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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido um método de preparo de amostra para a
determinacdo de cobre, ferro e manganés em castanhas de caju empregando a
espectrometria de emissdo Gtica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).
Planejamento de mistura Simplex-Centréide com restricdo foi aplicado para otimizar
0 preparo da amostra por digestdo em forno micro-ondas, com a finalidade de
avaliar a melhor proporcao entre os reagentes HNO3, H,O, e H,O. O programa de
aguecimento do micro-ondas foi realizado em quatro etapas (temperatura/°C;
rampa/min.; tempo/min.): 1 (120; 10; 10); 2 (150; 5; 15); 3 (180; 5; 35); 4 (0; 0; 15).
As respostas avaliadas foram os sinais de intensidade para o0s elementos
supracitados. As respostas obtidas foram normalizadas e o software Statistica 7.0 foi
utilizado para processar os resultados. Apos otimizacdo, os valores experimentais
estabelecidos para compor a mistura foram: 1,0 mL de HNOg, 4,5 mL de H,O;, e 4,5
mL de H,O. Os limites de deteccdo obtidos foram 0,63, 4,3 e 0,37 mg kg, e de
quantificacdo 2,1, 14 e 1,2 mg kg™’ para cobre, ferro e manganés, respectivamente.
Para uma amostra de castanha contendo 10,7, 44,3 e 11,0 mg kg™ de cobre, ferro e
manganés, respectivamente, a repetibilidade obtida foi de 1,84%, 2,31% e 2,73%. A
exatiddo do método foi confirmada por analise do material de referéncia certificado
NIST 1568b de farinha de arroz. O método proposto foi aplicado para a
determinacao de cobre, ferro e manganés em vinte e quatro amostras de castanha
de caju, cujas concentracdes encontradas variaram de 10,7 a 19,4, 44,3 a 67,2 e
11,0 a 21,4 mg kg™, respectivamente. PCA e HCA foram aplicadas para verificar a
classificagdo das amostras e as RNA’s foram utilizadas como complemento para
melhor visualizar a separagdo dos grupos.

Palavras-chave: preparo de amostra, castanha de caju, ICP OES, andlise

multivariada.



ABSTRACT

In this paper, a sample preparation method is proposed for the determination of
copper, iron and manganese in cashew nuts employing optical emission
spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES). Simplex-Centroid mixture
planning restriction was applied to optimize the sample preparation by digestion in a
microwave, in order to evaluate the best ratio of HNO3 reagents, H,O, and H,O. The
heating program of microwave was conducted in four steps (temperature/°C;
ramp/min.; hold/min.): 1 (120; 10; 10); 2 (150; 5; 15); 3 (180; 5; 35); 4 (0, 0, 15). The
responses evaluated were the intensity signals for these elements. The responses
were normalized and Statistica 7.0 software was used to process the results. After
optimization, the experimental values set for composing the mixture were: 1.0 mL of
HNO3, 4.5 mL of H,O, and 4.5 mL H,O. The obtained detection limits were 0.63, 4.3
and 0.37 mg kg™ and quantifying 2.1, 14 and 1.2 mg kg™ for copper, iron and
manganese, respectively. For a sample containing chestnut 10.7, 44.3 and 11.0 mg
kg™ of copper, iron and manganese, respectively, repeatability obtained was 1.84%,
2.31% and 2.73%. The accuracy of the method was confirmed by analysis of the
certified reference material rice flour (NIST 1568b). The proposed method was
applied for the determination of copper, iron and manganese in twenty-four cashew
samples with obtained concentrations varied between 10.7 and 19.4, 44.3 and 67.2
and 11.0 and 21.4 mg kg™, respectively. PCA and HCA were applied to verify the
classification of samples and RNA's were used as a complement to better visualize
the separation of the groups.

Keywords: sample preparation, cashew nut, ICP OES, multivariate analysis.
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1 INTRODUCAO

Os alimentos s&o importantes fontes de substancias necessarias para o
desempenho de diversas fun¢cées no corpo humano. Dentre essas substancias se
destacam o0s nutrientes, 0s quais Sd80 componentes quimicos que podem ser
aproveitados pelo nosso organismo proporcionando energia ou contribuindo para o
crescimento, desenvolvimento e manutencao da saude e da vida. Esses nutrientes
podem ser classificados como ndo essenciais, aqueles que podem ser produzidos
pelo corpo humano a partir de outros compostos, e essenciais, 0S quais 0 organismo
humano ndo € capaz de produzir, sendo necessario obté-los por meio da
alimentacdo. Nesse sentido, é necessario 0 conhecimento a respeito da
concentracdo desses elementos para estabelecer as recomendacdes de ingestado
alimentar e necessidades do organismo [1-3].

As nozes sdo consideradas como uma fonte de nutrientes, tendo em sua
maior composicdo proteinas, gorduras, vitaminas e minerais, tais como fésforo,
potdssio, magnésio e ferro. Sdo também importantes fontes de alguns elementos
essenciais para a nutricdo humana, como exemplo B, Se, Cu, Zn, Fe e Mn. Por
apresentarem essas caracteristicas, as nozes tém se tornado popular nas dietas
tidas como saudaveis [4].

Os meétodos analiticos convencionais analisam as amostras na forma de
solucdo, as quais sao preparadas, de forma classica, por técnicas de digestdo em
meio acido. Esse método consiste no aquecimento da amostra na presenca de um
acido mineral oxidante concentrado, de misturas de acidos oxidantes, ou mistura de
um acido oxidante com peréxido de hidrogénio. A decomposicdo da amostra por via
Umida pode ser realizada de duas formas: em sistema aberto ou fechado, sendo
este Ultimo mais vantajoso por utilizar altas temperaturas e pressédo no processo de
digestao e por ndo apresentar problemas com a perda de analitos volateis [5].

A determinacdo de elementos totais, de metais e metaloides, essenciais ou
toxicos, em matrizes ambientais, de alimentos, energéticas e materiais bioldgicos é
uma exigéncia crescente da sociedade. A determinacdo de niveis muito baixos de

metais, normalmente, é realizada através de técnicas da espectrometria atbmica,
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tais como a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS) e a
espectrometria de emissdo o6tica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).
Essas técnicas apresentam qualidades bem particulares como a sensibilidade e a
capacidade para determinacdes multielementares. As técnicas com o0 plasma
indutivamente acoplado ainda apresentam como vantagens baixa interferéncia
matricial, proporcionam analises rapidas, amplo intervalo linear de resposta e maior
sensibilidade quando comparada ao FAAS [6].

Diante do exposto, este trabalho apresenta o desenvolvimento, otimizacéo e
aplicacdo de um método de preparo de amostra para a determinagédo de elementos
essenciais em amostras de castanha de caju, empregando a espectrometria de

emissao o6tica com plasma indutivamente acoplado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver estratégia analitica baseada na aplicacdo da otimizacao
multivariada sobre o procedimento do preparo de amostras para determinacao de
elementos essenciais em castanha de caju por espectrometria de emissao oOtica com

plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Empregar técnicas de planejamento de mistura na otimizacdo das variaveis

envolvidas no processo de preparo de amostra;

e Avaliar o procedimento de decomposicdo de amostras de castanhas de caju

empregando radiacdo micro-ondas;

e Estabelecer um procedimento analitico para determinacao de Cu, Fe e Mn em
amostras de castanha de caju utilizando a espectrometria de emissao o6tica

com plasma indutivamente acoplado (ICP OES);

e Aplicar o método desenvolvido no preparo das amostras de castanhas de

caju;

e Aplicar analise de componentes principais (PCA), analise de agrupamento
hierarquico (HCA) e redes neurais artificiais (RNA’s) como ferramentas de
analise exploratoria para estabelecer comparacdes entre as amostras dos

diferentes estados do Nordeste.
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3.1  CASTANHA DE CAJU: DO EXTRATIVISMO A SUA RELACAO COM A NUTRICAO E SAUDE

O cajueiro, de nome cientifico Anacardium occidentale L., € uma planta
rustica e tipica de clima tropical. Pertencente a familia Anacardiaceae, a sua arvore
pode alcancar até 20 m de altura e possuir como principais caracteristicas ser bem
ramificada, apresentar tronco inclinado e tortuoso e copa arredondada que, as
vezes, pode alcancar o solo. Apesar de ter sua origem no Brasil, sendo
caracteristica das regibes costeiras do Norte e Nordeste, hoje, encontra-se
disseminada em grande parte das regies tropicais do mundo [7-9]. E considerada
como uma das primeiras arvores frutiferas a ser amplamente distribuida ao longo
dos tropicos a partir das rotas maritimas estabelecidas em todo o mundo pelos
primeiros aventureiros portugueses e espanhois que aqui chegaram. Apresenta
grande importancia socioeconémica para o Brasil, principalmente no Nordeste, por
ser responsavel por gerar empregos, no campo e na cidade, renda e impostos
provenientes da industrializacdo dos produtos do seu fruto e pseudofruto [10].

A parte carnosa do caju, o pseudofruto formado pelo pedunculo, possui alto
teor de vitamina C e apresenta coloracgéo variante entre o amarelo e o vermelho. E
muito consumida na forma in natura, ou ainda, na forma de suco (cajuada), sorvete,
refrigerante (cajuina), doces em calda, pasta, cristalizados, vinagre e pratos
salgados. Ja a castanha (fruto), fonte de vitaminas e outros nutrientes, também
considerada especiaria de luxo, € indispensavel na culinaria nordestina e muito
difundida em todo o mundo (Figura 1) [11].

