

Andlise <—— <= T7 <—3  10min

4500 rpm

Fracao 1

FIGURA 4.1 — Esquema do procedimento de extragcdo com agua

As etapas subseqiientes se baseiam nas reagdes de equilibrio
quimico, envolvendo reagdes de metatese (dupla troca) representadas pelas
equagdes 1 e 2 e dissolucdo em meio acido representada pela equagdo 3. As
constantes de equilibrio combinadas foram calculadas a partir de constantes de

equilibrio de solubilidade®.

equacdo 1 BaSOy4(s) + NaCOgz(aq)~ BaCOs(s) + 8042-(aq) K=0,58
Ks =1,55x 10 Ks = 2,69 x 10°
~ . 2- K=12,9
equacao 2 BaSeOy4is) + NaxCOgz(aq~= BaCOj3(s) + Se04" (aq)
Ks = 3,47 x 10°®

equacdo 3 BaCOs(e) + 2 H'(aq) == Ba’ " (aq) + COz + H0
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Etapa 2 - Extra¢do em meio alcalino - ao residuo solido foi adicionado
Na,CO;5; em excesso (0,3 g) e 5 mL de agua com aquecimento por 15 min na
temperatura de ca. 60°C, sendo que a mistura também passou pelos processos de

agitacdo, centrifugacao e filtragdo mencionados na etapa 1 (Fig. 4.2).

residuo 5mL 60 °C

.-".'A]'

Anglise  <—— <= | <= 10mn

| B~ 4500 rpm
FIGURA 4.2 — Esquema do preragdrinto de extragdo em meio alcalino

Etapa 3 — Dissolugdo do residuo - o solido residual, ou seja o residuo
obtido na etapa 2, foi dissolvido em 10 mL de HNO; 5% (v/v), realizando-se os
processos de centrifugagdo e filtracdo. Dessa forma, residuos decorrentes da

eventual formagdo de carbonato de bario na etapa 2 foram dissolvidos em meio

acido (Fig. 4.3).

residuo IL?\IQLE?"/G 5 min 10 min
3270 4500 rpm *
Andlise <—— <— _
! _,:‘ p—

Fragcao 3

FIGURA 4.3 — Esquema do procedimento de dissolu¢do do residuo 2
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Termogravimetria — fo1 efetuada a andlise térmica dos residuos
obtidos em todas as etapas para uma das amostras. Os residuos secos foram
submetidos a uma programa¢do de temperatura controlada, avaliando-se a

variacao de massa.

4.5.3 — Extraciao seqiiencial: lipidios, proteinas e compostos de

baixa massa molecular

A extragdo lipidica foi promovida mediante a adicdo de uma
mistura cloroférmio-metanol 2:1 v/v (10 mL) a uma massa de 2,0 g de amostra
moida. Apos a evaporacao do solvente, uma massa de 0,250 g do s6lido residual
composto pelos lipidios extraidos foi digerida adotando o mesmo programa
citado anteriormente (Fig. 4.4).

CHCI; + CH,OH
(2:1 viv)- 10 mL

Andlise <]

FIGURA 4.4 — Esquema do procedimento de extragao lipidica

<~ Secagem

As extragdes de proteinas e compostos de baixa massa molecular foram
efetuadas para a amostra sem lipidios, apoés a evaporacdo de solvente a

temperatura ambiente.

A extragcdo de LMW foi promovida por intermédio da adicdo de

HCI10,4 0,4 mol/L (40 mL) a amostra seca (2,0 g), mantendo-se a mistura em um
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banho de ultra-som por 2 h, trocando-se a agua periodicamente a fim de manter
a uniformidade da temperatura. Uma tnica posi¢ao do frasco no banho foi usada

para todas as amostras (Fig. 4.5).

banho de

—> E > ultra-som >

(2 h)
4 mL HCIOq, 10 min

0,4 mol/L 4500 rpm

Analise <— <— i

L = " -

FIGURA 4.5 — Esquema do procedimento de extracdo de LMW

A extragdo proteica foi efetuada mediante adicdo de 10 mL de
NaOH 0,1 mol/L a amostra seca (1,0 g), seguida da neutralizacdo do
sobrenadante com H;PO, 4 mol/L ¢ a precipitacdo com adi¢do de acetona, sob
refrigeracdo, por 30 min. As proteinas precipitadas foram digeridas em meio
acido usando-se aquecimento por radiagdo microondas (Fig. 4.6), apds
evaporacdao do solvente a temperatura ambiente, seguindo o0 mesmo programa

apresentado na Tabela 4.2.

i 80 mL
> — ﬁ —= — acetona
\ "_F__'I«:_"'"_.il
10 mL NaOH 10 min H;PO4 4 mol/L
0,1 mol/L 4500 rpm pH 7

<:I Secagem <:|Refrigeragéo

30 min

Andlise <]

FIGURA 4.6 — Esquema do procedimento de extragdo protéica
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4.5.4 — Determinacao elementar

Foram empregadas as técnicas de espectrometria de absorcao
atdmica com atomizagdo eletrotérmica em forno de grafite e espectrometria
de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente com arranjo axial (ICP

OES AXIAL) para a determinacao dos teores totais de bario.

O teor de Se foi determinado por GFAAS usando-se solugao de Pd 1000
mg/LL como modificador quimico. Os programas de aquecimento foram
estabelecidos utilizando solugdes contendo 80 e 30 pg/L de Ba e Se,
respectivamente, em meio de 0,1 % HNO; (v/v). Os programas estabelecidos
estdo apresentados nas Tabelas 4.3 ¢ 4.4.

A técnica de ICP OES foi empregada para determinacdo dos
elementos Ca, Mg, P, S e Se.

A andlise dos extratos obtidos nas extragdes seqiienciais foi
conduzida por ICP OES para todos os elementos citados na determinagdo de
teores totais. As solugdes analiticas de calibragdo foram preparadas
considerando-se os diferentes meios de cada fracdo decorrente do processo de

extragdo seqiiencial.

TABELA 4.3 - Programa de aquecimento do GFAAS para a determinacao de

bario
Temperatura Tempo (s) Vazao de Ar
Etapa . 1
O (rampa, patamar) (L min™)
Secagem 90 5,15 3,0
Secagem 120 10, 20 3,0
Pirdlise 1600 5,10 3,0
Atomizagao 2600 2,3 0

Limpeza 2700 1,3 3,0
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TABELA 4.4 - Programa de aquecimento do GFAAS para a determinagdo de

selénio
Temperatura Tempo (s) Vazao de Ar

Etapa . .

O (rampa, patamar) (L min™)
Secagem 90 5,15 3,0
Secagem 120 5,25 3,0
Pirdlise 1200 3,5 3,0

Atomizagao 2200 1,5 0

Limpeza 2600 1,3 3,0
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Analise elementar total

Para a determinagdo dos teores totais as amostras pulverizadas em
moinho criogénico foram digeridas em forno com radiacdo microondas usando
acido nitrico e peroxido de hidrogénio concentrados devido ao alto teor lipidico
na castanha-do-Para.

