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RESUMO

O trabalho apresenta o estudo realizado através da espectrometria de emisséo Optica
de plasma acoplado indutivamente (ICP OES) de micronutrientes em tomates de
cultivo orgéanico e convencional, no qual, foi aplicada a andlise estatistica multivariada
para a interpretacédo dos dados. Foram estudadas amostras de tomates do tipo cereja
(Solanum lycopersicum var. cerasiforme) e do tipo italiano (Solanum lycopersicum
‘Roma’), de cultivos do tipo orgénico e convencional. As amostras foram obtidas em
mercados, de produtores locais e feiras de produtos organicos, oriundos da Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, e redondezas, em um conjunto de 14 amostras, sendo
7 amostras de cultivo organico e 7 amostras de cultivo convencional. Os dados
gerados através da andlise por ICP OES foram obtidos através de amostras de
tomates secas, moidas e, mineralizadas por via Umida assistida por radiagcdo micro-
ondas. Foram analisados os elementos Al (167,079 nm), Cd (228,802 nm), Co
(228,616 nm), Cr (283,563 nm), Cu (324,754 nm), Fe (259,940 nm), Mn (257,610), Ni
(221,647 nm), V (309,311 nm) e Zn (213,856 nm), por ICP OES, a fim de auxiliar na
obtencéo da identidade quimica das amostras de tomates, e, assim, correlaciona-las
ao seu tipo de cultivo. As faixas de trabalho analitico, foram determinadas para cada
elemento, e, assim, calculados os parametros de confiabilidade analitica, coeficiente
de correlagao (R), entre 0,9989 e 0,9998, coeficiente de determinacéo (R?), entre
0,9978 e 0,9996, limite de deteccédo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) para cada
elemento. Os valores de precisdo foram determinados através do desvio padrédo
relativo percentual (DPR%) e exatidao através do erro relativo percentual, calculados
em trés niveis n=3, alto médio e baixo, para cada elemento. A interpretacdo dos dados
foi realizada através do célculo da concentracédo de cada elemento em mg kg* das
amostras in natura, dados que foram submetidos a analise estatistica multivariada
para a interpretacéo das correlacdes entre a identidade quimica das amostras e o tipo
de cultivo. A analise estatistica multivariada foi realizada através do software online
MetaboAnalyst 5.0, foram geradas as representacdes graficas da andlise dos
componentes principais (PCA), com variancia explicada acumulada para as
componentes principais (PC1 vs. PC2) de 82,1%. A representacdo grafica
clustergram, originada a partir da andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA)
combinada com mapa de calor (heatmap), indicou os agrupamentos hierarquicos de
amostras e dos elementos estudados. Foram obtidos trés agrupamentos hierarquicos,
(I) amostras de feira de produtos organicos, com maior contribuicdo dos elementos Al,
Fe, Zn e Mn, com os maiores valores de concentracdo, (II) amostras de cultivo
convencional, com maior contribuicdo dos elementos Al, Fe, Zn e Mn, porém com
menores valores de concentracdo e (lll) amostra de cultivo organico de produtores
locais e de mercado, com maior contribuicdo dos elementos Cr e Ni. Através da
andlise discriminante de minimos quadrados parciais ortogonais (OPLS-DA) foi
possivel obter um modelo de previsdo de classes com valores de acuracia preditiva
moderada: variancia explica no eixo Y (R2Y) e performance preditiva do modelo (Q2),
0,523 e 0,457, respectivamente. Na analise do modelo OPLS-DA, os elementos Cr,
Fe, Ni, Zn e Al, apresentaram maiores contribuicdes para a predicao e diferenciacao
das classes. No estudo, foi observado que o processo de correcdo do potencial
hidrogenidnico (pH) do solo tem papel fundamental para a determinagdo da
disponibilidade dos micronutrientes estudados no solo.

Palavras-chave: micronutrientes, ICO OES, analise estatistica multivariada, OPLS-DA



ABSTRACT

This study was carried out through the analysis of micronutrients by inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICP OES) in organic and conventional
cultivation tomatoes, which, multivariate statistical analysis was applied to interpret the
data. Samples of cherry tomatoes (Solanum lycopersicum var. cerasiforme) and Italian
tomatoes (Solanum lycopersicum ‘Roma’) from organic and conventional crops were
studied. The samples were obtained from markets, local producers and organic
product fairs, from Campo Grande, Mato Grosso do Sul, and surrounding areas, in a
set of 14 samples, 7 samples from organic cultivation and 7 samples from conventional
cultivation. The data generated through the analysis by ICP OES were obtained
through samples of dried and ground tomatoes and mineralized by microwave-assisted
wet-acid digestion. The elements Al (167.079 nm), Cd (228.802 nm), Co (228.616 nm),
Cr (283.563 nm), Cu (324.754 nm), Fe (259.940 nm), Mn (257.610), Ni (221.647 nm),
V (309,311 nm) and Zn (213,856 nm) were analyzed by ICP OES, in order to help
obtain the chemical identity of tomato samples, and thus correlate them to their type
of cultivation. The ranges of analytical work were determined for each element, and
thus the parameters of analytical reliability were calculated, correlation coefficient (R),
between 0.9989 and 0.9998, coefficient of determination (R?), between 0.9978 and
0.9996, limit of detection (LD) and limit of quantification (LQ) for each element.
Precision values were determined through the percentage relative standard deviation
(DPR%) and accuracy through the percentage relative error, calculated in three levels
n=3, high, medium and low, for each element. Data interpretation was performed by
calculating the concentration of each element in mg kg of fresh samples, data that
were subjected to multivariate statistical analysis to interpret the correlations between
the chemical identity of the samples and the type of culture. Multivariate statistical
analysis was performed using the online software MetaboAnalyst 5.0, graphical
representations of the principal component analysis (PCA) were generated, with
cumulative explained variance for the principal components (PC1 vs. PC2) of 82.1%.
The graphical representation clustergram, originated from hierarchical cluster analysis
(HCA) combined with heatmap, indicated the hierarchical clustering of samples and
elements studied. Three hierarchical clusters were obtained, (I) samples from organic
products market, with the greatest contribution of the elements Al, Fe, Zn and Mn, with
the highest concentration values, (II) samples from conventional cultivation, with the
greatest contribution of the elements Al, Fe, Zn and Mn, but with only lower
concentration values and (lll) sample of organic cultivation from local and market
producers, with greater contribution of the elements Cr and Ni. Through orthogonal
partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) it was possible to obtain a class
prediction model with moderate level of predictive accuracy: values of explain variance
on the Y axis (R2Y) and predictive performance of the model (Q2), 0.523 and 0.457,
respectively. In the analysis of the OPLS-DA model, the elements Cr, Fe, Ni, Zn and
Al, presented greater contributions to the prediction and differentiation of classes. In
the study, it was observed that the correction process of the soil hydrogen potential
(pH) plays a fundamental role in determining the availability of the studied
micronutrients in the soil.

Keywords: micronutrients, ICP OES, multivariate statistical analysis, OPLS-DA



iNDICE DE FIGURAS

Figura1l: Producdo mundial de tomates por pais em toneladas. ...............cc......... 28
Figura2: Area de plantio de tomate em hectares por pais em toneladas. ............ 28
Figura 3: Foto ilustrativa com tomate cereja (Solanum lycopersicum var.
(o] = ST (0] 1 141 I USRS 30
Figura 4:  Foto ilustrativa do tomate italiano (Solanum lycopersicum ‘Roma’). ...... 30
Figura5: Producao de tomates em milhdes de toneladas no Brasil — 1961 a 2019.
.............................................................................................................. 31
Figura 6: Disponibilidade de micronutrientes no solo em relagéo ao seu pH............ 40
Figura 7: Representacdo de um frasco fechado com as regeneracdes do HNO3z na
Presenca de HoOo. ......i i 47
Figura 8: Interdisciplinaridade da qUIMIOMEtria. ...........cooeeiiiiiiiiiiiiiiii e 52
Figura 9: Exemplo ilustrativo da representacdo de uma lapiseira. (a) Projecéo
longitudinal e transversal. (b) Indicacdo das dire¢cdes das trés
componentes principais que definem a lapiseira. ............coevvvveiieeeeennnnn. 62
Figura 10: Exemplo tipico de uma curva analitica com a identificacdo dos parametros
de desempenho da faixa de trabalho, faixa linear de trabalho,
sensibilidade, limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagéo (LQ). ...65
Figura 11: Foto ilustrativa da moagem das amostras de tomate ..................cc........ 74
Figura 12: Foto ilustrativa da comparagdo da decomposicdo de amostras por via
Umida assistida por radiacdo micro-ondas. (a) Utilizando os parametros
sugeridos pelo fabricante; amostra com coloracdo amarelada intensa,
turva e com sobrenadantes. (b) Apéds ajustes dos parametros de
temperatura e pressado; amostra incolor, limpida e sem sobrenadantes.
.............................................................................................................. 76
Figura 13: Foto ilustrativa do equipamento utilizado na decomposi¢cdo de amostras
por via Umida assistida por radiacdo micro-ondas: a. Digestor por micro-
ondas SpeedWave®four; b. Disco rotativo para os tubos de digestdo, com
suporte e vélvulas de ejecao de gases; c. Tubo de digestédo de poliuretano.
.............................................................................................................. 77
Figura 14: Esquema de duplicatas de amostras e triplicatas de leitura para cada
210 0101 { = F PP RPPTPPRRPIN 79
Figura 15: Foto ilustrativa dos tomates em processo de secagem em estufa, apos 24

horas €m @STUFA @ 85 OC. ... neeeee e 84

Xi



Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Foto ilustrativa dos tomates em processo de secagem em estufa, a 65 °C,
APOS T2 N e 84

Representacédo gréafica do pré-tratamento aplicado as variaveis dos dados
de concentracdes dos elementos quimicos (variaveis): auto escalamento.
.............................................................................................................. 92

Clustergram - dendrograma bidimensional de analise hierarquica de
agrupamentos (HCA) combinado com visualizagdo por mapa de calor
(Heatmap), de todas as amostras de tomate analisadas por ICP OES.
Classes: 1 — Amostras de tomates de cultivo organico; 2 — Amostras de
tomates de cultivo convencional; os maiores e menores valores de
concentracdo sao representados pelas cores vermelho e azul,
FESPECHIVAMENTE. ...t e e e e e e e e eae 94

Representacdo gréfica da Analise de Componentes Principais (PCA),
gréfico bidimensional de scores (A) e de loadings (B) de todas as amostras
analisadas por ICP OES, com elipses de regiao de confiabilidade de 95%.
Classes: A1 — Amostras de tomates de cultivo organico; +2 — Amostras de
tomates de cultivo convencional. Variancia explicada: PC1 x PC2, 67,5 e
14,6%, reSPECHIVAMENTE. .....ccvviiieeeeeiie e e 101

Representacdo grafica com os valores de R2X, R2Y e Q2, do modelo
OPLS-DA. Valores calculados entre 0 € 1.......ccccveiiieiiiiiiiiieeeeeiieeee, 103

Representacdo grafica do modelo de previsdo OPLS-DA de todas as
amostras analisadas por ICP OES, com elipses de regido de
confiabilidade de 95%. (A) scores e (B) VIP scores. Classes: A 1 —
Amostras de tomates de cultivo organico; + 2 — Amostras de tomates de
CUItIVO CONVENCIONAL. .....covviiieieiiic e e e 104

Representacdo grafica da curva analitica de calibracdo de Al (167,079
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentracfes pré-determinadas (0,10; 0,25; 0,50;
1,00 e 2,00 mg L?); a equacdo da reta e o coeficiente de determinacéo
(3 TS SRR 122

Representacdo gréfica da curva analitica de calibracdo de Cd (228,802
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relagdo aos niveis de concentragfes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10 e 0,25 mg L?); a equacédo da reta e o coeficiente de determinacéo
(R i 122

Representacédo gréfica da curva analitica de calibracdo de Co (228,616
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentracfes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10; 0,25 e 0,50 mg L%); a equacdo da reta e o coeficiente de
determinaGao (R2). ....oooi it 123

Representacdo gréafica da curva analitica de calibracdo de Cr (283,563
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentracdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;

Xii



Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Figura 30:

Figura 31:

0,10 e 0,25 mg LY); a equacdo da reta e o coeficiente de determinacéo
(R e 123

Representacdo grafica da curva analitica de calibracdo de Cu (324,754
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentracfes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 mg L?); a equacdo da reta e o coeficiente de
determinaCan (R2). .....coiiiiiii e 124

Representacdo gréafica da curva analitica de calibracdo de Fe (259,940
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relagdo aos niveis de concentragfes pré-determinadas (0,05; 0,10; 0,25;
0,50; 1,00 e 2,00 mg L*%); a equagdo da reta e o coeficiente de
determinagan (R?). ... 124

Representacédo gréfica da curva analitica de calibracdo de Mn (257,610
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentra¢ges pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10; 0,25 e 0,50 mg L%); a equacdo da reta e o coeficiente de
determinaGao (R2). ....oooi oo 125

Representacdo grafica da curva analitica de calibracdo de Ni (221,647
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacdo aos niveis de concentracdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10 e 0,25 mg LY); a equacdo da reta e o coeficiente de determinacéo
(R USRS 125

Representacéao gréafica da curva analitica de calibracédo de V (309,311 nm)
através da correlacdo da resposta de intensidade de emissao em relacédo
aos niveis de concentracfes pré-determinadas (0,25; 0,05; 0,10; 0,25 e
0,50 mg L1); a equacéo da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).126

Representacdo grafica da curva analitica de calibragdo de Zn (213,856
nm) através da correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em
relacéo aos niveis de concentracdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05;
0,10; 0,25; 0,50 e 2,00 mg L1); a equacdo da reta e o coeficiente de
determinaGao (R2). ...ooooo i 126

Figura 32 Gréfico de scores (A) e de loadings (B) de todas as amostras analisadas

Figura 33:

por ICP OES, com elipses de regido de confiabilidade de 95%. Classes:
A1 — Amostras de tomates de cultivo organico; +2 — Amostras de tomates
de cultivo convencional. Variancia explicada: PC1 x PC2, 64,6 e 16,6%,
=S o LSTo 1A VZ= 10 0= o (=S 127

Clustergram - dendrograma bidimensional de andlise hierarquica de
agrupamentos (HCA) combinado com visualizagdo por mapa de calor
(Heatmap), de todas as amostras de tomate analisadas por ICP OES.
Classes: 1 — Amostras de tomates de cultivo organico; 2 — Amostras de
tomates de cultivo convencional;, os maiores e menores valores de
concentracdo sao representados pelas cores vermelho e azul,
FESPECHVAMENTE. ...uiiiti e e e e 128

Xiii



Figura 34 Representacdo grafica do modelo de previsdo OPLS-DA de todas as
amostras analisadas por ICP OES, com elipses de regidao de
confiabilidade de 95%. (A) scores e (B) VIP scores. Classes: 1 — Amostras
de tomates de cultivo organico; 2 — Amostras de tomates de cultivo

CONVENCIONAL e e 129

Xiv



Tabela 1:
Tabela 2:
Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:
Tabela 6:
Tabela 7:

Tabela 8:
Tabela 9:

Tabela 10:
Tabela 11:
Tabela 12:

Tabela 13:

Tabela 14:

Tabela 15:
Tabela 16:

Tabela 17:

Tabela 18:

Tabela 19:

iNDICE DE TABELAS

Tipos e exemplos de hortaliGas. ..........cooovviiiiiiiiiiiiiii e 27
Producéo Mundial de Tomate em toneladas e area de plantio. ............. 27
Principais componentes do tomate Solanum lycopersicum — valores
referentes a cada 100 g.....ccouuuiiiiiiiiiii e 32
Composicdo mineral do tomate Solanum lycopersicum - valores
referentes a cada 100 J........ouuieiiiiiiiiiii e 32
Tipos de fertilizantes e a natureza de sua COMpPOSIGAO0. ........cceeeveevrnnnnn. 33
Subdiviséo de nutrientes e os elementos de sua classificagéo.............. 35
Minérios concentrados autorizados para fabricacdo de fertilizantes
complexos fornecedores de mMICronULrentes .........ccoevevvvieeeiiineeceve e, 35
Tipos de fertilizantes OrganiCoS. .........ccoviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 37
Principais fun¢des dos micronutrientes de plantas. ..............cccoeeeeeeeeeee. 38
Levantamento das areas da aplicagdo do ICP OES. ............coooeeeiiieeeee. 49
Lista de elementos que podem ser determinados por ICP OES............ 49

Identificacdo das amostras de tomate por tipo, diretriz de cultivo e origem
[0 [ o] =3 = USSP 72

Massa inicial das amostras de tomates in natura, antes da secagem em

estufa @ 65 °C POr 72 NOKAS. .....ccuuuiiieiiiiiie e 73
Detalhamento das etapas e patamares do processo de mineralizagéo via
digestor COmM MICrO-0NAAS. ...........uiieiiiiiiiiii e 75
Parametros do equipamento ICP OES. ...........ccooviiiiiiiiiiiiec e, 78

Representa¢éo do comprimento de onda da linha de emisséo, da faixa de
trabalho e quantidade de pontos na curva de calibracéo....................... 81

Massa inicial e final das amostras de tomate, apos secagem em estufa a
(TSI O oo g 7 1 (o] - 1 F P 83

Parametros de confiabilidade analitica calculados para cada elemento
QUIMICO ANAlISAAOD. ......cceviiiii e 85

Valores dos parametros de confiabilidade analitica, precisdo e exatidao,
expressa por erro relativo percentual, calculados para trés niveis (n=3);
alto médio e baixo, calculados para cada elemento. ................ccovvvvnnnn. 86

XV



Tabela 20: Valores das concentra¢des calculadas paras as amostras in natura para

(o= 1o F= =10 110111 = VSO SPPPPPPPPRPPPPR 88
Tabela 21: Concentracfes de Fe nas amostras 1a, 1b, 2ae 2b. ........cccccoeeeivrennnnnnn. 89
Tabela 22: Dados relativos ao desvio padrdo e a variancia entre 0 menor e 0 maior
valores das concentracdes dos elementos entre as amostras................ 90
Tabela 23: Parametros de pré-tratamento de dados aplicados a HCA...................... 93

XVi



INDICE DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS

Conab
e.g.
FAO
HCA

i.e.
ICP OES

IUPAC

LD
LQ
ND
OPLS-DA

PA

PCA

pH
PLS-DA

Companhia Nacional de Abastecimento

por exemplo, do latim exempli gratia

Food and Agriculture Organization

Andlise Hierarquica de Agrupamentos, do inglés, Hierarchical
Cluster Analysis

isto é, ou seja; do latim id est

Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado, do inglés, Inductively Coupled Plasma — Optical Emission
Spectrometry

International Union of Pure and Applied Chemistry, em portugués,
"Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

Limite de deteccao

Limite de quantificacao

N&o detectado

Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais com
correcdo ortogonal de sinal, do inglés, Orthogonal Partial Least
Squares - Discriminant Analysis

Padréo analitico

Andlise de Componentes Principais, do inglés, Principal Component
Analysis

Potencial hidrogenidnico

Andlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais, do inglés,
Partial Least Squares - Discriminant Analysis

XVii



iNDICE DE SIMBOLOS E UNIDADES

% Percentagem

> Somatodria

® Marca registrada
°C Graus Célsius
pum Micrograma

eV Eletro Volt

g Grama

G Giga, 108

GHz Giga Hertz

K Quilo, 103

kg Quilograma

kPA Quilo pascal

L Litro

L min‘? Litros por minuto
mg Miligrama

mL Mililitro

rpm Rotac¢des por minuto
S Segundos

W Watts

Xviii



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ...ttt e e e e e VIl
RESUMO . ..ottt e e e e e e e e e e e e as IX
ABSTRA CT ittt X
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt are et Xl
INDICE DE TABELAS ... .ottt XV
INDICE DE ABREVIATURAS, SIGLAS E ACRONIMOS..........ccecuveunenee. XVII
INDICE DE SIMBOLOS E UNIDADES........cooiiiieeceeceeeecee e XVIII
SUMARIO ...ttt ettt e e ne s XIX
1 INTRODUGAQ ..ot 22
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......coooeieeeeeee e 25
2.1 HOMAIGAS ... e 26
2.1.1 Tomate (Solanum IyCOPErsiCUM)........uuiiiiiiieeeiiiiiieeeiiiii e 29
2.2 FertiliZantes ... 33
2.3 Sistema de Producao OrganiCa ........cc.eeeevvvviiieeeeeiiiieeeeeeiiiine e, 36
2.3.1 Adubacé&o no sistema organico de produgao ..........cccceeeeeeeeeunnnnn. 36
2.4 MICTONUETIENTES ...ttt e 38
2.4.1 Agentes interferentes na disponibilidade de micronutrientes....... 39
2.5 Pré-tratamento de amoOSIras .........oooeeeeeeiiiiieiiiiiiiiie e, 42
2.5.1 SEBCAGEIM ...eeiiiii e 42
2.5.2 MOAGEBIM ...t 44
2.5.3 Decomposicao de amostras por via imida assistida por radiacédo
MICTO-ONOAS ...ttt e e e e e e e e e e e aeenanaan 44
2.5.4 Espectrometria atOmliCal .........covvrrrurrrmmniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeiia e a7
2.5.5 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
ACOPIATO ... 48
2.6 QUIMIOMELIIA . .cevviieeeiie e e e e e eraans 51
2.6.1 Analise exploratoria dos dados ...........coeeeeiiiiiiiiiiiiici 53
2.6.2 Analise de Agrupamentos por Métodos Hierarquicos.................. 57