De acordo com o Sindicato das Industrias de Beneficiamento de Castanha de
Caju e Améndoas Vegetais do Estado do Ceara — SINDICAJU, a castanha de caju in
natura é a matéria prima utilizada pela industria de processamento, que dela obtém
a améndoa de castanha de caju (ACC), e extrai o liqguido da casca da castanha
(LCC), produtos destinados, em sua maior parte, a exportacdo [12]. Na Figura 2, é

apresentado um fluxograma onde € possivel observar o0s principais produtos
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derivados da industrializacdo do caju e na Figura 3, € apresentado o fluxograma dos
processos empregados para obtencdo da ACC. Embora essa cultura tenha origem
no Brasil, foi a India que, no inicio do século XX, observou um grande aumento no

interesse do comércio internacional pelas castanhas, e comecou a exporta-las [10].

_ Pedunculo
~ (pseudofruto)

Epicarpo
Améndoa
Pelicula

Mesocarpo esponjoso
(onde se encontra 0 LCC)

Castanha
(fruto)

Figura 1 - Esquema ilustrativo do cajueiro, indicando as partes que compdem o caju e a castanha de

caju. Fonte: Disponivel em http://www.cerratinga.org.br/caju/.

CAJU
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= . [ aguardente,
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Tintas, vernizes, utilizados salgadas Resid
plasticos, resinas, como - esiduos
lubrificantes, combustiveis
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para racao animal
= Farinha
Do balsamo
residual
vulcanizado:
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s saturado
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Figura 2 - Fluxograma dos produtos obtidos a partir da industrializagdo da castanha e do pedunculo

do caju. Fonte: Aproveitamento industrial do caju — EMBRAPA.
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Figura 3 - Fluxograma do processamento da castanha de caju para obtencdo da améndoa. Fonte:
Adaptado do texto Mini fabrica de processamento de castanha de caju — EMBRAPA. Disponivel em:
http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/Repositorio/Minifabrica_castanha_000fyrilg6902wx50k0pvo4k3
64pagth.pdf.

No cenario mundial, os maiores produtores de caju sdo a india, Indonésia,
Brasil, China, Mocambique, Tanzania, Sri Lanka e Vietnd. Outros paises nos
continentes Asiaticos e Africanos também cultivam essa planta em menor escala. A
producdo mundial de castanha de caju bruta é de aproximadamente 1,09 milhes de
toneladas por ano. A india é responsavel por quase metade dessa producdo (47%) e
por isso é, hoje, considerada como o maior pais produtor, processador, exportador e
segundo maior consumidor de caju no mundo [9,10,13].

O Brasil ocupa o terceiro lugar na producdo mundial de castanha de caju in
natura, e também na oferta de ACC, sendo reconhecido pela boa qualidade de seus
produtos. Na regido Nordeste, o caju é cultivado em aproximadamente 700 mil
hectares, correspondendo a mais de 95% da producédo nacional, distribuidos nos
estados do Ceard, Piaui, Rio Grande do Norte, Maranhdo e Bahia, proporcionando
uma safra anual de castanhas de caju maior que 220 mil toneladas [14,15]. Os
dados da producéo agricola da castanha de caju no Brasil, no Nordeste e nos seus

principais estados produtores, sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Dados do Levantamento Sistematico da Produgdo Agricola (LSPA) para a castanha de

caju no Brasil, no Nordeste e nos seus principais estados produtores

Rendimento médio

Producao (t) Area plantada (ha) Area colhida (ha)
(kg/ha)
Ano/Safra 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
BR 107.48 229.09 680.27 644.86 626.46 626.33 172 366
NE 105.81 227.46 677.05 641.68 623.43 623.34 170 365
CE 51.21 148.61 410.27 409.90 378.09 396.24 135 375
Pl 12.35 33.55 101.23 87.51 92.34 87.48 134 384
RN 27.41 30.87 114.81 99.15 107.02 96.34 256 320
MA 5.18 5.17 14.44 13.80 14.44 13.80 359 374
BA 5.28 4.55 25.99 20.93 22.69 20.71 233 220

Fonte: IBGE 2015 — Sistema IBGE de Recuperagdo Automatica - SIDRA. BR: Brasil, NE: Nordeste;
CE: Cearg; PI: Piaui; RN: Rio Grande do Norte; MA: Maranh&o; BA: Bahia.

A castanha de caju apresenta em sua composicéo 47% de gorduras, 21% de
proteinas e 22% de carboidratos, além de uma combinacdo certa de amino&cidos,
minerais e vitaminas. Apesar de quase metade de sua composi¢cao ser de gordura,
82% desse valor corresponde aos acidos graxos insaturados, e, portanto, ndo pode
ser considerado como uma influéncia para o aumento do colesterol. O teor de
gordura insaturada ndo s6 elimina a possibilidade de aumento do colesterol, como
também equilibra e reduz o colesterol total no sangue. Dessa forma, quanto ao seu
valor nutricional, pode ser comparada ao leite, carne e ovos. Por possuir baixo teor
de carboidratos, contendo apenas 1% de acucar soluvel, o consumo da castanha
nao leva a obesidade e estudos apontam que pode controlar o diabetes. Com isso, a
castanha de caju tem sido considerada como um excelente lanche e um bom

aperitivo [16].
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3.2 A IMPORTANCIA DOS ELEMENTOS NO METABOLISMO HUMANO

Os alimentos sédo as fontes de nutrientes para 0s seres Vvivos e, por esse
motivo, uma avaliagdo das espécies elementares presentes neles € de fundamental
importancia. Esses minerais sdo elementos quimicos essenciais para um bom
funcionamento metabdlico do corpo humano. Eles devem ser fornecidos pela dieta
(alimentos e bebidas) sobre valores regulares, variando de gramas por dia para
macroelementos e miligramas ou microgramas por dia para os microelementos [17].

O aspecto fundamental que deve ser ressaltado relaciona-se aos valores de
ingestdo diarios recomendados. Segundo a Dietary Reference Intakes (DRI), os
valores recomendados sdo de 900 pg dia™ de cobre para adultos, 8 mg dia™ de ferro
para homens de todas as faixas etarias e mulheres em pds-menopausa e 18 mg dia’
! para mulheres em pré-menopausa. Para 0 manganés, nao foi possivel definir um
valor para a necessidade média diaria e, por esse motivo, um valor de ingestédo
recomendada foi definida com base na ingestdo mediana relatada pela Food and
Drug Administration Total Diet Study como sendo de 2,3 e 1,8 mg dia™ para homens
e mulheres, respectivamente [17,18].

Dentre os diversos alimentos, as nozes comestiveis apresentam teor
consideravel de diversos minerais, tais como cobre, ferro e manganés. Dentre esses,
destaca-se a composicdo em ferro devido a sua importancia na prevencdo de

caréncias nutricionais de relevancia em saude coletiva [16].

3.2.1 COBRE

No corpo humano, cerca de 90% do Cu esta localizado em musculos, 0ssos e
figado. Ele contribui para a formacdo de globulos vermelhos e & manutencédo dos
vasos sanguineos, nervos, 0Ssos e sistema imunologico. A sua deficiéncia é rara,
mas existem doencas relacionadas com a diminui¢cdo da absorcdo de Cu, tais como

doenca celiaca, fibrose cistica ou até mesmo o seguimento de dietas restritivas. A
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7

toxicidade também é muito rara e, geralmente, ocorre por ingestdo de agua e

alimentos contaminados [19].

3.2.2 FERRO

O ferro atua como um catalisador para as funcdes metabdlicas. Consiste em
um componente da hemoglobina e é necessario para o transporte do oxigénio,
essencial para a respiragao celular. Existem dois tipos de ferro: o heme, presente
em alimentos de origem animal (visceras, carne vermelha, peixe e marisco) e o ndo-
heme, encontrado principalmente em vegetais, graos integrais, nozes e sementes. A
deficiéncia de Fe pode causar retardamento na sintese de hemoglobina, o que
resulta no aparecimento de anemias nutricionais, ou seja, a diminuicdo da
concentracdo de hemoglobinas € resultado da caréncia de um ou mais importantes
nutrientes. O excesso de Fe no figado leva a fibrose e cirrose, na pele a excesso de
pigmentacdo, no pancreas a diabetes e no coracao a deficiéncia cardiaca e arritmias

fatais [18,20].

3.2.3 MANGANES

O manganés é essencial como cofator para enzimas e esta presente em
metaloproteinas, também atua na transmiss&o de impulsos nervosos. E encontrado
principalmente em cereais, pao preto, nozes, gengibre e cha. Casos de deficiéncia
de Mn em humanos s&o escassos, mas pode causar perda de peso, dermatite,
retardo de crescimento do cabelo e unhas e diminuicdo de lipidios no sangue. Ele

nao é téxico quando administrado por via oral, mas pode levar a transtornos

psiquiatricos em pessoas superexpostas a niveis mais elevados [19,20].
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3.3 PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINAGCAO DE METAIS EM SOLIDOS

A determinacdo de metais em amostras de origem alimenticia, biolégica ou
animal é considerada uma problematica analitica, devido as baixas concentracfes
em que sao encontrados. A andlise de amostras solidas apresenta uma série de
dificuldades e limitacdes, entre elas o efeito de matriz e a perda de analitos volateis.
Nesse sentido, a escolha do preparo de amostra e da técnica utilizada para
determinacao devera ser realizada de forma minuciosa [21,22].

Os meétodos analiticos convencionais analisam as amostras na forma de
solucéo, as quais sdo preparadas, de forma classica, por métodos de digestdo em
meio acido. Esse método consiste no aguecimento da amostra na presenca de um
acido mineral oxidante concentrado, de misturas de &cidos oxidantes, ou mistura de
um acido oxidante com peréxido de hidrogénio. Sdo comumente empregados para
tal fim os acidos cloridrico, nitrico e sulfarico [5]. Dessa forma, os elementos a serem
determinados s&o, entdo, liberados na solu¢do acida em formas apropriadas para
analise.

A decomposi¢cdo da amostra por via umida pode ocorrer de duas formas: em
sistema aberto ou sistema fechado.

