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RESUMO

A avaliacdo do fosforo em sucos de frutas é de grande interesse devido a sua
essencialidade e propriedades nutricionais. Este trabalho aplicou diferentes estratégias
de tratamento de amostras para determinacdo de fracbes de fosforo em suco de laranja
industrializado. Inicialmente, o fosforo total (Pita) foi determinado a partir da digestao
e da suspensdo da amostra, explorando a analise direta por espectrometria de emisséo
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES). O fésforo livre (Pjivre) foi
determinado através do método espectrofotométrico do azul de molibdénio e o
fracionamento do mesmo segundo o tamanho de particula, foi feito através da analise
das amostras filtradas com membrana de 0,45 um. O fracionamento do foésforo baseado
em sua carga também foi realizado mediante uso de duas colunas, a primeira um
cartucho Sep-pack Cig (neutra) e a segunda empacotada com resina de troca iénica
Dowex 50WX8 (catidnica). A determinacdo de Py mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre os procedimentos, para um nivel de 95% de confianca. Pjiyre
representou 30-90% do Py COM uma relacdo inversa em relacdo a concentracdo de
Pwta. O fracionamento segundo o tamanho das particulas evidenciou a maior fracao de
Piivre NAs amostras apoés a filtracao e os altos percentuais de P na fracdo anidnica (de 91,2
a 95,9%) estdo relacionados ao fosfato inorgénico livre em equilibrio com suas formas
protonadas. Desta forma, foi possivel ratificar o potencial nutricional do suco de laranja
no que tange ao teor de fosforo, uma vez que se apresenta na forma disponivel deste

elemento para o organismo.

Palavras-chave: fosforo, fracionamento, suco de laranja, espectrofotometria, ICP OES



ABSTRACT

Assessment of phosphorus in fruit juices is of great interest due to its essentiality and
nutritional properties. This study applied different sample treatment strategies to
determine phosphorus fractions in industrialized orange juice. Firstly, total phosphorus
(Ptotar) Was determined from digestion and sample suspension exploring direct analysis
by inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP OES). Free
phosphorus (Pfee) Was determined through molybdenum blue spectrophotometric
method and fractioning of this according to particle size was performed by analysis of
filtered samples with 0.45 um membrane. Phosphorus fractioning based on its charge
was also performed by using two columns, the first a Sep-pack Cig cartridge (neutral)
and the second packaged with ionic change resin Dowex 50WX8 (cationic).
Determination of Py showed that there was no significative difference between
procedures, for 95%of confidence level. Pse represented 30-90% of Pioy With an
inverse relation with respect to Py cOncentration. Fractioning according to particles
size evidenced the main fraction of Pgee in the samples after filtration and the high
percentages of P in anionic fraction (from 91.2 to 95.9%) are related to free inorganic
phosphate in equilibrium with its protonated forms. Thus, it was possible to assure
nutritional potential of orange juice with respect of phosphorus content once it is in the
available form of this element for the organism.

Keywords: phosphorus, fractioning, orange juice, spectrophotometry, ICP OES
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1- INTRODUCAO

Os alimentos tém sido objetos de diversos estudos devido a caracteristica de
essencialidade & vida (VALLS et al, 2010; SANCHO et al, 2010 e KUSTERS et al,
2010). A avaliacao nutricional de alimentos consumidos na dieta humana tem sido cada
vez mais frequente de maneira que a determinacdo de nutrientes organicos e inorganicos
pode revelar o potencial nutricional de alimentos, bem como contribuir para a
formulacdo de tabelas de composi¢do alimentar utilizadas por médicos e nutricionistas
(TACO, 2011).

Embora se saiba que a concentracdo de elementos pode afetar a qualidade de um
alimento, a mobilidade e a disponibilidade nos diferentes componentes do ecossistema,
a biodisponibilidade desses elementos presentes em alimentos estid condicionada as
formas quimicas em que se apresentam (MOREDA-PINEIRO et al, 2011). Sendo
assim, a demanda por estudos de especiacdo em amostras de alimentos tem-se elevado

no intuito de proporcionar melhor entendimento desses sistemas quimicos.

Os minerais, com destaque para 0s nutrientes essenciais, tém recebido atencao
especial em estudos de avaliagdo nutricional devido ao uso crescente de técnicas
analiticas que permitem o desenvolvimento de métodos cada vez mais sensiveis, rapidos
e precisos, atendendo as demandas de quantificacdo e especiacdo que dao suporte a essa
area do conhecimento (CARDOQOSO et al, 2010 e ZACCONE et al, 2010).

Dentre os minerais presentes nos alimentos, destaca-se o fosforo por sua
essencialidade a plantas e animais, uma vez que desempenha funcbes reguladoras no
organismo de seres vivos em geral (COZZOLINO, 2009), participando de processos
metabdlicos e de absor¢do de nutrientes, estando assim associado a funcdes vitais como
a fotossintese e a distribuicdo de energia no organismo. Nas plantas, o P se apresenta na
forma inorganica, considerada forma livre por ser mais facilmente disponibilizada em
solucéo; ou na forma organica, que esta mais fortemente associada a macromoléculas, e
em geral apresenta uma solubilidade bastante reduzida (FURTINI NETO et al, 1998).

Grande parte dos métodos analiticos aplicados & determinacéo do teor total de
elementos em amostras complexas, como alimentos, requer uma etapa de tratamento da

amostra a fim de disponibilizar estes elementos em uma forma adequada a medida
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analitica. A escolha do procedimento de tratamento da amostra ocorre em funcao das
caracteristicas da técnica analitica a ser empregada, da matriz da amostra, dos analitos e
da disponibilidade de materiais no laboratorio sendo que, a maior parte das técnicas
analiticas requer que as amostras estejam na forma de solucdo. Em geral, os
procedimentos de tratamento variam de acordo com a temperatura, pressdo, formas de
aquecimento (fonte de energia), tipos e quantidades de reagentes, tempo de operagéo,
tipos de analitos, dentre outros, sendo normalmente aplicados dissolucéo, extracao,
derivatizacdo e decomposicdo (PRIEGO-CAPOTE e CASTRO, 2004).

A despeito de uma série de trabalhos envolvendo a especiacdo de elementos
quimicos em alimentos, ainda ha poucos estudos dessa natureza (MENDONCA FILHO
et al, 2012) que contemplem nutrientes como o fésforo, tanto na forma livre como na
forma organica (associado a fracdo fendlica, aclcares ou outras), em amostras de
bebidas como sucos naturais e a base de soja. Como o0s sucos de fruta sdo amplamente
consumidos em todo o mundo por diferentes faixas etarias e sua ingestdo tem
aumentado rapidamente nas Gltimas duas décadas, estudos envolvendo essa matriz
apresentam preocupacao e interesse para muitos pesquisadores, analistas de alimentos e
nutricionistas, que querem determinar a sua qualidade nutricional e seguranca
(SZYMCZYCHA-MADEJA et al, 2014).

Ainda hoje se verifica uma caréncia de trabalhos envolvendo o fracionamento de
fosforo em amostras de alimentos, onde 0s mesmos sao restritos a matrizes geoldgicas,
como por exemplo os trabalhos desenvolvidos por Katsaounosa et al, 2007 e Laakso, J.
et al, 2016; onde € feita a especiacdo de fosforo em amostras de sedimento. Em se
tratando de alimentos, tais estudos tém se restringido apenas a determinacao do total de
fosforo, ou apenas a sua forma livre (inorganica) (ANDRES et al, 2015 e SCHRODER
et al, 2005), ndo elucidando a que tipo de moléculas esse elemento esta associado.
Dessa forma, estudos como o apresentado neste trabalho se fazem necessarios, para se

avaliar melhor as formas nas quais este elemento se apresenta.
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2 - REVISAO DA LITERATURA
2.1 - Quimica dos alimentos

Os alimentos sdo matrizes complexas que fornecem componentes essenciais a
vida humana, suas caracteristicas nutricionais definem a qualidade de uma dieta. A
saude sofre influéncia direta dos componentes presentes nos alimentos, onde 0s mesmos
podem ser componentes alimentares benéficos e ndo benéficos (DURAZZO et al,
2018).