No entanto, foi possivel o emprego de solucdo de acido nitrico 7
mol/L aumentando-se os volumes dos reagentes, mantendo-se o mesmo
programa de aquecimento e a mesma massa de amostra. Dessa forma, a digestao
assistida por radiacdo microondas também foi eficiente com o emprego de acido
nitrico diluido correspondente a 50 % (m/v), possibilitando reduzir o manuseio
de &cido concentrado e a concentragdo acida dos residuos. O emprego de acidos
diluidos na decomposi¢do de amostras biologicas ¢ desejavel por proporcionar
maior seguranca no decorrer do processo, custos mais baixos e reducao nos
valores de branco. Além disso, a presenca de moléculas de dgua facilita o

aquecimento em funcio de sua alta capacidade calorifica”.

5.1.1 — Determinacao de bario

A determinagdo da concentragao total de Ba nos digeridos da castanha-do-

Para foi efetuada tanto por GFAAS quanto por ICP OES, com o intuito de
avaliar a exatidao dos resultados.

Também foi feita a determinacao por FAAS com o uso de potassio

como supressor de ionizacdo, pois bario ¢ facilmente ionizdvel e a sua

atomizagdo fica comprometida, principalmente na chama oOxido nitroso-

acetileno, que ¢ recomendavel para esse elemento. Porém, os resultados nao



Resultados e Discussdo 353

foram concordantes com aqueles obtidos por GFAAS e ICP OES, sendo que a
sensibilidade obtida foi baixa.

Para a determinagdao de Ba por GFAAS foram obtidas as curvas de
temperatura de pirolise e de atomizacao (Fig. 5.1). Sendo que, para estabelecer a
temperatura 6tima de pirdlise fixou-se a temperatura de atomizagdo em 2600 °C
e variou-se a temperatura de pirdlise entre 800 e 2200 °C. Ao passo que, para a
obten¢ao da curva de temperatura de atomizacdo fixou-se a temperatura de
pirolise em 1600 °C e variou-se a temperatura de atomizagao entre 2200 e 2700
°C. Desse modo, as temperaturas de pirdlise e de atomizacdo estabelecidas
foram de 1600 e 2600 °C, respectivamente, para uma solucao de Ba 80 pug/L em
meio HNO; 0,1 % (v/v).

Bario apresenta cardter refratario e pode formar carbetos
relativamente estaveis no interior do tubo de grafite, dificultando a atomizagao
do elemento’. No entanto, ndo foi empregado modificador quimico, uma vez que
os teores sdo relativamente altos e houve concordancia dos resultados com

aqueles obtidos por ICP OES, que serdo apresentados posteriormente.
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FIGURA 5.1 - Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagdo para Ba 80
ng/L em meio HNO; 0,1% (v/v)



Resultados e Discussio 54

Os resultados obtidos por GFAAS (Tab. 5.1) foram compativeis
com dados da literatura, sendo que os teores de bario em castanha-do-Para
podem chegar até 4000 mg/kg". Os teores de bario determinados variaram em
um intervalo de concentracao de 860 a 2084 mg/kg. Os desvios padrao relativos
foram de 0,80 a 3,1 %, possivelmente decorrentes das limitagdes da técnica para
a determinacado desse elemento, envolvendo a formagao de carbeto refratario e
interferéncias causadas pela emissdao de radiagdo pelo tubo de grafite
incandescente.

O limite de deteccao (LOD) calculado apds 10 medidas do branco a
partir da curva analitica de calibracao (Fig. 5.2) foi de 0,14 pug/L. Enquanto que,
o valor calculado de limite de quantificacao (LOQ) foi de 0,45 ng/L.

o
(9)]
T

o
N
T

o
w
T

o
N
T

y =-0,00375 + 0,00639 x
R =0,9999

Absorbancia Integrada/s
o

1 1 1 1 1 1 1 1

10 20 30 40 &0 60 70 80

Concentragdo de Ba (ug L'l)

FIGURA 5.2 - Curva analitica de calibragdo para Ba em meio do branco do

digerido para GFAAS
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TABELA 5.1 — Teores médios de bario* determinados em castanha-do-Paré por

GFAAS

Amostra Ba (mg/kg)
1 1769 + 43
2 1340 + 42
3 2084 + 25
4 893 +7
5 860 £ 15
6 1909 + 30

* média £ desvio padrdo, n=3

Na determinagdo de bario por ICP OES foi empregada a linha
10nica de emissao mais sensivel em 455,403 nm. Os resultados encontram-se na
Tabela 5.2, sendo que o LOD calculado a partir de 10 medidas do branco
analitico foi de 8,33 ug/L, ao passo que o LOQ foi de 27,8 pg/L, considerando-
se os valores de intensidade de emiss@o e da concentragdo equivalente ao sinal
de fundo (BEC). A curva analitica de calibragdo estd apresentada na Figura 5.3.
O BEC ¢ correspondente a concentracdo do analito que gera um sinal
equivalente a intensidade de emissdao do fundo na linha considerada. Com o seu
emprego no calculo de LOD ¢ possivel verificar mais claramente os efeitos do
ambiente espectral em relagdo ao calculo convencional estabelecido pela

IUPAC. Assim, o célculo de LOD por ICP OES envolvendo o BEC foi

estabelecido conforme as equacdes abaixo™ *":
Equagao 4 BEC= ¢,
SBR
~ [ -1
Equacao 5 SBR = b
bco
3xBECxRSD
Equagio 6 LOD= e

100
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Nas quais, Cg ¢ a concentragcdo da solucdo de referéncia, SBR ¢ a
razao entre o sinal analitico ¢ o sinal de fundo, I, ¢ a intensidade da solucao de
referéncia, I, € a intensidade de emissdao do branco analitico ¢ RSD ¢ o desvio

padrao relativo do branco analitico.

5x10"
4x10" |
,_8 3x10"
<
o
o p—
& ,
5 2x10
=
y =609311 + 1,79E6 x
1x10” | R =0,9996
0 & I I I I I
0 5 10 15 20 25

Concentracao de bario (mg/L)

FIGURA 5.3 - Curva analitica de calibragdo para Ba por ICP OES

Os teores determinados foram similares aos obtidos por GFAAS e
variaram entre 888 e 2067 mg/kg. Aplicando-se o teste-t foi constatado que os
resultados obtidos por GFAAS e ICP OES foram concordantes a um nivel de 95
% de confianga. Assim, tal como esperado, ambas as técnicas sdo aplicaveis

para a determinagdo de bario em castanha-do-Para.
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TABELA 5.2 — Teores médios de bario* determinados em castanha-do-Paré por

ICP OES

Amostra Ba (mg/kg)
1 1868 + 7
o) ok
3 2067 = 80
4 905+ 8
5 888 + 38
6 1947 + 35

* média =+ desvio padrio, n = 3;

** indisponibilidade de amostra

Também foi efetuada a determinagao dos teores totais de outros
elementos, tais como enxofre e selénio nas amostras digeridas para avaliar uma
possivel associacdo com bario. Esses dados serdo apresentados e discutidos

posteriormente.