Os procedimentos convencionais de digestdo em sistema aberto sao
considerados como uma das técnicas mais antigas e mais utilizadas. Neles, o calor
é transferido por conducao e as paredes dos tubos de digestdo sao aquecidas antes
da transferéncia de calor para as solucfes. Esse aquecimento € desnecessario e
provoca a perda de energia do sistema. Além disso, € necesséria a utilizacdo de
grandes quantidades de reagentes devido as perdas por evaporacao. O risco de
contaminacdo da solucao da amostra por fonte externa é eminente, podendo afetar
a precisdao. No que se refere a sistema fechado para decomposi¢cdo de amostras, o
sistema de mineralizacdo assistido por micro-ondas como fonte de energia, € tido
COmO um avango na area e se apresenta como uma alternativa efetiva aos
procedimentos convencionais de digestdo. A digestado por forno micro-ondas faz uso
de altas temperaturas e pressdes em seu sistema. Apresenta entre outras

vantagens, 0s baixos valores em branco (devido ao uso de reduzidas quantidades
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dos reagentes), a possibilidade de se trabalhar em temperaturas acima do ponto de
ebulicdo do reagente (proporcionando reagbes com duragao relativamente curta), a
reducdo de contaminacédo por fontes externas e da perda de analitos volateis [5,23-
25].

Métodos envolvendo o uso de &cidos diluidos também foram desenvolvidos, e
tem apresentado grande eficiéncia na decomposicdo de amostras [26,27]. Apesar de
ser diluida, a mistura oxidante de acido nitrico com peréxido de hidrogénio apresenta
um elevado poder de oxidacdo aumentando a pressdo e a temperatura no interior
dos vasos fechados durante a digestdo da amostra. Além disso, a agua é uma
molécula de dipolo adaptada para interagir eficientemente com a radiacdo de micro-
ondas e para aumentar 0 aguecimento causado por ele, aumentando rapidamente o
poder oxidante da mistura HNO3 + H,O,. Como consequéncia, o teor de matéria
organica das amostras é decomposto por pequenas quantidades de reagentes
diluidos quando um forno micro-ondas com recipiente fechado € adotado na etapa
de pré-tratamento da amostra [24,28]. Nas Equacdes 1- 4 sdo apresentadas as
reacdes quimicas que ocorrem no processo de decomposicdo da amostra, no

interior dos tubos de digestdo quando se faz uso de &cidos diluidos e forno micro-

ondas.
(CH2)n + 2 HNO3(ag) @ COyg) + 2 NO(g) + 2 H20() Equacéo (1)
2NOyg) + Oz 2 2 NOy(g Equacéo (2)
2 NOy(g) + H20() 2 HNO3(aq) + HNO2(aq) Equacéo (3)
2 HNOg(aq) @ H20() + NO2g) + NO( Equacéo (4)

Ao avaliar as reacdes das equagOes 1 a 4, foi possivel observar que ha uma
regeneracao de acido nitrico no sistema, o0 que permite a eficacia e permanéncia do
ciclo de reacdo, enquanto matéria organica a ser oxidada pelo HNOg3 estiver

presente. As equagfes mostram que, durante a oxidagcdo dos compostos organicos
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da amostra pela acdo do HNOg3, ocorre a formacao de NO gasoso. O NO é removido
do meio reacional aquecido e reage com o0 O, presente na fase gasosa do frasco de
reacao. A seguir, o NO; é gerado e reabsorvido na solucao, resultando na formacéao
de O, na fase gasosa do sistema [5].

Com base nesse mecanismo de regeneracdo de 4cido nitrico, é sugerido que
um aumento na concentracao de oxigénio disponivel na fase gasosa possa melhorar
reacoes de regeneracdo. Neste sentido, a possibilidade de introducdo de
concentracfes mais elevadas de oxigénio dentro do recipiente de digestdo pode ser
também associada a reacdes de reciclagem do 4cido nitrico, que poderia melhorar o
poder oxidante das solucdes diluidas, permitindo, dessa forma, que uma quantidade
menor de acido nitrico pudesse ser usada para digerir a mesma quantidade de
compostos organicos [5,24].

O peréxido de hidrogénio é um reagente amplamente utilizado em
procedimentos de digestao, normalmente associadas com &cido nitrico, para auxiliar
na oxidacdo da matéria organica. Embora o peroxido de hidrogénio seja reconhecido
devido ao seu forte poder oxidante em meio &cido, ele também sofre uma
decomposicéo catalitica, tendo como produtos da reacédo a H,Og) e Oz(g), como pode
ser observado na Equacdo 5. Assim, o perdxido de hidrogénio tem sido proposto

como uma fonte alternativa de oxigénio [29].

2 H202aq) @ 2 H20¢) + Oz Equacéo (5)

3.4  OTIMIZACAO DE METODOS ANALITICOS EMPREGANDO ESTRATEGIA MULTIVARIADA

Em todas as areas de pesquisa que envolvam ciéncia experimental, existe a
necessidade de conhecer as variaveis que sdo importantes e que influenciam no
sistema proposto. Essa avaliacdo é realizada a partir da determinacdo das melhores
condi¢cOes dessas variaveis para a analise. Sdo duas as metodologias utilizadas na

otimizacdo desses métodos: a univariada, onde cada fator é otimizado por vez, e a
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multivariada, a qual permite que todos os fatores sejam estudados simultaneamente,
sendo ainda possivel o estudo das interacdes entre esses fatores [30,31].

Na otimizacao univariada, com excecao do fator a ser estudado, cujo valor ira
variar nos diferentes niveis, todos os fatores envolvidos no processo terdo seus
valores fixados. Este método apresenta como vantagens a simplicidade e a
facilidade de interpretacdo dos dados obtidos. No entanto, o maior gasto de
reagentes, a maior demanda de tempo para realizacdo dos experimentos e o fato de
nao considerar as interacdes que ocorrem entre os fatores, sdo pontos negativos a
uma maior utilizagdo deste procedimento nos laboratérios de pesquisa [32].

J& as técnicas de otimizacdo multivariada vém sendo amplamente utilizadas
em quimica analitica na otimizacdo de varidveis quimicas associadas a
procedimentos em diversas areas [33-35]. Estas metodologias permitem eficiéncia e
economia no processo experimental, resultando em objetividade cientifica. Baseia-
se na triagem dos fatores estudados a fim de obter o efeito significativo do sistema
de andlise, onde apoOs determinar os fatores significativos, as condicfes 6timas de
operacdo sao obtidas usando planejamentos experimentais mais complexos como
Matriz Doehlert, Desenho Composto Central e Desenho Box-Behnken. Desta forma,
0os métodos de otimizacdo multivariada envolvem projetos nos quais os niveis de
todas as variaveis sdo alterados simultaneamente. A desvantagem que pode ser
encontrada na utilizacdo desta técnica, estd associada a complexidade dos dados
obtidos, no entanto, existem muito softwares que facilitam o entendimento desses
dados, tais como Octave, Matlab e Statistica.

Devido a necessidade de uma nova ferramenta que facilitasse o processo de
escolha e otimizacdo do experimento a ser utilizado, bem como a avaliacdo dos
resultados obtidos, surge entdo a Quimiometria, que € definida como uma ciéncia
que faz uso de fundamentos matematicos e estatisticos com o auxilio de recursos da
informatica para a identificacdo de informacgdes relevantes de um problema em
estudo [30,36].

3.5 ANALISE EXPLORATORIA NAO-SUPERVISIONADA
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Os experimentos quimicos envolvem de modo geral a analise de grande
namero de variaveis, devido a essa circunstancia aplica-se em grande vantagem 0s
métodos multivariados. A analise multivariada verifica a existéncia de similaridades
entre as amostras que, por sua vez, correspondem as semelhancas na composicao
quimica. Existem véarios métodos de analise multivariada, com finalidades bem
diversas entre si. Quando o interesse € verificar como as amostras se relacionam, ou
seja, 0 quanto estas sdo semelhantes segundo as variaveis utilizadas no trabalho,
destacam-se dois métodos: a analise de componentes principais (PCA), também
conhecido como método de extracdo de caracteristicas, e analise de agrupamentos
hierarquicos (HCA) [37-39].

3.5.1 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E ANALISE DE AGRUPAMENTO HIERARQUICO

Em se tratando da analise exploratdria, a base dos métodos modernos é o
PCA (Andlise de Componentes Principais), que consiste numa manipulacdo da
matriz de dados com objetivo de representar as variacbes presentes em muitas
variaveis, através de um numero menor de "fatores", construindo-se um novo
sistema de eixos para representar as amostras, visualizada em poucas dimensfes
[40]. Uma técnica complementar a PCA é a HCA (Andlise de Agrupamento
Hierarquico), a qual interliga as amostras por suas associa¢des, produzindo um
dendograma onde as amostras semelhantes sdo agrupadas. A suposicdo basica é
de que quanto menor a distancia entre os pontos, maior a semelhanca entre as
amostras. Os dendogramas sdo especialmente (teis na visualizacdo de
semelhancas entre amostras ou objetos representados por pontos no espago com
dimensdo maior que trés, onde a representacdo de graficos convencionais ndo é

possivel [37].

3.5.2 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS
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Dentre 0os métodos quimiométricos encontram-se ainda as redes neurais
artificiais (RNA's), as quais sdo baseadas no comportamento do cérebro humano,
sendo 0s mapas auto-organizaveis de Kohonen, um tipo de rede neural, um tipo de
algoritmo que emprega aprendizagem nao-supervisionada [41]. A estratégia de
aprendizagem para esses meétodos é a de aprendizagem competitiva, onde em
linhas gerais, é apresentada repetidamente a rede um conjunto de padrbes de
entrada junto com a categoria a qual um pertence. Em seguida, apresenta-se um
padrdo nunca visto, mas que pertence a um conjunto de padrdes utilizados para o
treinamento. Com isto, a rede é capaz de identificar a categoria daquele padrédo
particular a partir da informacdo extraida no aprendizado. O processo de
aprendizado consiste em reforcar as ligacbes que levam o sistema a produzir

respostas mais eficientes [42].