Alimentos contém nutrientes (como minerais, proteinas, vitaminas, carboidratos
e gorduras), ndo nutrientes (substancias sem funcdo e valor nutricional, com acdo
bioativa ou com propriedades farmacoldgicas, como substancias antioxidantes e
fitoestrogénios) e antinutrientes (substancias que interferem negativamente na absorcéo
ou acdo de nutrientes, por exemplo &cido fitico, acido oxalico e avidina). Por fim, os
alimentos podem conter ainda compostos indesejaveis oriundos de contaminagdo
quimica ou biolégica (DURAZZO et al, 2018). Informacbes a respeito das propriedades
nutricionais, podem revelar potencial nutricional de um determinado alimento. Dessa
maneira, € de suma importancia conhecer a composicao dos alimentos consumidos,
pois, tais informacdes contribuem para a seguranca alimentar e nutricional, controle da
qualidade dos alimentos e para a educacdo nutricional (TACO, 2011). Como exposto
por Waltner-Towes e Lang (2000) e adaptado por Durazzo et al (2018) “os alimentos
sdo também as entidades que constituem os elos entre agricultura, alimentacdo, salde,

meio ambiente e sociedade”.

No Brasil, o projeto TACO (Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos),
desenvolvido no intuito de gerar dados sobre a composi¢cdo dos principais alimentos
consumidos no pais, vem contribuindo significativamente para a construcdo desse banco
de dados que contempla 597 alimentos e estabelece valores de referéncia para uma série
de nutrientes dos quais se destacam os macroelementos P, Ca, Na, Mg, K e o0s
microelementos Mn, Fe, Cu e Zn (TACO, 2011).

Atualmente, ha uma demanda crescente por alimentos saborosos, gque sejam
simultaneamente nutritivos, seguros e saudaveis e que ajudem na prevencdo de doencas.
Nesse sentido, os produtos a base de frutas estdo implicitamente inseridos nesta

concepcdo, a exemplo de diversos produtos aos quais tem sido agregadas frutas,
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processadas ou ndo, a fim de aumentar seu valor nutricional e funcional, uma vez que as
frutas s&o um tipo de alimento com versatilidade e potencial reconhecidos. No caso de
sucos e bebidas em geral a base de frutas, o consumo elevado se deve ao fato dos
consumidores possuirem uma imagem saudavel das frutas, além da praticidade destas
bebidas (OLIVEIRA et al, 2018).

2.1.1 - Sucos

A ingestdo de suco de frutas aumentou nos ultimos anos (SZYMCZYCHA-
MADEJA et al, 2014) e a ideia de consumir produtos das “frutas liquidas” tem atraido o
interesse e atencdo dos consumidores. Essa crescente demanda € atribuida a percepcéo
de saude, conveniéncia e praticidade (OLIVEIRA et al, 2018). Além disso, devido as

propriedades benéficas dos sucos de frutas, seu consumo é recomendado.

O suco de frutas é um produto versatil, que pode ser facilmente consumido por
diferentes faixas etdrias para atender as suas necessidades nutricionais além de
proporcionar degustacdo agradavel em funcdo a grande variedade de sabores,
especialmente no Brasil. Os nutrientes estdo envolvidos em diversos processos
bioquimicos, a ingestdo adequada de certos nutrientes esta relacionada a prevencao de
doencas por deficiéncia dos mesmos (HARMANKAYA et al, 2012). Dentre 0s sucos

mais ingeridos, ha destaque aos sucos citricos.
2.1.1.1 - Sucos citricos

As frutas citricas sdo consideradas um dos importantes grupos de frutas sendo
consumidas como frutas frescas ou como suco (NIKOLAOU et al, 2017). Essas bebidas
tém sido muito apreciadas, pois fornecem uma ampla gama de nutrientes essenciais para
a satde humana, como vitaminas, folato, fibra dietética, e minerais, bem como muitos
fitoquimicos, incluindo flavonoides, glucaratos, terpenos, acidos fenolicos e
carotendides (STAHL et al. 2002; STAHL e SIES 2013). O consumo de suco citrico
tem sido relacionado a promocao da saude como prevencdo de doencas coronarianas e
asma cronica e, ndo s0 por isso, mas tambem por outros aspectos benéficos, tem
aumentado nos ultimos anos em todo o mundo (GHAFAR et al. 2010 e
SZYMCZYCHA-MADEJA et al. 2014).

Entre os sucos citricos, a laranja merece atencdo devido ao seu alto consumo em

relacdo aos sucos de outras frutas citricas. A producdo de laranja € um dos setores mais
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importantes do agronegdcio brasileiro, que tem sido acima de 16 milhGes de toneladas,
correspondendo quase a 13% das culturas permanentes no Brasil nos Gltimos trés anos.
Cerca de 80% da producdo brasileira é destinada a industria de suco (SILVA et al, 2017;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2018;
IBGE, 2018).

2.2 - Fésforo

Entre os elementos que tém significado nutricional e séo essenciais para a satde
das pessoas, o fosforo € destacado, devido a sua essencialidade a vida (PANTANO et al,
2016). O fosforo pode se encontrar de duas formas organica e inorganica. Na forma
inorganica é encontrado na natureza principalmente como fosfato (PO4*) que se
encontra em equilibrio com suas formas hidrogenadas (HsPO., H.PO, e HPO,). O
fosfato covalentemente ligado a acgUcares e proteinas, fosfato organico (Po), compde
85% do fosfato corpéreo (COZZOLINO, 2009 e THE NATIONAL ACADEMIES
PRESS, 1997).

O fésforo participa de diversas fungGes estruturais, juntamente com o célcio em
uma proporcao apropriada sao importantes para a deposi¢do mineral nos 0ssos e dentes,
na forma de hidroxiapatita (SHAPIRO e HEANEY, 2003). Também encontra-se
presente nos fosfolipidios e fosfoproteinas e nas estruturas dos acidos nucléicos DNA e
RNA. Além dessas func@es o fdésforo, participa da ativacdo de enzimas, armazenamento
de energia, na forma de ATP; e com um destaque especial para a participacdo no
crescimento de tecidos (COZZOLINO, 2009 e THE NATIONAL ACADEMIES
PRESS, 1997).

Em dietas mistas 55 a 70% do fosforo total ingerido é absorvido. Na maior parte
dos alimentos o fosforo esta relacionado a aspectos positivos, exceto quando encontra-
se na forma de acido fitico (em alimentos como cereais, sementes oleaginosas e
legumes) quando o mesmo estd associado a fatores antinutricionais, impedindo a
absorcéo de alguns nutrientes (COZZOLINO, 2009; THE NATIONAL ACADEMIES
PRESS, 1997; RAVINDRAN, 1994). Altos niveis desse mineral no organismo podem
causar danos, como por exemplo hiperfosfatemia (RITZ, et al, 2012), que tem como
sintomas: calcificacdo, principalmente nos rins; maior porosidade dos 0ssos e redugéo

da absorcdo de calcio. E importante ressaltar que, de acordo com o Comité Permanente
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do Instituto de Medicina (EUA) sobre a Avaliacdo Cientifica das Ingestfes Dietéticas de
Referéncia, a recomendacédo diéria da ingestdo de fésforo por um individuo adulto é de
700 mg/dia (THE NATIONAL ACADEMIES PRESS, 1997).

A presenca de fésforo nos sucos e, consequentemente, em seus derivados, esta
relacionada a diferentes fontes. Entre fertilizantes do solo e foliares, o cultivo
convencional de frutas faz uso de compostos de fésforo, como &cido fosférico, fosfato
diaménico e fosfato de potassio (BARBOUR et al, 2005). Os polimeros de fosfato séo
comumente usados pela industria alimenticia como conservantes de carne ou aditivos
em bebidas n4o alcodlicas aromatizadas (BELTRAN-GONZALEZ, 2008).

