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THEM A Determination of heavy metals in grape juice by atomic

absorption spectrometry flame - F AAS
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RESUMO

Neste trabalho amostras de suco de uvas foram avaliadas com o objetivo de determinar os
niveis de Cr, Cu, Ni, Pb, Zn, bem como observar se as mesmas atendem os valores
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Todas as amostras foram adquiridas no comércio
varejista de Pelotas - Rio Grande do Sul. As amostras foram digeridas com &cido nitrico (HNOs)
e peréxido de hidrogénio (H.O,) em banho-maria durante 30 min e os metais foram
determinados por espectrometria de absorcao atdmica em chama - F AAS. Ndo foram
detectados Cr, Pb e Ni em nenhuma das amostras. Cu e Zn foram encontrados, sendo o Zn o
elemento de maior concentracdo, mas nenhuma das amostras apresentou niveis de metais
acima do permitido pela legislacao.

Palavras-chave: Banho-maria; metais pesados; sucos de uva; F AAS.
ABSTRACT

In this paper grape juice samples were evaluated in order to determine the levels of Cr, Cu, Ni,
Pb, Zn, and observe whether they meet the values established by Brazilian law. All samples
were acquired in the retail of Pelotas. - Rio Grande do Sul Samples were digested with nitric
acid (HNOs) and hydrogen peroxide (H>05) in a water bath for 30 min and metals determined by
atomic absorption spectrometry flame - F AAS. Cr, Pb and Ni were not detected in any sample,
Cu and Zn were found, and the Zn element was observed in higher concentrations, but none of
the samples showed levels of metals above permitted by brazilian law.

Keywords: Water bath; heavy metals; grape juices; F AAS.
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1. INTRODUCAO

A uva (Vitis spp) é uma das frutas mais antigas utilizadas na alimentacao humana e,
atualmente, a mais consumida no mundo inteiro, tanto na forma “in natura”, quanto
na forma de vinhos, sucos entre derivados. (MELO, 2010). Entre as cultivares de
videiras empregadas na elaboracdao de suco, destacam-se trés da espécie Vitis
labrusca (Concord, Isabel e Bord6) e uma cultivar da espécie Vitis bourquina (Jacquez).
(RIZZON et al., 1998).

O suco de uva é uma bebida ndao fermentada, obtida do mosto simples, sulfitado ou
concentrado, através de processamento tecnolégico adequado. Esse produto devera
apresentar caracterizacao estabelecida, conforme a Instrucao Normativa n® 01, de 7
de janeiro de 2000 (BRASIL, 2000), de cor tinto, rosado e branco, aroma e sabor
caracteristico, sendo tolerada a graduacdo alcodlica de até 0,5 % em volume. (BRASIL,
2004). Dentre as diferentes legislacdes existentes, a portaria n? 259, de 31 de maio de
2010 (BRASIL, 2010), é a que define os limites maximos de metais.

Quanto ao processamento e constituicao, o suco de uva pode ser classificado como:
suco de wuva integral, concentrado, desidratado, adocado, reprocessado ou
reconstituido, néctar de uva e refresco.

O suco de uva integral é o suco apresentado na sua concentracao e composicao
natural, limpido ou turvo, ndo sendo permitida a adicao de outro tipo de acucar,
apenas da uva através de processos tecnoldgicos adequados. (BRASIL, 2004).

O néctar é a bebida nao fermentada, obtida da diluicdo em agua potavel da parte
comestivel do vegetal ou de seu extrato, adicionado de acucares, destinada ao
consumo direto. Segundo a Instrucao Normativa N2 24, de 30 de Agosto de 2012 o
néctar de uva deve conter pelo menos 50 % de polpa ou suco de uva. (BRASIL, 2012).

Os sucos de uvas sao produzidos no mundo inteiro ndo sé pelo seu sabor, mas,
principalmente por serem rica fonte de compostos que proporcionam beneficios a
salde humana entre eles os minerais (macronutrientes e micronutrientes). (RIZZON;
MENEGUZZO, 2007).