5.1.2 — Determinacao de selénio

A determinagdo da concentragdo total de Se foi efetuada por
GFAAS utilizando-se Pd 1000 pg/LL como modificador quimico para uma
adequada estabilizagdo térmica do analito durante a etapa de pirdlise’.

As temperaturas de pirolise e de atomizagdo estabelecidas
experimentalmente foram de 1200 e 2200 °C, respectivamente, para uma
solucdo de Se 30 ug/L em meio HNO;3 0,1% (v/v). As curvas obtidas estdo

apresentadas na Figura 5.4.
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FIGURA 5.4 - Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagdo para Se 30

ug/L em meio HNO3 0,1% (v/v) com modificador quimico Pd 1000 ug/L

Os teores de selénio nas amostras de castanha-do-Para normalmente

sdo altos em comparagdao com aqueles encontrados em outras fontes alimenticias

de selénio. Os teores determinados variaram de 6,30 a 41,6 mg/kg nas amostras.

De acordo com Chang et al. a concentracdo total de selénio nesse

alimento varia conforme a procedéncia,

253 mg/kg .

cm um

intervalo de 0,20 a
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TABELA 5.3 — Teores médios de selénio* determinados em castanha-do-Para

por GFAAS

Amostra Se (mg/kg)
1 8,50 + 0,55
19,0 £0,7
12,3+0,3
8,40 + 0,72
41,6 £ 0,3
6,30 + 0,34

AN N KW

* média &+ desvio padrdao, n=3

A determinacdao da concentracao total de selénio também foi
efetuada por ICP OES, porém foram observados altos desvios em virtude das
concentragdes estarem proximas ao limite de deteccdo da técnica para esse
elemento. Entretanto, foram detectados teores concordantes com os obtidos por

GFAAS.

5.1.3 — Determinacio de enxofre

A castanha-do-Para contém alta concentragdo de enxofre presente
principalmente nas proteinas, na forma de metionina e cisteina, o que contribui
para o alto valor nutricional do alimento™.

Dessa forma, foi relevante a determinacao desse elemento. A
determinacao foi conduzida por ICP OES com configuracdo axial. Os valores de
LOD e LOQ calculados apds 10 medidas do branco analitico foram de 72 e 240
ng/L, respectivamente.

Também foi efetuada a determinacdao simultanea dos elementos

calcio, magnésio e fosforo empregando-se ICP OES.
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Com isso foram obtidas mais informacdes sobre a composi¢ao
elementar das amostras de castanha-do-Pard (Tab. 5.4). Observaram-se desvios
mais altos para as amostras 3 ¢ 5 em relacdo a todos os elementos, sendo que o
maior valor de RSD ¢ correspondente a 5 %, podendo ser associado a erros no
preparo de amostra que podem envolver perda do analito por volatilizacdo ou
contaminagao.

Foram obtidos teores elevados para todos os elementos, em especial
para o fosforo. Os valores de LOD calculados apo6s 10 medidas do branco
analitico foram de 85, 22 e 41 ug/L para calcio, magnésio e fosforo,
respectivamente, ¢ os valores de LOQ foram de 284, 75 e 140 pg/L.
Considerando-se as altas concentragdes, esses elementos despertaram interesse
por desempenharem fungdes bioldgicas importantes.

Além disso, acredita-se na possibilidade de associacao de fosforo
com bario, assim como enxofre e selénio, na forma de compostos. Por outro
lado, cdlcio e magnésio podem apresentar perfis similares ao bario e se
associarem aos nao metais mencionados.

A castanha-do-Pard possui capacidade unica entre as plantas de
acumular facilmente metais, tais como bario e radio. Em um estudo
desenvolvido por SMITH foi observada uma alta razdo entre bario e célcio, no
endosperma da planta, indicando maior facilidade na mobilidade de bario da raiz
aos tecidos. Alguns agentes quelantes podem aumentar a mobilidade de calcio,
contribuindo para que esse metal também seja encontrado em altos teores nos

frutos da castanha-do-Para”.
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TABELA 5.4 — Teores médios de calcio, magnésio, fosforo e enxofre*

determinados por ICP OES com configuracao axial

Amostra Ca (mg/kg) Mg (mg/kg) P (mg/kg) S (mg/kg)
1 1904 + 18 2622 + 14 16618 + 87 3512+ 14
7 ok % ok %
3 906 + 45 2360 + 93 14513 + 573 2964 + 132
4 1985 £ 17 2330+ 21 16445 + 78 2651 + 14
5 2296 + 86 2792 + 66 20577 £ 735 4266 =91
6 1360 + 37 2384 + 33 15691 + 151 3018 £ 51

* média + desvio padrdo, n = 3;

** indisponibilidade de amostra

Em decorréncia dos altos teores de fosforo, selénio e enxofre,
formulou-se preliminarmente a hipdtese de que a forma quimica de bario em
castanha-do-Para seja fosfato, sulfato ou selenato de bario. Essas espécies ndo
apresentam toxicidade devido a sua baixa solubilidade em agua'”.

Sendo assim, foi importante a realizagdo de um fracionamento de
bario com base nas propriedades de solubilidade e massa molecular dos
compostos. Essa estratégia possibilitou avaliar uma possivel associagdo com os
elementos mencionados na Tabela 5.4, nos diferentes compartimentos de

compostos soluveis, de baixa massa molecular, lipidios e proteinas.

5.2 — Fracionamento de bario com base na solubilidade

O fracionamento de compostos de bario com base na solubilidade
em agua foi efetuado conforme os procedimentos de extragdo seqiiencial
envolvendo trés etapas de extracdo com agua, extracdo em meio alcalino e

solubiliza¢dao do residuo em meio acido. As determinacdes nos extratos obtidos
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foram feitas por ICP OES com configuracdo axial. Os resultados para as trés
fracdes encontram-se na Tabela 5.5.

Obteve-se a separagdo dos compostos soluveis (fracdo 1) simplesmente
com a adicdo de 4gua a amostra moida, obtendo-se o residuo 1. Observou-se
uma quantidade pequena de bario nessa fra¢do, indicando a presenca desse
elemento na castanha-do-Pard como uma forma insoluvel e indisponivel ao
organismo.

As etapas subseqilientes foram estabelecidas conforme os equilibrios
quimicos envolvidos na reagdo entre carbonato de sodio e os sais sulfato e
selenato de bario, possiveis formas quimicas de bario em castanha-do-Para,
gerando carbonato de bario e sua posterior dissolu¢do em meio acido.

Com a adi¢do de carbonato de s6dio em excesso a quente, ocorre a
conversao dos sais insoluveis contendo ions bario em carbonato de bario, sendo
que o equilibrio ¢ deslocado no sentido de formagao desse sal, de acordo com as
equagdes 1 e 2 apresentadas no capitulo 4. Esse tipo de reagdao ¢ denominado de
metatese (do grego metatesis, transpor), na qual ocorre uma troca entre os ions
das espécies envolvidas. A reagdo pode ser caracterizada por processos
quimicos, tais como a formag¢ao de produto insoluvel, de eletrolito fraco ou nao-
eletrolito e liberagdo de gas. O carbonato de bario possui baixa solubilidade (K
= 2,69 x 10™). No entanto, esse sal ¢ facilmente solubilizado em acido diluido. A
reagdo entre carbonato e acido promove a formacgdo de dacido carbdnico,
liberando os ions bario em solucao, esse acido decompde-se com facilidade em
agua e gas carbonico’ .