O fésforo inorgéanico é a forma mais disponivel e (ST-JULES et al, 2016) por
isso, o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de estimar a distribuicdo de
fosforo em sucos de fruta é de grande interesse para promover estudos adicionais de

biodisponibilidade desse mineral.
2. 3 - Técnicas analiticas para determinacao de fésforo

O teor de fdsforo nos sucos de frutas é determinado em nivel total (Piotar)
principalmente por espectrometria atbmica (SZYMCZYCHA-MADEJA e WELNA,
2013; AKPINAR-BAYIZIT, 2010 e HARMANKAYA et al, 2012). Para fosforo livre
(Plivre), também conhecido como fésforo inorganico ou fosfato, é comum o uso de
cromatografia ionica (EISELE e DRAKE, 2005) e espectrofotometria. Neste contexto, o
método espectrofotométrico do azul de molibdénio é um dos mais antigos, bem
estabelecido e amplamente empregado para determinacdo de Py em diferentes
amostras (FISKE e SUBBAROW, 1925 e NAGUL et al, 2015). Entretanto, estudos
sobre fracbes de P foram conduzidos quase que totalmente para matriz geoldgica

conforme descrito a seguir.

Neste tipo de matriz, diversos autores (SCHMITT et al, 2013 e COSTA et al,
2016) utilizaram a técnica de fracionamento de P proposta por Hedley et al (1982), que
utiliza extratores de menores a maiores forcas de extragdo, que removem Pjiyre
(inorganico) e organico das formas mais disponiveis as mais estaveis. Com as
modificagdes propostas por Condron et al (1985), os extratores utilizados no
fracionamento foram, sequencialmente, resina de troca aniénica, NaHCO3 0,5 mol Lta
pH 8,5, NaOH 0,1 mol L™ e H,S0, + H,0, + MgCl,. O fésforo organico é determinado
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pela diferenca entre Pyt € 0 Plive em cada extrator. Sahin e colaboradores (2012)
determinaram quatro fracBes de P sedimentar, incluindo fragdo de fosforo orgénica
ligada, fracdo de fosforo ligada ao célcio, fracdo de fésforo ligada a Fe + Al e fosforo
ligado a carbonato. Os resultados indicaram que a propor¢do da fracdo orgénica do
fosforo foi estimada em 90,20%. Esses trabalhos, em geral, determinam fosforo
organico e inorganico em solos e amostras derivadas, mas o fracionamento baseado no
tamanho de particula e carga de fésforo em amostras de alimentos ainda ndo foi

estudado.

Como pode ser observado nos graficos da Figura 1, comparando as publicacfes
que envolvem a determinacdo de fdsforo, a grande maioria dos trabalhos é realizada em
amostras de solo, sendo 528 artigos nos Gltimos 10 anos, enquanto que os trabalhos com

alimentos sdo 157.

Figura 1. Grafico do nimero de publicacbes indexadas na base de dados Web of
Science para o periodo dos ultimos 10 anos (2008-2018): Barras azuis para 0s termos
“phosphorus” AND “determination” AND “soil”; e Barras em rosa para “phosphorus”
AND “determination” AND “food”.

70

Publicac¢des indexadas

S © WO W Wb D oh b w6 W D
A A 47 7 4D S DT S S P S
ANos

Fonte: Web of Science, 2018.
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Em uma busca mais detalhada, pode-se observar ainda que a maioria dos
trabalhos que determinam fosforo em alimentos, apenas o fazem para fosforo total ou
inorganico (PO4*), ndo elucidando as formas nas quais esse elemento encontra-se
distribuido. Estudos dessa natureza se fazem necessarios, pois a depender da sua forma

pode-se inferir com mais precisdo acerca de sua disponibilidade.
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3-0OBJETIVOS

3.1 - Geral

Empregar diferentes estratégias de tratamento de amostras para avaliagdo da

distribuicdo de fosforo em amostras de suco de laranja industrializado.

3.2 - Especificos

*

Comparar procedimentos de digestdo acida em bloco digestor e andlise de
suspensdo para determinacdo de fosforo total (Pit) pOr espectrometria de

emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES);

Determinar fésforo inorganico livre (Pjive) Nas amostras de suco, através do

método espectrofotométrico do azul de molibdénio;

Determinar as fragdes de fosforo em funcdo do didmetro de particula a qual este

elemento se encontra ligado, através do uso de filtro de 0,45 um;

Empregar estratégias analiticas baseadas em extracdo em fase solida a fim de

promover a separagdo das fracdes de fosforo nas amostras de suco analisadas;

Avaliar a distribuicdo de fésforo nas amostras, em funcdo do tamanho e carga

das particulas (fracdes anibnica e neutra);

Estimar a fracdo assimilavel de fosforo, através da avaliacdo da relacao de Pyotg €

Piivre NAS amostras.
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4 - EXPERIMENTAL
4.1 - Reagentes, solugdes e amostras

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico de pureza, ndo
sendo necessaria qualquer purificacdo adicional. As solucdes foram preparadas com
agua ultrapura (condutividade elétrica < 0,1 uS cm™) e resistividade especifica de 18,2
MQ cm, obtida a partir do purificador Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, USA).
Dilui¢des subsequentes das solu¢des foram efetuadas quando necessarias.

Para a digestdo das amostras foram utilizados acido nitrico concentrado e
peroxido de hidrogénio 30% (v v) (ambos Merck). Para a determinacdo de fésforo
total, a solucdo padrdo de fosforo foi preparada a partir de uma solucdo padrdo
comercial de Titrisol 1000 mg L™ (Merck).

Na determinacdo de fdsforo livre, utilizou-se uma solucdo mista, preparada
através da dissolucdo de 0,6181 g de molibdato de aménio (Merck) e 0,2500 g de acido
oxélico (Merck) em uma solugo de 100 mL &cido nitrico 0,2 mol L™; solucéo de 4cido
ascorbico (Synth), preparada dissolvendo 0,6000 g do mesmo em 50 mL de &gua; e
solucdo tartarato de dxido de antiménio (Il1) e potassio tri-hidratado (Sigma-Aldrich),
para prepara-la dissolveu-se 0,0704 g do reagente em 50 mL de agua; e uma solucédo
estoque de fésforo 100 mg L™ feita a partir da dissolucéo de 0,0141g hidrogenofosfato
de potéssio (K,HPO,) (Vetec) em 50 mL.

Para realizar o fracionamento do fésforo nas amostras, preparou-se uma solucao
de &cido cloridrico (1,0 mol L), adicionando 4,260 mL de 4cido (Merck) a 50 mL de
4gua; e uma solucdo de hidréxido de sédio (1,0 mol L™), através da dissolucdo de
2,0000 g (Merck) em 50 mL de agua.

As amostras de suco de laranja industrializado de 4 diferentes marcas foram
escolhidas de forma aleatdria, adquiridas na rede comercial da cidade de Maceid, Estado
de Alagoas, Brasil. Essas amostras foram submetidas a diferentes estratégias de
tratamento de acordo com o objetivo da analise. Depois de suas embalagens, as
amostras de suco foram armazenadas sob refrigeracdo por um periodo maximo de uma

semana.
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4.2 - Equipamentos utilizados

Utilizou-se um bloco digestor modelo MA850, Marconi (Piracicaba, SP, Brasil),
para digestdo de amostras de suco de laranja. As amostras de suco digerido e em
suspensdo foram analisadas por espectrometria de emissdo oOptica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) modelo 720 Series, Agilent Technologies (Santa
Clara, CA, EUA). Para determinacao de fosforo livre foi utilizado um espectrofotdmetro
modelo AJX-6100PC Duplo feixe, Micronal (S&o Paulo, SP, Brasil) e modelo 700 Plus,

da marca Femto (Sao Paulo, SP, Brasil).

Para o fracionamento do fosforo, utilizou-se membrana de acetato de celulose
(Merck KGaA, Darmstadt, HE, Germany) cartucho Sep-pack Cig (Waters, Barueri, SP,
Brasil), coluna fabricada em laboratério com resina catidnica Dowex 50WX8 (Merck
KGaA, Darmstadt, HE, Germany), e bomba peristaltica modelo Reglo digital, Ismatec®
(Wertheim, BW, Alemanha).

4.3 - Procedimentos analiticos

Os procedimentos analiticos para determinacdo das fracbes de fosforo em
amostras de suco de laranja foram desenvolvidos sistematicamente, de acordo com o

objetivo da analise, conforme apresentado na Figura 2.

Figura 2. Esquema de procedimentos analiticos aplicados as amostras de suco de
laranja para fracionamento de fésforo.