Os metais sao componentes quimicos essenciais para o corpo humano, os quais em
baixas concentracdes possuem caracteristicas fundamentais para o funcionamento do
organismo, quando em altas concentracdes podem vir a ser prejudiciais a saulde.
(LOBO; TRAMONTE, 2004). Podem ser classificados ainda como elementos essenciais e
sao subdivididos em: macro elementos, necessdrios na ordem de grama (sédio,
potassio, magnésio e calcio); elementos em traco, necessarios na ordem de miligrama
(ferro, zinco, cobre e manganés); elementos ultra traco, necessarios na ordem de
micro a nanograma (selénio e boro como exemplos). (OGA, 1996; DAVIES, 2002;
GROSS et al., 2002).

Sabe-se que a concentracao de metais nos alimentos é independente de sua origem,
essa concentracdao é devido as condicoes ambientais de onde o alimento foi
produzido, bem como das técnicas de elaboracao empregadas no seu processamento
e das condicdes de armazenamento. (MIDIO; MARTINS, 2000).
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Em virtude de seu elevado valor nutricional, o suco de uva vem sendo cada vez mais
consumido pela populacao. Soares (2008) afirma que sucos concentrados de frutas
sao amplamente utilizados pelas familias brasileiras. Segundo Campos et al. (2010) a
literatura estd carente de relatos utilizando sucos industrializados, principalmente de
néctares, sendo estes em plena ascensdo de consumo.

Dentro desse contexto, é necessario que haja maiores informacdes sobre sua
composicao, que hoje sao escassas. Por isso, varios estudos recentes tém discutido
sobre determinacao de elementos-traco em alimentos como sucos e vinhos. (ASSIS, et
al., 2008; ANWAR et al., 2014; AJAi et al., 2014).

Vale ressaltar ainda que os niveis de metais em sucos de uva podem ser atribuidos ao
clima, o tipo de solo, o0 manejo, a adicao de fertilizantes e adubos, assim como o
contato com os equipamentos durante sua producao.

Na literatura autores como Ferreira et al. (2002), Pinto et al. (2005), Gromboni et al.
(2006) e Gromboni et al. (2008), tem empregado técnicas como ICP OES, ICP MS, ICP
PES entre outras, na determinacao de metais em sucos. A espectrometria de absorcao
atbmica com chama (F AAS) é a técnica mais utilizada para determinacao elementar,
devido a sua configuracao simples, baixos custos de operacdo, robustez, e boa
seletividade, além de ser uma técnicas amplamente utilizada para a determinacao de
metais em materiais bioldgicos. (DAVIES; BERNDT, 2003; QUINAIA; NOBREGA, 2000).
Logo este trabalho buscou determinar por espectrometria de absorcao atbmica com
chama - F AAS as concentracdes de metais téxicos: Cobre, Chumbo, Cromo, Niquel,
Zinco em diferentes apresentacoes (Concentracdes e embalagens), estabelecendo os
niveis de metais apresentados pelas amostras consumidas na regiao Sul do Rio
Grande do Sul. Comparando os resultados com a portaria n? 259, de 31 de maio de
2010.

2. METODOLOGIA

2.1. AMOSTRAS

Nesse trabalho foram analisadas amostras de sucos de uva, compradas
aleatoriamente em mercados da regiao, em diferentes formas de embalagens. As
amostras apds aquisicdo foram armazenadas em temperatura ambiente a 20°C, até o
momento de sua abertura. As amostras foram agrupadas em: sucos naturais de uva -
em lata de aluminio (S1NLA); duas marcas em embalagens de polietileno (PET):
(S2NPET, S3NPET); uma marca em embalagem Tetra Pak: (S4NTP); dois sucos integrais
em embalagens de vidros: (S51V, S61V) e um néctar em lata de aluminio: (N7LA).

2.2. REAGENTES

Os materiais utilizados para o manuseio e armazenamento das amostras foram
submetidos a descontaminacao por meio de solucao de HNOs a 10% (v / v) durante 24
horas e, em seguida, secou-se esse material a 105°C, segundo metodologia descrita
por Tedtulo e colaboradores (2004).
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Os reagentes utilizados foram de grau analitico. O acido nitrico concentrado (65% v/ v)
e peroxido de hidrogénio (70% v/ v) da marca Merck foram usados na digestao das
amostras.