3.6 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OTICA COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO

A espectroscopia atbmica se divide em espectrometria atdbmica Otica e
espectrometria de massas atdmica. Ambas sao fundamentadas na interagao entre
radiacdo eletromagnética e atomos gasosos ou ions elementares livres. Na
espectrometria atdmica Gtica, que envolve técnicas de absorcdo e emissdo atdbmica,
o tipo de informacgdo obtida depende da transicdo envolvida.

A Espectrometria de Emissdo Atdmica (EA) é amplamente usada em analise
elementar. O Plasma Indutivamente Acoplado (ICP) é atualmente a fonte mais
popular para a EA, embora outras estratégias sejam empregadas para casos
particulares. A introducéo das amostras em uma fonte de plasma pode ser feita na
forma de aerossol liquido ou vapor, seguindo diferentes procedimentos. As amostras
na forma liquida faciltam o processo de homogeneizacdo e aplicacdo de
procedimentos de quantificacdo com solu¢gbes padrdo, método da adi¢do de analito
e diluicdo isotopica. Sistemas de amostragem em solidos também podem ser
empregados, os quais utilizam processos de dissolucdo ou ainda a acao de laser ou

centelha em dispositivos apropriados [43].
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Um dos pré-tratamentos mais usuais consiste em transformar a amostra
liguida em goticulas dispersas em gas por meio de nebulizadores. Estes
dispositivos, geralmente sdo acoplados a camaras onde as goticulas maiores da
amostra sdo condensadas e descartadas, sendo um volume grande da amostra
descartado (> 95%). As goticulas menores formam uma nuvem mais homogénea do
aerossol, onde séo transportadas para a tocha. Entre as propriedades do aerossol
sdo importantes: o tamanho e a distribuicdo das goticulas, as quantidades de
amostra e solvente transferidas para o plasma e as flutuacbes do sistema de
nebulizagdo. A qualidade do aerossol produzido depende do nebulizador, enquanto
que a selecdo da parte do aerossol transferido para o plasma depende da camara
de nebulizacdo. S&o quatro os nebulizadores normalmente utilizados fazendo-se o
bombeamento com bomba peristaltica: concéntrico, fluxo cruzado, disco poroso e
babington [44].

O plasma é uma fonte de emisséo ideal e adequada para andlises rapidas e
multielementares. Consiste em um gas, altamente ionizado, contendo igual nimero
de elétrons e ions positivos, sendo altamente condutivo e afetado pelo campo
magnético. Duas configuracdes de observacdo sao possiveis, uma radial e outra
axial. Ambas apresentam vantagens e desvantagens no seu uso, a qual é
determinada pelos objetivos da analise: melhor estabilidade e precisdo das radiais,
ou menores limites de deteccao das axiais [43,44].

Os processos que envolvem a introducdo da amostra em um ICP, tem inicio
com o bombeamento da amostra para o nebulizador por uma bomba peristéltica
através de um tubo capilar. Este, converte a amostra em um fino aerossol e as
particulas serdo separadas na camara de nebulizacdo (goticulas maiores serao
descartadas). As goticulas do aerossol de tamanhos uniformes s&o inicialmente
dessolvatadas no plasma a alta temperatura, para remocao do solvente da amostra,
resultando em particulas de sais microscépicas. Em seguida, ocorre a vaporizacao
das particulas sélidas e a dissociacdo dos compostos em atomos livres em uma
regido do plasma onde o elemento, que esta no estado fundamental, esta apto para
absorver radiacdo de determinado comprimento de onda. ApOs 0 aerossol da
amostra ocorre a excitagao ou ionizacgéo [43,45].

O detector mais amplamente utilizado é o detector de estado soélido. Esses

dispositivos baseiam seu uso nas cargas desenvolvidas em um cristal de silicio e
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como resultado de absor¢éo de fétons, sédo dispositivos de dimenséo fisica reduzida.
Possibilita a detecgédo simultanea de todo o espectro e opera a baixa temperatura.
Podem ser de dois tipos: Dispositivo de Carga Acoplada: (CCD) onde cargas
geradas se movem em direcdo a um amplificador sensivel a carga a ser medida;
Dispositivo de Injecdo de Cargas: (CID) onde é medida da variagdo de voltagem
resultante do movimento de cargas da regido sob um eletrodo até a regido sob o
outro [44].

As interferéncias tipicas em ICP OES podem ser espectrais e ndo espectrais.
As interferéncias espectrais em emissédo atdmica sdo produzidas por superposicéao
espectral entre linhas emitidas pelos diferentes elementos da amostra, sendo uma
das principais causas de erros nas medicdes. Os espectros de linhas do ICP séo
muito complexos, devido a temperatura atingida no plasma. Diferentes situacfes de
interferéncias podem ocorrer, entre elas, a coincidéncia total ou parcial de linhas,
proximidade de uma linha que afeta o fundo em um dos extremos da linha de
interesse e 0 aumento do fundo [45].

As interferéncias oriundas de mudancas das propriedades fisicas da solucdo
da amostra (viscosidade, densidade e tensdo superficial), que alteram a
transferéncia de amostra para o plasma, temperatura, ou 0 numero de elétrons no
plasma, sdo chamadas n&o espectrais. Estas interferéncias aumentam ou diminuem
o sinal do analito por supressdo, alteracbes das condicdes de nebulizacdo e
excitacao. Interferéncias ndo espectrais tém sido expressas em termos de efeito de
matriz, relacionado com todas as etapas do processo de medicdo em ICP OES
(nebulizacédo, transporte, dessolvatacdo, vaporizacdo, atomizagdo, ionizacao,
excitacdo e emissao). A fim de amenizar ou corrigir as interferéncias ndo espectrais
varios recursos podem ser utilizados: correcdo de matriz, uso de padrdo interno,
calibracdo por adicdo de padréo, adicdo de surfactantes, diluicAo da amostra,
separacdo de matriz e corre¢cdo com modelos matematicos [45].

A versatilidade da técnica de ICP OES deve-se ndo somente ao grande
namero de elementos que podem ser determinados de forma répida, principalmente
guando se dispde de espectrometros que fazem medi¢cbes simultaneas, com vistas
de observacao radial e axial. Deve-se também a variedade de tipos de amostras de

diferentes areas que podem ser analisadas. Como exemplo, amostras botanicas
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[46], leite [47], castanha do Brasil [48], petroleo bruto [49], éleos vegetais e biodiesel
[50], entre outras.

De forma geral, os espectrbmetros de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) apresentam como caracteristicas o baixo nivel
de radiacdo de fundo, baixo limite de detec¢cdo, andlise multielementar e rapida,

ampla faixa de calibragéo e apresenta poucas interferéncias.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 INSTRUMENTACAO

Foi empregado nesse trabalho um espectrémetro de emissdo OGtica com
plasma indutivamente acoplado com visdo axial, Varian 710-ES, (Varian, Mulgrave,
Australia). Esse equipamento € equipado com um gerador de radiofrequéncia de 40
MHz usado na faixa de 1200-1400 W para o estudo proposto e um detector de
estado soélido com dispositivo de carga acoplada (CCD).

Argbnio (99,998%, White Martins, Praxair, Brasil) foi usado como gas gerador
do plasma e no sistema de nebulizagcdo. O sistema de nebulizagdo empregado foi
constituido por um nebulizador do tipo OneNeb (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos) associado com uma camara de nebulizacdo Ciclénica — Single
Pass (Agilent Technologies, Santa Clara, Estados Unidos). A tocha foi alinhada
horizontal e verticalmente com uma solugédo padrdo de Mn de concentragcdo 5000
mg L% O sistema 6tico do ICP OES foi calibrado com solucdo estoque
multielementar de padrbes rastreados. As linhas espectrais foram selecionadas
considerando auséncia de interferéncias espectrais e sensibilidade adequada para a
determinacdo de elementos em baixas e altas concentracdes. A taxa de injecdo de
amostra utilizada foi de aproximadamente 5 mL min?. Todas as condicdes
operacionais, caracteristicas instrumentais do ICP OES e as linhas escolhidas de
cada elemento encontram-se resumidamente descritas na Tabela 2.

A decomposicdo acida das amostras assistida por radiacdo micro-ondas foi
realizada em um forno de micro-ondas com cavidade (Mars Xpress, Matthews,
Estados Unidos). Esse forno possui capacidade para 40 tubos de polimero
perfluoroalcoxi (PFA) e limites operacionais para a poténcia e temperatura de 1600
W e 180°C, respectivamente.

Todos os procedimentos de pesagem foram realizados em balanca analitica

(Shimadzu do Brasil, Sdo Paulo, Brasil, modelo AUW-D Series) com precisao de até
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cinco casas decimais e capacidade maxima de 210 g. As amostras foram trituradas
em um moinho analitico (IKA, Modelo A1l basic) por 30 segundos.

Tabela 2 - Pardmetros operacionais e instrumentais utilizados no ICP OES

Parédmetro Condicao
Radiofrequéncia do gerador (MHz) 40
Poténcia do gerador de radiofrequéncia (W) 1400
Cémara de nebulizagéo Cicldnica (Single Pass)
Nebulizador OneNeb
Tempo de integracdo do sinal (s) 5
Vazao do argdnio principal (L min'l) 15
Vazao do argbnio auxiliar (L min'l) 15
Pressao de nebulizacdo (kPa) 150
Velocidade da bomba peristaltica (rpm) 15
Detector CCD
Cu 1 327,395
Linhas (hm) Fe 11 238,204
Mn 1l 257,610

| — Linha atémica; Il — Linha ibnica

4.2 REAGENTES E PREPARO DAS SOLUCOES

Todas as vidrarias e 0os materiais de laboratério utilizados nos experimentos
foram lavados e mantidos em solucdo de HNO3z 10% (v v') por um periodo minimo
de 24 horas. Apos esse periodo, foram enxaguados com agua ultrapura e secos.