XIX



2.6.3
264

2.7
271
2.7.2
2.7.3

3.1
3.2

4.1
41.1
4.1.2
4.1.3
414

4.1.5

4.2
4.3

5.1

5.1.1
5.1.2
5.2
5.2.1
5.2.2

5.2.3
5.2.4

Andlise de Componentes PrinCipais.........cccocovvviieiieeeeiiiineeeeeeennn, 61
Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais com

correcdo ortogonal de Sinal...........c.oiiiiiiiiiii i 62
Validacdo de métodos analitiCoS..........c.uuivieeiiiiiiiiii e 65
Linearidade e faixa de trabalno.............ccoooiiiiiiiiii 66
Limite de deteccdo e quantificac8o ...........cceevvvieeeeviiiiiieeeeeeiinnnn. 67
Preciso € EXatid80 .........ovviiiiiiiiiieeeeeei e 68
OBUJIETIVO ...ttt 70
(@] o)1= 1Y 0 Lo =] = L 70
Objetivos €SPECITICOS .....cceiviiii i 70
MATERIAIS E METODOS .......oooiiiiecieeceece et 71
TS 0T g U] o] = Tox= Lo L 71
AMOSITAGEIM ..ottt ean e 71
SECAGEIM ..ttt 73
1Y/ o= o [ <] o [P PPTN 74
Decomposicéo de Amostras por Via Umida Assistida por
Radiac80 MICro-0Ndas .........ccccvuuiiieieiiiiiie e 75
Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES) .....ccciii it e e 78
Validac@o do método analitiCo ...........cccccuvvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 80
ANAlise qUIMIOMELHICA ........cceeiiieiie e 82
RESULTADOS E DISCUSSAO........ccoiiiieieiieieisieieieee e 83
Andlise Por Espectrometria De Emissdo Optica Com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES)..........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiinccn, 85
Parametros do MEtOUO .........uuueiiiiiiiieeeeeeeeee e 85
Determinacdo da concentracdo dos elementos ..............cccceueen. 87
Andlise Estatistica Multivariada...............ccoevvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee, 91
Pré-tratamento de dados ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiei e 91
Clustergram — Andlise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) com
Mapa de Calor (Heatmap).........ooveeevieiiiieeeieeiee e 93
Analise de Componentes PrincipaisS — PCA ..........uuviiiiieiiieieeennn. 98
Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais com
correcdo ortogonal de sinal — OPLS-DA ........ccovvviiiiiiiiiiiie, 102
CONCLUSAO ...ttt 106
RECOMENDACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS............... 108

XX



8 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...............
9 ANEXOS oot

ANEXO |. CURVAS ANALITICAS DE CALIBRACAO

ANEXO Il. ANALISE MULTIVARIADA SEM O ELEMENTO FERRO........

XXi



INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

Os processos de mudancas de habitos alimentares, a partir da década de
1960, advindos da agricultura industrial e sua automacao, proporcionaram um modelo
de agricultura, predominantemente, extrativo e ndo planejado adequadamente, de
forma que crescentes mudancas efetivaram-se no campo. O que trouxe a tona um
modelo de producdo altamente extrativista, no qual, pouco se considera as praticas

ecologicas de producao.

Esse modelo de producdo, consequentemente, gera diversos impactos
ambientais e socioecon6micos, e, como consequéncia, hovos costumes alimentares,
gue visam a praticidade, o baixo custo de producédo e, consequentemente, causam a
perda da qualidade nutritiva dos alimentos (ABREU, E. S. DE et al., 2001,
GUIMARAES: MESQUITA, DE, 2010; MARINHO, M. C. S. et al., 2007; MORATOYA
et al., 2013; SANTOS, F. P. Dos; CHALUB-MARTINS, 2012).

E necessario, contudo, assinalar que tal modelo de extrativismo ndo se
caracteriza como um fato novo na sociedade brasileira. Pelo contrério, insere-se em
um contexto de coloniza¢do que remonta aos primeiros anos do século XVI, no qual
0 pais (Brasil) se constitui, desde a sua origem, como um polo exportador de produtos
primarios tropicais, e assim, ao longo do tempo, se configura socialmente como
participante subalterno das relacdes capitalistas internacionais (RIBEIRO, A. M.,
2011).

Tal insercdo socioecondmica subordinada sera a diretriz e o perfil que
conduzirdo o pais na sua construcao historica, definindo uma formacao sociocultural
extremamente hierarquizada, excludente e baseada na concentragcéo de renda de um
grupo minoritario da populacdo, em detrimento da qualidade de vida dos grandes
contingentes populacionais que constituirdo a mao de obra, em principio escrava e,

posteriormente, assalariada, nos estados da Federagéo (RIBEIRO, A. M., 2011).

Essa compreensédo histérica é fundamental para entendermos que, todo o

processo social brasileiro, ao longo da sua trajetoria histérica colonial, possui, na sua
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esséncia, uma forma tipica de desenvolvimento, categorizada por Darcy Ribeiro?, no
artigo de Adélia M. Ribeiro (2011, p. 35), como “atualizagéo histérica”, que se define
antropologicamente como “a inser¢éo subordinada de povos atrasados em formacdes
socioculturais estruturadas e em sistemas tecnologicamente superiores, implicando

em efetiva perda de autonomia ou em sua destruicdo como entidade étnica”.

E assim que a producdo de alimentos, objeto do presente trabalho, e os
respectivos habitos alimentares, bem como os valores culturalmente produzidos que
promovem as concepcodes de saude, ambiente, equilibrio, natureza etc., trardo, na sua
configuracdo ideoldégica, o substrato de uma organizacdo social extremamente

desigual, consolidada nos ultimos quinhentos anos de nossa historia.

Todavia, nas ultimas décadas, a populagédo foi levada a reflexdo sobre a
relevancia das fontes alimenticias e da procedéncia do que ingere; no qual a busca
por fontes de alimentacéo saudaveis tem aumentado na sociedade, ndo apenas pelo
apelo midiatico, mas também pelas visiveis consequéncias do aumento dos casos de
obesidade, hipertenséo, diabetes e outras doencas causadas pela ma qualidade da
alimentacdo (MARINHO, M. C. S., 2007; MORATOYA, 2013).

Uma das importantes vertentes dessa mudanca de pensamento € o desejo do
consumo de alimentos saudaveis, que sdo aqueles classificados através do seu
processo de cultivo como organicos, paralelamente, nas ultimas décadas, houve
aumento da producdo e consumo de vegetais que nao seguem essas mesmas

diretrizes de processo produtivo.

O cultivo apresenta interferéncias quimicas, garantindo o aumento da
guantidade da producdo, em toneladas, fazendo, assim, necessario que O
agronegocio busque meios de minimizar as perdas da producéo, principalmente pelas
pragas, o que ocorre pelo amplo uso de agrotoxicos (ASSIS, 2006; GRAZIANO DA
SILVA, 2016).

1 Darcy Ribeiro, foi um antropélogo, historiador, sociélogo, escritor e politico brasileiro e conhecido por
seu foco em relag&o aos indigenas e a educagéo no pais. Foi Ministro da Educacéo no Brasil de 1962
a 1963 e o primeiro reitor da UnB (FRAZAO, 2021). Teve papel de destaque com suas ideias, no qual
apresentava a evolugdo dos povos americanos, em que 0S pPoOvOS passaram por um “processo
civilizatério”, marcado por revolugbes tecnoldgicas, dentre elas a revolugdo agricola, urbana, de
irrigacdo, metallrgica, pecudria, mercantil, industrial e termonuclear (RIBEIRO, D., 1998).
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Complementarmente, uma alimentagédo corretamente planejada e saudavel,
pode suprir todas as necessidades nutricionais de criancas, adolescentes, ou pessoas
em quaisquer outras faixas etarias. Contudo, se nao for bem elaborada, pode originar
déficits nutricionais, tais como: caréncia de vitaminas — principalmente do complexo

B-, deficiéncia de ferro e minerais como: calcio, zinco e potassio.

A deficiéncia nutricional na alimentacdo compromete, consequentemente, o
crescimento e desenvolvimento adequados, principalmente em criancas e
adolescentes, refletindo-se em uma fase adulta caracterizada por complicacdes de
salde, em todas as suas dimensdes (BUENO; CZEPIELEWSKI, 2008; MINISTERIO
DA SAUDE, 2007).

Com isso, a populagdo comega a almejar melhores condi¢des alimentares e,
assim, a consumir alimentos que cumprem as diretrizes de cultivo organico. Dentre os
beneficios do consumo de alimentos organicos ha a retirada de produtos que possam

causar danos a saude do consumidor.

Todavia, ndo h& a explicita distingcdo dos alimentos em relacdo aos processos
de producéo que seguem as diretrizes de plantio e cultivo de alimentos organico e dos
alimentos cujo esse processo segue 0 padrao industrial comercial, com a utilizacao
de agrotoxicos (produtos convencionais ou comerciais), ressalvada essa distingao

através da certificacao legal.

Esse questionamento, em relacéo a possivel contaminacao, é levantado pelo
fato de o transporte de agrotoxicos residuais pode ocorrer através de mecanismos
naturais (MOREIRA et al., 2012), os quais ndo estdo sob o controle e predicdo dos
produtores, podendo, acidentalmente ser transportado através pelas chuvas e solo as

demais localidades rurais onde é realizada a producéo dos alimentos.

Através da investigacdo da composicado quimica, a identidade quimica desses
alimentos e, da quantificacdo desses compostos que os compde, € possivel realizar a
andalise e, consequentemente, propor um método que proporcione a separacao e

identificacdo do tipo de alimento, correlacionando-o0 sua composi¢ao quimica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A venda de produtos organicos tem aumentado aproximadamente 20% ao
ano, apresentando, assim, uma procura expressiva da populacdo por fontes de
alimentos melhores, mais saudaveis e nutritivos. Devido a conscientizacdo da
populacdo em relacdo aos riscos a saude consequentes da ingestao de alimentos de

cultivo convencional (PENTEADO, 2003)

Os produtos orgéanicos sao comercializados em lojas especializadas, o que
torna seu valor de mercado superior ao dos produzidos de forma convencional, e, por
ISSso mesmo, proporciona reducdo de percentual de consumidores que podem ter

acesso a alimentos considerados mais saudaveis(PENTEADO, 2003).

No Brasil, 0 acesso da populacéo a esse tipo de alimentos € facilitado pela
comercializacdo desses alimentos em feiras locais, o acesso a alimentos de maior
gualidade nutricional. feiras especializadas e eventos de divulgacdo do produto em
feiras regionais, principalmente; é relevante destacar que tal facilidade de acesso pela
populacdo € amplamente benéfica aos produtores e comerciantes e principalmente

ao consumidor.

Embora possam apresentar precos, em comparacdo com os produzidos em
larga escala, um pouco maiores, € dado que o investimento em melhores alimentos,
a longo prazo, é valido e relevante a ingestdao de alimentos que ndo contenham

agrotoxicos em concentracdes que possam ser prejudiciais ao consumidor.
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2.1 Hortalicas

Majoritariamente, a producdo de hortalicas é realizada em pequenas
propriedades familiares tanto para subsisténcia quanto para finalidade de
comercializacdo, embora producado seja limitada pela area. O aumento do interesse
da populacéo por fontes alimenticias mais saudaveis, consequentemente, a fonte de
vitaminas, sais minerais e fiboras (MONTEZANO et al., 2014) o que leva a populagéo

a buscar produtores que contemplem as diretrizes de produgéo organica.

Como apresentado por Amaro et al. (2007, pp. 1-2), a definicdo de hortalicas

é dada como:

[...] plantas de consisténcia herbacea, geralmente de ciclo curto e tratos
culturais intensivos, cujas partes comestiveis sdo diretamente utilizadas na
alimentacdo humana, ou seja, in natura ou com pouco processamento.
Fornecem folhas, hastes, flores, frutos, raizes e outras partes que sdo
utilizadas na alimentacéo, cruas ou cozidas. As hortalicas complementam a
alimentacéo basica pois sao importantes fontes de vitaminas, sais minerais e
fibras, além de apresentarem valor medicinal. Assim, a producao e utilizacdo
das hortalicas é importante como alternativa para a agricultura familiar, tanto
pelo fornecimento de nutrientes, como pela facilidade de adaptagcédo a essa
pratica, principalmente por demandar mais mao-de-obra e menos area.

Como apresentado na Tabela 1, ha uma variedade de hortalicas,
compreendidas em um grande grupo, com mais de 70 espécies, as quais, foram

separadas pelo seu tipo e caracteristicas:
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Tabela 1: Tipos e exemplos de hortalicas.
Tipo de hortalica Exemplo
Folhosas alface, almeirdo, agrido, espinafre, couve, cebolinha, salsa, ricula
Flores couve-flor, couve brécolos
Frutos berinjela, jild, abdbora, quiabo, chuchu, tomate, pimentdo, pepino
Tubérculos batata; cara
Raizes cenoura, beterraba, rabanete, nabo, batata-doce
Bulbos cebola, alho
Rizomas inhame
Hastes aspargo, aipo ou salséo
Condimentos cebolinha, coentro, pimenta, salsa, manjericdo, hortela

Fonte: adaptado de Amaro et al., (2007, p. 2).

Dentre as hortalicas buscadas para a realizagdo deste estudo, o tomate
apresenta relevancia devido ao seu amplo alcance, grande consumo pela populacao
e sua alta produtividade; o que amplia, assim, a extensdo e aplicabilidade deste
estudo. As Figura 1 e Figura 2 apresentam os dados de producdo mundial em
toneladas e a area de plantio em hectares, por paises, de tomate e, na Tabela 2 a
producdo mundial em toneladas dos principais produtores.

Tabela 2. Producéo Mundial de Tomate em toneladas e area de plantio.?

Posicao Pais Producéo (ton) Area (ha)
1°. China 62.869.502 1.086.771
2°. fndia 19.007.000 781.000
30, Turquia 12.841.990 181.488
40, Estados Unidos da América 10.858.990 110.760
50, Egito 6.751.856 173.276
6°. Italia 5.252.690 91.410
7°. Republica Islamica do Ira 5.248.904 12.1203
8°. Espanha 5.000.560 56.940
e, México 4.271.914 87.917
10°. Brasil 3.917.967 54.537

Demais Paises 44,744,956 2.285.243
Total 180.766.329 5.030.545

Fonte: Food and Agriculture Organization (FAO), disponivel em http://knoema.com/FAOPRDSC2020/production-
statistics-crops-crops-processed, acesso em 20/04/2021.

2 Até a data da elaboracdo deste estudo os dados de produgdo mundial no ano de 2020 n&o foram
disponibilizados pela FAO (Tabela 2, Figura 1 e Figura 2).
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Figura 1: Produg&o mundial de tomates por pais em toneladas.
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Fonte: Food and Agriculture Organization (FAO), disponivel em https://knoema.com/FAOPRDSC2020/production-
statistics-crops-crops-processed?item=1001600-tomatoes&action=export&gadget=visualization — acessado em
20/04/2021.

Figura 2:  Area de plantio de tomate em hectares por pais em toneladas.
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Fonte: Food and Agriculture Organization (FAO), disponivel em https://knoema.com/FAOPRDSC2020/production-
statistics-crops-crops-processed?item=1001600-tomatoes&action=export&gadget=visualization — acessado em
20/04/2021.
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2.1.1 Tomate (Solanum lycopersicum)

O tomate, Solanum lycopersicum, é cultivado mundialmente, originario da
costa oeste da América do Sul, tem seu cultivo sendo mais favoravel em regides com
temperatura moderada entre 15 e 19 °C e com chuvas pouco intensas, além disso é
importante destacar que tomateiro € uma solanacea herbacea, de caule flexivel e que
€ incapaz de suportar o peso dos frutos (DOSSA; FUCHS, 2017).

O tomate é um fruto que tem uma vida Util pds-colheita relativamente curta,
possui alto valor nutricional, constituido também por diferentes tipos de
micronutrientes: antioxidantes, licopeno, B-caroteno, vitamina C, polifendis e cofatores
de enzimas antioxidantes (BEECHER, 1998; ZAPATA et al., 2008).

Os tomates comumente destinados ao consumo in natura, pode ser separado
em quatro grandes grupos, cereja, santa cruz, italiano e salada. Dos quais os tomates
de interesse desse estudo, cereja (Figura 3) e italiano (Figura 4), sdo apresentados

pela Companhia Nacional de Abastecimento, Conab, (2019, p. 8) como:

[...] Cereja: As variedades apresentam frutos pequenos, com pencas de 12 a
18 cachos, formato periforme e coloracdo vermelha a amarela, com elevados
teores de solidos soluveis. Utilizados na ornamentacao de pratos e couvert,
este grupo vem apresentando grande demanda pelos consumidores,
alcancando precos compensadores no mercado. [...]

[...] Italiano: Frutos compridos (7 — 10 cm), em alguns casos pontiagudos e
oblongos. Polpa espessa com coloracéo intensa, firmes e saboroso. Utilizado
principalmente para molhos, podendo ainda fazer parte de saladas. Embora
se tenha observado aumento frequente na demanda, muitos consumidores
ainda ndo o conhecem. [...]
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Figura3:  Foto ilustrativa com t

omate cereja (Solanum lycopersicum var. cerasiforme)

e O]y PN

Fonte: Agro 2.0, disponivel em https://i0.wp.com/files.agro20.com.br/uploads/2020/04/Tomate-cereja-
2.jpg?w=1024&ssl=1, acessado em 03/03/2021.

Figura4:  Foto ilustrativa do tomate italiano (Solanum lycopersicum ‘Roma’).
\N 5 d e LN

e . N ]
Fonte: Agro 2.0, disponivel em https://i2.wp.com/files.agro20.com.br/uploads/2020/06/Tomate-italiano-
1.jpg?resize=600%2C338&ssl=1, acessado em 20/04/2021

Complementarmente, o tomate tem ganhado espaco no mercado, e,
consequentemente, ha o aumento da sua producéo, representada através da Figura
5, na qual ha o grafico da producgéo de tomates em milhdes de toneladas no territorio

brasileiro.
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Figura5:  Producéo de tomates em milhfes de toneladas no Brasil — 1961 a 2019.

Producgdo em Milhdes de Toneladas
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00 3,50 4,00 4,50

1961 wwssm 0,39

1962 W= 0,49

1963 W 0,50

1964 W 0,55

1965 W 0,58

1966 w——————— 0,68

1967 w———— 0,74

1968 w————— 0,78

1969 WE——— 0,70

1970 w————— 0,76

1971 w——————— 0,82

1972 w———— 0,89

1973 W 0,81

1974 e 1,14

1975 W 1,05

1976 W 1 17

1977 E—— 1,30

1978 W 1,46

1979 W 1,50

1980 W 1 54

1981 W | 45

1982 W 1,74

1983 W 1 55

1984 W 1 82

1985 N 1,93

1986 N 1,84

1987 I 2 04

1988 N 2 10

1989 N ? 17

1990 W 2 26

1991 W 2 34

1992 W 2 14

1993 I 2 35

1994 W 2 69

1995 N 2 72

1996 W 2 65

1997 I ? 72

1998 I 2 78

1999 I 3,31

2000 | 3,00

2001 W 3,10

2002 e 3 65

2003 | 3 71

2004 R —— 3 52

2005 I 3,45

2006 W 3,36

2007 e 343

2008 e 3 87

20000 |1 4 31
2010 T 411
2001 1] 42
2012 I ————— 3, 87

2013 e 4,19
2014 I~ 4,30
2015 e 419
2016 417
2017 e 4,23
2018 I 413
2019 W 3 92

Ano de publica¢do dos dados.