Para a curva analitica foram preparados padrdes, a partir de solucdes estoque padrao
de 1,000 mg L* de Cu, Cr, Pb, Ni e Zn, todos da marca Merck. Foram feitas trés
medidas de cada padrdao em cinco pontos (0,4 1,0, 2,0, 2,5 e 4,0 mg L para faixa de
0,4-4,0e0,2,0,4, 1,0, 1,5 e 2,0 para faixa de 0,2 a 2,0), 0,8. O software do aparelho
faz a média de cada sinal em cada concentracao, ou seja cada padrao foi medido trés
vezes sendo a absorbancia de cada ponto a média destas absorbancias. As faixas de
concentracao estao expressas na tabela 1.

Para a determinacdo de metais foi realizada a digestao acida conforme a metodologia
descrita por (CAMPOS et al., 2010), onde 25mL de amostra de suco de uva foi
misturado a 5mL de acido nitrico PA e 5mL de peréxido de hidrogénio PA, sendo as
amostras aquecidas em banho-maria por 30 minutos, até a amostra tornar-se incolor,
filtraram-se, acondicionando-se em baldes volumétricos de 50mL, completando seu
volume com agua ultrapura (Mili-Q). Todas as digestdes foram realizadas em triplicata.
A preparacao de branco foi realizada sob as mesmas condi¢des das amostras.

2.3. DETERMINACAO DO TEOR DE METAIS

Para a determinacao de Cr, Cu, Pb, Ni e Zn, as amostras foram submetidas a analises
por espectrometria de absorcao atdmica com chama, modelo Perkin Elmer Aanalyst
200, conforme tabela 1.

Tabela 1 - CondicOes operacionais utilizadas para as medidas de espectrofotometria
de absorcdao atdbmica com chama na determinacao dos metais estudados.

Elemento Eré‘rirgaix?l:?mA) fllri‘:tr::a de gases Faixa linear (mg/L) A (nm)
Pb 10,0 Ar-acetileno 0,4-4,0 324,7
Cu 15,0 Ar-acetileno 0,2-2,0 357,9
Zn 15,0 Ar-acetileno 0,4-20 232,0
Cr 25,0 Oxido nitroso-acetileno 0,2 - 2,0 217,0
Ni 25,0 Ar-acetileno 0,2-4,0 2139

Os gases foram adquiridos da White Martins.
Fluxos: Acetileno 2,5 L/min ar 10 L/min; Acetileno 6,0 L/min; N,O 7,5L/min

Fonte: Autores.

Os limites de deteccao foram determinados pela soma da média do branco mais trés
(03) vezes o desvio padrao, enquanto que para o limite de quantificacao, foi
considerada a média do branco mais dez (10) vezes, de acordo com a IUPAC (1997).

Para avaliar a influéncia da concentracao de matéria organica bem como o processo
de digestao, sobre a exatidao, amostra de suco de uva natural SINLA foi fortificada
com 2 mg L* de cada analito.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A tabela 2 apresenta as figuras de mérito para o método analitico utilizado. Observa-
se através do coeficiente de determinacdo (R?) que as curvas analiticas apresentaram
uma resposta linear, com R2? variando entre 0,987 e 0,999 para as faixas de
concentracao utilizadas. Pelo coeficiente angular de regressao observa-se que as
analises foram mais sensiveis para o Zn e menos sensiveis para o Pb, considerando
apenas a sensibilidade de calibracao. Os valores de recuperacao variaram entre 84,2%
+ 0,9% para o Zn e 105,8% = 1,4% para o Ni, indicando valores de recuperacao
aceitaveis, pois segundo a ANVISA (BRASIL, 2003), recuperacoes entre 80% e 120%,
sao consideradas satisfatérias para validar um método analitico.

Tabela 2 - EquacOes referentes a curva analitica de cada metal, com resultados de
recuperacao, e os LD e LQ para cada metal analisado (Equacao da reta Y= ax = b).