Para o preparo das solu¢cbes foram usados reagentes de grau analitico. A
solucdo de &cido nitrico (65% v v, Merck, Darmstadt, Germany) foi utilizada para o

preparo de solucdes de referéncia e na etapa de decomposicédo das amostras. Uma
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solucdo de peréxido de hidrogénio (30% v v!, Merck, Darmstadt, Germany) também
foi utilizada no procedimento de decomposicdo das amostras. Todas as solucdes
foram preparadas com agua ultrapura (18,2 MQ cm) obtida a partir de um sistema
purificador de agua Milli-Q (Milipore Corporation, Bedford, Estados Unidos).

As solucdes de referéncia utilizadas na curva de calibragdo do equipamento
foram preparadas a partir de diluicdes de solucdes estoque contendo 1000 mg L™ de
Cu, Fe e Mn (SpecSol, Quimlab Quimica e Metrologia, S&o José dos Campos,

Brasil) em meio de 1,0 mol L™ de &cido nitrico.

4.3 AMOSTRAS

Foram estudadas amostras de castanha de caju (Anacardium occidentale L.)
adquiridas no periodo entre Janeiro de 2015 a Janeiro de 2016. A amostragem foi
realizada em feiras livres dos principais municipios dos estados da Bahia, Sergipe,
Alagoas e Ceara totalizando vinte e quatro amostras. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos e levadas ao laboratério para a etapa de pré-
tratamento. Essa etapa envolveu o processamento das mesmas utilizando um
triturador de alimentos para reducdo de tamanho e melhor homogeneizacdo, o que
facilitou o processo de mineralizacdo. As amostras foram preservadas sob

refrigeracao em freezer até o momento da analise.

4.4 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO PROCEDIMENTO PARA O PREPARO DE AMOSTRA

Planejamento de mistura Simplex-Centroide com restricdo foi aplicado para
otimizar o preparo da amostra de castanha de caju por digestdo em forno micro-
ondas. Para obtencdo da melhor composicdo da mistura para a digestdo das
amostras, o planejamento foi aplicado na otimizacdo das proporcbes dos
componentes: acido nitrico, peréxido de hidrogénio e agua, variando entre 10 e 80%,

considerando a composicao final de 100%. As respostas avaliadas foram os sinais
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de intensidade para os elementos Cu, Fe e Mn. O numero total de experimentos foi
igual a nove, sendo sete 0s experimentos exigidos pelo planejamento (considerando
um ponto central) mais duas medi¢cOes realizadas no ponto central para avaliar o
erro experimental. A resposta multipla foi elaborada a partir do somatorio do sinal de
emissdo normalizado de cada analito em cada experimento, conforme apresentado
na Equacdo 6, a seguir. O software Statistica 7.0 foi utilizado para processar os

resultados.

Equacéo (6):

Sinal de emissao Cu Sinal de emissao Fe

RN = — — - + = —— -
Sinal de emissiao maximo Cu Sinal de emissio maximo Fe

Sinal de emissao Mn
Sinal de emissao maximo Mn

Em que, RN é a resposta multipla normalizada, Sinal de emissdo Fe é o sinal
de intensidade medido para Fe em cada experimento e Sinal de emissdo maximo Fe
€ o sinal maximo de intensidade de Fe em todo o planejamento. Essa regra foi

aplicada aos demais elementos estudados.

4.5 VALIDACAO DO METODO

O material de referéncia certificado de farinha de arroz (NIST 1568b), obtido
do National Institute of Standards and Technology (NIST), foi empregado para
avaliacdo da exatiddo do método proposto. Outros parametros de desempenho
como limites de deteccdo e de quantificacdo e a precisdo também foram avaliados
para a validacdo do método. Os limites de deteccéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram
determinados a partir do desvio padrdo resultante da analise de 10 brancos

analiticos. A precisao foi avaliada com base no desvio padréo relativo.
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4.6 DECOMPOSICAO ASSISTIDA POR RADIAGAO MICRO-ONDAS EM SISTEMA FECHADO

Apébs a etapa de pré-tratamento, as amostras foram pesadas diretamente em
tubos de digestdo. A digestéao total das amostras foi realizada empregando 250 mg
de castanha de caju, 1,0 mL de acido nitrico P.A., 4,5 mL de perodxido de hidrogénio
e 4,5 mL de agua ultrapura. Os frascos contendo essa mistura foram fechados
apropriadamente e colocados no forno para execucdo do programa de aquecimento
apresentado na Tabela 3. Os digeridos obtidos foram diluidos para o volume final de
25 mL e refrigerados a aproximadamente 4°C até o momento da analise. A
concentracdo de Cu, Fe e Mn foi determinada na solucéo final por ICP OES. As
amostras foram analisadas em triplicata (n=3).

O material de referéncia certificado também foi submetido ao mesmo
procedimento de digestdo. A acidez residual foi determinada a partir de titulacdo

acido-base com solucdo padronizada de hidréxido de sédio 0,100 mol L™,

Tabela 3 - Programa de aquecimento utilizado no forno micro-ondas para decomposicdo das

amostras
Etapa Temperatura (°C) Rampa (min.) Tempo (min.)
1 120 10 10
2 150 5 15
3 180 5 35
4 0 0 15

min. - minutos
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO MULTIVARIADA DO PROCEDIMENTO PARA O PREPARO DE AMOSTRA

Um planejamento de mistura Simplex-Centroide foi empregado para a
otimizacdo do procedimento de preparo da amostra, onde foram estudadas as
proporc¢des de HNO3, H,O, e H,O que foram utilizadas na digestédo das amostras de
castanha. Os parametros operacionais do ICP OES foram os recomendados pelo
fabricante. Os dominios experimentais para cada fator foram definidos com base em
dados da literatura [28]. A matriz experimental, com os valores codificados e valores
reais, bem como sinais analiticos (intensidade) est4 apresentada na Tabela 4. As
replicatas no ponto central foram realizadas para possibilitar uma melhor avaliacéo
do efeito de um fator dentro do dominio experimental estudado por meio da
estimativa da variancia e do erro experimental.

Para avaliacdo dos resultados, foram realizados os célculos para os
coeficientes de regressao, sendo todos expressos com 0s respectivos erros padrao.

Os resultados obtidos com esses calculos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 4 - Planejamento de mistura utilizado na otimizagdo do procedimento para o preparo de

amostra
Experimento HNO; (mL) H,O (mL) H,O, (mL) Respf)sta
Normalizada*
1 0 () 0() 1(8) 2,705
2 1(8) 0(1) 0(1) 2,727
3 0 (1) 1(8) 0 (1) 2,716
4 0 (1) 0,5 (4,5) 0,5 (4,5) 2,992
5 0,5 (4,5) 0 (1) 0,5 (4,5) 2,553
6 0,5 (4,5) 0,5 (4,5) 0 (1) 2,805
7 (PC) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 2,828
8 (PC) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 2,816
9 (PC) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 0,333 (3,3) 2,803
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* Resposta normalizada para os valores de intensidade obtidos no experimento

Tabela 5 - Valores dos coeficientes e respectivos erros padrdo obtidos para o planejamento de

mistura
Variavel e/ou interacéo Coeficiente Erro padrao
HNOz* 2,73 0,0117
H,05* 2,71 0,0117
H,O* 2,70 0,0117
HNO; X H,0,* 0,357 0,0510
HNO; x H,0* -0,629 0,0510
H,0, x H,O* 1,15 0,0510

*Variaveis e/ou interacdes significativas

Dessa forma, e com base nos dados da Tabela 5, foi possivel obter a
Equacédo 7 que apresenta o modelo quadratico estabelecido para o planejamento de

mistura, considerando os fatores significativos.

Equacéo (7):

Resposta Normalizada = 2,72(10'0117)[HN03] + 2,71(10'0117)[H202] + 2,70(t0,0117)[H20] +
0,357 (+0,0510)[HNO3][H202] - 0,629 +0,0510)[HNO3][H20] + 1,15:0,0510)[H202][H20]

A Equacdo 7 ilustra a relacdo entre as trés variaveis estudadas (concentracédo
de HNO; e volumes de H,0O, e H,O) com o sinal analitico (intensidade),
considerando os valores reais. Essa equacao revela os pontos criticos da superficie
de resposta para cada variavel, e a partir dela, também foi possivel realizar os
calculos para os valores preditos, que em seguida, foram aplicados no método da
regressao linear para avaliar o modelo estabelecido. Os valores previstos para cada
experimento sado apresentados na Tabela 6. O tratamento dos dados pelo software

Statistica 7.0 forneceu a superficie de resposta apresentadas na Figura 4.
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Tabela 6 - Valores experimentais e previstos do planejamento de mistura para validacdo do modelo

usando o método da regresséo linear

Experimento HNO; (mL) H,O, (mL) H,O (mL) Valor experimental  Valor previsto
1 0 0 1 2,705 2,704
2 1 0 0 2,727 2,726
3 0 1 0 2,716 2,715
4 0 0,5 0,5 2,992 2,997
5 0,5 0 0,5 2,553 2,558
6 0,5 0,5 0 2,805 2,810
7 0,333 0,333 0,333 2,828 2,812
8 0,333 0,333 0,333 2,816 2,812
9 0,333 0,333 0,333 2,803 2,812

31

30

Valores Preditos
N N
[o<] ©

N
2

26

— HNO;

25 --- H,0O,
1,00 0,00 .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 00 02 04 0.6 08 10 ... H,O

HNO3 (mL) H202 (mL) Frages dos Componentes

Figura 4 - Gréficos de contorno e respostas estimadas obtidos n

preparo de amostra

O grafico das curvas de nivel, apresentado na Figura 4, indica que a mistura
mais eficiente para disponibilizar a maior quantidade dos metais, que é obtida
guando ha uma completa digestdo das amostras de castanha (elucidada pela cor
vermelha), deve ser composta por um maior volume de &agua, seguido por um

aumento no volume de peroxido, sem quase haver necessidade da presenca de
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acido nitrico na mistura. O resultado obtido esta de acordo com os ja reportados na
literatura no que se refere a avaliacdo da composicao mineral de sementes e nozes
comestiveis por técnicas espectrométricas [28,51,52].