VRS
Amostra
7\ \l/ 7~
Sem diluicio Diluida e
e filtragao filtrada
Pyre P
Ptotal (espectrofotometria) fragdes
/\:li/'\ \-/ /\_\Ii/\
Digestio Suspensio Neutra Anidnica

(ICP OES) (ICP OES) (ICP OES) (ICP OES)
S S S S

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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4.4 - Determinacao de fosforo total

A determinacdo de Py foi feita através da técnica de ICP OES (espectrometria
de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado), que baseia-se na deteccdo da
radiacdo eletromagnética emitida por a&tomos neutros ou ions excitados nas regides do
espectro eletromagnético visivel e ultravioleta. O principio fundamental da técnica
consiste  na propriedade dos atomos emitirem  radiacdo  eletromagnética
quando submetidos a determinadas condigdes. A ionizagcdo dos elementos a serem
analisados é feita pelo plasma indutivo de argonio, os ions emitem luzes de diferentes
extensdes que sdo, em seguida, medidas. A espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado é amplamente utilizada para analise elementar,
principalmente por causa da sua caracteristica multielementar, boa sensibilidade e
ampla faixa linear da curva de calibracdo. E usada em uma variedade de matrizes,
incluindo alimentos e bebidas, metais, produtos farmacéuticos, agua e solo (SKOOG et
al, 2006; KRUG et al, 2010).

Para as analises em ICP OES foram comparados dois procedimentos diferentes,
digestdo acida em bloco e analise de suspensdo. Primeiramente, amostras de suco foram
digeridas em um bloco digestor com base na metodologia estabelecida por Anunciagédo
e colaboradores (2011), onde 5 mL de cada amostra foram adicionados a um tubo de
vidro e em seguida foram adicionados 10 mL de &cido nitrico concentrado (14,4 mol L~
1) e 2 mL de peréxido de hidrogénio a 30% (v v'). A temperatura do bloco foi ajustada
para 140 ° C e as amostras foram digeridas durante 90 min. Posteriormente, as amostras
digeridas foram transferidas para tubos de polietileno de 15 mL, o volume foi ajustado
para 10 mL com agua ultrapura. E por fim, as amostras foram analisadas por ICP OES.
As amostras passam pelo processo de digestdo acida (ou abertura) para remover 0s

compostos organicos presentes, ou seja, mineralizar as amostras.

Alternativamente, suspensfes das mesmas amostras foram diretamente diluidas
com HNO3 2,9 mol L™ (1:1) para determinagdo de Py por ICP OES de acordo com
metodologia estabelecida por Froes et al (2009). A tabela 1 representa as condig¢oes

experimentais de operagdo do espectrdmetro de emissdo utilizado nas anélises.
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Tabela 1. CondicGes experimentais do ICP OES utilizado nas analises de Pyt

Pardmetro Valor/especificacao
Poténcia 1300 W

Fluxo do plasma 15 L min *

Fluxo do gas auxiliar 1,5L min*

Vaz#o do nebulizador 0,7 Lmin*

Vaz#o da amostra 0,8Lmin*
Sistema de nebulizagéo V-groove com camara de PTFE Sturman-masters

Linha espectral selecionada 214,618 nm

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Ambas as analises foram feitas em triplicata. As curvas analiticas para analise
por ICP OES foram compostas por oito solugdes padrdo na faixa de 0 a 100 mg L™
Estas solucdes foram preparadas por diluicdo de uma solucdo padrdo aquosa de fosforo
(1000 mg L™). Em tubos de polietileno de 15 mL, foi adicionada uma aliquota de
solucdo estoque de fésforo de acordo com a concentracdo desejada do padrdo, 2 mL de
acido nitrico concentrado e, em seguida, o volume foi ajustado para 10 mL com agua
ultrapura. As concentracdes de P total foram determinadas através da equacdo da reta

obtida pela curva de calibragéo.

4.5 - Otimizacdo do método espectrofotométrico para determinacdo de fosforo

livre

Para a determinacdo de Py, Utilizou-se a espectrofotometria de absorcao
molecular no UV-Vis, que é um dos métodos analiticos mais empregados nos
laboratérios de analises quimicas ndo apenas pelo seu custo relativamente baixo, mas
também pela facilidade de operacdo quando comparada a outras técnicas
espectrométricas. As analises envolvendo esta técnica sdo também chamadas de
colorimétricas uma vez que se baseiam na medida de absorvancia ou transmitancia de
uma solucéo colorida contendo o analito de interesse. Como muitas vezes o analito
presente na amostra ndo apresenta coloracdo na faixa do visivel, é necessario fazer uso
de reagentes para sejam formados produtos que possam ser quantificados, como
complexos coloridos (SKOOG et al., 2006).
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Nesse caso, 0 método utilizado foi o método espectrofotométrico do azul de
molibdénio, porém antes das andlises alguns parametros foram avaliados a fim de
otimizar esse método. Os pardmetros avaliados foram 0 méaximo comprimento de onda
de absorcao e volume de amostra a ser utilizada, conforme detalhamento a seguir. Apés
a otimizacdo do método, foram determinados os limites de deteccdo (LOD) e
quantificacdo (LOQ).

4.5.1 - Avaliacédo do comprimento de onda de maxima absor¢ao

Para determinacdo de Py, foi utilizado o método espectrofotométrico do azul
de molibdénio (FISKE e SUBBAROW, 1925 e NAGUL et al, 2015). Resumidamente, o
método consiste na reacdo de uma solugdo mista composta por molibdato de aménio (5
mmol L), &cido oxalico (20 mmol L™) e &cido nitrico (200 mmol L™); amostra/padréo
de fosfato; solucdo de 4cido ascorbico (C¢HsOs) (68 mmol L™) e tartarato de éxido de
antimonio (I11) e potéssio tri-hidratado (2,1 mmol L™) como catalisador. Nesta reacéo,
ions fosfato e molibdato interagem em meio &cido formando o &cido molibdofosforico
que é reduzido do estado de oxidacdo 6+ ao 5+, formando um complexo de coloracéo
azul, o azul de molibdénio, cuja a composi¢cdo ndo é claramente elucidada pela
literatura. E valido ressaltar que, a intensidade da coloragdo é proporcional & quantidade
de fosfato presente na solucdo analisada. A reacdo pode ser melhor observada de acordo
com a representacao descrita nas equagoes 1 e 2.

PO3™ + 12Mo03~ + 27H* — H3P04(Mo03);, + 12H,0 (Eq. 1)

Sb
H;P0,(M003);, + CcHgOg — Azul de molibdénio + C,H;O, (EQ. 2)

Para avaliar o comprimento de onda de méaxima absor¢do foram preparados
padrdes de fosforo em diferentes concentracdes e a partir dos mesmos uma curva
analitica com base nos espectros de varredura. A curva analitica foi preparada da
seguinte maneira: solugbes padrdo nas seguintes concentracdes 0,25; 0,50; 0,75; 1,0;
1,5; e 2,0 mg L™ de fosforo foram preparadas, a partir de uma solucdo padrdo de
hidrogenofosfato de potéassio (100 mg L™). Em seguida, foram reservados sete tubos de
polietileno (15 mL), sendo seis deles para os padrdes citados acima e um deles para o
branco analitico. Em cada tubo foram adicionados 1,5 mL de solug&o mista; 0,2 mL do
padrdo de fésforo; 1,8 mL de &gua ultrapura; 1 mL da solucéo de &cido ascorbico e 0,5

mL da solucdo tartarato de Oxido de antimonio (I1l) e potassio tri-hidratado. Apos
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adicdo de reagentes e padrdo, esperou-se aproximadamente 15 minutos, para que a
reacdo ocorresse formando o azul de molibdénio e entdo fez-se os espectros de

varredura dos padrdes no espectrofotometro.
4.5.2 - Avaliacdo do volume de amostra

Testes foram feitos para verificar o volume de amostra a ser empregado, visando
uma melhor sensibilidade para o método. Seguindo os procedimentos acima citados,
curvas analiticas foram preparadas alterando apenas as quantidades de padrdo em 0,2
mL; 0,5 mL e 1 mL. Completados com agua de forma que o volume final fosse 5 mL.
As analises foram realizadas no espectrofotémetro, em um comprimento de onda de 749

nm, com base no resultado da avaliagdo anterior.
4.5.3 - Limites de deteccéo e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos a
partir da analise de dez solugdes do branco e os calculos foram realizados com base nos
dados da curva de calibracdo. O LOD foi definido como 3s,;/a, onde s; é o desvio
padrdo do sinal analitico da solucdo em branco e a € a inclinacao da curva de calibracao