Fonte: Food and Agriculture Organization (FAO), disponivel em http://knoema.com/FAOPRDSC2020/production-
statistics-crops-crops-processed, acesso em 20/04/2021
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O fruto do tomateiro possui em sua composi¢ado de 93 a 95% de agua. Nos 5

a 7% restantes, encontram-se compostos inorganicos, acidos organicos, acucares,

sélidos insoluveis em alcool e outros compostos (SILVA, J. B. C. Da et al., 2006),

conforme a apresentacéo detalhada nas tabelas abaixo (Tabela 3 e Tabela 4).

Tabela 3:  Principais componentes do tomate Solanum lycopersicum — valores referentes a cada 100
g.
COMPOSICAO VALOR
Agua 94,52 g
Valor energético (kcal) 16,00 kcal
Valor energético (kJ) 74 kJ
Proteina 0,88 g
Gorduras totais 0,209
Cinzas 0,509
Carboidratos 3,899
Fibra alimentar 1,40 ¢
Monossacarideos 2,639
Glicose 1,49 ¢
Frutose 1,379

Fonte adaptado de (HAYTOWITZ et al., 2014)

Tabela 4. Composicdo mineral do tomate Solanum lycopersicum — valores referentes a cada 100 g.
Composicéo
Calcio 10,00 mg
Ferro 0,27 mg
Magnésio 11,00 mg
Fésforo 24,00 mg
Potéssio 237,00 mg
Saédio 5,00 mg
Zinco 0,17 mg
Cobre 0,059 mg
Manganés 0,114 mg

Fonte: adaptado de (HAYTOWITZ, 2014).
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2.2 Fertilizantes

De acordo com a legislacdo brasileira Decreto n® 4.954, de 14 de janeiro de
2004, no Regulamento da Lei no 6.894, de 16 de dezembro de 1980, (2006), [...] Art.
2°, inciso Il — fertilizantes sdo substancias minerais ou organicas, naturais ou

sintéticas, fornecedoras de um ou mais nutrientes das plantas [...].

Os quais sao qualificados de acordo com sua composi¢cdo, em: fertilizante
mineral, fertilizante organico, fertilizante mononutriente, fertilizante binario, fertilizante
ternario, fertilizante com outros macronutrientes, fertilizante micronutrientes,
fertilizante mineral simples, fertilizante mineral misto, fertilizante, mineral complexo,
fertilizante orgéanico simples, fertilizante organico misto, fertilizante organico composto

e fertilizante organomineral (BRASIL, 2006).

A constituicdo de cada um dos tipos de fertilizantes supracitados €

apresentada na Tabela 5:

Tabela 5:  Tipos de fertilizantes e a natureza de sua composicéo.
Tipo de fertilizante Natureza da composicéo do fertilizante

Produto de natureza fundamentalmente mineral, natural ou sintético, obtido
Mineral por processo fisico, quimico ou fisico-quimico, fornecedor de um ou mais
nutrientes de plantas

Produto de natureza fundamentalmente organica, obtido por processo fisico,
quimico, fisico-quimico ou bioquimico, natural ou controlado, a partir de
matérias-primas de origem industrial, urbana ou rural, vegetal ou animal,
enriquecido ou ndo de nutrientes minerais

Organico

Mononutriente Produto que contém um sé dos macronutrientes primarios

Binario Produto que contém dois macronutrientes primarios

Ternario Produto que contém os trés macronutrientes primarios
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Com Qutros
Macronutrientes

Micronutrientes

Mineral Simples

Mineral Misto

Mineral Complexo

Organico Simples

Organico Misto

Organico
Composto

Organomineral

Produto que contém os macronutrientes secundarios, isoladamente ou em
misturas destes, ou ainda com outros nutrientes

Produto que contém micronutrientes, isoladamente ou em misturas destes, ou
com outros nutrientes

Produto formado, fundamentalmente, por um composto quimico, contendo um
ou mais nutrientes de plantas

Produto resultante da mistura fisica de dois ou mais fertilizantes minerais

Produto formado de dois ou mais compostos quimicos, resultante da reacgao
guimica de seus componentes, contendo dois ou mais nutrientes

Produto natural de origem vegetal ou animal, contendo um ou mais nutrientes
de plantas

Produto de natureza orgénica, resultante da mistura de dois ou mais
fertilizantes organicos simples, contendo um ou mais nutrientes de plantas;

Produto obtido por processo fisico, quimico, fisico-quimico ou bioquimico,
natural ou controlado, a partir de matéria-prima de origem industrial, urbana
ou rural, animal ou vegetal, isoladas ou misturadas, podendo ser enriquecido
de nutrientes minerais, principio ativo ou agente capaz de melhorar suas
caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas;

Produto resultante da mistura fisica ou combinacao de fertilizantes minerais e
organicos;

Fonte: adaptado de Decreto n°® 4.954, de 14 de janeiro de 2004, no Regulamento da Lei no 6.894, de 16 de
dezembro de 1980, (BRASIL, 2006, Art. 2°, inciso II).

Como definido pelo Decreto n° 4.954, de 14 de janeiro de 2004, no
Regulamento da Lei no 6.894, de 16 de dezembro de 1980, (BRASIL, 2006, Art 2°)
[...] XIV — nutriente: elemento essencial ou benéfico para o crescimento e produgéo
dos vegetais, [...] e a subdivisdo destes nutrientes e os elementos que compdem sua

classificacdo séo apresentados na Tabela 6:
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Tabela 6:  Subdivisdo de nutrientes e os elementos de sua classificagéo.
Subdivisdo de nutrientes Elementos

Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K), expressos nas formas
Macronutrientes Primarios de Nitrogénio (N), Pentoxido de Fésforo (P20s) e Oxido de
Potéassio (K20);

Célcio (Ca), Magnésio (Mg) e Enxofre (S), expressos nas formas
de Calcio (Ca) ou Oxido de Célcio (Ca0), Magnésio (Mg) ou
Oxido de Magnésio (MgO) e Enxofre (S)

Macronutrientes
Secundéarios

Boro (B), Cloro (CI), Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn),
Molibdénio (Mo), Zinco (Zn), Cobalto (Co), Silicio (Si) e outros
elementos que a pesquisa cientifica vier a definir, expressos nas
suas formas elementares;
Fonte: adaptado de Decreto n° 4.954, de 14 de janeiro de 2004, no Regulamento da Lei no 6.894, de 16 de
dezembro de 1980, (BRASIL, 2006, Art. 2°, inciso XIV)

Micronutrientes

No processo de fabricacdo de fertilizantes minerais, séo utilizados minérios
especificos, nos quais, em sua composi¢cdo ha maior concentracdo dos elementos
guimicos de interesse. A obtencao e aplicacdo desses minérios, i.e., matéria-prima de
fertilizantes minerais, deve atender a critérios determinados pelo MAPA, que séo

introduzidos pela Instrucdo Normativa N° 39, de 8 de agosto de 2018.

Na Tabela 7, sdo apresentadas as matérias-primas utilizadas e o percentual
de elementos que estdo presentes nos minérios que sao extraidos para a fabricacao

de fertilizantes.

Tabela 7: Minérios concentrados autorizados para fabricagcdo de fertilizantes complexos
fornecedores de micronutrientes

MATERIA-PRIMA

Concentragéao Minério utilizado na
(% m/m) obtencéo do fertilizante
Cuprita
Minério concentrado de Cobre 8% de Cu Malaquita
Calcopirita
Rodocrisita
Minério concentrado de Manganés 15% de Mn Pirocroita
Piroluzita
Minério Concentrado de Molibdénio 8% de Mo Molibdenita
Willemita
Herminorfita
Minério Concentrado de Zinco 10% de Zn Hidrocincita
Smithsonita
Esfarelita

Fonte: adaptado de (MAPA, 2017).
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2.3 Sistema de Producédo Orgéanica

O sistema de producéo organica é aquele que visa melhorias nas condi¢ces
de sustentabilidade em todo o seu processo, proporcionando a otimizagdo dos
recursos naturais e socioeconémicos respeitando a integridade cultural das
comunidades rurais (BRASIL, 2003).

Conforme a Lei N° 10.831 de 23 de dezembro de 2003, o sistema organico de

producao agropecuaria é definido por:

[...] Art. 1° Considera-se sistema orgéanico de producdo agropecudria todo
aquele em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacéo do uso
dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e 0 respeito a
integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a
sustentabilidade econdmica e ecoldgica, a maximizacdo dos beneficios
sociais, a minimizacdo da dependéncia de energia ndo renovavel,
empregando, sempre que possivel, métodos culturais, bioldgicos e
mecanicos, em contraposicdo ao uso de materiais sintéticos, a eliminacao do
uso de organismos geneticamente modificados e radiacBes ionizantes, em
qgualquer fase do processo de producéo, processamento, armazenamento,
distribuicdo e comercializacéo, e a protecdo do meio ambiente [...] (BRASIL,
2003).

2.3.1 Adubacao no sistema organico de producéo

A adubacédo apresenta como principal objetivo a ativacdo e manutencéo da
vida no solo através da reposi¢do dos nutrientes e, assim, o0s ciclos biogeoquimicos

naturais podem ser ativados e otimizados (ANVISA, 2003).

Como apresentado no Manual de Adubacédo e Calagem elaborado pela

Comissao de Quimica e Fertilidade do Solo:

[...] A adubagdo orgénica é a aplicagdo ao solo de materiais organicos,
constituidos por residuos (vegetais, animais, urbanos e industriais) e por
adubos verdes. J4 a agricultura organica é um método de producao, tal como
a agricultura convencional. [...] Tanto a agricultura orgénica como a
convencional propdem um desenvolvimento agricola sustentavel, visando
manter a capacidade produtiva do solo a longo prazo e a preservacdo dos
recursos naturais. Geralmente apregoa-se que o0s alimentos produzidos
organicamente sdo mais naturais, mais saudaveis ou mais nutritivos que os
produzidos convencionalmente, no entanto os trabalhos de pesquisa no
assunto ainda ndo comprovaram tal fato. [...] (CQFS-RS/SC, 2004, p. 114).
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Assim também, como discutido por Oliveira et al., (2004), sobre o uso de

compostagem em sistemas agricolas organicos, a adubac&o organica é benéfica ao

fortalecer a nutricdo do solo, melhora o aproveitamento dos adubos minerais, promove

a solubilizagcdo de nutrientes em solos minerais, melhora a granulagdo do solo,

aumenta a atividade microbiana no solo, eleva a capacidade de troca catibnica no

solo, melhora a capacidade de tamponamento do sol e reduz a toxidez por pesticidas

e de outros agrotoxicos.

Na Tabela 8 sdo apresentados os tipos de fertilizantes organicos e exemplos

destes.

Tabela 8:  Tipos de fertilizantes orgénicos.

Tipos de fertilizantes orgénicos

Orgénicos Simples

Fertilizante de origem animal ou vegetal. Exemplos: estercos animais, torta
de mamona, borra de café.

Orgéanicos Mistos

Produto da mistura de dois ou mais fertilizantes orgénicos simples. Exemplo:
cinzas (fonte principalmente de potassio (K)) + torta de mamona (fonte
principalmente de nitrogénio (N)).

Orgénicos
Compostos

Fertilizante ndo natural, ou seja, obtido por um processo quimico, fisico,
fisico-quimico ou bioquimico, sempre a partir de matéria-prima organica,
tanto vegetal como animal. Pode ser enriquecido com nutrientes de origem
mineral. Exemplos: composto organico, vermicomposto (himus de minhoca)

Organominerais

N&o passam por nenhum processo especifico, sdo simplesmente o produto
da mistura de fertilizantes organicos (simples ou compostos) com
fertilizantes minerais. No caso especifico da agricultura organica, estes
fertilizantes minerais a serem misturados devem ser naturais (n&o
processados quimicamente) e de baixa solubilidade, permitidos pela
legislacdo para producao organica de alimentos.

Fonte: extraido e adaptado de Circular Técnica EMBRAPA (SOUZA; ALCANTARA, 2008, pp. 1-2).
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2.4 Micronutrientes

Micronutrientes sdo 0s elementos que sdo encontrados e necessarios ao
crescimento dos organismos, embora sejam necessarios em baixas concentracdes,
sdo essenciais para que processos metabolicos ocorram. Para que haja o
desenvolvimento metabdlico das plantas, é necessario que além dos macronutrientes,
gue 0s micronutrientes estejam presentes, em baixas concentracdes, de modo que
possibilitem a atuacdo nas funcBes metabdlicas, sejam essas primarias ou
secundéarias (BROETTO et al., 2017; ZUNIGA et al., 2017).

Embora estejam presentes em baixa concentragédo, cada um dos nutrientes
apresenta funcdes cruciais no desenvolvimento das plantas, como genericamente

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9:  Principais funcdes dos micronutrientes de plantas.

Micronutriente Funcéo

Cobre (Cu)

Ferro (Fe)
Manganés (Mn)

Niguel (Ni)

Cobre (Cu)

Ferro (Fe) Envolvimento no transporte de elétrons na fotossintese
Manganés (Mn)
Manganés (Mn)

Zinco (Zn)
Manganés (Mn)
Molibdénio (Mo) Envolvimento na tolerancia ao estresse

Zinco (Zn)

Boro (B)

Cobre (Cu) Envolvimento no crescimento reprodutivo (inducédo ao
Manganés (Mn) florescimento, polinizacdo, estabelecimento do fruto)

Zinco (Zn)

Boro (B)
Zinco (Zn)
Fonte: adaptado de Micronutrientes na fisiologia de plantas: fungdes, absor¢cdo e mobilidade (KIRKBY; ROMHELD,
2007)

Constituinte de enzimas (metaloproteinas)

Ativacdo de enzimas

Constituinte de paredes celulares e membranas
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2.4.1 Agentes interferentes na disponibilidade de micronutrientes

Embora o estudo do solo ndo tenha sido objeto de estudo dessa tese, é
relevante abordar as principais varidveis que possam implicar no aumento ou

diminuicdo da absorcao de nutrientes pelas plantas.

Como apresentado por Malavolta, (1989), ha fatores internos? e externos* que
podem influenciar a disponibilidade de nutrientes as plantas pelo solo e sua absorcéo.
Dentre os fatores externos sdo destacados a disponibilidade de nutrientes, dentre

eles:

i.  Umidade: responsavel, principalmente, pela disponibilizacdo de alguns
elementos como nitrogénio, enxofre e boro, contidos na matéria
organica, que passam para a solucéo do solo através da mineralizacao;

ii. Aeracdo: onde h& a transformacdo da matéria organica, por

microrganismos, ao oxidar NH; a NH3 e S% a SO‘Z{, gue séo as formas
absorvidas pelas plantas; em contrapartida diminui a disponibilidade de
ferro, ao oxidar a forma ferrosa a férrica;

iii.  Matéria organica: ajuda a manter a disponibilidade de H,PQO,4, assim
como, os cations K, Ca’* e MgZ+, que ficam disponiveis na forma
trocavel;

iv.  pH: fator que, isoladamente, € um dos maiores influenciadores a
disponibilidade; no qual, na faixa de pH de 6,0 a 6,5, ou o0 elemento se
apresenta com disponibilidade maxima (macronutrientes) ou afastada

do minimo (micronutrientes).

3 Discutido no livro de Malavolta, (1989), os fatores internos estdo relacionados as estrutura da planta,
dentre eles o fator genético, onde, (I) a informacao contida no DNA da planta determina a velocidade
de absorcao dos nutrientes do solo, (Il) o estado idnico interno, que diz respeito a limitagéo da raiz em
absorver certa quantidade de nutrientes, (Ill) o nivel de carboidratos respiraveis que séo a fonte de
energia para o processo de absor¢do, (IV) a intensidade transpiratéria, que, indiretamente, interfere
na intensidade no qual os nutrientes sdo absorvidos pelas raizes, pelo xilema, aumentando também
a quantidade de agua, e, (V) a morfologia da raiz, no qual a sua estrutura e sua area de distribui¢cdo
no solo podem favorecer ou dificultar a absor¢édo de nutrientes.

4 Também discutidos por Malavolta (1989), ha, outros fatores que devem ser levados em consideragdo
como: (I) a temperatura, (Il) a velocidade de absorcéo de cada elemento, (lll) as micorrizas, que s&o
as associagdes entre fungos e raizes, que aumenta a superficie de exposi¢éo das raizes, aumentando
a absorcao dos elementos e (V) arizosfera, que € a area na qual o solo e as raizes das plantas entram
em contato.
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7

Uma importante observacdo € a interferéncia na disponibilidade de

micronutrientes no solo, em relacdo ao seu pH, que, como apresentado na Figura 6,

mostram que na faixa de pH 5,0 a 6,0, ha maior disponibilidade dos elementos Al, Cu,

Fe, Mn e Zn.

Figura 6: Disponibilidade de micronutrientes no solo em relacdo ao seu pH.

Cobre <
Manganés 7~
Zinco AL, /2 maioria
7+ das
- -
< culturas

Faixa
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Aluminio

\ Molibdénio

Cloro

Fdésforo

Nitrogénio
. Enxofre
Boro

Potassio N

Calcio
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6,5 7,0
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8,0

Fonte: Extraido de (POTAFOS, 1998, p. 28 adaptado de MALAVOLTA; VITTI; OLIVEIRA, S. A. DE, 1997, p. 31)

Na rizosfera, o pH pode divergir em mais de duas unidades em relacédo ao

restante do solo, em razdo das excrec¢des de H* quando cations sdo mais absorvidos
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gue anions. Essa acidificagdo promove a maior disponibilidade de Fe, Cu, Mn e Zn
(MALAVOLTA, E.; VITTI, G. C.; OLIVEIRA, 1989).

Assim, a calagem do solo, que é consiste na corre¢cao do pH do solo através
da aplicacao de calcério (carbonato de célcio e carbonato de magnésio) sobre o solo,
a fim de promover a neutralizacdo do aluminio livre no solo, e assim, precipita-lo.
Consequentemente, através da correcdo do pH do solo, ha a diminuicdo da
disponibilidade de Al, Mn e Fe no solo, em contrapartida, a fornece calcio (Ca) e
magneésio (Mg), auxilia a fixacao de fosforo (P) e aumenta a eficiéncia dos fertilizantes
(LOPES, A. S. et al., 1991).
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2.5 Pré-tratamento de amostras

Os procedimentos envolvidos na analise de uma amostra devem levar em
consideragao processos que o antecedem, a fim de que haja a melhor abordagem
instrumental e metodoldgica. Assim, a etapa do preparo da amostra é crucial para a
eficiéncia e cumprimento dos objetivos de um estudo. E necessario, assim, levar em
consideracao as caracteristicas fisico-quimicas da amostra é fundamental para a uma
decomposicéo eficiente (ROCHA et al., 2016).

Dentre as etapas que sucedem a analise quimica, a secagem, moagem e a
decomposicdo da amostra, i.e., a digestao por via Umida assistida por radiagdo micro-

ondas; etapas importantes para esse estudo.

2.5.1 Secagem

No decorrer das etapas envolvidas no processo de preparo de amostra, para
gue a andlise quimica seja realizada, o processo de secagem de amostras apresenta
um papel fundamental, principalmente, para amostras organicas. A secagem
possibilita que haja a prevencdo das amostras pela inibicdo da atividade microbiana
evitando, assim que a decomposi¢cdo da amostra e, proporciona, também, que os
resultados analiticos sejam apresentados em massa seca (SANTOS JUNIOR et al.,
2016).

De acordo com o tipo de amostra, a temperatura € determinada com a
finalidade de preservar a amostra e garantir que ndao haja perdas de elementos por
volatilizagdo. Em amostras inorganicas, i.e., rochas, solos, minérios e sedimentos, a
secagem pode ser realizada em temperatura de até a 105 °C; amostras de materiais
biolégicas e vegetais sdo, geralmente, secas em estufa, entre 60 a 65 °C, com
circulacdo forcada de ar; e amostras que haja interesse na determinacao de espécies
quimicas altamente volateis a 40 °C (SANTOS JUNIOR, 2016).

Outrossim, o tempo de secagem depende da quantidade de agua presente
em cada amostra e, deve ser levada em consideracdo de modo que haja o

acompanhamento da massa dessa amostra e que esta apresente constancia nas suas
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medi¢cdes. Em amostras vegetais, é recomendado que a secagem seja realizada a 65
°C no intervalo de 45 a 72 horas, de modo que haja a preservacdo de espécies
quimicas volateis (SANTOS JUNIOR, 2016).

Durante o processo de secagem de alimentos, ocorrem mudancgas quimicas
e fisicas que alteram, inicialmente, sua cor e textura. Dentre essas mudancas
guimicas, podem ocorrer: 0 escurecimento enzimatico ou ndo enzimatico, reacdes de
oxidacao de vitaminas e a degradacao de pigmentos; e quanto as alteracdes fisicas,

ocorre o encolhimento e formacéo de uma capa dura (CELESTINO, 2010).