Por se tratar de uma amostra que contém uma grande quantidade de
gorduras, uma completa decomposicdo da castanha sera obtida com um maior
volume de agua, uma vez que a presenca da mesma na mistura oxidante aumenta a
temperatura do meio e, consequentemente, a pressdo dentro do tubo de reacéo
promovendo a elevacéo do potencial oxidante. Um maior potencial oxidante também
€ conseguido com a presenca do H,0O,, que a partir da sua reagdo de decomposi¢ao
libera O,g dentro do tubo de digestdo. Esse O, comecga a reagir com os produtos
da digestéo e participa do ciclo de regeneracao do HNO3 [5].

As informacdes acima discutidas podem ser confirmadas ao se fazer a analise
do gréafico de curvas de nivel em conjunto com o grafico de respostas estimadas,
ambos apresentados na Figura 4.

Uma analise da superficie de resposta e dos graficos de contorno e respostas
estimadas permitiu concluir que a mistura para a digestdo das amostras deveria ser
composta por 10% de HNOgj, 45% de H,O, e 45% de H,O. A mistura, nestas
proporcdes, foi utilizada na digestdo das amostras para a determinagéo de Cu, Fe e
Mn por ICP OES.

A aplicacdo do método da regresséo linear nos dados experimentais e valores
preditos (Tabela 6), que foram confrontados para estabelecer o modelo quadratico,

resultou na Equacéo 8:

y = (0,9960 + 0,05504)x + (0,01125 + 0,1527) Equacio (8)

A avaliacdo da Equacdo 8 demonstrou que, o coeficiente angular (0,9960 +
0,05504) admite o numero 1, enquanto que o coeficiente linear (0,01125 + 0,1527)
admite o numero zero. Com isso, se pode afirmar que ndo existe diferenca
significativa entre os valores experimentais obtidos no planejamento e os valores

preditos calculados utilizando esse modelo. Outra avaliagdo foi realizada
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considerando o coeficiente de determinacdo (R* = 0,9901), e evidenciou uma
correlacdo satisfatdria, uma vez que R? apresentou valor maior que 0,90.

A validacdo do modelo proposto foi feita a partir da verificacdo do ajuste entre
os dados experimentais e os valores preditos. Para isso, foi feita uma anélise na
tabela de ANOVA bem como na correlagcdo existente entre os valores preditos e
valores observados. Além disso, e como discutido anteriormente, o método da
regressao linear foi aplicado para obtencdo da equacdo de uma reta que também
possibilitou a avaliagdo do ajuste para o modelo proposto.

A analise de variancia, ANOVA (Tabela 7) para os dados obtidos com o
planejamento de mistura, indicou que o valor de p para a falta de ajuste € maior que
0,05, o que significa que os dados obtidos estdo sendo satisfatoriamente descritos.
Através da analise do grafico de valores preditos versus valores observados (Figura
5), foi possivel verificar que houve boa concordancia dos valores observados em
relacdo aos valores previstos pelo modelo, o que indica que o modelo quadréatico

proposto estd bem ajustado aos dados experimentais obtidos no planejamento.

Tabela 7 - Analise de variancia (ANOVA) para os dados obtidos, com o planejamento de mistura, no

procedimento de otimiza¢do do preparo de amostra

Fator SS Df MS F Feab P
Modelo 0,112599 5 0,022520 161,6362 9,01 0,000761
Erro total 0,000418 3 0,000139
Falta de ajuste 0,000105 1 0,000105 0,6715 18,51 0,498635
Erro puro 0,000313 2 0,000156
Total ajustado 0,113017 8 0,014127

O teste de Fischer (teste F) foi aplicado para verificar o ajuste do modelo
proposto, no qual o valor de F calculado para o modelo foi de 161,6, enquanto que o
F tabelado foi de 9,01. A raz&o entre esses valores € da ordem de 17 vezes, o0 que
indica que a regressao é bastante significativa. Ja o valor de F calculado para a falta
de ajuste foi de 0,67. Este valor € menor que F tabelado de 18,51, o que indica que
0 erro puro se confunde com a falta de ajuste, ou seja, 0 modelo proposto néo

apresenta falta de ajuste e descreve a regido experimental adequadamente.

Luana Santos Moreira



Resultados e Discussao

Na Tabela 8, estdo apresentados os modelos matematicos utilizados no
ajuste do planejamento de mistura. A escolha de qual modelo seria o mais adequado
foi realizada utilizando os critérios de R? ajustado e da menor média quadratica de
erro (MQg). No presente trabalho, foram testados os modelos linear, quadratico e
cubico especial, sendo o modelo quadradtico aquele que melhor ajustou o
planejamento.

Outra forma de avaliar a qualidade do modelo utilizado na descricdo dos
dados é realizando uma avaliacdo dos residuos deixados pelo mesmo. Se um
modelo deixar residuos muito grandes ou tendenciosos ele se torna inadequado
para fazer inferéncias precisas sobre o comportamento dos dados no campo
experimental em questao.

Para o modelo quadratico aplicado, foi possivel inferir que os valores dos
residuos apresentaram uma tendéncia para a distribuicdo normal variando bem
proximo ao zero, o que indica que o modelo proposto estd bem ajustado. Dessa
forma, é possivel afirmar que os valores 6timos obtidos sdo validos, pois 0s mesmos
foram obtidos de modelos matematicos com ajuste satisfatério para o planejamento

de mistura aplicado na otimizagdo do procedimento do preparo de amostra.
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Tabela 8 - Comparacao entre os modelos matematicos para ajuste do planejamento de mistura com os respectivos valores de erros, efeitos e

coeficientes de determinacéo

Modelo SS Efeito  df Efeito  MS Efeito  SSErro  df Erro MS Erro F p R? R’ Ajustado
Linear 0,017939 2 0,008969 0,095078 6 0,015846 0,5660 0,595405 0,158726 0,000000
Quadratico 0,094660 3 0,031553 0,000418 3 0,000139 226,4751 0,000494 0,996302 0,990138
Cubico especial 0,000105 1 0,000105 0,000313 2 0,000156 0,6715 0,498635 0,997231 0,988925
Total ajustado 0,113017 8 0,014127
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Figura 5 - Grafico de valores preditos versus valores observados para 0s
dados obtidos com o planejamento de mistura na otimizacdo das variaveis

associadas ao preparo de amostra

Luana Santos Moreira



Resultados e Discussao

5.2 PROCEDIMENTO DE DECOMPOSIGCAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS EM

SISTEMA FECHADO

O estudo da proporcdo dos reagentes para a digestdo das amostras foi
avaliado com base no aspecto visual das solu¢cdes dos digeridos e na acidez
residual. Para isso, a metodologia desenvolvida foi aplicada em uma amostra
escolhida de forma aleatoria.

A solucdo dos digeridos finais se apresentou limpida e sem particulas
dispersas. O objetivo era conseguir baixa acidez final, uma vez que elevados teores
de acidez nos digeridos podem gerar danos aos espectrémetros, exigindo limpeza
da tocha, tubulacdes e da interface frequentemente, além de causar interferéncias
na intensidade do sinal de emissdo para determinacdo de alguns elementos. A
metodologia desenvolvida neste trabalho apresentou acidez residual de 0,5 mol L™,
valor esse associado ao uso do acido nitrico diluido. A baixa acidez residual
caracteriza essa metodologia com vantagens no quesito menor diluicdo das
amostras com consequente maior poder de deteccdo, desde que comparado com
metodologias que utilizam o &cido nitrico concentrado. Apds avaliacdo, a
metodologia desenvolvida foi entdo aplicada nas etapas seguintes do trabalho.

5.3 VALIDAGCAO

5.3.1 LIMITES DE DETECCAO E DE QUANTIFICACAO

Na Tabela 9, sdo apresentados os valores de limites de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ) obtidos a partir do desvio padréo de 10 brancos analiticos para

cobre, ferro e manganés apos analise por ICP OES.
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Tabela 9 - Parametros das curvas de calibracdo analiticas: coeficiente de correlagao (RZ) e limites de
deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) obtidos a partir da analise de 10 brancos analiticos para os

microelementos estudados apés determinacédo por ICP OES

Limite de deteccdo Limite de quantificacéo

Elemento Curva analitica R 4 1
(mg kg™) (mg kg™)
Cu y = 20466x + 1319,8 0,9994 0,63 2,1
Fe y = 29888x + 684,25 0,9997 4,3 14
Mn y = 145592x + 1476,7  0,9999 0,37 1,2

A partir dos resultados, foi possivel verificar que foram obtidos baixos valores
de LD’s e LQ’s. Essa caracteristica foi associada ao uso de acido nitrico diluido e
consequentemente de menores diluicdes. Outra avaliacéo foi realizada considerando
o coeficiente de determinacdo, que evidenciou uma correlacdo satisfatoria para

todos os elementos estudados, uma vez que R? apresentou valor maior que 0,999.

5.3.2 EXATIDAO

A avaliacdo da exatiddo do método proposto foi realizada a partir da
decomposicdo do material de referéncia certificado NIST 1568b de farinha de arroz
nas condi¢des otimizadas. O objetivo de utilizar este material de referéncia deveu-se
ao fato da origem vegetal e granulometria ap6s moagem. Os resultados obtidos para
Cu, Fe e Mn, apds determinacdo por ICP OES sdo expressos com intervalo de
confianca com nivel de 95% de confiabilidade, estdo apresentados na Tabela 10.