(coeficiente angular). Para LOQ, a expressdo matematica é definida como 10sb/a.
4.6 - Determinacao de fosforo livre

Apb6s a otimizacdo, o método foi aplicado as amostras de suco laranja
industrializado. As amostras foram diluidas 125 vezes e submetidas ao método
espectrofotométrico do azul de molibdénio, com medidas realizadas em 749 nm. E
importante destacar que todas foram preparadas em triplicata. Os padrbes que
constituiram a curva compreenderam a faixa de 0,0 a 1,0 mg L™. Ap6s as medidas, as
quantidades de fosforo livre foram determinadas com base na equacdo da reta obtida

através da curva de calibragéo.
4.7 - Distribuicdo das fragdes de fosforo
4.7.1 - Fracionamento de fosforo com base no tamanho de particula

Para o fracionamento de Pjiyre em funcdo do tamanho das particulas, as amostras

foram diluidas 125 vezes com agua ultrapura e uma aliquota de 5 mL de cada amostra
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foi filtrada, mediante o uso de membranas de acetato de celulose com porosidade de
0,45 um. Apds as filtracbes as amostras foram analisadas através do método
espectrofotométrico do azul de molibdénio.

4.7.2 - Fracionamento de fosforo baseado em sua carga
4.7.2.1 - Escolha das colunas e montagem do sistema para procedimento de extracao

A distribuicdo de fracbes do fosforo também foi avaliada com base na carga da
fracdo global. Para isso, as fragbes neutra e cationica das amostras de suco foram
separadas por um sistema de extracdo em fase solida, contendo duas colunas. A
primeira coluna, comercial, era um cartucho Sep-pack C;g de 360 mg (coluna 1), para
retencao de espécies ndo polares (fracdo neutra) (Figura 3). A segunda, empacotada com
resina de troca i6nica Dowex 50W X8 (coluna Il), foi construida em laboratério com
diametro de 4 mm e comprimento de 7,5 cm, para reter a fracdo catidnica que continha

fosforo (Figura 3).

Figura 3. Colunas utilizadas no processo de extracdo e seus respectivos efluentes
(efluente | - fracdo neutra e efluente Il - fragdo anionica).

Efluente 1—| | Dowex S0W X8 I ™ — Efluente 2

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

A resina da coluna Il foi condicionada com base no procedimento estabelecido
por Pohl e Prusisz (2007), onde pesou-se 1g de resina Dowex 50W X8, adicionou-se 20
mL de agua ultrapura e colocou-se para agitar durante 40 minutos. Apos a agitacdo, o
excesso de agua foi retirado e foram adicionados 10 mL de HCI 1 mol L™, em seguida a
coluna foi lavada com 20 mL de 4gua e 10 mL de NaOH 1 mol L™, o excesso de NaOH

foi removido e a resina foi lavada mais uma vez com agua.
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4.7.2.2 - Avaliacao do sistema de extracdo em fase solida

Inicialmente o sistema foi avaliado através de testes realizados com uma solucao
padrdo de fésforo (1,0 mg L), que foi bombeada através das colunas | e II,
sequencialmente. Parte do efluente da coluna | foi coletado (efluente I) para posterior
analise e o restante do volume da amostra foi bombeado através da coluna Il para gerar

o efluente Il, Figura 4.

Figura 4. Representagdo do sistema de extragcdo em fase sélida.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Foram feitos brancos das colunas no inicio e no término das analises, para
comprovar a auséncia de fosforo e a eficiéncia do sistema de extracdo. Posteriormente,
os efluentes (I e 1) foram submetidos ao método espectrofotométrico do azul de
molibdénio, cujas analises foram realizadas no espectrofotbmetro, num comprimento de

onda 749 nm.
4.7.2.3 - Determinacao das fracdes de fosforo baseadas em sua carga

As amostras de suco de laranja industrializado, foram diluidas 125 vezes, filtradas
com membranas de 0,45 um e, entdo, bombeadas através das colunas | e Il, a fluxo
constante de 3 mL min™. Parte do efluente da coluna I (efluente 1) foi recolhido para
posterior analise, sendo o volume restante bombeado através da coluna Il, gerando entéo
o0 efluente Il. Em seguida, determinou-se o teor de Py NOS efluentes I e Il por ICP
OES, tomando-se como referéncia (100%) as concentra¢@es de P antes da filtracdo para
avaliacdo do elemento retido na fase solida. Sendo as concentracbes de P apos a

filtracdo, os valores de referéncia (100%) para avaliacdo das fragcdes apolar e anidnica,
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apos percolacao pelas colunas. O calculo da fragdo catidnica foi feito por diferenca, a

partir da diferenca da concentracao de Piota.

Brancos das colunas foram feitos antes e ap6s cada analise para garantir auséncia
de fosforo, ou seja, que ndo haveria efeito de memoria, no sistema de extracdo. Vale
salientar que, todas as analises foram realizadas em triplicata e as concentracdes de
fésforo foram determinadas com base nas equacdes das curvas de calibragdo construidas

a partir de solucgdes padrdo aquosas deste analito.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 - Determinacéo de fésforo total

Os resultados das médias de concentracdo de Py presente nas amostras e
respectivos intervalos de confianca obtidos estdo dispostos na Tabela 2. Os limites de
deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) de fosforo para as anélises feitas no ICP OES

foram de 8,70 e 28,6 pg L™, respectivamente.

Tabela 2. ConcentracOes de Py (digestdo e Ssuspensdo) nas amostras de suco.

Concentragio de P (mg L™)

I:)total
Amostras -
Digestao Suspensao
S1 104+9 104+ 1
S2 11917 112+£5
S3 24,0+89 21,0+ 1,1
S4 274 + 28 269+ 6

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Ao avaliar a correlacéo entre as concentra¢des de Pyota Na Suspenséo (Cp.susp) € Na
amostra digerida (Cp. gig) através da equagéo Cp_gig= (1,01 + 0,01) Cp.susp - (2,89 £ 1,63),
evidenciou-se a semelhanca entre esses dois procedimentos pela inclinacdo obtida (a =
1,01) e coeficiente de correlagdo de Pearson (r = 0,9999 ) (Figura 5). Os valores de cada
tratamento das amostras foram comparados estatisticamente, através do Teste t para
comparacdo de duas medias emparelhadas e ndo revelaram diferenca significativa ao
nivel de confianca de 95%, uma vez que o valor t experimental (tex, = 2,51) foi inferior

ao valor critico (teritico = 3,18).

Figura 5. Correlagdo dos procedimentos de digestdo e suspensdo para determinacgdo de

Piotal €M amostras de suco de laranja por ICP OES.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Essa semelhanca entre os dois procedimentos estd de acordo com resultados
anteriores de outros autores (SZYMCZYCHA-MADEJA e WELNA, 2013 e
AKPINAR-BAYIZIT, 2010). Por exemplo, Akpinar-Bayizit (2010) verificou que a
andlise direta de suspensdes de suco de roma para varias espécies minerais, incluindo
fosforo, foi consistente com os resultados fornecidos por outros trabalhos (AL-
MAIMAN e AHMAD, 2002; ORAK, 2009; EKSI e OZHAMAMCI, 2009). De forma
semelhante, Szymczycha-Madeja e Welna (2013) compararam diferentes tratamentos de
amostras para determinagdo da composi¢do mineral dos sucos de frutas por ICP OES, e
demonstraram que ndo houve diferencas significativas ao nivel de confianca de 95%

entre os resultados obtidos pela analise da suspensao em relacdo a digestdo da amostra.