Dessa forma, apds a adicao de carbonato de sodio ao residuo 1, foi
promovida a conversdo dos possiveis sais de bario em carbonato de bario,
ficando esse retido em um segundo residuo, possivelmente liberando-se em
solucdo os ions selenato e/ou sulfato (fracao 2). Em seguida, o bario precipitado

na forma de carbonato de bario no residuo 2 foi solubilizado em meio acido
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(fragdo 3). Os procedimentos e as equagdes envolvidas estdo apresentados na
Figura 5.5.

As constantes de equilibrio globais foram calculadas utilizando-se
as constantes de solubilidade das espécies, obtiveram-se os valores de 0,58 e
12,9 para a reacdo entre carbonato de sddio e os sais de selenato e sulfato de
bario, respectivamente. Esses valores indicam que ha possibilidade das reagdes
ocorrerem espontaneamente, sendo que a formagao de selenato de bario seria
mais provavel, mediante o valor mais alto encontrado para a constante de
equilibrio dessa reacdo. Entretanto, também devem ser considerados outros
fatores, como a relagdo entre os teores elementares nas diferentes fragdes para
uma afirma¢do mais consistente. Conforme a alta concentragdo de fdsforo
observada nos resultados dos teores totais, seria razoavel supor que fosfato de
bario também poderia representar uma das possiveis formas quimicas, sendo que
esse sal possui extrema insolubilidade (Ks = 6,03 x 10™°). Porém, ao verificar a
baixa constante global de equilibrio (K = 3,09 x 10™°) essa hipotese foi

descartada®.

Extragio com agua ——> Fracao 1 ——> Residuo 1

Extragio em meio ——> Fracao 2 ——> Residuo 2
alcalino

BaSO4(s) + NazxCOgzaq— BaCOs(s) + SO42-(aq)

2-
BaSeOu4(s) + NazCO3zaq~— BaCOg3(;s) + Se0Oy4 (aq)

Solubilizagdoem ——> Fracao 3 ——> Residuo 3
meio acido

BaCOss) + 2 H' (aqy == Ba™"(aq)+ CO2 + Hy0

FIGURA 5.5 — Processos ¢ equilibrios quimicos envolvidos no fracionamento

com base na solubilidade
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As determinagdes foram conduzidas considerando-se o meio de
cada fracdo e construindo-se curvas analiticas individuais. Para a analise da
fracdo 2, obtida por intermédio da extragdo alcalina, foi necessario adicionar o
sal carbonato de sodio ao branco e solu¢des de referéncia, visando corrigir
eventuais efeitos de interferéncia causados pelos ions sodio. E conhecido que os
metais alcalinos sdo facilmente ionizdveis e podem alterar as intensidades das
linhas de emissdo do analito. A determinagdo de bario foi comprometida quando
nao se adicionou esse composto as solugdes analiticas de calibragao.

De acordo com os equilibrios quimicos apresentados na Figura 5.5,
pode-se afirmar que as concentragcdes de enxofre e selénio devem ser maiores
para as fragdes 1 e 2, ja a concentracdo de bario deve ser maior na fragdao 3. Os
resultados obtidos (Tab. 5.5) confirmaram essas suposi¢des.

Os teores mais baixos de bario foram encontrados na fracdao de
compostos soluveis, que variou entre 11 e 39 mg/kg. Para as amostras 3 e 6
obtiveram-se os maiores valores, 39 e 32 mg/kg respectivamente, sendo que
ambas as amostras também apresentaram os maiores teores totais de bario nos
digeridos. Entretanto, os teores encontrados na fragdo 1 ndo causam implicacdes
danosas a saude humana, conforme a WHO (do inglés: World Health
Organization) a dose letal para humanos ¢ de 3 a 4 g'’. A ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) determina que ¢ permitida uma concentragao
maxima de 1 mg/L de bario em aguas, porém nao ha informagdes quanto a
concentragao nos alimentos.

Foram constatadas as maiores concentragdes para enxofre e selénio
na fragdo 1 em todas as amostras, com exce¢do da amostra 6, que apresentou um
teor baixo de selénio. Esses resultados confirmam a biodisponibilidade desses
elementos na castanha-do-Pard. Os perfis no fracionamento como um todo para
esses ndo metais foram semelhantes para a maioria das amostras. Foi observado
que a somatoria dos teores das fragcdes estd coerente com os teores totais obtidos

nos digeridos para os trés elementos em questao.
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TABELA 5.5 — Teores médios de bario, enxofre e selénio* em mg/kg nas

diferentes fracdes da extracao seqiiencial com base na solubilidade

Elemento Amostra Fracao 1 Fracao 2 Fragdo 3  Somatoria
Ba 1 15,0+0,3 199+20 895+£26 1109 +33
2 11+1 13013 984+9 1125+ 16
3 39+ 1 127 +7 1757 +22 1923 +23
4 18+ 1 458+0,6 571+£32  635+32
5 17+1 619+1,5 5517 630+ 7
6 32+£2 126 £10 1520+223 1678 +£223
S 1 1872+ 157 619+24 50£6 2760+ 159
2 2240 £20 759 +42 89 +8 3090 + 47
3 1921 £ 89 377+ 1 211 2319+ 89
4 1574+39 396+ 17 9+1 1979 +£43
5 2600 £ 17 335+£2 34+£6 2969 + 18
6 1430+27  520+30 39+3 1989 + 40
Se 1 3,33+£0,10 0,90+0,10 1,90+0,20 6,90 +0,24
2 144+0,5 2,45+0,20 2,30+0,30 20,7+0,6
3 9,82+ 0,60 2,96+0,08 1,56+0,08 14,3+0,6
4 3,92+0,05 0,99+0,10 2,44+0,10 7,35+0,15
5 30,8+2,2 1,93+0,15 2,76+0,15 355+2,2
6 0,63+0,09 1,32+0,12 1,72+0,12 3,67 +0,19

* média = desvio padrdo, n =3
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A distribuicdo percentual de bario, enxofre e selénio nas trés

fragdes obtidas na extracdo seqiiencial com base na solubilidade para a amostra

3, esté ilustrada na Figura 5.6. Os perfis de distribuicdo obtidos para as demais

amostras sao similares ao obtido para a amostra 3.