Ao comparar os dados obtidos com os valores certificados (ap6ds aplicacdo do
método desenvolvido), verificou-se que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados, o que pbéde ser confirmado apds comparacao estatistica usando o teste t
pareado. Como o t calculado apresentou valor menor que o t tabelado, ndo ha
diferenca significativa entre os valores obtidos para o método proposto e os valores

certificados.
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Tabela 10 - Concentrac@es obtidas a partir da andlise do material de referéncia certificado de farinha
de arroz (NIST 1568b) para Cu, Fe e Mn (média + intervalo de confianca, n=3)

Concentracdo (mg kg™) Teste t pareado
Elemento Valor Valor
] - t tabelado t calculado
Determinado Certificado
Cu 1,69 £ 0,50 2,35+0,16
Fe 7,78 £0,39 7,42 + 0,44 2,77 1,00
Mn 18,4 + 0,04 19,2+1,80

5.3.3 PRECISAO

A avaliacdo da preciséo, expressa com desvio padrado relativo do método, foi
realizada para a amostra de castanha de caju contendo 10,7 mg kg™ de cobre, 44,3
mg kg* de ferro e 11,0 mg kg de manganés. Foram obtidos valores de desvio
iguais a 1,84%, 2,31% e 2,73% para Cu, Fe e Mn, respectivamente.

5.4  APLICACAO NAS AMOSTRAS

O método proposto foi aplicado para a determinacdo de cobre, ferro e
manganés em vinte e quatro amostras de castanhas de caju coletadas em feiras
livres de quatro estados do Nordeste, que foram considerados previamente como
participantes do grupo de maiores produtores. Sete amostras sdo da Bahia
(identificadas como 10S, JQE, STAN, BUE, VITC, SSA, VAL), oito de Sergipe (SEG
1, SEG 2, SEG 3, SEG 4, SEG 5, SEG 6, SEG 7 e SEG 8), sete do Ceara (FOR 1,
FOR 2, FOR 3, FOR 4, FOR 5, FOR 6, FOR 7) e duas de Alagoas (MAC 1 e MAC 2).
Os resultados obtidos apos digestdo acida das amostras em forno micro-ondas e

analise por ICP OES séo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11 - Resultados de concentracdo de Cu, Fe e Mn (mg kg"l) determinados por ICP OES em

amostras de castanha de caju (média + intervalo de confianca, n=3)

Amostra Cobre Ferro Manganés
I0S 13,3+0,4 496+ 1,7 152+0,3
JQE 194+1,6 58,9+23 13,4+ 0,6

STAN 140+1,2 53,3+0,7 150+0,9
BUE 142+1,3 56,4+ 0,6 162+1,1
VITC 16,7+ 1,8 60,9+1,0 150+14
SSA 16,7+0,2 526+1,0 120+1,0
VAL 10,7+ 1,9 443+ 2.3 11,0+1,0
MAC 1 123+1,9 49,9+ 0,6 151+0,9
MAC 2 178+24 65,4+ 8,0 128+ 1,3
FOR 1 129+0,5 484 +1.4 18,0+ 0,6
FOR 2 16,7+0,3 59,3+£1,9 12,7+0,4
FOR 3 16,9+0,2 66,7+1,1 139+04
FOR 4 17617 575+1,.2 12,8 + 0,6
FOR 5 14,2 £ 3,2 56,2 +£9,2 18,6 £ 2,6
FOR 6 17,1+£0,1 67,2+15 21,4+0,3
FOR 7 13,8+1,2 64,2+ 3,9 174+1]1
SEG 1 115+1,8 544+11 21,3+0,2
SEG 2 19,2+1,6 624+11 18,5+0,8
SEG 3 11,5+£0,5 51,5+0,4 143+0,1
SEG 4 13,1+14 479+ 27 124+14
SEG 5 119+0,1 535+24 11,1 +0,01
SEG 6 11,7+ 0,5 50,9+2,2 144+ 1,7
SEG 7 13,2+£0,2 475+0,9 11,6 £ 0,7
SEG 8 12,3+1,0 546+15 145+14

As concentragdes obtidas variaram entre 10,7 a 19,4 mg kg™ para cobre, 44,3
a 67,2 mg kg™ para ferro e 11,0 a 21,4 mg kg’ para manganés. A concentracéo
desses elementos publicados na Tabela Brasileira de Composi¢cdo dos Alimentos
(TACO) é igual a 19,2 mg kg™ para Cu, 52,0 mg kg para Fe e 15,9 mg kg™ para Mn
[53]. A variacado observada entre as concentragfes dos analitos no conjunto de
amostras e os dados apresentados na literatura pode ser associada ao conteludo
desses minerais nos solos de cada estado, uma vez que ocorre a absorcéo de parte

desses nutrientes por meio das plantas.
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Ao comparar as concentragdes totais de Cu, Fe e Mn presentes nas amostras
de castanha de caju com os valores de referéncia para ingestdo de nutrientes,
obtidos a partir da “Dietary Reference Intakes (DRI)” e adotados pelos Estados
Unidos, estima-se que ao consumir cerca de 100 g de castanha havera o
fornecimento de 119% a 216% de Cu, 55% a 84% de Fe, 48% a 93% de Mn para
homens e 61% a 119% de Mn para mulheres, para a manutencdo diaria das
necessidades nutricionais humanas [54]. No entanto, a determinacdo do conteudo
total de um nutriente presente em um alimento nédo revela o seu valor nutricional,
ISSO porgue, durante o processo de digestdo humana, apenas uma fracdo desse
nutriente € liberada para absorcédo pelo organismo. Sendo assim, para se estimar a
guantidade de um nutriente que sera absorvido pelo organismo € necessario que se
empreguem ensaios in vitro ou in vivo para avaliar a biodisponibilidade destes
analitos [52]. Os dados de concentracao total obtidos neste trabalho j& servem como
ponto de partida para estudos mais elaborados do ponto de vista nutricional.

55 ANALISE EXPLORATORIA NAO-SUPERVISIONADA

5.5.1 ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS E ANALISE DE AGRUPAMENTO HIERARQUICO

Andlise de componentes principais (PCA) foi aplicada nos valores de
concentracdo total de Cu, Fe e Mn obtidos a partir da aplicacdo do método
desenvolvido no presente trabalho nas amostras de castanha de caju provenientes
dos maiores estados produtores do Nordeste. Na Tabela 12, sdo apresentados os
resultados dos autovalores, assim como a porcentagem de variancia explicada por
cada componente e a variancia acumulada pelas mesmas.

Na PCA realizada, foram considerados trés fatores devido as trés variaveis
estudadas. Entretanto, devem ser incluidas na analise apenas as componentes que
conseguem sintetizar uma variancia acumulada em torno de 70% [39]. A primeira

componente representa 61,03% da variagéo total dos dados, a segunda 31,83% e a
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terceira 7,14%. Como pode ser observado, as duas primeiras componentes s&o

responsaveis por mais de 92% das varia¢des de todos os dados fornecidos.

Tabela 12 - Autovalores e percentual da variancia explicada para cada componente

Autovalores — Extragdo dos componentes principais

Numero de S— ——
% da variancia Autovalores % da variancia
componentes Autovalores )
explicada acumulados acumulada
1,831 61,03 1,831 61,03
0,9549 31,83 2,786 92,87
3 0,2140 7,14 3,000 100,0

De acordo com a literatura, a selecdo das componentes para analise também
pode ser feita a partir dos autovalores. Nesse caso, apenas as componentes que
apresentassem autovalores superiores a um seriam incluidas na analise [39]. Essa
informacdo corrobora o que ja foi discutido acima, deixando claro que no
experimento realizado as duas primeiras componentes conseguem resumir a maioria
das informagdes contidas no conjunto de dados.

Na Tabela 13 esta apresentada a matriz dos pesos, na qual é possivel
verificar as variaveis que melhor se correlacionam com cada componente. De acordo
com a literatura, um valor € considerado como significante quando maior que 0,70
[39].

Tabela 13 - Valores dos pesos nas componentes principais (PC)

Variavel PC1 PC2 PC3
Cu 0,85 -0,43 0,30
Fe 0,94 -0,043 -0,33
Mn 0,46 0,88 0,13

Por explicarem a maior variancia obtida no estudo, apenas as duas primeiras
componentes foram utilizadas. A componente 1 explica 61% dos dados, sendo Cu e

Fe as variaveis que mais contribuem para este fator. J& a componente 2 explica 31%

Luana Santos Moreira



Resultados e Discussao

dos dados, sendo Mn a variavel que mais contribui. A Figura 6 apresenta o gréfico

no qual é possivel examinar a localizagdo das variaveis e amostras no sistema de

coordenadas criado pelas componentes.
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Figura 6 - Grafico que representa a relacdo entre os dois

fatores (PC1 e PC2) e as variaveis estudadas

A Figura 6 representa o grafico de pesos, mostrando que em PC1 foi possivel

separar todas as variaveis (Cu, Fe e Mn) com pesos positivos, enquanto que em

PC2 foi possivel separar Cu e Fe com pesos negativos e Mn com peso positivo.

A Figura 7 apresenta o gréafico onde é possivel examinar a localizacdo das

amostras no sistema de coordenadas criado pelas componentes.
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Figura 7 - Grafico de escores considerando as duas componentes (PC1 x PC2) obtidas para as

amostras de castanha de caju com as variaveis estudadas

A analise do gréafico de escores permite inferir que ndo houve uma tendéncia

na formacédo de grupos a partir do conjunto de amostras.
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Figura 8 - Dendograma da matriz de distancias obtido pelo método de agrupamento por ligagdo

simples

A Figura 8 apresenta o dendograma obtido com os dados experimentais.
Esse dendograma leva em consideracdo os pares de objetos mais similares, ou
seja, com a menor distancia entre eles para que depois esses objetos se reGnam em
razdo de similaridade decrescente [39].