O processo de escurecimento enzimatico €, predominantemente, constituido
pelas polifenoloxidases®, ocorrendo em vegetais que nédo foram pasteurizados ou
branquejados, ocorrendo em processos de secagem cuja temperatura ndo seja
suficiente nada inativar as enzimas (CELESTINO, 2010). Processo que causa 0
aparecimento de cheiros estranhos, escurecimento do vegetal e lignificacéo da parede
celular (SILVA, M. V. DA et al., 2009).

No processo de escurecimento ndo-enzimatico, estdo envolvidos
aminoacidos e acucares redutores relacionados na formacgéo de melanoidinas; esse
processo tem inicio em a partir de 70 °C. O escurecimento estd também relacionado
aos tipos de acucares presentes, como mostrado por Celestino (2010, p. 37), [...]
Hexoses (monossacarideos com seis carbonos — glicose e frutose) sdo mais reativas

gue dissacarideos (sacarose e lactose) [...].

Por fim, quanto as mudancas fisicas, ha o encolhimento do vegetal, podendo
esse apresentar a formacédo de fendas, rachaduras ou uma estrutura do tipo colmeia
ou capa dura. Consequéncias da velocidade se secagem, relacionada a temperatura
aplicada; i.e., quando ocorre rapidamente, em temperaturas mais altas, o
encolhimento é maior e sua estrutura se apresenta, predominantemente, oca; em

menores temperaturas, é mais densa e concava (CELESTINO, 2010, p. 40).

5 Como definido por Silva (2009, p. 85): [...] As polifenoloxidases (PPO) (1,2 benzenodiol: oxigénio éxido-
redutase) sdo denominadas frequentemente de tirosinase, polifenolase, fenolase, catecol oxidase,
creolase ou catecolase, dependendo dos substratos utilizados na reacdo de escurecimento dos
tecidos vegetais [...].
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2.5.2 Moagem

A fim de garantir que, para a realizacdo de uma analise quimica, haja
homogeneidade das amostras, é frequentemente necessario que as amostras sejas
submetidas ao processo de moagem, que, ao diminuir o tamanho das particulas
proporciona, consequentemente, 0 aumento da relacdo de area superficial e 0 volume
da solucdo, facilitando, assim, o processo de dissolucdo, digestdo e de extracao
(SANTOS JUNIOR, 2016).

Dentre os modelos de moinhos existentes, sdo fundamentados nos principios
de presséao (e.g. moinho de tipo triturador oscilante/vibratorio ou de martelo), friccdo
(e.g. moinhos do tipo almofariz), impacto (e.g. moinhos centrifugos e moinhos de
energia fluida; moinhos de disco ou pinos; moinhos com bolas, moinhos de mistura e
moinhos criogénicos), cisalhamento (e.g. moinhos centrifugos e moinhos com rotor de
impacto) e corte (e.g. moinhos de facas, processadores e liquidificadores) (SANTOS
JUNIOR, 2016, pp. 110-111); que s&o utilizados de acordo com o tipo de amostras
estudadas.

Através do processo de moagem, é possivel realizar a quebra de estruturas
solidas, i.e., de acordo com o seu principio de funcionamento ha a producdo de
particulas menores, e.g., em moinho analitico, na qual uma superficie em alta
velocidade, i.e., lamina de impacto, se choca contra as amostras, consequentemente,

0S sucessivos impactos produzem particulas cada vez menores.

2.5.3 Decomposicdo de amostras por via Umida assistida por radiacao

micro-ondas

A técnica de decomposicdo de amostras utilizando a radiagdo por micro-
ondas teve inicio em 1975 e, a partir da década de 90 houve um aumento exponencial
do uso de radiacdo micro-ondas no preparo de amostras, que foi possivel,
principalmente, apds o desenvolvimento de frascos a base de fluoropolimeros que
permitiram a decomposi¢cao de amostras em altas temperaturas e pressao (MORAES
et al., 2016).

Como explicado por Moraes et al., (2016, p. 315),
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[...] acom a consolidac&o das técnicas de espectrometria éptica e de massas,
com capacidade multi-elementar e elevada sensibilidade, exigiu avancos
significativos das técnicas de preparo de amostras no que se refere a reducao
do tempo de decomposicao e qualidade de reagentes [...]

A radiacdo micro-ondas € um tipo de energia radiante caracterizada como
radiacdo eletromagnética, ndo ionizante, na qual, a interacdo do componente elétrico
da onda de radiagcao micro-ondas resulta em movimento molecular pela migracao de
elétrons ou rotacdo de dipolos. Essa interacdo ndo causa mudancas estruturais
moleculares, pois nessa frequéncia®, ndo ha energia suficiente para que haja a quebra

de ligacdes quimicas.

Consequentemente, os processos de migracdo idnica e rotacdo de dipolos,
resultam em um processo de aquecimento localizado, causado pela oscilacdo de do
campo elétrico na frequéncia de radiacdo micro-ondas induzindo um novo
alinhamento de moléculas dipolares e alteracdo da trajetéria dos ions em solucéo;
assim ha a dissipacéo da energia micro-ondas na forma de calor, resultando, assim,
no aquecimento da solucdo (MORAES, 2016, pp. 318-320).

O investimento na pesquisa tem proporcionado a evolugao e aprimoramento
da instrumentacdo utilizada no processo de decomposi¢cdo de amostras. Dentre os
fornos de radiacdo micro-ondas, ha os tipos monomodo, em que € possivel a formacéo
de ondas estacionarias de mesma amplitude, mas que oscilam em direcOes
diferentes; multimodo, em que a liberagéo da radiacdo micro-ondas acontece através
de uma cavidade, i.e., guia de onda, que permite a utilizacdo de multiplos frascos de
decomposicdo; e, multimodo direcionado, que é a combinacdo dos sistemas
monomodo e multimodo, i.e., possibilita a irradiagdo mais homogénea através de uma
cavidade compacta (MORAES, 2016, pp. 327-328).

Dentre os modelos disponiveis e as suas particularidades, em relacdo a
tecnologia de cada fabricante, o modelo Speedwave Four da Berghof, utilizado neste
estudo, possui um sistema éptico de medicdo de temperatura e pressao, na qual a
temperatura € medida através de um sensor que opera na regidao do infravermelho

médio e a pressédo através de um feixe de luz polarizada incidida sobre um dispositivo

6 Frequéncia da radiagdo micro-ondas: 2,45 GHz, comprimento de onda 12,2 cm e energia 10 eV,
(MORAES, 2016, p. 319)
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de vidro, ao qual, o seu deslocamento por agéo da pressédo, desviando o feixe de luz,

permite a medicdo da pressdo com precisdao (MORAES, 2016, p. 331).

A utilizacdo de frascos fechados no processo de decomposicéo por radiagéo
de micro-ondas apresentas vantagens em relagéo ao sistema com frascos abertos,
pois possibilita 0 aumento da temperatura e pressdo, promovendo a decomposicao
completa da matriz. Como apresentadas por Moraes et. al. (2016, p. 338), dentre as

vantagens em relagéo ao sistema aberto, estdo:

i. Maior eficiéncia na decomposi¢cao devido ao uso de temperaturas
superiores as temperaturas de ebulicdo dos acidos;
ii. Risco reduzido de perdas de analitos por volatilizacao;
iii. Risco reduzido de contaminacgBes devidas ao ambiente de trabalho;
iv. Menor consumo de reagentes.

Outrossim, a utilizacdo de acidos para a decomposicdo da amostra em
sistema fechado, apresenta a vantagem da regeneracdo do &acido, como quando
utilizado &cido nitrico (HNO3) e peroxido de hidrogénio (H202). O H202 atua como
oxidante da matéria organica e, o seu uso combinado com HNOz apresenta vantagens
na manutencdo da eficiéncia de decomposicdo da matriz, como apresentado na
Figura 7, na qual séo representadas as etapas do processo de regeneracao de HNOs,
as reacfes que envolvem H20:2 na oxidacdo da matéria organica, a decomposicao
térmica e a formacao de O: e oxidacdo de HNO2 a HNO3 (MORAES, 2016, pp. 352—
359).
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Figura7: Representacdo de um frasco fechado com as regeneracdes do HNOs na presenca de
H20:.

\ )

NO + O —NO,

< »CO,« >

H.0 »H, 0~

H,0;

Fonte: extraido de Moraes et al. (2016, p. 357, Figura 10.27).

E relevante, a esse sistema, o gradiente de temperatura no frasco, pois esse
fator garante que haja a condensacdo de NO:2 nas paredes do frasco de reacéo e,

assim, o seu retorno a mistura na forma de HNO3 (MORAES, 2016).

2.5.4 Espectrometria atobmica

7

Segundo Harris (2008), a espectrometria atbmica é a compreensdo dos
fendbmenos que envolvem a valéncia dos elétrons relacionados a decomposicdo de
uma substancia ou composto quimico em atomos através da mensuracdo das
radiacdes visiveis ou ultravioleta que sdo emitidas ou absorvidas pelos atomos de uma

substancia ao ser submetida e decomposta por chama, forno ou plasma.

Como discutido na revisdo de Bings et al. (2010), o principio de analise da
espectrometria atbmica se baseia no sinal gerado pela decomposi¢cédo da amostra por
fonte de aquecimento, dentre esses as técnicas de espectrometria de absorcao
atbmica, espectrometria de fluorescéncia atdbmica, espectrometria de emisséo

atdbmica, espectroscopia de dissolucao induzida por laser e a espectrometria de massa
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por plasma indutivamente acoplado e as suas varia¢des, sdo amplamente utilizadas

e aplicadas em diversas matrizes.

Dentre os estudos analisados para a escolha da técnica deste estudo, no
levantamento bibliografico, sdo apresentados os alguns trabalhos que demostram a

eficiéncia das técnicas aplicada a analise de micronutrientes em tomates.

2.5.5 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado

A espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES’), é uma técnica espectrométrica moderna e robusta amplamente utilizada em
pesquisas e rotinas laboratoriais. A necessidade de estudos e investigacao cujo
objetivo é a determinacdo multi elementar em matrizes nas quais as andlises sao
realizadas, podem necessitar que o0 seu alcance quantitativo seja na faixa de parte por
bilhdo (DONATI et al., 2017), a técnica € amplamente aplicada.

Como apresentado por Hou e Jones, (2000, p. 1):

[...] ICP OES é uma das ferramentas analiticas mais poderosas e populares
para a determinacéo de elementos de traco em varios tipos de amostras,
abrangendo desde pesquisas com alimentos e fertilizantes a materiais
sintéticos. A técnica é baseada na emisséo espontanea de fétons de atomos
e ions que foram excitados através de uma descarga de radio frequéncia (RF)

[

Para que seja garantido o bom funcionamento do equipamento € necessario
gue a amostra a ser submetida a analise esteja diluida em meio aquoso e livre de
particulados, o que contribui para a alta precisdo na determinacdo dentre uma ampla
faixa de concentracdo. Ressaltando, assim, que essa ferramenta analitica permite a
escolha de linhas de emisséo distintas para um mesmo elemento, possibilitando assim
gue haja a medicdo em diferentes concentracdes, e que haja analises sequenciais
multi elementares (BECKER, 2005; VINET; ZHEDANOV, 2011).

7ICP OES, sigla do inglés - Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
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Como apresentado na Tabela 10, apresenta ampla aplicacdo em diversas

areas de estudo, sendo também de grande valia a pesquisa e a inddstria.

Tabela 10; Levantamento das areas da aplicacao do ICP OES.

Cateqgorias Exemplos de amostras

Tecidos animais, bebidas, racdes, fertilizantes, alho, nutrientes,
Agricultura e alimentos pesticidas, materiais vegetais, farinha de arroz, solos, legumes e
farinha de trigo

Tecido cerebral, sangue, 0sso, figado bovino, fezes, peixe, leite em

Bioldaico e clinico X . " X
po, folhas de pomar, farmacéuticos, polen, soro e urina

Carvao, minerais, fésseis, combustivel féssil, minério, rochas,

Geolbgica . .
sedimentos, solos e agua

Salmouras, cinzas de carvdo, agua potavel, poeira, agua mineral,
Meio ambiente e agua aguas residuais municipais, banho de revestimento, lodo de
esgoto, escorias, agua do mar e solo

Ligas, aluminio, metais de alta pureza, ferro, metais preciosos,

Metais
soldas, aco e estanho
Adesivos, aminoacidos, anticongelantes, materiais de combustéo,
AL cosmeéticos, celulose de algodao, madeira seca, corantes,
Orgéanico -

elastdbmeros, epoxi, lubrificante, organometélico, organofosfatos,
Oleos, solvente organico, polimeros e aclcares

Acidos, carbono, materiais cataliticos, eletronicos, fibras, pelicula,
Outros materiais materiais de embalagem, tintas e revestimentos, fosfatos,
semicondutores e materiais supercondutores

Fonte: Extraido e adaptado de (HOU, 2000, p. 2) —tabela 1 — compilado de (ACETO et al., 2002; BOSS; FREDEEN,
1999; CAREY et al., 1992; DAVIS et al., 2006; KORN, M. Das G. A. et al., 2007; LINGE, 2005; MEIJA et al., 2004)

A técnica ICP OES é amplamente utilizada na determinacdo de metais e
metaloides em grande variedade de amostras, através dela € possivel determinar,
sequencialmente, até 70 (setenta) elementos, como apresentado na Tabela 11. O
principio da técnica é baseado na emissao atbmica, a partir de uma fonte de excitagéo,
o plasma de argbnio, o qual causa a emissao de radiacées em comprimentos de onda
especificos (DONATI, 2017; HOU, 2000; SKOOG et al., 2017).

Tabela 11: Lista de elementos que podem ser determinados por ICP OES.
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Metais alcalinos e

: Terras raras Metal de transicéo Outros
alcalinos terrosos
Cédmio (Cd)
Cobalto (Co)
Cobre (Cu)
Cromo (Cr)
Escandio (Sc) Alumino (Al)
Ferro (Fe) Antimdnio (Sb)
Hafnio (Hf) Arsénio (As)
Cério (Ce) Iridio (Ir) Bismuto (Bi)
Disprésio (Dy) itrio (Y) Boro (B)
- Erbio (Er) Lantanio (La) Bromo (Br)
I:'ISB;?I%((?BZZ)) Eurépio (Eu) Manganés (Mn) Carbono (C)
Calcio (Ca) Gadolinio (Gd) Mercurio (Hg) Cloro (CI)
Césio (Cs) Hélmio (Ho) Molibdénio (Mo) Enxofre (S)
Estroncio (Sr) Itérbio (Yb) Niébio (Nb) Estanho (Sn)
Litio (Li) Lutécio (Lu) Niquel (Ni) Fésforo (P)
Magnésio (Mg) Neodimio (Nd) Osmio (Os) Galio (Ga)
Potéssio (K) Praseodimio (Pr) Ouro (Au) Germanio (Ge)
Rubidio (Rb) Samério (Sm) Palédio (Pd) Indio (In)
Sédio (Na) Térbio (Th) Platina (Pt) lodo (1)
Toério (Th) Prata (AQ) Nitrogénio (N)
Tdlio (Tm) Rénio (Re) Paladio (Pb)
Uranio (V) Ruténio (Ru) Selénio (Se)
Tantalo (Ta) Silicio (Si)
Titanio (Ti) Télio (TI)
Torio (Th) Telurio (Te)
Tungsténio (W)
Vanadio (V)
Zinco (Zn)

Zircbnio (Zr)

Fonte: Extraido e adaptado de (HOU, 2000, p. 18, tabela 6).

Na literatura, ha diversos estudos no qual a técnica ICP OES foi aplicada,
dentre eles: no trabalho de Al-Musharafi et al., (2013), foi realizado o estudo no qual
foi investigado por ICP OES das concentragbes de metais pesados em solos de
tomateiros nos quais foram empregados efluentes de esgoto tratado aplicados a

irrigacao.

No estudo de Bressy et al., (2013), foi realizada a determinacdo das
concentracbes de elementos traco presentes em amostras de tomate de cultivo
organico e convencional, no qual foi notado que ha diferencas significativas nas

identidades quimicas das amostras de tomates dos tipos caqui, cereja e italiano.

No estudo de Morte et al., (2012), utilizando o ICP OES com viséo axial para
0 monitoramento de estanho em amostras de molho de tomate enlatado, mostrando
bons resultados em relacdo aos valores de concentracdo abaixo do indicado pela
ANVISA.
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2.6 Quimiometria

A compreensdo dos dados obtidos através da andlise de uma ou mais
matrizes, almejadas em um estudo, pode, muitas vezes, ser dificultosa e demandar
um extensivo trabalho e tempo do pesquisador. Comumente, nessa etapa, é gerada
uma grande quantidade de informagdes, dados que sdo, muitas vezes, variados e
complexos (FERREIRA, M. M. C. et al., 1999).

Para que haja a compreensdo destes dados e, consequentemente, a
interpretacdo do conjunto de informacdes obtidas através da analise quimica — e.g.
absorbancia, concentracdo etc. — das matrizes, é necessario que sejam utilizadas
ferramentas sofisticadas e modernas. Assim, para que seja suprida essa necessidade,
a quimiometria é apresentada como uma ferramenta altamente eficiente na andlise
estatistica dos dados mais relevantes de uma amostra (FERREIRA, M. M. C., 1999;
SENA et al., 2000).

Como apresentado por Ferreira et. al. (1999, p. 724),

“...] a quimiometria ndo é uma disciplina matematica, mas sim quimica, isto
€, os problemas que ela se propde a resolver sdo de interesse e originados
na quimica, ainda que as ferramentas de trabalho provenham principalmente
da matematica, estatistica e computacao [...]".

Como definido pela IUPACS, a “quimiometria é a aplicacdo de estatistica a
analise de dados quimicos (a partir da quimica organica, analitica ou medicinal) e ao
desenho de experimentos quimicos e simulagdes™® (IUPAC, 2014 - TRADUCAO). De
modo que, atraves dela é possivel (1) planejar e otimizar procedimentos experimentais,
(1) extrair o maximo de informacdes quimicas relevantes, a partir da analise dos dados

e, (Il) obter informag0des relevantes sobre sistemas quimicos (FERREIRA, M., 2015).

8 JUPAC - abreviatura de International Union of Pure and Applied Chemistry, em portugués, "Uni&o
Internacional da Quimica Pura e Aplicada".

9 Traducdao livre da definicdo “Chemometrics is the application of statistics to the analysis of chemical
data (from organic, analytical or medicinal chemistry) and design of chemical experiments and
simulations.”

o1



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A interdisciplinaridade da quimiometria, dada pela aplicacdo de ferramentas
matematicas e estatisticas a quimica, é bem ilustrada através da Figura 8, que

representa a interseccdo de trés grandes areas:

Figura 8: Interdisciplinaridade da quimiometria.

QUIMIOMETRIA

Fonte: Extraido de Ferreira, (2015, p. 25, figura 3).

As ferramentas quimiométricas possibilitam a analise de dados multivariaveis
complexos, o que possibilita a identificacdo de varidveis ou identidade quimica, de
uma amostra, que sejam mais relevantes (KJELDAHL; BRO, 2010), ou seja, a
relevancia de um elemento estudado, ndo é dada, necessariamente, pela
concentragdo de um elemento em uma amostra, i.e., nas menores concentragoes,
pode-se, também, obter dados importantes da identidade quimica de uma amostra
(MOITA NETO; MOITA, 1998).

Como é discutido por Barros Neto; (2006), em artigo explanando sobre a
guimiometria no Brasil, a técnica proporciona o reconhecimento de padrdes a partir
do grande volume de dados gerados podendo agrupa-los e obter a tendéncia

comportamental dos dados.
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2.6.1 Anadlise exploratdria dos dados

Como explanado no guia de usuario apresentado pela Infometrix, IncO:

[...] O objetivo da analise exploratéria é proporcionar a verificacdo da
gualidade dos dados, determinar o contetdo da informacéo e a exatidao das
medidas. [...] € a visualizacdo grafica e computacional de associacdes e
padrBes em varidveis independentes de conjuntos de dados multivariados.
(INFOMETRIX, 2014, cap. 5, p. 1 - TRADUCAO).

As informacdes extraidas de experimentos quimicos, como discutido no
trabalho de Neto e Moita (1998), englobam a analise de grande quantidade de dados
e variaveis. Destas informacdes sdo obtidos os perfis quimicos das amostras, nas
quais, muitas vezes, de uma pequena quantidade de variaveis é possivel obter s
informagdes quimicas mais relevantes, ao passo que a maioria das variaveis ndo

contribui relevantemente a compreensao e interpretacao dos resultados.