Enxofre

Fragao 1
83%

Fragéo 3

0,
1% 16%

Fragao 2

Bario

Fragéo 1

0,
2% Fragdo 2

7%

Fragéo 3
91%

Fragao 3
17%

Fracao 1
51%

@ Fragéo 1
@ Fragao 2

@ Fragéo 3

Selénio

Fragao 2
32%

FIGURA 5.6 — Distribuigdo percentual para o fracionamento baseado na

solubilidade (amostra 3)
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Efetuou-se a analise térmica dos residuos obtidos nas trés etapas do
fracionamento para a amostra 1. Assim, avaliou-se a variacdo de massa com o
aumento da temperatura para a amostra ¢ os residuos de acordo com uma
programacao controlada de temperatura. A curva TG para a amostra estd
apresentada na Figura 5.7, os residuos 1 e 3 apresentaram curvas semelhantes
(Figs. 5.8 e 5.9), ocorrendo queima total da matéria organica a partir de

aproximadamente 600 °C.

100 - — Amostra
80 |
60 |
40 -
20 |

O I T
0 500 1000 1500

Temperatura (°C)

% Massa

FIGURA 5.7 — Curva TG (% de massa residual em fungdo da temperatura) para

a amostra 1
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FIGURA 5.8 — Curva TG (% de massa residual em funcao da temperatura) para

o residuo 1 obtido apds extracdo com agua
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FIGURA 5.9 — Curva TG (% de massa residual em funcdo da temperatura) para

o residuo 3 obtido apos dissolugdo do residuo 2
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A Unica alteragdo apreciavel nas curvas TG ocorreu para o residuo
2 (Fig. 5.10). Sendo que seu perfil se assemelha ao do BaCOs, observando-se
perda em torno de 20 % em massa entre as temperaturas de 900 e 1100 °C.

Esse resultado reforga a hipotese de que realmente o bario esteja
sendo precipitado na fragdo 2 como carbonato de bario, conforme os equilibrios
de metatese ja mencionados (Fig. 5.5). Essa forma insoluvel confirma a
indisponibilidade de bario na castanha-do-Para. A Figura 5.11 contém as curvas

TG combinadas para facilitar a comparagao.

- —— Residuo 2
N NN R
cE“é 60 -

2 40 -
20 -
0 | |
0 500 1000 1500
Temperatura (°C)

FIGURA 5.10 — Curvas TG (% de massa residual em funcdo da temperatura)
para o residuo 2 obtido apds extragdo em meio alcalino e carbonato de bario

puro
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FIGURA 5.11 — Combinagao das curvas TG para a amostra, residuos obtidos no

fracionamento com base na solubilidade e carbonato de bario puro

Portanto, com os procedimentos desenvolvidos no fracionamento
com base na solubilidade foi possivel verificar a insolubilidade das espécies
quimicas de bario presente na castanha-do-Para.

Além disso, a técnica de termogravimetria contribuiu para
confirmacao da hipotese quanto a presenca de sulfato de bario na castanha-do-

Para.

5.3 - Fracionamento de bario com base na composi¢ao quimica

Também foi realizado um fracionamento de bario conforme
procedimentos relacionados a composicao quimica. Essa estratégia possibilitou
uma melhor avaliagdo da distribui¢ao de bario em castanha-do-Para entre os

varios compartimentos.
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Os extratos obtidos nas diferentes fragdes de lipidios, proteinas e
compostos de baixa massa molecular foram analisados por ICP OES com
configuracdo axial. As solugdes analiticas de calibracdo foram preparadas de
acordo com os diferentes meios das fragcdes de lipidios, proteinas e LMW.

A determinagdo de bario em LMW foi feita no comprimento de
onda de 233,527 nm, que ¢ uma linha de emissdo com menor intensidade que
aquela em 455,403 nm usada para as outras fracdes. Essa linha foi inadequada
para a fracdo LMW devido a alta concentragdo de bario nessa fragdo. Por outro
lado, a diluicdo das amostras seria inviavel, pois foram determinados
simultaneamente outros elementos, presente em menores concentragdes, tal
como o selénio.

A extracdo lipidica foi conduzida por intermédio da mistura de
cloroférmio/metanol 2:1 (v/v) obtendo-se em torno de 65 % de lipidios.

O método Kjeldahl indicou a presenca de aproximadamente 15 %
de proteinas. Esse método ¢ freqiientemente utilizado para a quantificacdo de
proteinas totais em alimentos determinando-se o nitrogénio organico.
Basicamente a amostra ¢ digerida usando acido sulftrico, destilada e, em
seguida, titulada®.

Os percentuais totais lipidicos e protéicos determinados (Tab. 5.6)
foram coerentes com relacdo aos dados da literatura, que indicam uma
composi¢cdo quimica complexa da castanha-do-Pard, contendo de 50 a 70 % de

lipidios, 10 a 20 % de proteinas e 10 a 20 % de carboidratos".
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TABELA 5.6 — Percentual em massa lipidico e proteico* para as amostras de

castanha-do-Para

Amostra % Lipidios % Proteinas

1 64,8+ 0,5 14,7+ 0,2
60,3+ 1,6 15,8 £ 0,7
63,7+ 1,1 14,8+ 1,6

61,925 16,0 £ 0,1

2
3
4 69,1 £ 1,6 11,0£0,2
5
6 69,2t 1,5 16,1 £0,5

* média + desvio padrio, n =3

Os lipidios sdo substancias que representam moléculas de origem
bioldgica com caracteristicas hidrofobicas. Sdo facilmente solubilizados em
solventes organicos, como cloroformio e metanol™. Assim, apos a eficiente
separacao dos lipidios das outras fragdes da castanha-do-Pard pela agdo da
mistura desses solventes, foram obtidas as fra¢des contendo proteinas e os
compostos LMW.

As proteinas foram solubilizadas e separadas da matriz organica em
meio alcalino devido a alta solubilidade nesse meio. Apos a neutralizacdo da
solucdo contendo as proteinas, a precipitacdo foi promovida com a adi¢do de
acetona sob baixas temperaturas, uma vez que solventes organicos soluveis em
agua diminuem a solubilidade das proteinas devido ao baixo valor de suas
constantes dielétricas e por sofrerem hidratagio™.

Foi necessario um controle minucioso apds a separacdo das
proteinas, sendo que alguns fatores como pH, temperatura e presenga de
enzimas degradativas podem influenciar a estabilidade conformacional,

tornando-as facilmente susceptiveis a desnaturagio’”. Assim, justifica-se o
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desenvolvimento dos processos sob baixas temperaturas, além do ajuste de pH
para 7 ap6s a solubilizagdo, adicionando-se acido fosforico.

Para determinar os compostos de baixa massa molecular as
amostras livres de lipidios foram tratadas com acido perclérico, sendo que o
meio acido extrai seletivamente esses compostos. Por outro lado, o meio
alcalino promove a extracdo de compostos de alta massa molecular'. A extracdo
dos compostos LMW assistida por ultra-som foi desenvolvida mediante o
controle de alguns parametros, tais como a posi¢ao do frasco reacional no banho
e a temperatura da dgua, mantendo-se a posicao central no banho para todas as
amostras e trocando-se a agua periodicamente, sendo que a temperatura foi
mantida entre 26 e 30 ° C.