Com base nesses resultados, o procedimento de suspensédo foi considerado mais
adequado para andlise posterior, pois € mais representativo em relacdo as condicoes
originais da amostra e também possui diversas outras vantagens, incluindo menor
consumo de reagentes, menor geracdo de residuos, menor manipulacdo da amostra e
aumento da frequéncia analitica. Além disso, o0 procedimento de digestdo apresentou
menor reprodutibilidade, como evidenciado em todas as amostras, em comparagao com

os intervalos de confianca dos dados de suspenséo, especialmente na amostra S3.
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As concentracOes de Py Nas amostras de suco de laranja analisadas no presente
trabalho foram compardveis as encontradas por outros autores em diferentes amostras
de suco de frutas (Tabela 3). De acordo com essa comparacdo, confirma-se que as
concentracdes de Py Nas demais amostras de suco de frutas variaram de 6,6 a 190 mg
L™ e, no caso do suco de laranja, esta faixa ficou entre 0,2 e 269 mg L™ Estas
diferengas em relacdo ao suco de laranja se pautam no fato de que os niveis de fésforo
dos sucos de frutas dependem da natureza da fruta, da composi¢do mineral do solo de
onde é originada, da composicdo da agua de irrigacdo, das condicGes climaticas e das
praticas agricolas, como tipos e quantidades de fertilizantes usados, entre outros fatores
(DEHELEAN e MAGDAS, 2013).

Quanto a composicdo quimica dos sucos de laranja, foram encontradas
diferencas significativas comparando os rétulos das diferentes marcas analisadas. A
concentracdo de proteinas, carboidratos e vitaminas contendo fosforo foram diferentes
de uma amostra para outra, 0 que estd de acordo com a ampla faixa de concentracéo de
Pwtar €ncontrada no presente trabalho (Tabela 2). Por exemplo, alguns dos sucos
analisados foram enriquecidos com vitaminas cuja composicao contém fosforo, como a
fosfato de riboflavina, que é um aditivo usado na coloracdo de alimentos, e a piridoxina,

que também contém fosforo na forma orgénica em sua estrutura (LOZANO, 2006).

Também deve ser considerada a adi¢do de diferentes quantidades de polifosfatos
ao suco de laranja comercial, que é usado para estabilizar a vitamina C; assim como a
presenca de ions como Zn(ll) e Ca(ll), que podem precipitar como seus respectivos
fosfatos. Todas essas caracteristicas podem contribuir para diferencas na concentracao
de Pwil, 0 que dificulta predizer ou estabelecer a faixa de concentracdo exata desse

elemento em sucos de laranja industrializados.
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Tabela 3. Comparagdo das concentragdes de fosforo obtidas em diferentes amostras de suco apds anélise por diferentes técnicas.

Faixa de concentracdo

Amostras P fracses (mg L'l) Técnica analitica Referéncia
Suco de laranja 170,0 - 190,0 Espectrofotometria Chaney e Blunt (1925)
Suco de maca 46,4 - 80,6
Suco de laranja 152,8 - 220,0
Derivados de Iirjnéo 6,6 - 69,3 ICP OES Barnes (1997)
Suco de laranja 158,0
Suco de laranja Brasileiro P 119,0 - 190,0 ICP AES Simpkins et al (2000)
Suco de laranja total 197,0 - 209,1 ICP OES Schroder at al (2005)
Suco de maca 75,0
Suco de uva 136,0 ICP OES Szymczycha-Madeja e Welna
Suco de laranja 235,0 (2013)
Suco de abacaxi 71,0
Suco de laranja 0,2-945 ICP OES Savi¢ et al (2015)
Suco de laranja com leite 52,1-168,1
Abacaxi, magéle_suco de uva com Piivre 51.8-90.8 CromAat.ografia Andrés et al (2015)
eite IOnica
Suco de frutas com soja 145,4 - 428,3
Plivre 19,0-81,0 Espectrofotometria
Ptotal 21,0 - 269,0
Suco de laranja Fracdo Anidnica 15,5-67,8 ICP OES Presente trabalho
Fracdo Catidnica <LOD-21
Fracdo Neutra <LOD-15

LOD: limite de deteccéo; ICP OES: Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente Acoplado; ICP AES: Espectrometria de Emissdo Atémica por Plasma Acoplado Indutivamente.

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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5.2 - Otimizacdo do método espectrofotométrico para determinacdo de fosforo

livre
5.2.1 - Avaliacao do comprimento de onda de maxima absor¢ao

De posse dos dados dos espectros de varredura, verificou-se que o comprimento
de onda de maior absorcao foi 749 nm (Figura 6). Dessa forma, esse foi 0 comprimento

de onda selecionado para as demais analises.

Figura 6. Espectro de varredura de diferentes padrdes de fosforo.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

5.2.2 - Avaliacdo do volume de amostra

De acordo com os graficos da figura 7, pode-se observar que o maior volume de
padrdo, esta associado a maior sensibilidade do sinal analitico, de modo que conforme

aumentou-se o volume de padréo a sensibilidade aumentou.

Figura 7. Curvas analiticas obtidas a partir dos volumes de padréo (a) 0,2 mL; (b) 0,5

mL; (c) 1 mL.



36

Abs749 nm

0,2 mL 0,5mL
0454 Abs, =011CP,__+0,12 o 045{ Abs, =032CP, _+0,16 .
0,40 - r= 0,9920 ° 0,40 - r= 0,9911 °
[ J
0.35 1 o 0,35 - °
°
i °
0,30 § 0,30
- m'\
025 * < 0254
e °
0,20
° 0,20 °
0,15 °
0154
010 (a) i (b)
T T T T T T T 0110 T T T T T
00 05 10 15 20 25 30 0.0 0.2 04 0.6 08
C/mgL” C/mgL”
1,0 mL
045] Abs,  =046CP_+0.23 .
r = 0,9945 o *
0,40
[ )
g [}
2 0,35 o
[72]
< o
0,30 .
)
[ )
0,25
[ ]
(c)
0,20 T T T T T T T T T T T
0,0 01 0.2 03 04 05
C/mgL"*

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Devido a maior sensibilidade, optou-se por utilizar o volume de 1,0 mL de
padrdo/amostras para as analises posteriores, cuja sensibilidade foi de 0,46, como pode
ser observado na equacédo da reta da curva de calibragdo 7c. Vale salientar que, a faixa
de concentracdo da curva analitica foi alterada, pois embora o maior de volume de
amostra esteja pautado na maior sensibilidade, houve uma extrapolagcdo na faixa de

resposta do equipamento, fazendo com que a faixa de concentragdo diminuisse.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) obtidos para o método
espectrofotométrico do azul de molibdénio foram de 0,028 e 0,094 mg L™,

respectivamente.
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5.3 - Determinacéo de fosforo livre e comparacéo com as concentragdes de Pyotal

Os resultados das concentracGes de Pjive Nas amostras de suco de laranja séo

apresentados na Tabela 4. De acordo com estes resultados, Py representou um

intervalo de 30 a 90% do teor de Py NnOs sucos analisados, com uma relacdo

diretamente proporcional em termos de concentracdo, como mostrado na Figura. 8a. No

entanto, a Figura 8b evidenciou uma relacdo inversa e exponencial entre concentragéo e

porcentagem de Pjiyre.

Tabela 4. Concentracdes de Py (SUSpPensdo) e Pjivre €m suco de laranja.

Amostras

Concentragdes de P (mg LY

Privre Protal (%) de Piivre
ICP OES Espectrofotometria
S1 104 £1 47,7+3,4 45,86
S2 112+5 56,8 + 4,9 50,71
S3 21,0+ 1,1 18,9+3.3 90,00
sS4 269 + 6 81,2+6,9 30,18

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Figura 8. Correlacdes das fracdes de fosforo em amostras de suco de laranja: (a)

concentracdo de Piotar € Privre; (D) Concentracdo de Pyt € porcentagem de Piiyre.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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Provavelmente esse comportamento onde o menor percentual de Pjy foi
determinado para a maior concentracdo de P, Se deve a formacgdo de precipitados
com baixa solubilidade, como fosfato de zinco e célcio, uma vez que esses ions estdo
presentes em alguns sucos comerciais de laranja. Alem disso, a agregacdo de Pjivre @
particulas em suspensdo, proteinas, carboidratos e vitaminas presentes nos sucos pode

ocorrer, alterando assim a relacéo do teor de Pjiyre € Piotal-
5.4 - Distribuicdo das fracgdes de fosforo
5.4.1 - Fracionamento de fésforo com base no tamanho de particula

O fracionamento de fosforo de acordo com o tamanho das particulas foi
determinado com base no teor de Pivre Obtido pelo método do azul de molibdénio. Como
era de se esperar, as amostras de suco sem filtracdo, em geral apresentaram maior teor
de Pjive quando comparadas as amostras filtradas. Os resultados obtidos (Tabela 5)
evidenciam que uma faixa de 71 a 93% de Pjiye presente em suco de laranja esta
associado a particulas com didmetro inferior a 0,45 um.