A obtencdo de dados, como apresentado por Ferreira, (2015, p. 30), é
realizada através da obtengédo de uma medigdo analitica, i.e., “medir um sinal significa
registrar a magnitude da resposta de um instrumento em funcdo de uma variavel

determinada pelo dominio da medida”.

A organizacédo dos dados é uma etapa importante para que o arranjo de dados
proporcione a interpretacdo adequada dessas informacdes. Os dados coletados sao

apresentados em i (amostras) e j (variaveis), onde: i=1,2,3,...,1ej=1,2,3, ..., J.

Assim, é possivel obter a matriz genética apresentada na Equacéo 1:

x! [x  x _ eox ]
1 1112 1J
sz Yo oo T Yy
X = = = [xl x2 xJ] EqanQOl
T
x, | e |
10 Infometrix, Inc. — empresa responsavel pelo desenvolvimento e distribuicdo de softwares que

possibilitam a manipulacédo de dados multivariados, localizada em Bothell, Washington. Dentre eles o
software Piroulette®, que foi utilizado, inicialmente, nesse estudo.
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A constituicdo de matriz de dados X € dada pela disposi¢cdo de J medidas de
diferentes propriedades (variaveis) realizadas em | amostras, apresentando assim
uma matriz formada por | xJ elementos, ou seja, | linhas correspondentes as amostras
e J colunas correspondentes as variaveis, no qual, o elemento x; € a resposta para
uma variavel j a uma amostra i (FERREIRA, M., 2015; INFOMETRIX, 2014; MOITA
NETO, 1998).

A partir desses dados séo realizados os calculos de covariancia, correlagéo e
as medidas de distancias — a covariancia entre duas variaveis proporciona a medida
de sua associacao e consequentemente o coeficiente de correlacdo entre as variaveis
(MOITA NETO, 1998).

No processo de identificacdo de semelhancas e diferencas entres as amostras
inseridas no conjunto de dados, sdo utilizados métodos quimiométricos para o
agrupamento e classificacdo de dados, esses métodos sao divididos em dois grupos:
0s metodos “ndo-supervisionados” e os métodos “supervisionados” com a finalidade
de reconhecer padrdes de semelhancas (FERREIRA, M., 2015).

Os meétodos supervisionados, sdo aqueles em que séo preestabelecidas as
classes das quais as amostras sao originadas e em métodos nao-supervisionados nao
séo inseridas quaisquer informacoes a respeito da origem das amostras, assim, nao
h& conhecimento prévio sobre classes. Isto é, o agrupamento de dados ocorre

naturalmente, com base nos dados experimentais utilizados (FERREIRA, M., 2015).

Assim, como apresentado por Ferreira, (2015, p. 108), ambos os métodos sao
baseados nas suposi¢cdes em que (i) as amostras do mesmo tipo sdo semelhantes,
(i) existem diferencas significativas entre diferentes tipos de amostras, e (iii) o
conjunto de medidas disponiveis € capaz de detectar essas semelhancas e
diferencas.

Uma vez que ha a organizacdo dos dados em uma matriz, a aplicacdo de
métodos mateméaticos que possibilitam organizacdo das informacfes contidas na
matriz, pode converter as unidades observadas em algo que possa ser visualizado bi
ou tridimensionalmente. Assim, dois métodos que possibilitam essa visualizacdo sdo
apresentados com as ferramentas para a aplicacdo aos dados: Analise de

Componentes Principais, representada por PCA, do inglés Principal Component
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Analysis, e a Analise de Agrupamentos por Métodos Hierarquicos, representada por
HCA, do inglés Hierarchical Cluster Analysis, métodos que serdo apresentados a
seguir (ANDRADE et al., 2017; FERREIRA, M., 2015; MOITA NETO, 1998).

2.6.1.1 Pré-tratamento de dados

Com o objetivo de obter melhores resultados antes da realizacdo da anélise
guimiométrica, se necessario, € relevante que os dados sejam submetidos a
procedimentos que possibilitem a reducéo de variagdes indesejadas, que nao serao
eliminados, naturalmente, durante a analise, e que, consequentemente, podem
influenciar nos resultados obtidos (FERREIRA, M., 2015; GERRETZEN et al., 2015).

Para que haja a melhoria na analise de dados esses podem, quando
necessario, ser submetidos a processos de pré-tratamento aplicados as amostras
(linhas da matriz X) ou as variaveis (colunas da matriz X) (FERREIRA, M., 2015). Os
processos de pré-tratamento aplicados as amostras, como alisamento!! e suas
subdivisbes, e.g., derivada, normalizacéo, logaritmo, dentre uma gama de processos

disponiveis, ndo foram aplicados nesse estudo.

Para melhor compreensdo dos métodos, serdo apresentados, abaixo, os

processos de pré-tratamento aplicado as variaveis de interesse a esse estudo.

Como explicado por Ferreira, (FERREIRA, M., 2015), alguns dos principais

pré-tratamento aplicados as variaveis sao:

= Centragem dos dados namedia (x;j(m)): primeiro € calculado o valor
médio de cada coluna da matriz de dados (x;;), em seguida, o valor &
subtraido de cada um dos valores da respectiva coluna (%;) ,

apresentado na Equacao 2. O resultado desse pré-tratamento aplicado

as variaveis preserva totalmente a estrutura dos dados.

xij(cm) = xij - f] Equacéo 2

11 Do inglés smoothing
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— 1 ) . s -
Onde x; = 7Z{=1 x;j € a j-ésima coluna de dados.

= Escalonamento pela variancia: nos métodos de escalonamento, 0s
dados séo divididos por um fator de escala que é a medida de
dispersdo de dados. Assim, os elementos de cada uma das variaveis
(coluna X) sédo divididos pelo fator de escala (desvio-padréo),

apresentado na Equacao 3:

_ Xij ~
Xijw) = 5; Equacéo 3

2 1 I —\2 <  a . .. ..
Onde S = = i=1(x;j — X;)° € a variancia da j-ésima variavel (o
guadrado do desvio padrao).
= Auto escalamento?!?: é a aplicacdo de ambos os pré-tratamentos
supracitados, i.e., € dado ao subtrair de cada elemento de uma coluna
da matriz de dados o valor médio da respectiva coluna e dividir o

resultado pelo desvio-padrao dessa coluna, como Equagéo 4:

_ Xij = %j ~
Xij@) = T Equacéo 4

Com isso, €, também, importante ressaltar que todos os métodos de pré-
tratamento séo sensiveis a presenca de amostras anémalas, o que também auxilia na
identificacdo de amostras que ndo estejam presentes em nenhum dos grupos, por
suas caracteristicas que sédo dadas fora dos parametros dos grupos, denominadas
assim como outliers (FERREIRA, M., 2015).

12 Também chamado de “auto escalonamento”, por alguns autores(FERREIRA, M., 2015, p. 91).
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2.6.2 Andélise de Agrupamentos por Métodos Hierarquicos

A andlise por agrupamentos hierarquicos, HCA 13, tem sua origem na
taxonomia numérica, que foi desenvolvida a fim de estudar as semelhancas de
organismos de diferentes espécies, géneros, familias etc. (FERREIRA, M., 2015). Que
€ baseada na analise de agrupamentos, i.e. vizinhos mais proximos, apresentado pela
medida da distancia entre as “caracteristicas” mensuraveis de um grupo de objetos
(ALENCAR, DE et al., 2013).

A principal finalidade da HCA é proporcionar a identificacdo e o agrupamento
de amostras de modo a realiza-lo segundo as similaridades apresentadas por um
grupo de amostras, a fim de reuni-las em um mesmo grupo, nos quais sejam mais
parecidas entre si. De modo que seja encontrada a maior homogeneidade interna,
dentro dos grupos e, a maior heterogeneidade entre os grupos (ALENCAR, DE, 2013;
FERREIRA, M., 2015).

O agrupamento hierarquico das amostras, pode ocorrer de duas formas:
através de método aglomerativo ou divisivo; o método aglomerativo, como a HCA é
classificada, cada amostra é processada como um grupo unitario, i.e., de um unico
elemento, e em seguida sdo agrupados, sistematicamente, por ordem de similaridade.
Em contrapartida, no método divisivo, as amostras séo, inicialmente, consideradas de
um Unico grupo, e, este grupo inicial, é dividido em dois ou mais subgrupos
considerando as suas diferencas, essa divisdo é repetida iterativamente, concluida

guando cada amostra constitua um grupo por si mesma (FERREIRA, M., 2015).

Quando ha a andlise dos dados por uma variavel por vez ou duas a duas, a
extracdo dessa informacé&o néo é eficiente quando aplicada a conjuntos multivariaveis,
pois sua visualizacdo é comprometida pela auséncia dos demais dados. Assim a
aplicacao da HCA a analise de dados multivariados € interessante pois esse processo
oferece o agrupamento hierarquico dos dados multivariados em uma representacao

gréafica bidimensional.

Por ser um método ndo supervisionado de reconhecimento de padrbes, a

HCA é adequada a reducéo da dimensionalidade dos dados, permitindo, também, a

13 HCA - sigla do inglés, Hierarchical Cluster Analysis
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identificacdo de amostras com comportamento anémalo, i.e. outliers (FERREIRA, M.,
2015).

Levando em consideracdo que a HCA é uma técnica aglomerativa, e que,
assim, cada amostra representa um grupo separado, a determinagcao da relacdo de
semelhanca de uma amostra em relacdo a outra, em um espaco multidimensional, é
dada através do célculo das distancias entre elas. Dentre os métodos de calculo de
medida de distancia!4, a distancia Euclidiana é a medida mais comumente e
intuitivamente utilizada, pois satisfaz trés propriedades do conceito de distancia em
um espaco vetorial (I) positividade definida, (I) homogeneidade e (Ill) desigualdade
triangular (FERREIRA, M., 2015). .

O calculo da distancia Euclidiana entre dois pontos A e B, dag, € realizado de

acordo com a Equacéo 5:

J ,172 .
dg = Z 1(xaj — xbj) ] Equacéo 5
]:

Onde, Xxs € Xpj S80 0s valores numéricos da j-ésima coordenada de A e B,

respectivamente.

Apobs o calculo de cada uma das distancias entre todos os objetos da matriz
de dados, i.e., 0 agrupamento das amostras, esses dados obtidos séo representados
através de um gréfico bidimensional denominado dendrograma, ou arvore hierarquica,
gue é a representacdo através de um grafico de uma estrutura hierarquica de dados.
No dendrograma, o comprimento dos ramos dessa arvore representa o indice de
similaridade entre as amostras, em um intervalo de 0 a 1, no qual, quanto mais
proximo for esse valor a 1, maior sera o indice de similaridade dentro deste grupo,
calculado através da Equacéo 10 (FERREIRA, M., 2015).

Sap =1,0— Equacao 6

dmax

14 Dentre as técnicas apresentadas, de célculo de medida de distancia, ha a distancia Euclidiana,
distancia de Manhattan e distancia de Mahalanobis; as duas Ultimas ndo foram ferramentas utilizadas
neste estudo.
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Onde: Sag € o indice de similaridade entre os grupos A e B, dag é a distancia

entre os dois grupos A e B, e, dmax € a distancia entre os dois grupos mais distantes

do conjunto de dados.

Consequentemente, aos calculos das distancias entre as amostras, 0 método

hierarquico de agrupamento das amostras é aplicado com o objetivo de identificar as

amostras mais préoximas e as mais distintas. Dentre elas:

Método do vizinho mais proximo: a distancia entre os dois grupos é
dada pela menor de todas as distancias entre as amostras dos dois
grupos. Este método tende a formar agrupamentos mais espalhados e
tem a vantagem de ndo ser tdo sensivel as amostras anémalas.
Método do vizinho mais distante: a distancia entre os grupos € dada
pela maior de todas as distancias entre quaisquer duas amostras de
um grupo. Este método tende a formar agrupamentos mais compactos
e apresenta maior sensibilidade a amostras anémalas.

Método da média: a distancia entre os grupos é dada pela média
ponderada entre as amostras de ambos o0s grupos, podendo ser
utilizado o método da meédia ponderada, média de pondera¢cdes nédo
uniforme ou média ndo ponderada.

o Meétodo de média ponderada: a distancia entre 0s grupos
resulta da soma das distancias originais multiplicados pelos
Seus pesos respectivos;

o Método de médiade ponderac¢des ndo uniformes: a distancia
entre 0s grupos resulta da soma das distancias originais
multiplicados pelos seus pesos, na qual, sdo atribuidos pesos
diferentes para grupos de tamanhos diferentes;

o Método de média ndo-ponderado: a distancia entre 0s grupos
resulta da soma das distancias originais todas com o0 mesmo
peso;

Método centroide e de Ward: utilizam a soma quadratica das
distancias para agrupar as amostras, i.e., utilizam o centro de cada

grupo para representa-lo como um todo.
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O método Ward, que é método que agrupamento utilizado neste estudo,

também conhecido como:

[...] método de variacdo minima, pois, a cada etapa do processo, os dois
grupos com melhor acréscimo na soma quadratica total dentro do grupo sdo
unidos. A distancia entre os agrupamentos nesse método € obtida calculando
a soma dos quadrados das distancias do centro médio de cada grupo. Esse
método favorece grupos pequenos, de tamanhos iguais, com uma dispersao
minima dentro do grupo [...] (FERREIRA, M., 2015, p. 171).

Seguindo Hair et al. (2009, p. 452), consiste em processo de agrupamento

hierarquico no qual:

[...] a selecdo de qual par de agrupamentos a combinar é baseada em qual
combinacéo de agregados minimiza a soma interna de quadrados no
conjunto completo de agrupamentos separados ou disjuntos. Em cada passo,
os dois agrupamentos combinados s&o aqueles que minimizam o aumento
na soma total de quadrados em todas as varidveis em todos os
agrupamentos. Esse procedimento tende a combinar agrupamentos com um
pequeno nimero de observagfes, pois a soma de quadrados é diretamente
relacionada com o nimero de observagdes envolvidas. O uso de uma medida
de soma de quadrados torna este método facilmente distorcido por
observagbes atipicas; [...] o método de Ward também tende a produzir
agregados com aproximadamente o mesmo numero de observagoes [...] o
emprego desta abordagem também torna mais dificil identificar
agrupamentos que representem pequenas propor¢des da amostra.

Em adicdo a ao método de visualizacdo ao HCA, o método foi combinado com
mapas de calor *®, dando origem ao termo clustergram, i.e., mapa de calor
hierarquicamente agrupado (FERNANDEZ et al., 2017), que € a representagdo
através de uma imagem bidimensional, na qual sdo representadas as participacdes
de cada linha de dados com cada coluna de variaveis, através da indicacéo por blocos
de cores, i.e., a intensidade da cor é proporcional ao nivel da variavel (LEE et al.,
2016).

15 Do inglés, heatmap
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2.6.3 Anélise de Componentes Principais

A andlise de componentes principais, PCA®, é um método utilizado projetar
dados multivariados em um espaco de dimensdo menor, 0 que, consequentemente,

diminui a dimensionalidade do espaco original do conjunto de dados.

Através deste método, € possivel encontrar a menor quantidade de variaveis
gue sejam capazes de descrever, explicando, assim, a proximidade das informacoes
contidas no conjunto de dados, quando hé& correlacdes significativas entre as variaveis
deste conjunto. Consequentemente, o agrupamento desses dados, através das
combinacdes lineares, fornece as informacfes de semelhanca entre essas variaveis
ou eixos.(FERREIRA, M., 2015)

Por esse agrupamento, sdo apresentadas novas variaveis, chamadas de
componentes principais, PCY, i.e., por elas serem néo correlacionadas e ortogonais
entre si, a informacao presente em uma delas néo esta presente na outra e, também
apresenta a quantidade de informagBes que cada uma dessas novas variaveis €

capaz de descrever, em outras palavras, como descrito por Ferreira, 2015:

A primeira delas, PC1, é definida pela direcdo que descreve a maxima
variancia dos dados originais. A segunda componente principal, PC2, tem a
direcdo de méxima variancia dos dados no subespaco ortogonal a PC1, e as
componentes subsequentes sdo ortogonais e orientadas de maneira que
descrevam, uma a uma, a maxima variancia restante. Pela prépria maneira
como essas novas variaveis sao definidas, uma vez que as redundancias sao
removidas, é possivel descrever quase toda a informacédo contida nos dados
originais utilizado apenas algumas e poucas componentes principais.
(FERREIRA, M., 2015, p. 114).

Em outras palavras, considerando que uma lapiseira seja a matriz de dados,
como na Figura 9, o objeto tridimensional é apresentado em um espaco bidimensional,
através de um corte transversal e um outro longitudinal (Figura 9 (a)), na visédo
bidimensional, através dos componentes principais, é possivel apresentar as
informacfes do seu comprimento (Figura 9 (b)), i.e. maior variancia (PC1), altura

(PC2), e, largura (PC3) (FERREIRA, M., 2015) .

16 Sigla do nome em inglés: Principal Component Analysis.
17 Sigla do nome em inglés, Principal Component.
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Figura9: Exemplo ilustrativo da representacdo de uma lapiseira. (a) Projecdo longitudinal e
transversal. (b) Indicacdo das dire¢cfes das trés componentes principais que definem a
lapiseira.

R - &

(a)

PC2

POl - ) ©C;
|

(b)

Fonte: extraido de Ferreira (2015, p. 155, figura 3).

A representacdo grafica das PCs das amostras € denominada scores, que
expressam as relacfes entre as amostras e, a das variaveis loadings, que expressam

as relacdes entre as variaveis.

2.6.4 Analise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais com correcéao

ortogonal de sinal

Como ferramenta a busca de informacgdes especificas dentro de uma amostra
ou conjunto de dados, os métodos de analise supervisionados sédo importantes da
viabilizacdo de reconhecimento de padrdes de similaridade entre as classes
determinadas em uma matriz de dados (FERREIRA, M., 2015).

A andlise pelo método de minimos quadrados parciais, PLS!®, assim como a
PCA tem o objetivo de reduzir a dimenséo dos dados originais, com a diferenca que a
PLS proporciona que a decomposicao de dados seja mais eficiente, pois maximiza a
correlacdo da variancia e previsdo da variavel dependente, mantendo, assim, o
compromisso com a sua explicacdo e direciona a decomposicdo de dados as
propriedades de interesse (FERREIRA, M., 2015; LILAND, 2011).

Aplicando a PLS a andlise discriminatdria, denominada: andlise discriminante

de minimos quadrados parciais, PLS-DA'%; ha melhores resultados obtidos através da

18 PLS, sigla do inglés - Partial Least Squares
19 PLS-DA, sigla do inglés - Partial Least Squares - Discriminant Analysis
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estimativa de covariancia entre dados de uma matriz (FERREIRA, M., 2015; INDAHL
et al., 2007). A PLS-DA é aplicada quando se almeja a predicdo em medi¢cdes
realizadas em dois ou mais grupos experimentais (WORLEY; POWERS, 2016), e.g.
diretrizes de cultivo e o tipo de tomate.

A andlise discriminante de minimos quadrados parciais ortogonais, OPLS-
DA?0, é a aplicacdo de uma correcéo ortogonal de sinal, OSC?!, a PLS-DA. A OPLS-
DA é um método de regressdo multivariada utilizada na extracdo de variacdes
sisteméticas das variaveis (K TRIVEDI, 2012). Método que almeja proporcionar um
modelo de separacdo maxima, que € dada pela variancia maxima de um modelo, i.e.,
essa separacao ocorre ao serem informadas as classes conhecidas de uma matriz de
dados (GUILLOCHEAU, 2020).

A OPLS-DA proporciona a discriminacdo de duas ou mais classes, esse
método de analise tem a vantagem de um Unico componente ser utilizado com preditor
de uma classe, enquanto as outras componentes descrevem a variagédo ortogonal ao
primeiro componente preditivo (WESTERHUIS et al., 2010).

Através da OPLS-DA é possivel obter o grafico de importancia de variaveis,
VIP?2, que proporciona um grafico de coeficientes que resume as variaveis que estédo
diretamente ligadas as classes informadas. Descrevendo, assim, quais variaveis tém
maior contribuicdo sobre todos os outros componentes de uma classe (K TRIVEDI,
2012).