Metal a b R2 Rec%+RSD% LD (img L-1) LQ (mglL-1)
Cu 0,275 0,013 0,996 101,6 = 2,8 0,01 0,03
Cr 0,032 0,010 0,987 92,0 = 0,8 0,03 0,09
Ni 0,085 0,036 0,999 1058 £ 1,4 0,04 0,13
Pb 0,010 0,005 0,998 95,0+ 2,4 0,08 0,27
Zn 1,172 0,041 0,989 84,2 +0,9 0,05 0,16

LD: Limite de deteccdo (mg L-1); LQ: limite de quantificacao (mg L-1); Rec: Recuperacao (%);
a: coeficiente angular de regressao; b: coeficiente linear de regressao;
R2: coeficiente de determinacao; RSD (%): desvio padrao relativo em porcentagem.

Fonte: Autores.

Os limites de deteccdo variaram entre 0,01 mg L! para o Cu, e 0,08 mg L' para Pb e
os limites de quantificacao foram 0,03 mg L* para o Cu e 0,27 mg L* para Pb. Sdo
valores que permitem a utilizacao deste método para comparacao dos resultados em
funcao dos parametros da norma que regulamenta esses analitos. Estes valores
encontrados foram inferiores aqueles obtidos por outros autores como Campos (2010),
gue determinou os seguintes valores de LD: Pb(0,2mglL?); Zn (0,5mglL");
Cu (0,2 mg L*); Cr (0,1 mg L*); Ni (0,2 mg L) por espectrofotometria de absorcao
atdbmica com atomizacao em chama. Este fato demonstra a estabilidade da leitura do
aparelho, bem como a qualidade das analises em funcao das medidas dos brancos.

Os niveis de metais encontrados para cada amostra de suco encontram-se na tabela
3, assim como os limites maximos de metais estabelecidos pela portaria n2 259, de 31
de maio de 2010. (BRASIL, 2010).

Observa-se através dos resultados, que dentre os metais estudados, nao foram
detectados Cr, Pb e Ni em nenhuma das amostras, pois as concentracdes estavam
abaixo do LD (limite de detecgao) para o método utilizado, tal fato nao compromete o
estudo, uma vez que os valores de LD estao bem abaixo dos parametros maximos
permitidos pela Portaria n? 259 da Secretaria de defesa agropecuaria conforme
tabela 3.
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Tabela 3 - Niveis de metais encontrados nas amostras de sucos de uvas.

Concentracao de metais em mg L-1 + RSD (%) nas amostras

S1INLA S2NPET S3NPET S4NTP S51V S61vV N7LA LM
Cr nd nd nd nd nd nd nd 0,3
Cu 01472 nd nd 0,40 = 2,2 0,74+108 0,11 58 0,06=*14,7 1,0
Pb nd nd nd nd nd nd nd 0,1
Ni nd nd nd nd nd nd nd 2,0
Zn 0,65*15 nd nd 0,19 +17,5 + 0,23+4,1 0,17+10,5 5,0

S1NLA: Suco Natural em lata de aluminio, duas marcas de suco natural em embalagens de Polietileno
(PET) S2NPET, S3NPET; S4NTP: Suco Natural em embalagem tetra pak; S51V, S61V: Sucos Integrais em
embalagens de vidros; N7LA: Néctar em lata de aluminio; nd: ndo detectado (< limite de deteccao);
RSD(%): desvio padrao relativo em porcentagem referente as triplicatas;

LM: Limites Maximos: Secretaria de defesa agropecudria - Portaria n® 259, de 31 de maio de 2010. +;
> limite de detecgao e < que o limite de quantificagao.

Fonte: Autores.

O cobre e o zinco foram encontrados na maioria das amostras, sendo o0 Zn o elemento
majoritario, como se pode ver nas amostras S5IV e SANTP.

Estes elementos, como fazem parte do metabolismo da planta, sao levados para as
partes superiores da planta através do sistema radicular da videira, e o
enriguecimento ¢é observado durante a formacdo e maturacao da fruta.
(CATARINO et al., 2007).