NASCENTES et al. otimizaram condigdes para uma maxima
intensidade de cavitacdo, estabelecendo o uso de 1 L de 4gua a temperatura
ambiente e posicionamento central de um tUnico tubo contendo a amostra. A
troca continua da agua do banho ultra-sonico possibilitou que até seis amostras
fossem sonicadas consecutivamente, com auséncia de desvios altos entre as
replicatas”.

Houve uma concordancia entre a somatoria dos teores determinados
nas diferentes fragdes de lipidios, proteinas e LMW (Tab. 5.7) e os teores totais
obtidos por digestdo acida.

Tal como esperado, os elementos enxofre e selénio apresentaram
teores mais altos para a fracao de proteinas. Estudos mostraram que selénio esta
ligado covalentemente com as proteinas por meio dos aminoacidos
seleniometionina e selenocisteina’', ressaltando-se ainda que o enxofre compde
esses aminoacidos.

Nao foi detectada a presenga de selénio na fragdo de lipidios. De
acordo com um trabalho desenvolvido sobre esse elemento em castanha-do-
Para®, ndo foi encontrado selénio no extrato lipidico, sendo que a sua remocdo

proporcionou maior precisao para a determinagdo do contetdo total. Nesse caso,
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seria necessario o emprego de uma técnica mais sensivel, tal como GFAAS, para
verificar a eventual presenga de selénio nos lipidios.

Embora os teores de enxofre e selénio na fracdo proteica sejam
semelhantes aqueles determinados na fracdo solivel em agua, o aminoacido
metionina ¢ apolar e apresenta baixa solubilidade. No entanto, com o
aquecimento da agua provavelmente ocorreu a desnaturacdo parcial das
proteinas, que normalmente ocorre a temperaturas abaixo de 100 °C, sendo que
pequenas variagdes na temperatura causam alteragdes aprecidveis nas
propriedades conformacionais, tais como rotagao Optica, viscosidade, absor¢ado
de UV e solubilidade. Assim, os elementos enxofre e selénio provenientes das
proteinas, ficaram disponiveis em solucdo da fracdo 1 obtida na extragdo com
agu 9% %

Enxofre e selénio ndo estdo exclusivamente incorporados as
proteinas, sendo que a fracdo LMW também apresentou valores consideraveis,
principalmente para enxofre. Pode-se inferir a possibilidade de associacdo com
bario nessa fragao.

O bario apresentou altos teores na fragdo LMW, que variaram entre
778 e 1786 mg/kg, ao passo que os lipidios contém as menores quantidades. Os
maiores teores em LMW contribuem para reforgar a suposicao ja mencionada da
presenca de sulfato ou selenato de bario.

Bario também foi detectado na fragdo de proteinas, sendo que os
valores determinados foram de 17,6 a 207 mg/kg. A presenca de metais pode
influenciar as atividades das proteinas, havendo possiveis interagdes entre
ambos. Ha conhecimento da afinidade das proteinas por ions metalicos, sendo
que essa habilidade tem sido explorada nos sistemas bioldgicos para o
desempenho de algumas fung¢des importantes aos organismos vivos, tais como
catalise (enzimas ativadas por metais), suporte estrutural (proteinas constituintes
de membranas) e transporte (hemoglobina). Os metais de transi¢io Cu®", Ni*’,

2+ 2+ o, . o
Zn~ e Co” podem se coordenar com alguns aminoacidos tais como a histidina,
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cisteina e triptofano, através de grupos doadores de elétrons nas cadeias laterais
desses aminoacidos™.

No entanto, ha poucas informagdes relacionadas as interagdes de
bario com proteinas. Sabe-se que o DNA dirige a sintese de proteinas em um
determinado organismo, sendo que o RNA representa um elo entre o DNA e as
proteinas”. Foi desenvolvido um trabalho para avaliar as interacdes especificas
de metais divalentes, como Mn”>", Ba* ¢ Mg*", na presenca de L-histidina ligada
ao RNA para uma espécie bacteriana. Avaliando-se o arranjo das estruturas ¢
perceptivel que os metais divalentes desempenham um papel importante para a
regulacdo das interacdes entre as proteinas ¢ RNA. Embora o ion metalico bario
tenha apresentado uma baixa influéncia em comparacdo aos outros ions
estudados, mediante as distancias de ligacdo no complexo formado, também
desempenhou a funcdo de facilitar a ligacdo entre a proteina e 0 RNA”.

Na fracdo de lipidios a concentragdo determinada de bario variou
entre 0,14 e 54 mg/L. Alguns estudos foram desenvolvidos envolvendo a
influéncia de cations divalentes como Ca®", Mg*" e Ba®" em fosfolipidios”™ *’.

MCLOUGHLIN et al. estabeleceram que calcio desempenha um
maior efeito na interagdo entre DNA ¢ fosfolipidios em relagdo ao magnésio e
bario. Esses efeitos geralmente sdo associados a interacdes com agua, volume
molar e energia de hidratagio (entalpia e entropia)’.

WALTER E SIEGEL mostraram que uma comparagdo da
dependéncia da temperatura para a mistura de bario e calcio nos lipidios indicou

. . - yq e . 7o+ 99
que a energia de ativagdo para calcio ¢ maior do que para bario ™.
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TABELA 5.7 — Teores médios de bario, enxofre e selénio* em mg/kg nas

diferentes fracdes da extracdo seqiiencial com base na composi¢dao quimica

Elemento Amostra  Lipidios Proteinas LMW Somatoria
Ba 1 543+0,1 66,5+1,7 16415 1762+5
2 8,42+0,92 30,7+0,7 869 +£5 908 £5
3 39,7+ 1,1 207+£9 1606 +23 1853 +25
4 30,7+ 0,9 133+6 807 £3 971 +7
5 557+0,24 17,6+0,9 778+35 801 +35
6 0,14+0,03 18,60+0,01 1786+7 1805+7
S 1 19,10+ 0,05 2814+154 395+6 3228+ 154
2 16,8+0,8 1575+106 6638 22554106
3 13,5+0,9 2265+85 380+10 2659+ 86
4 17,6 £0,7 1911 +125 756+7 2685+125
5 129+0,8 2952+ 98 349+2  3314+098
6 12,1+£0,7 2794+127 363+3 3169+127
Se 1 <LOD 129+0,7 094+0,03 13,8+0,7
2 <LOD 148+0,5 2,53+0,21 17,3+0,5
3 <LOD 9,8+0,9 2,65£0,24 12,5+0,9
4 <LOD 124+04 190+0,08 143+0,4
5 <LOD 37,0£3,1 1,84=+0,15 38,8+3,1
6 <LOD 6,7+0,8 0,14+0,01 6,84 +0,80

* média * desvio padrao, n=3

** <LOD = abaixo do limite de detecgdo

Enxofre e selénio apresentaram perfis semelhantes,

estando

presente em maior porcentagem nas proteinas e em baixa concentragdo nos
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lipidios. Por sua vez, o bario se disponibiliza quase que totalmente em LMW. As
proteinas concentram em torno de 11 % desse elemento.

A Figura 5.12 representa uma distribui¢ao percentual dos elementos
bario, enxofre e selénio nas diferentes fragdes de lipidios, proteinas e LMW para
a amostra 3, sendo que os perfis de distribui¢do obtidos para as demais amostras

foram semelhantes.