A determinacdo da acuracia preditiva do modelo de previsdo de classes &
dada através de um conjunto de critérios que facilitam essa avaliacao, entre eles, o
coeficiente de determinacao (R?), que varia entre O e 1, no qual 1 representa acuracia
preditiva completa, e, sdo considerados valores de acuracia preditiva substancial,
moderada e fraca, quando os valores se aproximam a 0,75, 0,50 e 0,25,
respectivamente; e, a redundancia de validagdo cruzada?® (Q2), que representa a um
meio de avaliar a relevancia preditiva interna de um modelo, no qual, quanto menor a

diferenca entre os valores preditivos e os originais, maior sera o valor de Q?, e,

20 OPLS-DA, sigla do inglés — Orthogonal Partial Least Squares - Discriminant Analysis
21 OSC, sigla do inglés — Orthogonal Signal Correction

22 \/IP, sigla do inglés — Variable Importance Plot

23 Do inglés, Cross-validated redundancy
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conseguentemente, a acuracia preditiva do modelo (HAIR, J. F. et al., 2014, pp. 113-
114).

Diversos trabalhos de ICP OES e quimiometria, aplicados ao estudo de
alimentos podem ser destacados, dentre eles, a caracterizagcdo de quimica de
amostras de mel (YUCEL; SULTANOGLU, 2013), a anélise discriminante aplicada a
diferenciacdo geografica e analise elementar de amostras de lentilha (FOSCHI et al.,
2020), a andlise de macro e micronutrientes em amostras de tomate cereja e tomate
ameixa, com interesse na distingdo entre os tipos de cultivo organico e convencional
(CVIJANOVIC et al., 2021).

Também aplicados ao controle de qualidade de amostras de tomate, com o
interesse na autenticagcdo de tomates processado do tipo italiano, e, a busca pela
identidade quimica das amostras de tomate, para a descriminacdo das origens dos
tomates (FRAGNI et al., 2018).
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2.7 Validacdo de métodos analiticos

O processo de validacado tem por objetivo garantir se os dados gerados no
método desenvolvido sdo confidveis e se podem ser aplicados em analise de rotina.
No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Resolucéao
da Diretoria Colegiada, RDC n° 166 de 2017 possui recomendacdes para validacao
em métodos analiticos e bioanaliticos (ANVISA, 2017). Além disso, o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (INMETRO) fornece
guias de validacdo analitico através do documento DOQ-CGCRE - 008 de 2020
(INMETRO, 2020).

Os parametros analiticos normalmente utilizados para validacdo de métodos
analiticos sdo a linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de
guantificacdo, como representado na Figura 10, parametros 0s quais seréo

brevemente descritos a seguir.

Figura 10: Exemplo tipico de uma curva analitica com a identificacéo dos pardmetros de desempenho
da faixa de trabalho, faixa linear de trabalho, sensibilidade, limite de detec¢éo (LD) e limite
de quantificacdo (LQ).

10 . 4——— Faixa de trabalho ——»
o 94 < Faixa linear de
§ l trabalho
£
Z 6 - Ay Sensibilidade
j D LQ (analitica)
P 4
=
sl
[ - ]
- [
”I
0 1.~
| I 1 1 I |
0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo dos padrdes usados para calibracdo

Fonte: extraido de (INMETRO, 2020, p. 11 apud Eurachem, 2014, p. 28 - TRADUCAOQ)
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2.7.1 Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade corresponde a capacidade de uma metodologia analitica de
demonstrar que os resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003), parametro
gue deve ser apresentado através dos seguintes dados (I) representacéo grafica das
respostas em funcdo da concentracdo do analito; (ll) grafico de dispersdo dos
residuos, acompanhado de sua avaliacdo estatistica; (Ill) equacdo da reta de
regressao de y em X, estimada pelo método dos minimos quadrados; (V) avaliacdo
da associacao linear entre as variaveis por meio do coeficientes de correlacéo (R) e
de determinacdo (R?); e, (V) avaliacdo da significancia do coeficiente angular
(ANVISA, 2017, Art. 27).

Através da relagdo entre o a resposta da medicdo e a concentracdo da
espécie quimica é possivel realizar a sua quantificacdo dentro de uma amostra. Essa
guantificacdo € possivel através do calculo da linearidade obtida através da
padronizacdo interna ou externa. Assim, € necessario estabelecer uma relacdo
matematica entre a resposta instrumental e uma concentracdo pré-determinada
(ANVISA, 2017). A relagédo entre essas duas variaveis € dada, matematicamente,

através da Equacao 7.

y=a+bx Equacéo 7

Onde:

e y =valor da resposta instrumental medida;

e X =valor de concentracao;

e a = coeficiente linear (interse¢éo com eixo y, quando x = 0);

e b = coeficiente angular (inclinacdo da curva analitica, i.e.,

sensibilidade).

Os coeficientes da equacéo da reta sdo calculados através das equacoes,

Equacéo 8 e Equacéao 9:
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a= M: y — bx EquagéoS
n
X0 — )i — ) n
b= — Equacéao 9
2(x; — x)? auas

Onde:

e X;, sdo os valores individuais de concentracéo;
e y;, sdo os valores individuais de sinal instrumental;
e X, € a média dos valores de x (concentracao);

e y, € amédia dos valores de y (sinal instrumental).

Quanto mais sensivel a técnica analitica, maior é a variacao na resposta, ou
seja, maior inclinagao (b) (ANVISA, 2017). Para a ANVISA (2017) um coeficiente de

correlacdo acima de 0,990 é considerado ideal.

A faixa de trabalho de um procedimento analitico, estabelecido entre a menor
concentragcéo e a maior concentracdo de um analito em uma amostra. Ela deve ser
estabelecida a partir do estudo da linearidade, esse fator € dependente da aplicacéo
pretendida, i.e., para determinacéo de teor, deve ser considerada o valor entre 80 a
120% e para uniformidade de contetdo, de 70 a 130% (ANVISA, 2017).

2.7.2 Limite de detecc¢éo e quantificagao

O limite de deteccéo (LD) é utilizado, durante a validacao, para estabelecer o
limite inferior da faixa de operacéo pratica do método. O limite de deteccéo pode variar
conforme o tipo de amostra, devido a isso é de grande importancia assegurar que
todas as etapas do procedimento do método analitico sejam inclusas na determinacao

desse limite de deteccdo. Ao realizar uma validagdo de método analitico é
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fundamental distinguir a deteccdo do analito do sinal do branco ou ruido (ELLISON et
al., 2000)

Com a finalidade de garantir a confiabilidade dos dados, com relacdo a
determinacdo dos metais nas amostras de tomate, foram calculados os limites de
deteccao (LD) e de quantificacédo (LQ) conforme Equacédo 10 de cada metal (SKOOG,
2017).

w
%)
o

LD = —— Equacéo 10

O limite de quantificacdo (LQ) é a quantidade minima de um analito que é
guantificada com um nivel aceitavel de precisdo e exatiddo no método desenvolvido.
Equivale normalmente ao padrdo de calibracdo de menor concentracdo, sem
considerar o branco. (ANVISA, 2017; BRITO, N. M. et al., 2003; INMETRO, 2020)

O LQ foi calculado de acordo com a Equacéo 11:

_ 10.SB
B m

Equacéo 11

Onde, para as equacgdes Equacgéo 10 e Equacéo 11, SB é o desvio padrdo de
medidas do branco e m é a sensibilidade da calibracédo, i.e., coeficiente angular da
equacdao da curva analitica de calibracdo (ANVISA, 2017; BRITO, N. M., 2003; FELIX
et al., 2005; INMETRO, 2020).

2.7.3 Precisao e Exatidao

A precisdo tem como objetivo a avaliagcao da proximidade entre os resultados
obtidos por meio de ensaios com amostras preparadas de acordo com o0s parametros

a serem validados segundo a metodologia analitica proposta (ANVISA, 2017).

Os resultados foram expressos em valores de desvio padrao relativo (DPR)

atraves da Equacéo 12.
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Precisio (DPR%) = () . 100 Equagso 12

Onde:

e DPR% € o desvio padrao relativo
e DP é o desvio padrao

e X € a concentracdo média calculada;

A exatidao de um método pode ser metida através do calculo do erro relativo
percentual (ER%), i.e., quanto menor o valor, maior a precisdo (INMETRO, 2020),

como expresso na Equacéo 13:

Exatidio = (ER%) — (Cexperimental_ Cteérica) 100 Equaqéo 13

Ctesrico

Onde:

e ER% € o erro relativo percentual
o  Cexperimental € 0 Valor de concentracdo medido experimentalmente

o  Ciesrico € 0 valor tedrico de concentracao
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivos gerais

Determinar a concentracdo de micronutrientes em amostras de tomate dos
tipos cereja e italiano por meio da técnica analitica espectrometria de emisséo oOptica
com plasma indutivamente acoplado, a fim de investigar por analises estatisticas
multivariadas uma possivel correlacao entre as concentracdes desses micronutrientes

e os tipos de cultivo (organico ou convencional).

3.2 Objetivos especificos

» Realizar a otimizacdo dos parametros utilizados digestdo por micro-
ondas para a matriz deste estudo;

= Estabelecer parametros na metodologia por espectrometria de
emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) para
determinagao da concentragao de micronutrientes em tomates;

» Realizar andlises estatisticas multivariadas para os dados de ICP OES

das amostras em relacdo do seu cultivo (organico e convencional).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Instrumentacéo

4.1.1 Amostragem

Para a realizacdo deste estudo foram utilizadas amostras de tomates de
variedades e origens distintas, sendo estas das variedades tomate cereja e italiano,
sub classificados em orgénicos e convencionais. Os termos “organico” e
“convencional” foram escolhidos como umbrella term — “termo guarda-chuva” para as

classes de tomates, tomando como principio seu tipo de plantio e cultivo.

Foram obtidas, para realizacdo deste estudo, amostras de 14 fontes distintas
de tomates maduros, com pele, com massa total de aproximadamente 1 kg de cada
fonte, sendo obtidos de 7 fontes de tomates de cultivo convencional, adquiridos em
mercados da cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul (3 amostras de tomate
cereja e 4 amostras de tomate italiano) e 7 fontes de tomates de cultivo organico (2
amostras de tomates cereja de feira especializada em produtos organicos, 2 amostras
de tomate cereja comercializados em mercados e 3 amostras de tomate italiano de

produtores locais).

Dessas amostras foram selecionados, aleatoriamente, 7 tomates de cada um
dos conjuntos de amostras de cada fontes; os tomates foram higienizados com agua
ultrapura, ndo houve a utilizacdo de sabdo nem detergentes, e tiveram sua pele
preservada. Esses tomates foram assim armazenados em placas Petri de vidro,

previamente higienizadas, identificadas e pesadas.

Conforme apresentado na Tabela 12, para identificagcdo das amostras foi
utilizado a identificacdo por nUmeros de acordo com a quantidade de fontes coletadas
(de 1 a 14), e organizadas de acordo com o tipo de tomate (cereja ou italiano), a diretriz
de cultivo (organico ou convencional) e, a origem da coleta (feira de produtos

organicos, produtor local ou mercado)
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Tabela 12; Identificacdo das amostras de tomate por tipo, diretriz de cultivo e origem de coleta.

Amostra Tipo de tomate Diretr?z de Origem de coleta
cultivo

1 Cereja Organico Feira de Produtos Organicos
2 Cereja Organico Feira de Produtos Organicos
3 Cereja Organico Mercado

4 Cereja Organico Mercado

5 Italiano Organico Produtor local

6 Italiano Organico Produtor local

7 Italiano Organico Produtor local

8 Cereja Convencional Mercado

9 Cereja Convencional Mercado

10 Cereja Convencional Mercado

11 Italiano Convencional Mercado

12 Italiano Convencional Mercado

13 Italiano Convencional Mercado

14 Italiano Convencional Mercado

72



MATERIAIS E METODOS

4.1.2 Secagem

De cada uma das fontes de tomates, foram retiradas, aleatoriamente, 7
tomates maduros e com pele, que foram pesados e acomodados em placas de vidro;

placas que foram devidamente higienizadas, secas e pesadas.

O processo de secagem, para eliminacdo do maior percentual de agua
presente nos tomates, foi realizado seguindo as diretrizes recomentadas por Santos
Junior (2016) e utilizadas no estudo de Bressy (2013), a fim de eliminar a volatilizac&o
de espécies quimicas volateis e preservar as amostras, inibindo a atividade
microbiana; o processo de secagem foi realizado em estufa, com aquecimento em

uma etapa isotérmica de 65 °C por 72 horas.

A estufa foi previamente limpa com alcool isopropilico e mantida em um
patamar isotérmico de 150 °C por 24 horas, com a finalidade de eliminar possiveis

agentes volateis contaminantes.

Conforme apresentado na Tabela 13, as massas iniciais de cada uma das
amostras analisadas, seguindo o padréo de selecionar 7 tomates, aleatoriamente,

dentro de um conjunto de tomates coletados em cada fonte.

Tabela 13: Massa inicial das amostras de tomates in natura, antes da secagem em estufa a 65 °C por

72 horas.
Amostra Massa inicial(g)
1 30,7822
2 64,1722
3 56,9934
4 88,7948
5 69,1194
6 71,7497
7 41,8409
8 71,7016
9 100,8550
10 453,1120
11 408,8810
12 848,5768
13 679,0531
14 742,0805
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4.1.3 Moagem

O processo de moagem foi realizado através de colaboracdo com Laboratorio
de Pesquisa 2 (LP2), com moinho analitico, aumentando assim a superficie de contato

da matriz, otimizando a técnica de analise.

Foi utilizado o Moinho Analitico — Q298A, moinho de impacto, cuja velocidade
de rotacao € de até 16000 rpm, poténcia 180 W, capacidade de volume de carga de
até 50 mL. A moagem foi realizada em temperatura ambiente, em ciclos de moagem
de 30 segundos, até que houvesse a identificacdo visual da moagem completa das

amostras.

O armazenamento dos tomates, foi realizado em potes esterilizados, para que
a possibilidade de contaminacao fosse eliminada e armazenadas em freezer, para que

nao houvesse degradacao da matriz.

Figura 11: Foto ilustrativa da moagem das amostras de tomate

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.4 Decomposicdo de Amostras por Via Umida Assistida por Radiagio

Micro-ondas

O processo de decomposi¢cdo da amostra foi realizado através de digestor
com micro-ondas SpeedWave®four da BERGHOF, na Faculdade de Medicina na
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, FAMED-UFMS, do laboratério de
metabolismo mineral, de poténcia total 1650 W, no qual as amostras foram

submetidas ao processo de digestao descrito na Tabela 14.

As amostras foram previamente pesadas, as quais foram retiradas de um pool
homogéneo de cada uma das amostras, para cada uma das amostras X, foram
separadas duplicatas Xa e Xb, as massas foram padronizadas em massa de = 0,250
g, devido a capacidade de massa do tubo digestor. O meio acido selecionado foi
determinado 2 mL de acido nitrico 65% e 3 mL de peréxido de hidrogénio 30% PA e
5 mL de &gua ultrapura, totalizando 10 mL, os volumes foram transferidos para os
tubos digestores através de micropipeta de volume variavel.

Apoés testes iniciais no equipamento, seguindo a programacdo inicial,
recomendada pelo fabricante, foram feitos ajustes de temperatura, pressao e tempo
de duracdo dos patamares isotérmicos, foram obtidos os seguintes parametros

apresentados na Tabela 14:

Tabela 14: Detalhamento das etapas e patamares do processo de mineralizacdo via digestor com
micro-ondas.

Patamar Temperatura (°C) Pressdo (kPA) Tempo () Poténcia (W)

1 150 3000 300 1106
2 190 3000 600 1106
3 50 2500 60 -*

*N&o é aplicada poténcia nessa etapa — patamar de resfriamento dos tubos digestores.

O processo tem a duragcdo de 21 minutos, a diferenca de tempo do total
apresentado na Tabela 14 é devido ao tempo das rampas de aquecimento e

resfriamento dos tubos de digestao.
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Figura 12: Foto ilustrativa da comparacéo da decomposicao de amostras por via imida assistida por
radiacdo micro-ondas. (a) Utilizando os parédmetros sugeridos pelo fabricante; amostra
com coloragdo amarelada intensa, turva e com sobrenadantes. (b) Apds ajustes dos

par@metros de temperatura e pressdo; amostra incolor, limpida e sem sobrenadantes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

O equipamento utilizado para a realizacdo deste estudo, cedido pela FAMED-
UFMS, é apresentada na Figura 13 sua estrutura e alguns de seus componentes:
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Figura 13: Foto ilustrativa do equipamento utilizado na decomposicdo de amostras por via Umida
assistida por radiacdo micro-ondas: a. Digestor por micro-ondas SpeedWave®four; b.
Disco rotativo para os tubos de digestdo, com suporte e valvulas de ejecdo de gases; c.
Tubo de digestao de poliuretano.
5 =

LA

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apés o processo de mineralizacdo e resfriamento dos tubos, estes foram
levados a capela, para sua abertura, foi realizada a despressurizacao dos tubos e em
seguida transferidos para tubos de centrifuga tipo Falcon de 50 mL, com volume final
de 10 mL, posteriormente analisado por ICP OES.
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4.15 Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP OES)

As andlises foram realizadas do espectrémetro de emisséo 6ptica com plasma
de modelo iICAP6300 Duo da Thermo Scientific®, utilizando a argdnio ultrapuro como

gas nebulizador, refrigerador e auxiliar.

Para a introducdo das amostras no equipamento foram utilizados os
parametros descritos na Tabela 15, os quais nédo sao alteraveis, por recomendacao

do fabricante.

Tabela 15: Parametros do equipamento ICP OES.
Injecdo de amostras

Injetor de amostra utilizado Nebulizador

Tipo de tudo da bomba Tygon laranja/branco
Taxa de fluxo da bomba (rpm) 50

Tempo do fluxo de amostragem (s) 30,00

Poténcia de Radio Frequéncia (W) 1150

Tempo de estabilizacdo da bomba (s) 5,00

Taxa de analise da bomba (rpm) 50

Fluxo do gas nebulizador — Argdnio ultrapuro (L min™) 0,70

Fluxo do gas refrigerador — Argonio ultrapuro (L min™) 12,00

Fluxo do gas auxiliar — Argonio ultrapuro (L min™t) 0,50

Angulo de vis&o Dual view (radial/axial)

A andlise das amostras realizada através da succdo da amostra dos tubos
com as amostras, através de uma bomba peristaltica, levada ao nebulizador conico
concéntrico em vidro uma das partes do equipamento considerada crucial para a
eficiéncia da técnica analitica, pois através deste ha a formacdo do aerossol com

particulado de dimens&o em torno de 2 uym.

O nebulizador esta conectado a camara de nebulizacéao do tipo ciclone, que
promove a selecéo das goticulas de menor diametro, que séo direcionadas pela parte
superior da camara a entrada ao canal em que haverd a excitacdo do particulado

através do plasma.
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Apés a nebulizacdo da amostra ocorrer esta é direcionada a parte superior da
camara de nebulizacéo, no qual se localiza o plasma gerado com gas argdnio. Oposto
a entrada da nébula da amostra, na parte inferior da camara, esta localizada a purga

da amostra cuja nebulizagéo ndo gerou particulados com diametro adequado.

Para cada uma das amostras X, foram separadas duplicadas Xa e Xb e, foi
realizada a leitura em triplicada (Xal, Xa2, Xa3, Xb1l, Xb2, Xb3), como representado
no esquema na Figura 14.

Figura 14: Esquema de duplicatas de amostras e triplicatas de leitura para cada amostra.

— Xal

= Xa - Xa?

— Xa3

- Xb1l

— Xb -+ Xb2

- Xb3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Validacdo do método analitico

A validacdo do método analitico aplicado as amostras de tomate na técnica
de analise ICP OES foram realizadas através dos critérios aceitos pela comunidade
cientifica, os parametros selecionados para a validacédo foram: linearidade, limite de
deteccao, limite de qualificacdo, precisdo e a exatiddo, expressa em recuperacao

percentual.

A linearidade foi avaliada através das curvas analiticas foi construida através
de calibracdo externa com padrfes analiticos, em seguida as amostras foram
submetidas ao processo de digestao por via Umida assistido por micro-ondas e analise
em ICP OES.

A equacao da reta Equacao 7, foi obtida através da curva de calibracdo, por
meio de software Excel, assim como o coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente

de correlagao linear (R).