Assim, a fracdo de Pjiyre cOm didmetro acima deste tamanho variou de 7 a 29%
de acordo com a marca e a composi¢do do suco, uma vez que marcas diferentes fazem
uso de diferentes tipos de aditivos e alguns desses compostos tém fosforo em sua

composicao ou podem reagir com Pjiyre para que alguns agregados possam ser formados.

Tabela 5. Fracoes de Pjivre em amostras de suco de laranja de acordo com o tamanho de

particula.
Concentragdes de Pjiyre (mg L'l)
Amostras (%) de Piivre < 0,45 um
Sem filtracao Filtrado com 0,45 pm
S1 67,8+1,0 56,3+2,0 83,03
S2 90,721 64,4 +2,1 71,00
S3 29,0+ 0,7 27,0+£0,7 93,10
S4 89,9+6,7 66,4 +3,8 73,86

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Ao avaliar a correlacéo entre as concentragdes de Piivre € Plivre < 0,45 um, € POSSivel

observar uma relacdo diretamente proporcional, onde na medida que aumenta-se a
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concentracdo de Pjire, OCOrre um aumento na concentragdo de Pjire COM um tamanho
inferior a 0,45 um, Figura 9a. Da mesma maneira, evidencia-se na Figura 9b que,
quando h&a um aumento na concentracdo de Pjivre, @ tendéncia de retencdo de Pjiyre COM

um tamanho superior a 0,45 um é maior.

Figura 9. Correlacdes das fracdes de fosforo em amostras de suco de laranja: (a)

Concentracdo de Pjivre € Piivre < 045 um; (0) Concentracédo de Pjivre € porcentagem de Piiyre >
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
5.4.2 - Fracionamento de fosforo baseado em sua carga
5.4.2.1 - Avaliacdo do sistema de extracdo em fase solida

Na avaliacdo do sistema de extracdo em fase sélida, utilizando uma solugédo
padrdo de fosforo 1,0 mg L™, as concentracbes de fosforo obtidas foram de
aproximadamente 123% em relacdo a concentracdo real. De uma maneira geral, 0s
padrdes se comportaram de forma esperada, pois a coluna de Cig por ser apolar ndo
deveria reter o fosfato, e ao bombear a solucdo padrdo pela mesma, a concentragdo
encontrada foi de 1,23 + 0,25 mg L™, Em relagdo & coluna Dowex 50W X8, que é uma
resina cationica, ndo deveria ficar retido qualquer resquicio de fosfato, o que também
pode ser observado de acordo com os dados, onde obteve-se uma concentragdo de 1,21
+ 0,01 mg L™ A recuperacéo de 123% obtida, pode ser considerada aceitavel, visto que

as concentracgdes de fosforo dos brancos das colunas foram quase zero, e por se tratar de
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concentracgdes tdo baixas essa flutuacéo de 23% estaria dentro do aceitavel, uma vez que

este dado esta contemplado dentro da faixa do intervalo de confianca calculado.
5.4.2.2 - Determinagdo das fracOes de fosforo baseadas em sua carga

Para determinacdo das fracGes de fosforo contidas nos sucos, em funcédo de suas
cargas, primeiramente, uma aliquota de cada amostra diluida foi analisada por ICP OES
e 0 resultado para Pyt foi utilizado como referéncia priméaria. Em seguida, outras
aliquotas de cada amostra diluida foram filtradas através de membranas de 0,45 pm e
também analisadas por ICP OES para determinagdo de Pi. ESta informacéo sobre o
Pwtar fOi utilizada como referéncia (100%) para avaliacdo da distribuicdo das fracbes
deste elemento dependendo da carga e interagdo com ambas as colunas empregadas no
procedimento de extracdo em fase sélida (SPE). Ap6s a percolacdo pelas colunas | e Il,
os efluentes obtidos foram analisados por ICP OES para determinacdo de fosforo nas

fracdes neutra, anibnica, respectivamente.

E importante salientar que as fases sdlidas empregadas neste trabalho (Cyg e
Dowex 50WX8) ja foram relatadas na literatura para retencdo de fracGes neutra e
catidnica, respectivamente. A fase Cyg foi relatada para retencdo de espécies neutras,
como anticorpos e proteinas, em amostras bioldgicas; (HUANG et al, 2017) e
carotendides em algas (JIN et al, 2017). Resinas catiénicas como Dowex 50W ja foram
empregadas para retencdo de Fe(lll), Mg(ll), Ca(ll) e Zn(ll) em amostras de leite;
(POHL e PRUSISZ, 2007) e Mn(1l) em amostras de vinho (POHL, 2009).

A Tabela 6 mostra os resultados obtidos para as concentracdes de Pia Nas
amostras diluidas, diluidas e filtradas, e os efluentes | e Il, além das porcentagens de
fracGes neutra e anidnica obtidas ap6s a interacdo entre a amostra e o suporte solido de
cada coluna. De acordo com esta tabela, ao compararmos o conteldo de Piots da amostra
filtrada com a apenas diluida, foi mostrada uma retencdo maxima de 26% de P em

material particulado com tamanho maior que 0,45 pm (amostra S4).

Tabela 6. Distribuicdo de fosforo em amostras de suco de laranja de acordo com a carga

das fragdes.



41

Amostras

Concentragdes de P (mg L'l)

Porcentagem de P (%)

Efluente 1

Efluente 11

Diluida AT (Coluna (Coluna Fracdo FI..?Q".IO
filtrada neutra anionica
Clg) DOWGX)
S1 38,7+1,3 32,6+4,1 32,0+2,0 30,8+6,6 1,84 94,48
S2 88,8+49 71,1+£3,6 699+32 67,8+2,8 1,69 95,47
S3 169+44 169+23 154+22 162+04 8,88 95,86
S4 23,040 17,0+0,8 17,0+£3,2 155+13 <LOD 91,18

Fonte: elaborado pelo autor, 2018.

Essa retencdo provavelmente se deve a maneira como o fdésforo é distribuido nas

amostras, seja em compostos organicos, como vitaminas, carboidratos e proteinas de

fosfato, ou adsorvido em particulas suspensas, como agregados; assim adquirindo

tamanho maior que a porosidade de corte da membrana usada para filtracdo. Ao

comparar as concentracdes de P nos dois efluentes (I e Il), foi possivel calcular a

porcentagem das fragdes neutra e anidnica de cada amostra obtida a partir da diferencga

da concentracdo de Pioa. A distribuicdo dessas fragdes também é mostrada na Figura 10.

Figura 10. Distribuicdo das fracGes de fosforo presentes nas amostras de suco de

laranja.
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Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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De acordo com os dados obtidos, podemaos inferir que ndo houve interacéo entre
as espécies de fosforo da amostra S4 e coluna | (Cyg, neutro). Para as demais amostras, a
interacdo foi confirmada, uma vez que a faixa obtida foi de até 8,9%. Por outro lado, a
fracdo catibnica variou em até 8,8%, indicando que parte do fosforo contido no suco é
ligado a espécies ou macro agregados de carga positiva.

Os altos percentuais de P na fracdo anidnica (de 91,2 a 95,9%) estdo
relacionados ao fosfato inorganico livre em equilibrio com suas formas protonadas,
devido a caracteristica acida do suco de laranja, cujo pH variou entre 2 e 3. Assim, a
fracdo de fosforo analisada neste trabalho esta realmente na forma anionica. Esses dados
estdo em concordancia com resultados previamente publicados, em que o fosforo foi
encontrado principalmente em sua forma inorganica em amostras de alimentos, seja por
ocorréncia natural ou por inclusdo como aditivo na industria de alimentos (THE
NATIONAL ACADEMIES PRESS, 1997). Assim, o P contido nas amostras de suco de
laranja industrializado esta mais presente em sua forma inorganica, que é a forma mais

disponivel deste elemento.
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6 - CONCLUSOES

Através deste trabalho foi possivel constatar a equivaléncia dos resultados de
digestdo e suspensdo para P, Onde os dados obtidos ndo revelaram diferenca
significativa ao nivel de confianca de 95%. Por conseguinte, a suspensdo foi
considerada mais adequada, uma vez que a etapa de tratamento da amostra pode ser

restrita apenas a uma diluicdo minimizando assim a manipulagdo da mesma.