Bario
Lipidios O Lipidios
2% Proteinas m Proteinas
11% = LMW
LMW
87%
Enxofre Selénio
Lipidios Lipidios
LMW 19 LMW 0%
14%
Proteinas
Proteinas 79%
85%

FIGURA 5.12 — Distribuicdo percentual para o fracionamento baseado na

composicao quimica (amostra 3)
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5.4 — Calculos com base na estequiometria

Muitos problemas quimicos podem ser compreendidos com os
conhecimentos estequiométricos das reagdes envolvidas em um determinado
processo. Assim, foram efetuados calculos estequiométricos relacionando os
teores de bario, enxofre e selénio na fracio LMW, conforme os equilibrios
quimicos demonstrados nas equagdes 7 e 8.

Observou-se uma relacdo direta entre os teores de Ba ¢ S em
LMW para varias amostras. Adotando-se como exemplo a amostra 3, constatou-
se que para a formacao de sulfato de bario a partir de uma massa de 1,606 g de
bario, total presente em LMW, sdo necessarios 0,375 g de enxofre. Sendo que,
foi detectada uma massa de 0,380 g de enxofre nessa fracdo para a mesma

amostra.

Equagéo 7 Ba2+(aq) + SO42_(aq) — BaSO4(5)

Equagﬁo 8 Ba2+(aq) + SCO42_(aq) = BaSeO4(S)

Na Tabela 5.8 apresenta-se a relacdo entre os teores em massa
presentes em 1,0 kg de LMW, bem como os teores necessarios para que ocorra a
reagdo quimica representada na equagao 7.

As amostras 1, 3 e 5 apresentaram valores proximos entre as
quantidades presentes e aquelas necessarias para a formagao de sulfato de bario.
Para as amostras 2 e 4 as massas presentes sdo maiores do que aquelas previstas,
indicando que enxofre pode reagir com bario, mas encontra-se em excesso nessa
fracdo. Notou-se que essas amostras apresentaram teores menores de enxofre

nas proteinas em relacdo as outras amostras, ao passo que na LMW os teores



Resultados e Discussido 79

foram maiores. Apenas a amostra 6 apresentou teor de enxofre 14 % abaixo

daquele necessario para formacao de sulfato de bario.

TABELA 5.8 — Massas determinadas de bario e enxofre na fracado LMW ¢
massa estequiométrica de enxofre necessaria para reagir com bario formando o

respectivo sal de sulfato

Amostra Ba (g) S (g) S (g)
Determinada  Determinada Estequiométrica
1 1,64 0,40 0,38
2 0,87 0,66 0,20
3 1,61 0,38 0,37
4 0,80 0,76 0,19
5 0,80 0,35 0,19
6 1,79 0,36 0,42

Conforme os equilibrios ja apresentados da reacdo entre os sais
insoluveis de bario e carbonato de sodio no fracionamento com base na
solubilidade, ¢ possivel fazer uma associagdo entre os teores de enxofre e bario
nas fragdes 2 e 3, respectivamente. Assumindo-se que na reagdo entre sulfato de
bario e carbonato de so6dio, ha formacao de carbonato de bario e liberacdo dos
ions sulfato em solu¢do que corresponde a fragdo 2, ao passo que os ions bario
sao solubilizados na fragao 3, apds a dissolu¢do do carbonato de bario em meio
acido (Fig. 5.13).

Assim, também foram efetuados calculos estequiométricos
relacionando os teores de bario e enxofre nas fragcdes mencionadas, conforme o

equilibrio quimico de formacao de sulfato de bario apresentado na equagao 7.
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fragdo 2

2.
BaSO4(s) + Na2COsaq~ BaCOs(s) + SO4 (aq)

BaCO3(S) + 2 H+(aq) —— B€2+(aq) + CO, + H,O

fragdo 3

FIGURA 5.13 — Equacgdes indicando a presenca dos ions sulfato e bario nas

fracdes 2 ¢ 3

Observou-se que os teores de enxofre determinados na fragao 2
sd0 superiores aos necessarios para que ocorra a reagao de formagao de sulfato
de bario, com excecdo da amostra 3 que contém uma massa de apenas 0,03 g
menor do que a estequiométrica. Indicando a possibilidade da ocorréncia da
reacdo. Na Tabela 5.9 apresenta-se a relacdo entre os teores em massa presentes
em 1,0 kg das fragdes 2 e 3, bem como os teores de enxofre necessarios para que

ocorra a reagao quimica representada na equacao 7.

TABELA 5.9 — Massas determinadas de enxofre e bario nas fragoes 2 e 3,
respectivamente, € massa estequiométrica de enxofre necessaria para reagir com

bario formando o respectivo sal de sulfato

Amostra Ba (g) S(g) S (g)
Determinada  Determinada Estequiométrica
1 0,89 0,62 0,21
2 0,98 0,76 0,23
3 1,76 0,38 0,41
4 0,57 0,40 0,13
5 0,55 0,33 0,13
6 1,52 0,52 0,35
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Dessa forma, o estudo das relagdes quantitativas nas reacoes
quimicas também evidenciou a presenca da forma quimica de sulfato de bario na
castanha-do-Para. Essa conclusdo ¢ coerente com as informagdes obtidas a partir

do fracionamento com base na solubilidade e na composi¢do quimica.

5.5 - Avaliacao dos teores totais

Uma avaliagdo geral dos teores totais para os diferentes
procedimentos de preparo de amostra empregados neste trabalho pode ser
verificada na Tabela 5.10.

Comparando-se os teores para cada fracionamento com aqueles
obtidos na digestdo acida, verifica-se que ha uma boa proximidade. Assim,
houve um bom rendimento nos procedimentos de fracionamento envolvendo
extracdes sucessivas.

Para algumas amostras ha uma diferenga mais acentuada nos teores
dos trés elementos considerados. No entanto, esse comportamento ¢ aceitavel
mediante as varias etapas envolvidas nos dois processos de fracionamento, que
podem proporcionar inevitaveis perdas do analito e contaminagdes, contribuindo
para altos desvios. Tais problemas ndo foram em geral pronunciados, conforme
os resultados apresentados na Tabela 5.10, na qual estdo dispostos os teores
totais obtidos no fracionamento baseado na propriedade de solubilidade
(procedimento 1), fracionamento com base na composicdo quimica
(procedimento 2) e digestao acida assistida por radiagdo microondas.

Comparando os teores determinados pelo procedimento 1 com os
da digestdo observa-se que apenas as amostras 4 ¢ 5 apresentaram diferencas
consideraveis em relacdo aos elementos bario e enxofre. Para o teor de bario na
amostra 6, considerando-se o alto desvio, € possivel verificar que o valor se
aproxima do teor no digerido. Para selénio as amostras 3 e 6 se distanciam mais

do teor para as amostras digeridas. Notou-se que ha maior concordancia para o
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procedimento 2, sendo que apenas para a amostra 2 observa-se comportamento
atipico para bario e enxofre. Para selénio as amostras 1 e 4 apresentaram maior

diferenca entre os teores.