Para a construcdo do dendograma, foi utilizado como medida de distancia a
1-Pearson r e agrupamento por método de Ward. Tragando-se uma linha fenon a
uma distancia de metade da distancia total, € possivel observar a formacao de dois

grupos.
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5.5.2 REDES NEURAIS ARTIFICIAIS

Redes neurais artificiais também foram empregadas no conjunto de dados do
presente trabalho. Isso porque, a geracdo de mapas topoldgicos da rede Kohonen
pode traduzir informacdes menos visiveis a outras ferramentas, como PCA e HCA.

Apos a otimizacdo dos parametros da rede no qual foram feitos inUmeros
treinamentos com diferentes dimensdes de matrizes e outros parametros, a fim de
reduzir o indice de DB e maximizar o valor médio das silhuetas, obteve-se indices de
0,6060 e 0,7290, respectivamente. A Tabela 14 apresenta a melhor configuracdo

obtida para a rede Kohonen.

Tabela 14 - Parametros de treinamento da rede Kohonen

Parametros de Treinamento

Matrix topoldgica 4x8
Formato da matrix hexagonal
Funcéo que limita a vizinhanga gaussiana
Raio de treinamento 1 inicial 4
Raio de treinamento 1 final 2
Amostras treinamentol 10
Raio de treinamento 2 inicial 1
Raio de treinamento 2 final 1
Amostras treinamento 2 15

A rede de Kohonen implementada possui duas fases de treinamento, a primeira
serve para fazer auto-organizacdo, ordenando os grupos. Ja a segunda € a fase de
convergéncia, na qual ocorre o refinamento do mapa, levando a uma representagéo
mais acurada entre o espaco de entrada e a rede neural.

Juntamente com o algortimo de Kohonen foi implementado um programa de

particdo k-means, com o intuito de averiguar a clusterizagdo do mapa U-matrix
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tornando possivel estimar a quantidade de cluster e obter uma melhor percepcéo de
onde 0s grupos estdo presentes. A Figura 9 apresenta o grafico U-matrix e o grafico

obtido apds a aplicacéo do algoritmo K-Means.

U- matrix K-Means

0

2 clusters

Figura 9 - A esquerda temos o Gréfico U-matrix e a direita o Gréfico obtido depois da particdo K-

means

Como pode se notar, houve a particdo em dois grupos distintos corroborando
com os resultados obtidos na PCA e HCA. Na sequéncia, foram plotados os planos

de componente das variaveis analisadas (Figura 10).
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Figura 10 - Planos de componentes dos dados analisados, juntamente com o grafico de

separacao de clusteres as

amostras no mapa topoldgico, junto com os planos de componente, de cada

variavel.

2 clusters

Figura 11 - Disposicao das amostras no mapa da rede e planos de componentes dos elementos

estudados
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Pode-se constatar que nos graficos de cobre e ferro, na divisa entre os
agrupamentos, as amostras apresentam concentracdo proxima a média e ao passo
gue se avanca para as extremidades nota-se uma mudanca gradual de cores se
intensificando.

Em direcdo ao lado esquerdo as concentragdes vao diminuindo, enquanto que
para o lado direito as concentracdes vao aumentando. Deduzimos entdo que o
grupo em azul, do grafico maior, corresponde as amostras com as menores
concentragdes de cobre e ferro. Em destaque as amostras de VAL e as amostras 4
e 7 de SEG, que estdo relacionadas com o neurdnio do canto superior esquerdo, 0
qual observa-se (no grafico de componentes) a cor azul mais intensa, cuja
concentracdo de Cu foi de aproximadamente 11 mg kg™ e de Fe préoximo a 45 mg
kg™.

JA o grupo em vermelho, selecionou as amostras com as maiores
concentracbes de Cu e Fe, sendo que no canto superior direito, as amostras de
MAC e JQE representam as de maior concentracdo de Cu, em torno de 19 mg kg™.
E as do canto inferior direito, as maiores concentracdes de Fe, representadas por 3
exemplares de Fortaleza, com cerca de 67 mg kg™.

No plano de componentes do manganés, as maiores concentragdes situam-se
nas zonas inferiores da figura, principalmente do lado direito. Amostras tanto do
grupo em azul, quanto do vermelho possuem valores de concentracdo mais altos,
nao obtendo um padréo tédo nitido como nas componentes anteriores.

Como visto na PCA, a varidvel manganés nao exerce tanta influéncia na
separacdo em grupos como cobre e ferro. Sendo assim, a divisdo dos grupos néo
acompanhou de maneira muito significativa a variacdo desse elemento. Para ele, as
maiores concentracdes foram obtidas em exemplares de amostras em FOR e SEG
com valores de concentracdo em torno de 21 mg kg™*. Enquanto que as menores,
mais uma vez, estdo relacionadas ao neurdnio do canto superior esquerdo, onde
amostras de VAL e dois exemplares de SEG aparecem com concentracdo em torno
de 11 mg kg™.

Analisando em termos de divisdo geografica, ndo foi possivel determinar um
padrdo, pois tanto no grupo azul quanto no vermelho possuem amostras dos 4

estados analisados.
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Os estados do Ceara e Sergipe por exemplo, apresentam amostras espalhadas
pelo mapa, principalmente nas extremidades opostas. Isso indica que, a0 mesmo
tempo, tém-se exemplares com maiores e menores concentracbes do mesmo
estado. O que pode ser observado nas amostras: SEG 2 (a; b; ¢c) em relacdo as
demais. E as amostras de FOR 3 (a;b;c) e FOR 6 (a;b;c) em relacdo as amostras
FOR 1 (a;b;c), o que nos leva a considerar outros fatores, além do solo, para
explicar essa diversidade na composi¢ado mineral.

Quanto a qualidade da separacao, utilizou-se o indice de Silhueta para avaliar
a pertinéncia da amostra classificada em seu respectivo grupo. Um gréfico com os
indices de cada amostra foi plotado, obtendo-se a resposta apresentada na Figura
12.

Cluster

|
0 0.2 04 0.6 0.8 1
Silhouette Value

Figura 12 - Gréfico com os valores dos indices de silhueta

A média dos indices ficou em torno de 0,7290, indicando uma separacao
satisfatoria dos grupos. Ainda se pode observar que algumas amostras
apresentaram valores menores que 0,5. Estas amostras estao situadas na divisa dos
grupos no mapa SOM, proximo da linha vertical na PCA e possuem concentracdes

medianas dos elementos estudados. Logo, possuem caracteristicas bem
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diferenciadas da maioria das amostras do seu respectivo grupo, porém nao o

suficiente para criagdo de um novo agrupamento.
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6 CONCLUSAO

As ferramentas quimiométricas utilizadas foram eficazes para o
estabelecimento de uma mistura satisfatoria entre os reagentes HNO3, H,O, e H,O
para a determinacéo de elementos essenciais em castanhas de caju.

O método de decomposicdo acida assistida por radiacdo micro-ondas com
acido nitrico diluido foi considerado adequado para a decomposi¢cdo das amostras
de castanha. A decomposicdo dessas amostras resultou em digeridos finais sem
particulas dispersas, limpidos e com baixa acidez residual.

A avaliacdo do teor de nutrientes forneceu informacgdes acerca da composicao
elementar da amostra, porém, o valor nutricional deste alimento sé pode ser
verificado quando se realizam ensaios in vitro e/ou in vivo.

A redes neurais sdo importantes ferramentas para o auxilio no tratamento de
dados, principalmente por trazer alternativas de respostas ndo tdo convencionais
(como PCA e HCA). Particularmente, a rede de Kohonen € uma das que oferecem o
melhor recurso, onde os mapas topoldgicos podem traduzir informacées menos
visiveis do que os apresentados por métodos estatisticos. Para qualificar a
separacao, utilizou-se os indices DB e SIL. O menor valor de DB encontrado foi
0,6060, juntamente com o maior DB 0,7290. Indicando assim uma separacéo
satisfatoria, visto que, o valor maximo para o indice DB € 1.

Nos resultados obtidos, houve a separagdo em dois grupos, como era
esperado. A distribuicdo das amostras no mapa facilitou a visualizacdo das amostras
com maiores e menores concentracbes de Cu, Fe e Mn, além de mostrar a
tendéncia de aproximacédo de dados semelhantes, bem como indicar a influéncia das
variaveis Cobre e Ferro na formacao dos grupos. Nao foi possivel averiguar um
padrdo de concentracdo de acordo com a distribuicdo geografica, pois amostras
como as de FOR e SEG apresentaram concentracbes tanto minimas quanto
maximas para os elementos estudados, podendo ser oriundas de cidades do interior

daqueles estados.
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Por fim, o método proposto neste trabalho para a determinacdo de Cu, Fe e
Mn em castanhas de caju por ICP OES foi considerado adequado, empregando a

decomposicdo acida assistida por micro-ondas com &cido nitrico diluido.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes de trabalhos futuros, tem-se:

Avaliacdo da biodisponibilidade nas amostras de castanha de caju para os
elementos estudados, a partir da simulacdo gastrointestinal in vitro, com a finalidade
de estabelecer as recomendacdes de ingestdo alimentar e necessidades do
organismo, além da avaliacdo do risco quimico para 0s seres humanos.

Comparacgdo do método desenvolvido com os diferentes métodos de preparo
de amostra, como extracdo empregando banho ultrassénico e digestdo em bloco
digestor com dedo frio, para verificar a eficiéncia do método proposto.

Aplicacdo do método desenvolvido no presente trabalho na avaliacdo da
composicdo mineral da castanha de caju ao longo da sua cadeia de produgéo, com
o intuito de verificar o quao o processo de beneficiamento influencia na

biodisponibilidade desses elementos essenciais.
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