Foram utilizados na construcéo da curva analitica de calibrac&o oito niveis de
concentragédo, (0,01, 0,025, 0,050, 0,100, 0,250, 0,500, 1,000 e 2,000 mg kg?) em
triplicata, com a obtencdo de n = 24 pontos iniciais de calibracdo, no qual, para cada
elemento foi analisado a faixa de trabalho mais adequada, e a quantidade de pontos
na curva de calibracdo adequada para melhores valores de precisdo no calculo da
concentracéo e coeficiente de correlagdo e determinagéo, como exposto na Tabela
16:
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Tabela 16: Representacdo do comprimento de onda da linha de emisséo, da faixa de trabalho e
quantidade de pontos na curva de calibracao.
Comprimento de

El i ; Faixa de trabalho Nimero de Pontos na
emento quimico ondadalinha de i : ~
o (mg kg™) curva de calibragéo
emissédo (nm)
Al 167,079 0,100 - 2,000 13
Cd 228,802 0,010 - 0,250 12
Co 228,616 0,010 - 0,500 11
Cr 283,563 0,010 - 0,250 10
Cu 324,754 0,010 - 1,000 16
Fe 259,940 0,500 - 2,000 15
Mn 257,610 0,010 - 0,500 14
Ni 221,647 0,010 - 0,250 12
\Y 309,311 0,025 - 0,500 16
Zn 213,856 0,010 — 2,000 22

Fonte: Elaborado pelo autor.

As curvas analiticas de calibracdo (Anexo |, p. 122), foram determinadas para
cada elemento quimico analisado através da correlacdo da resposta de intensidade
de emisséo em relagcéo aos niveis de concentracdes pré-determinadas, onde também
sdo apresentadas as equacdes da reta e o coeficiente de determinacdo (R?)
correspondentes.

O limite de deteccédo (LD) foi estabelecido através da Equacéao 10 e o limite

de quantificacao (LQ) através da Equacao 11.

A preciséo foi avaliada em triplicata em trés niveis diferentes baixo, médio e
alto, calculada pela Equacédo 12 e a exatidao foi expressa através do erro relativo

percentual pela Equacéo 13.

Os célculos de concentracdo de cada elemento foram realizados para cada
uma das leituras, através da equacao da reta obtida para cada elemento através da
curva analitica de calibracdo. O valor da concentracdo das leituras de cada um dos
elementos analisados, expresso em miligrama por litro (mg L), foi calculado para o
volume amostra de 10 mL. A partir desse valor foi calculada a concentracao de cada
elemento em mg na para a amostra desidratada e, em seguida a concentracao para

cada elemento em mg kg para as amostras in natura.
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4.3 Analise quimiométrica

Os dados obtidos através da analise por ICP OES, foram submetidos ao
programa computacional online MetaboAnalyst, versdo 5.0, programa de licenca livre.
Para a realizacao das andlises estatisticas multivariadas, os dados foram submetidos
ao método de pré-tratamento auto escalamento, andlise realizada por PCA (Principal
Component Analysis), HCA (Hierarchical Clusters Analysis), no qual, foi utilizada a
distancia euclidiana e para o método de agrupamento (clusters), foi utilizado o método
Ward; e representacdo por dendrograma e mapa de calor (Heatmap) e, a OPLS-DA

(Orthogonal Partial Least Squares - Discriminant Analysis).

As matrizes de dados foram construidas no programa Microsoft Office 365
Excel, salvo em arquivo do tipo “.csv”, onde, nele foram nomeadas as amostras,
designadas suas respectivas classes e discriminadas as concentracdes para cada
uma das variaveis (elementos), nas quais as amostras correspondem as linhas e as

variaveis as colunas da matriz.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do processo de secagem as amostras, foram calculados os
percentuais de agua presentes em cada uma das amostras, Tabela 17, na qual sdo
apresentadas as massas iniciais de cada amostra, as massas finais de cada amostra,
e, 0 percentual de 4gua, calculado para cada uma das amostras; do qual foi obtido o

percentual médio de 93,59% + 1,36 de 4gua em sua composi¢ao.

Tabela 17: Massa inicial e final das amostras de tomate, ap6s secagem em estufa a 65 °C por 72

horas.

Amostra Massa inicial(g) Massa final (g) Agua (%)
1 30,7822 2,9397 90,45
2 64,1722 4,1327 92,96
3 56,9934 3,9496 93,54
4 88,7948 6,6241 93,56
5 71,7497 4,6350 93,07
6 69,1194 4,8660 92,54
7 41,8409 3,0920 93,19
8 71,7016 4,8829 94,85
9 100,8550 6,0412 94,01
10 453,1120 30,2317 92,61
11 408,8810 21,0546 93,33
12 848,5768 40,4443 95,23
13 679,0531 37,1734 95,53
14 742,0805 34,6761 95,33

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para fins de ilustracdo do processo de secagem, a Figura 15 representa um
dos estagios do escurecimento dos tomates, o qual, possivelmente, ocorreu nas
primeiras 24 ou 48 horas. Nessa etapa, possivelmente, houve o inicio do processo de
escurecimento dos tomates, i.e., escurecimento do tipo enzimético, relacionado a

temperatura aplicada e ao alto percentual de agua disponivel.
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Figura 15: Foto ilustrativa dos tomates em processo de secagem em estufa, apds 24 horas em estufa
a 65°C.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao final da etapa de secagem das amostras, processo que durou 72 horas,
houve a observacéo do processo de escurecimento das amostras de tomates, Figura
16, o qual, pode ter ocorrido pelo escurecimento do tipo ndo-enziméatico, devido a
auséncia de agua, inativando, assim, as enzimas e promovendo a degradacédo de

acucares e aminoacidos presentes no tomate.

Figura 16:

Foto ilustrativa dos tomates em processo de secagem em estufa, a 65 °C, apés 72 h.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.1 Analise Por Espectrometria De Emissdo Optica Com Plasma
Indutivamente Acoplado (ICP OES)

5.1.1 Parametros do Método

Foram avaliados os parametros de confiabilidade analitica do método através
das curvas analiticas de calibracdo de cada elemento (Anexo I, pp. 122-126), das
quais foram determinados o coeficiente de determinagdo (R?), coeficiente de
correlacdo linear (R), limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ),

organizados na Tabela 18:

Tabela 18: Parametros de confiabilidade analitica calculados para cada elemento quimico analisado.

Elemento R2 R LD (mg L™ LQ (mg L™
Al 0,9978 0,9989 0,0018 0,0060
Cd 0,9979 0,9989 0,0002 0,0008
Co 0,9979 0,9989 0,0002 0,0008
Cr 0,9988 0,9994 0,0005 0,0016
Cu 0,9984 0,9992 0,0006 0,0021
Fe 0,9989 0,9994 0,0008 0,0028
Mn 0,9981 0,9990 0,0001 0,0002
Ni 0,9983 0,9991 0,0004 0,0014
\ 0,9963 0,9981 0,0005 0,0018
Zn 0,9996 0,9998 0,0003 0,0011

R2 - Coeficiente de determinacao

R - Coeficiente de correlagao linear
LD - Limite de deteccao

LQ - Limite de quantificagédo

Na Tabela 18 é possivel observar que para todos os elementos foram obtidos

excelentes valores de correlacéo linear, sendo o menor valor 0,9981.
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A determinacdo dos niveis de precisdo e exatiddo foi obtida através da
avaliacdo e calculos para cada elemento, calculados em trés niveis, alto médio e
baixo, definidos dentro da faixa linear de trabalho para cada elemento, nos quais,
foram obtidos bons valores de precisao, entre 0,02 e 2,52%. Os valores de exatidédo
foram calculados através do célculo do erro relativo percentual para 0s mesmos
niveis, apresentando valores entre 0,13 e 8,53%. Os dados foram tabulados e

apresentados na Tabela 19:

Tabela 19: Valores dos parametros de confiabilidade analitica, preciséo e exatidao, expressa por erro
relativo percentual, calculados para trés niveis (n=3); alto médio e baixo, calculados para
cada elemento.

Concentracéo do Nivel

Elemento Nivel (mg L) Precisédo (DPR (%)) Exatiddo (%)
Baixo 0,250 0,96 2,95
Al Médio 0,500 0,27 1,80
Alto 2,000 1,73 1,46
Baixo 0,025 0,90 8,01
Cd Médio 0,100 0,30 6,84
Alto 0,250 0,18 0,97
Baixo 0,050 0,21 7,97
Co Médio 0,100 0,52 1,85
Alto 0,500 0,67 1,03
Baixo 0,250 0,70 1,14
Cr Médio 1,000 0,62 6,36
Alto 2,000 0,19 0,60
Baixo 0,050 2,52 8,53
Cu Médio 0,250 0,07 0,13
Alto 1,000 0,71 4,58
Baixo 0,100 0,53 0,99
Fe Médio 0,500 0,51 3,52
Alto 2,000 0,25 3,72
Baixo 0,050 1,48 2,73
Mn Médio 0,100 0,80 4,43
Alto 0,500 0,47 1,00
Baixo 0,050 0,63 6,91
Ni Médio 0,100 0,06 1,13
Alto 0,250 0,02 0,33
Baixo 0,050 1,70 7,33
Y Médio 0,100 0,50 0,50
Alto 0,500 0,24 1,83
Baixo 0,050 0,40 5,43
Zn Médio 0,500 0,73 0,37
Alto 2,000 0,37 0,35

DPR — Desvio Padrao Relativo
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5.1.2 Determinagé&o da concentracédo dos elementos

O calculo das concentracdes de cada elementos, almejados nesse estudo,
presentes em cada amostra foi realizado através da equacdo da reta determinada
através da curva de calibracé@o analitica, obtida para cada elemento. A determinacao
da concentracgao foi realizada em relagdo as massas das amostras (= 0,250 mg), em
seguida calculado para a massa dos tomates in natura (Tabela 13) e,

consequentemente calculados para a concentracdo em mg kg de amostra.

Os dados de concentragao obtidos foram organizados de forma a apresentar
a concentracao de cada elemento (colunas) e o seu desvio padrao relativo percentual,

e as amostras (linhas), na Tabela 20.
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Tabela 20: Valores das concentracdes calculadas paras as amostras in natura para cada amostra.

Amostra Al DPR Cd DPR Co DPR Cr DPR Cu DPR Fe DPR Mn DPR Ni DPR \Y DPR Zn DPR
(mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mgkg?) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™ (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mg kg™) (%) (mgkg?) (%)
la 52455 0,51 ND " 0,0529 1,56 0,1880 4,19 10869 0,83 80782 033 13123 0,25 0,080 574 03771 033 21560 0,43
1b 53135 0,89 ND " 0,0517 0,87 0,2040 8,40 1,0756 0,52 84319 091 13042 046 00818 496 03728 0,29 2,1097 0,49
2a 39739 2,94 ND ) ND - 0,1078 3,27 0,6580 163 64711 227 10866 242 0,0627 9,67 0,3487 2,17 1,4751 2,57
2b 3,7242 0,72 ND B ND B 0,1304 12,29 06847 0,68 6,7411 094 1,1343 056 00617 502 03703 0,63 1479 0,11
3a 1,2903 3,20 ND " ND " 0,1569 8,31 0,6478 3,15 3,2949 421 04893 4,14 0,0434 897 0,2518 3,48 09191 2,67
3b 1,8852 1,37 ND " ND - 0,1830 0,71 0,6714 136 3,4899 0,73 05157 066 00676 1,11 0,2684 0,71 09879 0,26
4a 1,0594 144 ND - ND - 0,1478 8,17 0,3802 2,14 32837 3,63 04567 283 00332 4,67 0,228 2,08 09033 216
4b 1,0798 0,42 ND - ND N 0,1732 2,51 0,4094 1,27 36129 085 04883 0,32 0,0479 268 0,2404 051 09557 0,59
5a 1,1573 2,40 ND " ND - 0,1047 6,21 0,5807 2,06 39093 322 04883 361 0,0225 12,97 0,2701 3,038 1,4084 3,07
5b 1,1462 0,80 ND " ND " 0,0938 5,39 05776 068 3,8584 053 04824 059 0,0178 322 0,2684 030 1,3690 0,35
6a 15580 3,74 ND - ND N 0,0865 4,37 0,6943 250 3,7676 3,62 0,4466 4,74 0,0806 11,04 0,2272 3,73 1,4805 3,21
6b 14616 0,74 ND - ND - 0,1071 0,72 0,7201 1,98 4,0433 0,77 04827 063 0,0866 152 0,2448 054 15248 0,19
7a 1,7633 1,69 ND ” ND ” 0,0607 3,23 05652 061 3,7687 137 04918 1,53 ND - 0,2461 1,59 13763 1,24
7b 16230 0,72 ND " ND " 0,0780 1,09 0,7275 2,24 45942 124 10,4987 144 ND - 0,2489 0,89 14678 0,13
8a 0,8680 2,67 ND - ND - 0,0390 3,03 0,4158 196 2,3531 2,80 06718 254 0,0388 798 0,2381 239 09158 2,13
8b 0,9392 0,64 ND - ND - 0,0476 1,02 0,4206 156 2,233 082 06733 103 0,0552 032 0,2430 0,82 09799 0,79
9a 15268 1,68 ND ) ND ) 0,0151 6,51 0,2128 1,83 3,1804 1,28 0,6490 1,62 ND B 0,2046 1,87 11,0782 1,25
9b 14717 048 ND " ND - 0,0185 7,54 0,2098 2,22 33576 1,02 0,6432 0,99 ND - 0,2085 0,93 1,1249 1,37
10a 2,2507 1,74 ND - ND - 0,0616 2,33 0,5968 1,08 3,7952 1,48 11,2948 1,74 ND - 0,3258 1,57 11,3197 1,72
10b 2,0704 0,53 ND - ND - 0,0611 2,17 0,6155 096 45289 0,22 13335 0,25 ND B 0,3388 0,31 11,3376 0,27
1lla 1,1506 1,95 ND ) ND ) 0,0329 9,67 09974 139 23559 184 08274 164 00177 120 0,2752 1,26 10473 1,36
11b 0,8905 0,86 ND ” ND ” 0,0435 5,23 10281 155 24111 1,43 08554 1,06 0,0263 4,11 0,2809 1,28 1,0855 0,19
12a 0,8538 1,84 ND - ND - 0,0132 9,24 0,4800 1,59 11,7187 2,11 04621 2,35 ND - 0,1705 195 0,5676 1,40
12b 1,0133 0,45 ND - ND - 0,0185 2,06 0,4903 167 11,7661 0,72 04851 0,78 ND - 0,1836 0,87 0,6231 0,87
13a 10714 1,95 ND . ND ) 0,0129 3,06 0,4704 229 22376 2,26 0,6257 2,56 ND B 0,2161 2,29 0,7572 1,66
13b 1,1336 0,67 ND ” ND ” 0,0154 4,55 04796 1,07 2,1200 0,47 0,6420 0,14 ND - 0,2243 054 0,7840 0,30
1l4a 1,0147 1,06 ND - ND - 0,0118 4,52 05400 1,97 11,8542 1,83 0,6140 1,88 ND - 0,1538 2,16 10,7882 1,20
14b 1,0529 0,78 ND - ND - 0,0256 1,85 0,5645 0,53 19974 0,49 0,6652 0,70 ND - 0,1704 0,22 0,8585 0,37

Identificacdo das amostras: 1a, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos em feira de produtos organicos; 3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos
em mercado; 5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; 8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates cereja de cultivo convencional obtidos em mercado;
11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.; DPR% - Desvio padrao relativo percentual; ND — N&o detectado.
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No conjunto de amostras analisadas nesse trabalho, o elemento Cd nao foi
detectado nas amostras. O elemento Co detectado apenas nas amostras la e 1b, e,
nas demais amostras, ndo, pois, a intensidade de emissao também ficou muito abaixo
do inicio da faixa linear de trabalho. Assim, esses elementos foram retirados das

variaveis discutidas nesse estudo, focando, assim, nas demais.

Nos célculos de quantificacdo do elemento Fe, as amostras 1a, 1b, 2a e 2b
apresentaram valores de concentragcdo acima da faixa linear de trabalho, Tabela 21.
Embora, de acordo com a Resolugdo n° 899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003),
possa se considerar valores na quantificacdo de analitos de até 20% acima da faixa
linear de trabalho, que se aplica as amostras 1 e 2, essas amostras serdo submetidas
a nova analise para a quantificacdo na faixa de trabalho linear adequada para a

elaboracgao do artigo, fruto deste estudo.

Tabela 21: Concentracdes de Fe nas amostras 1a, 1b, 2a e 2b.

Amostra Concentracdo (mg L™
la 2,1252 £ 0,0071
1b 2,2531 + 0,0204
2a 2,3787 £ 0,0532
2b 2,4464 + 0,0230

Considerando as informacdes continas na Tabela 20, é relevante observar
gue na interpretacdo dos dados dos valores de concentracdo obtidos € razoavel
considerar que para a diferenciagdo, em elementos que ha diferencas significativas
nos valores de concentracdes € possivel a tentativa da interpretacdo, quando ndo sédo

levadas em consideracao as demais variaveis.

Como apresentado na Tabela 22, ha variacdes significativas entre as menores
e maiores concentragcdes calculadas para cada elemento, assim, a tentativa de
distincdo entre as amostras pelas concentracdes de Al, Fe e Zn, feita exclusivamente
por esse fator, ndo possibilita afirmar que haja relacéo entre as concentracdes das

amostras e o seu tipo de cultivo.
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Tabela 22: Dados relativos ao desvio padrdo e a variancia entre 0 menor e o maior valores das
concentracdes dos elementos entre as amostras.

Elemento DP Variancia (%)
Al 124,7 155,49
Cr 6,14 0,38
Cu 22,59 5,11
Fe 179,49 322,18
Mn 30,19 9,12
Ni 2,47 0,06
Y, 6,19 0,38
Zn 39,04 15,24

DP — Desvio padrao.

Em relagéo as concentragdes de Cr, Cu, Mn, Ni e V, a baixa variancia entre
os valores de concentracdo calculados, 0,38, 5,11, 9,12, 0,06 e 0,38%,
respectivamente, mostram, o quao complexa e dificil pode ser a analise visual dos
dados, quando, levado em consideracéao, como fator de qualificacdo, exclusivamente,

a quantidade de dados envolvidas no estudo, i.e., suas concentragoes.

Assim, foi necesséario que os dados desse estudo fossem submetidos a
tratamentos estatisticos refinados, a fim de obter a maior quantidade de informacgdes
das identidades quimicas das amostras, i.e., identificar grupos no qual a interrelagcéo
de uma ou mais caracteristicas ndo podem ser identificadas pela observacéo direta.
Ao submeter aos tratamentos estatisticos adequados, através da quimiometria, foi
possivel identificar quais s@o as caracteristicas de maior semelhanca e as diferencas

entre as amostras estudadas.

Dentre as caracteristicas, foi possivel identificar quais amostras sdo mais
parecidas e quais sdo mais distintas, assim como quais elementos quimicos
apresentam correlacdo na identificacdo dos grupos, e, o quéo relevantes sdo a
determinadas diretrizes de cultivo e tipos de tomates, pontos que serao discutidos a

seqguir.
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5.2 Anédlise Estatistica Multivariada

5.2.1 Pré-tratamento de dados

Na analise quimiométrica da matriz de dados desse estudo, na analise
estatistica multivariada, foi aplicado o pré-tratamento as variaveis, i.e., elementos, o
auto escalamento; ndo foi aplicado nenhum método de pré-tratamento as amostras
da matriz de dados.

A representacao grafica, apresentada na Figura 17, mostra o resultado do pré-
tratamento aplicado as variaveis auto escalamento aplicado as variaveis (colunas) do
conjunto de dados da matriz; no qual os dados de concentracdo sdo considerados a
mesma importancia, e ndo, somente, ao valor de concentracdo é levado em

consideracao.
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Figura 17: Representagdo grafica ¢ do pré-tratamento aplicado as varidveis dos dados de
concentragdes dos elementos quimicos (variaveis): auto escalamento.
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5.2.2 Clustergram — Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) com Mapa

de Calor (Heatmap)

A andlise de todas as amostras do estudo empregando a analise hierarquica de
agrupamentos (HCA) combinada com mapa de calor (heatmap) proporcionou a
obtencdo de um clustergram, Figura 18, no qual foi observada a separacao de trés
grupos de amostras (horizontal) e, complementarmente, o agrupamento dos
elementos quimicos (vertical), apresentando assim suas similaridades.

Os parametros utilizados no pré-tratamento foram tabulados na Tabela 23, as

quais apresentaram as melhores condi¢des para a analise.