Verificou-se que 0 Pjiyre representou uma faixa de 30 a 90% do teor de Py NOS
sucos analisados, com uma tendéncia diretamente proporcional em relacdo a
concentracdo. No entanto, evidenciou-se uma relacdo inversa e exponencial entre

concentragéo Pyt € porcentagem de Piyre.

Em se tratando do diametro de particula, maior parte do Pjiyre presente nos sucos
de laranja analisados, esta associada a material particulado com tamanho inferior a 0,45

um, numa faixa de 71 a 93%.

Esse trabalho também permitiu a comparacdo inédita entre a concentracdo de
Piotal € Suas fracdes em suco de laranja industrializado, com as maiores porcentagens de
fosforo na fracdo anibnica, que possivelmente esta relacionada a forma inorganica deste

elemento.

Assim, pode-se concluir que o P contido nas amostras de suco de laranja
industrializado esta mais presente em sua forma livre (inorgénica), o que se apresenta
como um beneficio, visto que esta € a forma disponivel e/ou assimilavel deste elemento
no organismo, dando a este alimento grande funcionalidade na dieta humana. Com base
no consumo diario de fésforo recomendado para um adulto (700 mg por dia), o teor
médio de Pjve presente nas amostras analisadas de suco de laranja representa 1,6%

considerando a ingestao de 200 mL de suco.

Ademais, vale destacar que o uso do método espectrofotométrico do azul de
molibdénio que, embora restrito a determinacdo de Py, apresenta a vantagem de ser
aplicado a avaliacéo prévia da disponibilidade de fésforo, uma vez que esta é a forma

disponivel deste elemento no organismo.
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Teste t para comparacgdo de duas médias emparelhadas

Para comparar estatisticamente os valores de cada tratamento das amostras, foi

utilizado o teste t para comparacdo de duas médias emparelhadas, que verifica se a

média dos n dados obtidos por dois métodos analiticos distintos para amostras com

niveis de concentracbes diferente para um mesmo analito sdo comparaveis

estatisticamente entre si.

Formula para realizar teste t

Média Desvio padréo

dm
texp = Sq /
Vn
Legenda:

texp = t experimental
dm = média das diferencas
Sq = desvio padrdo das
diferencas
n = nimero de amostras

_1N S (x — 0
x—n;(xi) s=\/ 1

Legenda:
Legenda: _ ge .
. s = desvio padréo
X = média A
-, X = média

n = namero de -
n = nimero de

amostras

amostras

Xi = valores de cada

L X; = valores de cada
elemento da série

elemento da série

Digestdo  Suspensao Diferenca
104 104 104 -104=0
119 112 119-112=7
24,0 21,0 24 -21=3
274 269 274-269 =5
difel\r/leer?glgsd(?ifn) 5 S°
Desvio padréo das 2.99

lexp =

diferencas (sq) =

3,75
2,99
/\a

= 2,51

Va|0 r de tcn’tico

Valor de texperimental
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3,18 2,51

O valor de texperimental (texp = 2,51) foi inferior ao valor critico (tuitico = 3,18), 0
que comprova que, em um nivel de 95% de confianca, as concentracfes de cada

tratamento de amostra ndo possuem diferencas significativas.

Limites de deteccdo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) séo estabelecidos a partir
da andlise de dez solucGes do branco analitico e os célculos séo realizados com base nos
dados da equacdo da reta da curva de calibracdo (y = a x + b).

curva

Concentracgoes de

Brancos analiticos i
Piivre (Mg L 1)

Bl 0,055
B2 0,060
B3 0,056
B4 0,055
B5 0,056
B6 0,059
B7 0,052
B8 0,050
B9 0,061
B10 0,064

O LOD é definido como 3s,;/a, onde s, € o desvio padrdo do sinal analitico das
solucdes em branco e a € a inclinacdo da curva de calibracdo (coeficiente angular). Para
LOQ, a expressdo matematica € definida como 10sb/a. Utilizando-se a formula para
calcular o desvio padréo, ja descrita nos calculos anteriores, obteve-se um valor de
sq = 0,0042. Esse valor é aplicado nas formulas de LOD e LOQ, para que sejam
obtidos seus respectivos valores.

LOD LOQ
0,028 mg L™ 0,094 mg L

Intervalo de confiancga entre as médias e desvio padrao relativo
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Para calcular o intervalo de confianca, é necessario primeiro calcular a média
das amostras, que sdo analisadas em triplica. Apds obter a média das analises em

triplicata é feito o célculo do desvio padréo, entre essas réplicas.

Concentracoes de Pjiyre

Amostra (réplicas) (mg LY
S1.1 78,1
S1.2 83,5
S1.3 82,1

Média (x) = 81,2
Desvio padréo (sg) = 2,77

Atraveés do valor da média e do desvio padréo faz-se o célculo do desvio padrao
relativo, que corresponde a sz * 100/x. Substituindo os valores temos 2,77 x
100/81,2 = 3,41. Por fim, o intervalo de confianca é calculado de acordo com a
formula IC = s, * 4,303/+/3, onde substituindo os valores IC = 2,77 * 4,303 /+/3,

temosum IC = 6,9.
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Assessment of phosphorus in fruit juices is of great interest due to its essentiality and nutritional
properties. This study applied sample treatment strategies to determine phosphorus in fractions
of juices. Firstly, total phosphorus (P,,,) was determined from digestion and sample suspension
exploring direct analysis by inductively coupled plasma optical emission spectrometry, which
presented no significant difference, for 95% of confidence level. Then, free phosphorus (Py,.) was
determined by spectrophotometry and represented 30-90% of P, with an inverse relationship
respecting P, concentration. Fractioning according to particle size evidenced highest fraction of
Py, in samples after filtration. Fractioning of phosphorus based on its charge was also performed
and the high percentages of P in the anionic fraction (from 91.2 to 95.9%) are related to free
inorganic phosphate in equilibrium with its protonated forms. Thus, it is more assailable after
consumption, giving this food great functionality on human diet.
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Introduction

Citrus fruits are considered as one of the important
fruit crop groups being consumed either as fresh fruit or as
juice.! These beverages have been highly appreciated since
they provide a wide array of essential nutrients for human
health such as vitamins, folate, dietary fiber, and minerals,
as well as many phytochemicals, including flavonoids,
glucarates, terpenes, phenolic acids and carotenoids.*?
The consumption of citrus juice has been related to health
promotion as preventing coronary diseases and chronic
asthma and, not only because of that, but also due to other
beneficial aspects, it has increased over the last years
throughout the world.**

Among citrus juices, the orange deserves attention due
to its high consumption as compared to juices of other
citrus fruits. The production of orange is one of the most
important sectors of Brazilian agribusiness, which has
been above 16 million tons, corresponding almost to 13%
of the permanent crops in Brazil in the last three years.
About 80% of the Brazilian production is intended for the
juice industry.®*
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Because of the beneficial properties of fruit juices,
their consumption has been recommended.” Among the
clements which have nutritional significance and are
essential to people’s health, phosphorus is highlighted.'”
However, high levels of this mineral in the organism can
cause damages.'" Phosphorus and calcium in an appropriate
ratio is important for mineral deposition into bone, and for
mineral absorption.'

The presence of phosphorus in juices and consequently
in its derivative products is related to different sources.
Among soil and foliar fertilizers, the conventional farming
of fruits makes use of phosphorus compounds, such as
phosphoric acid, diammonium phosphate and potassium
phosphate."* The phosphate polymers are commonly used
by the food industry as meat preservatives or additives in
non-alcoholic flavored drinks.'*

The inorganic phosphorus is the most assailable form*
and because of that, the development of analytical methods
capable of estimating phosphorus distribution in juice fruits
is of great interest to promote further bioavailability studies
of this mineral.

Phosphorus content in fruit juices has been determined
at total level (P,,) mainly by atomic spectrometry.'*'®
For free phosphorus (P..), also known as inorganic
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