O cobre encontrado conforme outros estudos tém relagdao com o tipo da cultivar, com
o tratamento realizado no solo e no controle de doencas. Varios estudos tém
relacionado os niveis elevados de cobre ao uso da calda bordalesa. Rizzon e Link
(2006) observou um teor mais elevado de Cu no suco de Cabernet Sauvignon (Vitis
vinifera), e mais baixo no lIsabel (Vitis labrusca), isso porque havia aplicacao da
bordalesa na uva Cabernet Sauvignon, por se tratar de uma espécie de videira mais
sensivel a doencas do que as videiras da espécie V. Labruscas. Tal afirmacao também
€ descrita por Melo e colaboradores (2013), em seus trabalhos relatam que o uso
continuado da calda bordalesa para a prevencao de doencas em videiras tem causado
a elevacao dos teores de cobre tanto nas camadas superficiais do solo como nos
tecidos vegetais. Observa-se que o suco integral SI5V apresentou os maiores niveis de
cobre, em relacao aos demais. O suco integral é feito apenas com a fruta nao sendo
diluido, o que pode estar relacionado com a presenca de cobre na uva. Por outro lado,
e em acordo com esta situacao, nao foi determinado cobre nos sucos naturais de
embalagens plasticas (mais diluidos), bem como baixas concentracées no suco SINLA
e no néctar N7LA, que consiste em uma diluicao maior do suco integral em relacao ao
suco natural. Comparando as amostras de sucos integrais, observa-se que a amostra
SI6V apresentou menores teores de cobre, que pode estar relacionado a uma menor
exposicao da uva utilizada ao cobre. Considerando os valores estabelecidos pela
ANVISA (BRASIL, 2005), que define 900 pg de cobre por dia, o suco integral, com
0,74mg L*+10,8, acima de 1200mL, ja supre a dose recomendada. O cobre em
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excesso, superiores a 10 mg pode vir a se acumular no sangue e com isto esgotar as
reservas de zinco do cérebro. Niveis altos de cobre causa oxidacao da vitamina A,
diminuindo a vitamina C, que acaba provocando dores nas articulacdes e musculos.
(MIGUEL JR., 2007).

O excesso de cobre pode vir a causar também: transtornos comportamentais, como
irritacao e depressao, doencas hepaticas, anemia, leucemias, e varias outras doencas
malignas. (MIGUEL JR., 2007).

Para o teor de zinco observa-se a variacao dos resultados nos diferentes tipos de
amostras. Esta variacdo pode ser atribuida a diferencas entre cultivares, grau de
maturidade e procedéncia da fruta, assim como diferencas no processamento.
(SOARES et al., 2004). O zinco sob a forma de minerais é também essencial, para o
crescimento e bom desenvolvimento dos vegetais em geral, isso justifica sua presenca
em videiras. (GRANJA et al., 2013). Além disso, a presenca de zinco pode estar ligada
ao uso de pesticidas, fungicidas e também através do contato do vinho com ligas
metalicas que contenham este elemento, durante o processamento. (GRANJA et al.,
2013). Comparando a amostra SINLA e N7LA, observa-se a reducao da concentracao
de cobre e zinco, o que sugere gque estes elementos estao relacionados nao com a
embalagem e sim com o processamento e a origem da uva. De forma geral, em
nenhuma amostra os analitos ultrapassaram os limites permitidos pela portaria 259 -
Secretaria da Agricultura.

4. CONCLUSAO

Foi possivel observar que os niveis dos analitos deste estudo se devem ao
processamento tecnolégico do suco e ao tratamento da matéria prima. Os LD e LQs do
método foram adequados para o estudo uma vez estdao bem abaixo dos parametros
maximos permitidos pela Portaria n? 259 da Secretaria de defesa agropecuaria.

Nao foram encontrados cromo, niquel e chumbo, o que é desejado, uma vez que sao
compostos de alta toxicidade. Os niveis de cobre e zinco encontraram-se abaixo dos
limites permitidos pela legislacao, sendo, portanto todas as amostras adequadas para
a dieta alimentar, nao representando risco a saude do consumidor.
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