TABELA 5.10 — Teores médios de bario, enxofre e selénio* em mg/kg para os

diferentes procedimentos de preparo de amostra

Elemento Amostra Procedimento 1  Procedimento2  Digestao acida

Ba 1 1109 + 33 1762 +5 1868 =7
2 1125 £ 16 908 £5 1340 +£42
3 1923 +£23 1853 £25 2067 + 80
4 635 £32 9717 905 £ 8
5 630+ 7 801 £ 35 888 £ 38
6 1678 £ 223 1805 £7 1947 £+ 35

S 1 2760 £ 159 3228 £ 154 3512+ 14
2 3090 +£47 2255 £ 106 3708 £ 23
3 2319+ 89 2659 + 86 2964 + 132
4 1979 £ 43 2685 £ 125 2651 £ 14
5 2969 £+ 18 3314 £98 4266 £91
6 1989 +£40 3169 +£ 127 3018 £51

Se 1 6,90 + 0,24 13,8+0,7 8,50 £ 0,55
2 20,7 +0,6 17,3+£0,5 19,0 £ 0,7
3 14,3 £0,6 12,5+0,9 12,3+0,3
4 7,35 +£0,15 143+0,4 8,40 £ 0,72
5 35,5+£2,2 38,8 £3,1 41,6 £0,3
6 3,67+0,19 6,84 + 0,80 6,30 £ 0,34

* média + desvio padrio, n =3
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Avaliando-se os procedimentos simultaneamente, nota-se que os
teores da amostra 3 para todos os elementos apresentam maior proximidade.

Portanto, ha coeréncia entre os resultados indicando a viabilidade
dos diferentes processos de fracionamento para a analise elementar das amostras

de castanha-do-Para.

5.6 — Relacao entre os teores elementares obtidos para as fracoes

dos diferentes procedimentos

A partir da Tabela 5.11 € possivel fazer uma comparagdo entre os
teores elementares nas fragdes obtidas pelos procedimentos 1 e 2.

A concentragdo de bario na fragdo 3 do procedimento 1 corresponde
aos ions bario de sais insoluveis. Assim, € coerente relacionar seus valores aos
obtidos para a fracijo LMW do procedimento 2. As amostras 2, 3 e 6
apresentaram boa proximidade entre os resultados.

As concentracdes de enxofre e selénio na fracdo 2 do procedimento
1, possivelmente correspondem aos ions selenato e sulfato. Dessa forma, pode-
se relacionar os teores com aqueles encontrados para a fragdo LMW do
procedimento 2. As amostras 2, 3 e 5 apresentaram valores proximos para
enxofre. Em relacdo ao selénio, houve boa correlacao entre os teores, sendo que
apenas as amostras 4 ¢ 6 foram discrepantes.

Portanto, além da avaliagdo dos teores totais h& possibilidade de

correlacionar os resultados obtidos nos dois procedimentos de fracionamento.
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TABELA 5.11 — Teores clementares obtidos nas diferentes fracoes dos

procedimentos de fracionamento

Elemento Amostra

Concentragao (mg/kg)

Ba

Se

SN U B~ W

[u—

SN O B~ W

AN O B~ W

Fracao 3 LMW
895 £ 26 1641 £5
984 +9 869 £ 5
175722 1606 =23
571 +£32 807 +3
551+7 778 £ 35
1520 +£223 1786 +7
Fracao 2 LMW
619 £ 24 3905+6
759 + 42 663 £8
377+ 1 380 £ 10
396 £ 17 756 £ 7
335+2 349+ 2
520+ 30 363 +£3
Fracao 2 LMW
0,90+0,10 0,94 +0,03
2,45+0,20 2,53+0,21
2,96 £0,08 2,65+0,24
0,99+ 0,10 1,90+ 0,08
1,93 +0,15 1,84+0,15
1,32+0,12 0,14+0,01

* média + desvio padrio, n =3
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6 - CONCLUSOES

Os altos teores lipidicos e protéicos, em torno de 65 ¢ 15 % m/m,
respectivamente, dificultaram a digestdo da amostra para determinacdo dos
teores totais. A digestdo assistida por radiagdo microondas foi efetuada com
acido nitrico concentrado, mas também se demonstrou a eficidcia da digestao
empregando-se solucdo de acido nitrico 7 mol/L, porém com a adicdo de um
volume maior de 4cido.

A determinacdo do teor total de bario nos digeridos acidos gerou
resultados concordantes usando-se GFAAS ou ICP OES. Contudo, os desvios
das medidas foram menores para GFAAS.

Mediante os resultados obtidos na extracao seqiiencial com base na
solubilidade verificou-se que, tal como esperado, o bario se encontra em uma
forma insolavel e indisponivel ao organismo humano, ndo apresentando
toxicidade na castanha-do-Pard. A analise termogravimétrica dos residuos
obtidos nas trés etapas da extragdo seqiiencial, demonstrou que a suposi¢ao da
ocorréncia das reagdes de metatese envolvendo compostos insoliveis de bario e
carbonato de s6dio formando carbonato de bario € coerente e possivel.

Considerando-se os elevados teores de enxofre e selénio, formulou-
se a hipotese que as formas de bario em castanha-do-Pard seriam compostos
insoluveis de selenato ou sulfato de bario. Esses elementos apresentaram perfis
semelhantes nos dois modos de extracdao seqiiencial, sendo que obteve-se maior
percentual para a fragdo de compostos soluveis e proteinas, podendo apresentar
biodisponibilidade ao organismo. No entanto, enxofre e selénio nao estdo
associados totalmente as proteinas, sendo que 14 e 21 % desses elementos
respectivamente, ocorrem na fracio LMW, indicando a possibilidade de
associacdo com bdario, que por sua vez apresentou um maior teor nessa fracao

contribuindo para confirmar a hipotese.
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A partir de calculos estequiométricos efetuados para as reacdes
envolvendo a formacdo das possiveis espécies quimicas de bario associadas a
enxofre ou selénio conforme os teores obtidos na fracdo de compostos LMW,
constatou-se uma relagdo direta entre bario e enxofre. Portanto, de acordo com
essas consideracodes e a constante de equilibrio (K = 0,58) envolvida na reacao
de metatese para a extragdo em meio alcalino € possivel inferir que a principal
forma de bario em castanha-do-Para ¢ composta por sulfato de bario.

Portanto, tal como esperado, apesar do bario estar presente em elevadas
concentracdes em castanha-do-Pard nao ha implicagdes a saide humana
causadas pela ingestdo desse alimento. Uma vez, que a principal forma quimica,
sulfato de bario, apresenta baixa solubilidade, ndo havendo biodisponibilidade
de bario ao organismo.

Este estudo demonstra a utilidade da aplicagao de procedimentos de
fracionamento no preparo de amostras. A crescente importancia e evolugdo de
estratégias de fracionamento e especiacdo quimica trazem novas vertentes em
quimica analitica com relevantes decorréncias para outras areas do

conhecimento.
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