Tabela 23: Parametros de pré-tratamento de dados aplicados a HCA
Par&dmetros da HCA

Medida de distancia Distancia Euclidiana
Método de agrupamento Método de conexdo de Ward
Pré-tratamento (variaveis) Auto escalamento
Pré-tratamento (amostras) Nenhuma

Houve, portanto, através da analise da HCA e heatmap, a identificacao de trés
agrupamentos distintos (I) amostras 1, 2 e 10; (lI) amostras 8, 9, 12,13 e 14; e, (Il
amostras 3, 4,5,6, 7e 11.
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Figura 18: Clustergram - dendrograma bidimensional de andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) combinado com visualizagdo por mapa de calor
(Heatmap), de todas as amostras de tomate analisadas por ICP OES. Classes: 1 — Amostras de tomates de cultivo organico; 2 — Amostras de
tomates de cultivo convencional; os maiores e menores valores de concentracdo sdo representados pelas cores vermelho e azul, respectivamente.
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Identificacdo das amostras: 1a, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos em feira de produtos organicos; 3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de
cultivo organico obtidos em mercado; 5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; 8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates do
tipo cereja de cultivo convencional obtidos em mercado; 11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.
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Os valores representados no mapa de calor, correspondem aos valores
obtidos pelo auto escalamento, através da Equacédo 4, pagina 56, assim, todos os
valores tém o mesmo peso, ao serem centrados na meédia e divididos pelo desvio

padréo.

5.2.2.1 Agrupamento |

O agrupamento I, Figura 18, é constituido pelas amostras 1, 2 e 10, onde, as
amostras 1 e 2, apresentam as maiores concentragdes dos elementos analisados, as
guais sdo amostras de tomate organicos do tipo cereja obtidas de produtores em feira
de produtos organicos, e a amostra 10, de tomates do tipo cereja de cultivo

convencional obtidos em mercado.

Nas amostras 1 e 2 é possivel notar que ha maior concentragdo,
principalmente, dos elementos Al, Fe, Zn e Mn, em relacdo as demais amostras, o que
pode indicar que o solo no qual houve o plantio dessas amostras néo foi realizada a
correcdo de pH, pois, como explicado por Malavolta (1989), em solos com pH acido,
ha a maior disponibilidade desses elementos, e, também apresentados nos trabalhos
de Cardoso (2011) e Maeda (1997), os quais indicam que o solo sul-mato-grossense

apresenta pH acido, i.e., pH entre 3,8 € 6,3.

Relacionando esse fator a regido na qual as amostras foram obtidas, como
apresentado por Coleti (2007), através do Relatorio de Avaliagdo Ambiental do
Programa de Desenvolvimento Integrado e Qualificacdo Urbana de Campo
Grande/MS — Viva Campo Grande, o municipio, localizado no estado de Mato Groso
do Sul, tem o0 seu solo constituido pelas seguintes classes de solo: latossolos
vermelhos distroficos, latossolos vermelhos distroférricos, neossolos quartzarénicos

hidromorficos e neossolo litélicos.

Os tipos de solos latossolos vermelho apresentam altos teores de 6xido de
ferro Il (Fe203), didxido de silicio (SiO2), oxido de aluminio (Al20s), didéxido de
manganés (MnOz) e dioxido de titanio (TiO2), e o solos dos tipos neossolos séo,
também, ricos em Fe:03 (EMBRAPA, 2018). Esses tipos de solo, naturalmente,

possuem maior disponibilidade dos elementos Fe, Al e Mn, combinados com o pH

95



RESULTADOS E DISCUSSAO

acido do solo dessa regido, corroboram a maior concentracdo desses elementos nas

amostras estudadas.

No agrupamento vertical, para esse grupo, ha a proximidade dos elementos
Al e Fe, e, na mesma ramificacdo Zn, o que pode ser relacionado a tendéncia de
associacao devido aos oxidos de ferro e manganés, que absorverem uma quantidade
significativa de zinco (CAMARGO, 2006).

A amostra 10 faz parte desse agrupamento, pela proximidade dos valores de
concentracdo de Al, Fe e Zn, mas também, e, principalmente, pelos elementos Mn e
V, onde, o elemento Mn é, predominantemente, encontrado na forma de Oxidos

(CARVALHO FILHO et al., 2011), os quais, séo fontes para esse elemento.

A presenca do elemento vanadio, com valores de concentracdo nesse grupo,
chegando a ser, até, 2,45 vezes maior do que nas demais amostras, pode ser
indicador da localidade na qual foi realizado o cultivo dos tomates. Uma das principais
fontes de V no solo é relacionada a queima de combustiveis, através do pentéxido de
vanadio (V20s) (JATAV, H. S. et al., 2020)

Como também discutidos nos estudos de Barwise, (1990), Bettinelli e Tittarelli,
(1994) e Navarro et al., (2007); no qual o acumulo de V pode ser um indicativo da
proximidade de centros urbanos e regides industriais, e, também, no estudo de Anke,

(2004), um indicativo de areas com consideraveis niveis de polui¢ao.

5.2.2.2 Agrupamento Il

O agrupamento II, Figura 18 (p. 94), € constituido pelas amostras 8, 9,12,13
e 14, as amostras 8 e 9 sdo as amostras de tomates cereja de cultivo convencional
obtidos em mercado, e, as amostras 12, 13 e 14 sao as amostras de tomates do tipo

italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.

Com a analise do HCA e mapa de calor, indica para essas amostras, oposto
ao agrupamento |, valores de concentracdo consideravelmente menores,
relacionados aos elementos Al, Fe, Zn e Mn, como discutidos anteriormente, podendo,
assim ser relacionados ao pH do solo, essa diminuicdo consideravel da

disponibilidade desses elementos no solo as plantas é um forte indicador que, o solo,
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no qual houve o cultivo dessas amostras, foi submetido ao processo de calagem, i.e.,
aplicacao de calcario no solo a fim de elevar o seu pH a valores mais adequados ao
plantio (LOPES, A. S., 1991; MALAVOLTA, 1980).

Como explicado por Potafos, (1998, cap. 7), o aumento do pH do solo, tem
relacdo direta com a disponibilidade de micronutrientes no solo, onde, para elementos
Mn e Zn, pode ocorrer a diminuicdo em até 30 vezes da disponibilidade desses
elementos quando o pH do solo fica entre 5,0 e 7,0.

Complementarmente, através da analise do grafico de HCA e mapa de calor,
foi possivel identificar no dendrograma horizontal, de amostras, a separacdo das
amostras pelo seu tipo, cereja e italiano, mostrando que, ha diferencas, também, na
composicdo de micronutrientes nos diferentes tipos de tomates, i.e., ha diferencas
significativas nos valores de concentracdo dos micronutrientes que possibilitam a

diferenciagcdo em um método supervisionado de analise exploratéria.

5.2.2.3 Agrupamento IlI

O agrupamento Ill, Figura 18 (p. 94), é constituido pelas amostras 3, 4, 5, 6,
7 e 11; onde, as amostras 3 e 4 sdo as amostras de tomates do tipo cereja de cultivo
organico obtidos em mercado; as amostras 5, 6 e 7 sdo as amostras de tomates do
tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; e a amostra 11, as

amostras tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.

Na analise do grafico de HCA e mapa de calor, € percebido, também a
importancia dos elementos Al, Fe e Zn, indicativos que, embora em menor
concentracdo, em relagdo as amostras do agrupamento I, apresentam valores
positivos no mapa de calor. Possivel indicador que ndo houve alteracdo, ou baixa
interferéncia no pH do solo, no qual houve o cultivo dos tomates. Uns dos indicadores
relevantes sdo os valores de concentragdo de Zn nas amostras, pois como
apresentado por Potafos, (1998, cap. 7), sua disponibilidade no solo é limitada em

solos com pH superior a 5,0.

Os elementos Cr e Ni, embora apresentem baixos valores de concentracao,
entre 0,0607 e 0,1830 mg kg e, 0,0178 e 0,0866 mg kg, respectivamente, quando

auto escalonados, apresentam “peso” relevante na diferenciagao, entre as amostras
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de tipos de cultivo organico e convencional. O elemento Ni ndo foi detectado na

amostra 7.

Outrossim, € notavel que, nesse conjunto de amostras, o elemento Cr,
apresente valores de concentragdo até 15 vezes maior no conjunto de amostras de
cultivo organico, em relacdo as amostras de cultivo convencional. Como apresentado
no estudo de Bartlett (1979), sobre o comportamento do Cr no solo, o pH do solo é
um dos principais fatores para a sua maior disponibilidade, quando em 3,0 e 5,0,

promove maior absorcao do elemento.

No estudo de Banks et al., (2006), ha a discussao sobre o comportamento do
Cr, guando ha matéria organica adicionada ao solo, no qual € apresentado que em
solos no qual ha maiores concentragfes de Fe e Mn, e, matéria organica, combinado
com pH acido do solo, hd o favorecimento da mobilidade do Cr no solo e,

consequentemente, ha maior absorcao do elemento pelas plantas.

O elemento Ni, também tem sua disponibilidade do solo afetada diretamente
pelo pH do solo, i.e., em solos com pH mais &cidos ha maior distribuicdo e
disponibilidade do elemento no solo (UREN, 1992).

5.2.3 Analise de Componentes Principais — PCA

Através da analise estatistica multivariada da matriz de dados, de todas as
amostras?®, foi realizada a analise de componentes principais, PCA, no qual, em um
grafico em um plano bidimensional, composto pelas componentes principais 1 e 2,
PC1 e PC2, respectivamente; apresentou os dados da distribuicdo espacial das

amostras.

A distribuicéo espacial das informacdes contidas na matriz de dados, gerou a

representacao gréafica das informacdes referentes a distancia entre as amostras, i.e.,

25 |dentificacdo das amostras:

la, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos em feira de produtos organicos;
3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos em mercado;

5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais;
8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates do tipo cereja de cultivo convencional obtidos em mercado;
11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos
em mercado.
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semelhancas e diferencas. A representacdo grafica de scores, Figura 19 (A), com
82,1% de variancia explicada nas duas primeiras componentes principais, contém a
informacédo de todas as amostras analisadas por ICP OES, onde, também sé&o
mostradas as elipses de intervalo de confianca de 95% da distribuicdo espacial das
amostras, onde, amostras com perfil quimico parecido ao das amostras se
localizariam; e de loadings, Figura 19 (B), no qual, sdo apresentadas as contribuicdes

de cada um dos elementos quimicos para a distribuicdo espacial das amostras.

Assim, a seguir, sdo apresentadas as analises comparativas através dos
graficos de scores e loadings. O grafico de loadings possibilita a visualizacdo da

discriminacédo das amostras.

Através da analise do grafico de scores, Figura 19 A, as amostras 1 e 2,
apresentaram certo distanciamento em relacdo as demais amostras do grupo de
cultivo organico, localizadas em PC1, = -6,0 e = -3,0, respectivamente, opostos as

demais amostras, as quais, na PC1, estao localizadas entre = -1,0 e = 4,0.

A andlise do gréfico de loadings possibilita atribuir aos elementos Al, Fe, Zn e
V a discriminacgao das classes, apresentando valores negativos para PC1, entre -0,42
e -0,38 e valores mais positivos para PC2, entre 0,0 e 0,2.

Na analise do gréfico de scores, a amostra 5 esta localizada em PC1=0,0 e
PC2 = -0,5, onde, no gréfico de loadings, podem ser atribuidos aos elementos Zn, Ni
e Cr maior peso para o seu deslocamento, no plano bidimensional, em relacéo as
demais amostras desse grupo. Para as amostras 3, 4 e 6, na analise do grafico de
scores, apresenta relativa proximidade, localizadas na PC1, entre=-1,0e = 1,0 e PC2
entre = -1,5 e = -2,0; as quais podem ser atribuidas aos maiores pesos de

deslocamento aos elementos Cr, Ni e Cu.

Nas elipses de intervalo de confianca de 95%, notou-se uma intercessao,
indicando a proximidade das caracteristicas de algumas amostras, principalmente nos
conjuntos de amostras 11 e 7, localizadas em PC1 =0 e PC2 = 0,5, e a amostra 8 em
PC1=1,0e PC2=-0,5.

Para essas amostras, na analise do grafico de scores pode ser atribuido ao
elemento Cu maior peso no grafico de loadings as amostras 7 e 11, como principal
fator para a intersecgéo dos grupos, e para a amostra 8, através da andlise do gréafico
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de loadings podem ser atribuidos os elementos Ni e Cr, em PC1 valores préximos a =

-0,30 e PC2 com valores mais proximos a = 0,0.
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Figura 19: Representacao grafica da Andlise de Componentes Principais (PCA), grafico bidimensional de scores (A) e de loadings (B) de todas as amostras
analisadas por ICP OES, com elipses de regido de confiabilidade de 95%. Classes: A1 — Amostras de tomates de cultivo organico; +2 — Amostras
de tomates de cultivo convencional. Variancia explicada: PC1 x PC2, 67,5 e 14,6%, respectivamente.
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Identificacdo das amostras: 1a, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo orgénico obtidos em feira de produtos orgénicos; 3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de
cultivo organico obtidos em mercado; 5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; 8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates

cereja de cultivo convencional obtidos em mercado; 11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.
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5.2.4 Anédlise Discriminante de Minimos Quadrados Parciais com correcao
ortogonal de sinal — OPLS-DA

Na representacdo grafica da OPLS-DA, o eixo X representa a primeira
componente, ou variavel latente, e, 0 eixo Y representa a primeira componente
ortogonal, é possivel interpretar, com maior facilidade, as informa¢cdes contidas nas
componentes obtidos da analise discriminante de minimos quadrados parciais (PLS-
DA), aplicando, a esses dados, a correcdo ortogonal de sinal (OSC).

Através da remocdao, no eixo X, da variagdo sistematica nédo correlacionada,
obtém-se um modelo no qual a predicdo dos agrupamentos é preservada, e a
interpretacdo das correla¢des € melhorada. (TRYGG; WOLD, 2002). A representacao
grafica VIP scores?, indica a razdo da importancia de cada variavel na projecéo
OPLS-DA, na qual h& a indicagcédo das variaveis mais relevantes na composicao da
modelo de predicéo.

Os valores de parametros para o modelo OPLS-DA, Figura 20, foram
calculados entre 0 e 1, onde, foram o0s obtidos os valores da variancia explicada no
eixo X (R2X), da variancia explicada no eixo Y (R2Y) e da performance preditiva do
modelo (Q2), valores referentes a componente preditiva (P1) e as componentes
ortogonais (01, O2 e 0O3).

Quando os valores referentes a R2Y e Q2, sdo mais proximos a 1,0, melhor
sera a capacidade de previsdo do modelo, todavia, pode-se dizer que para modelos
com valores sdo maiores que 0,5, ha a indicacao que o modelo tem boa previsibilidade
e, também, deve haver pouca diferenca entre os valores de R2Y e Q2. Esses valores
podem indicar, em um modelo OPLS-DA, a sua capacidade de predicdo de classes
(SHANG, J. et al., 2014)

Para o modelo OPLS-DA, os valores para de R2Y e Q2, na P1, foram 0,523 e
0,457, e em O1, 0,316 e 0,342, respectivamente, o que indica que o modelo OPLS-
DA apresenta acuracia preditiva moderada para o conjunto de amostras estudadas.

26 \/IP, sigla em inglés, Variable Importance in Projection. Em VIP scores, indica a razdo da importancia
de cada variavel na projecdo OPLS-DA.
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Figura 20: Representacdo gréafica com os valores de R2X, R2Y e Q2, do modelo OPLS-DA. Valores
calculados entre O e 1.
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observar que o modelo de predicdo de classes apresenta uma boa separacao entre
as classes de amostras de tomate de cultivo organico e convencional. No grafico de
VIP scores, Figura 21 (B), ha a indicacédo que os elementos Cr (1,55), Fe (1,16), Ni
(1,23) e Zn (1,13), apresentam os maiores valores de significancia na previsdo do
modelo OPLS-DA, seguido dos elementos pobre-classificadores Al (0,80), V (0,75),
Cu (0,61) e Mn (0,16) que apresentaram menor importancia, nesse conjunto para

previsdo do modelo.

103



RESULTADOS E DISCUSSAO

Figura 21: Representacgdo grafica do modelo de previsdo OPLS-DA de todas as amostras analisadas por ICP OES, com elipses de regido de confiabilidade de
95%. (A) scores e (B) VIP scores. Classes: A 1 — Amostras de tomates de cultivo orgénico; + 2 — Amostras de tomates de cultivo convencional.
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Identificacdo das amostras: 1a, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo orgénico obtidos em feira de produtos organicos; 3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de
cultivo orgéanico obtidos em mercado; 5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; 8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates do
tipo cereja de cultivo convencional obtidos em mercado; 11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.
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Para fins de comparacao, motivado pelas amostras 1 e 2 terem apresentados
valores de concentracdo para Fe acima da faixa de trabalho analitico, a analise
estatistica multivariada foi feita com todas as amostras, seguindo as mesmas analises
estatisticas, excluindo o elemento Fe, apresentados no ANEXO Il (p. 127), no qual,

notou-se que néo houve alteracdes relevantes em todo o conjunto do modelo.
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6 CONCLUSAO

O método analitico proposto, a analise por ICP OES dos micronutrientes das
amostras de tomates, mostrou-se como uma técnica viavel para a analise, na
determinacdo das concentracdes dos micronutrientes. Contudo, é necessario frisar
gue a utilizacdo da andlise estatistica multivariada foi imprescindivel para a
interpretacdo dos dados, uma vez que, a grande quantidade de dados e os baixos
valores de concentracdo dos micronutrientes, isoladamente, ndo proporcionam

informacdes conclusivas.

Em relac&o aos valores de concentragdo de micronutrientes nas amostras de
tomates, pode-se dizer que, provavelmente, o fator pH do solo seja o mais relevante
na disponibilidade dos micronutrientes no solo e o favorecimento da absorcéo pelas

plantas, i.e., em solos de pH acido ha maior disponibilidade dos micronutrientes.

Assim, 0s menores valores de concentracdo dos micronutrientes analisados,
nas amostras de tomates cultivados de modo convencional, podem ser um indicador
da aplicacdo de métodos de correcdo do pH, durante o processo de cultivo dos
tomates, pois 0 solo sul-mato-grossense, que € composto pelos solos dos tipos
latossolos e neossolos, apresentam, como caracteristica, pH acido e grande

guantidade de oxidos de alumino e ferro.

Devido a esse fator, 0 método proposto nesse estudo ndo pbéde indicar se
houve a utilizacdo de fertilizantes no processo de cultivo, sendo indicado que seja
realizado estudo comparativo entre o solo e os tomates para que possa se afirmar que

foram utilizados fertilizantes no processo de cultivo.

A andlise estatistica multivariada foi imprescindivel para a interpretacdo dos
dados do estudo. Através da HCA e heatmap, foi possivel visualizar a relevancia de
cada elemento analisado para cada amostra e para 0 conjunto de estudado.
Possibilitou também a diferenciacdo das amostras de tomates pelo tipo de cultivo,
organico ou convencional, e a identificacdo que h& a separacdo entre as amostras

entre os tipos de tomate, cereja e italiano.
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O modelo de predicao proposto pela OPLS-DA, apresentou que os elementos
Cr, Fe, Ni, Zn e Al apresentam maior relevancia na diferenciacéo dos tipos de cultivo
estudados, na qual ha acuracia preditiva moderada na separacéo das classes nesse
modelo, sendo a OPLS-DA muito importante para a compreenséo de quais elementos
apresentam as maiores relevancias para o modelo. Por outro lado, uma combinac¢éo
de elementos € necessaria para essa diferenciacdo, uma vez que ela nao é limitada a

um Unico elemento exclusivamente.

Portanto, pode-se dizer que o método proposto cumpriu seu objetivo, no qual,
foi possivel realizar a diferenciacdo das amostras em relacdo aos processos de
producdo, cultivo organico ou convencional, i.e., as diferencas nos valores de
concentracdo dos elementos, podem ser relacionadas a possivel correcdo do pH do
solo, que, consequentemente, € um dos principais fatores responsaveis pela

disponibilidade de micronutrientes no solo.

A vista disso, pode-se assumir que o pH do solo foi o fator com as maiores
contribuicdes a diferenciacao dos processos de cultivo, dada a sua relacéo direta com
a disponibilidade de micronutrientes no solo as plantas, sendo este, um indicador
interessante das possiveis alteracfes das caracteristicas fisico-quimicas originais do

solo.

107



RECOMENDACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

7 RECOMENDACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A complementacdo desse estudo pode ser realizada através da comparacao
com outros métodos analiticos, através da analise de outros vegetais em conjunto ao
solo de cultivo, no qual mais fatores podem ser avaliados, como pH e composi¢éo do

solo, promovendo a compreensao da disponibilidade de micronutrientes no solo.

A partir desse estudo, sera elaborado artigo cientifico para difusdo das
informacdes obtidas. As analises referentes ao elemento Fe serdo refeitas, em uma
nova faixa de trabalho analitico. Através do modelo OPLS-DA, serdo analisadas mais

amostras para a publicagao dos resultados obtidos.

O projeto tera continuidade pelo grupo de pesquisa, serdo estudadas outras

matrizes e a serd realizado o estudo comparativo do solo e as amostras de vegetais.
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9 ANEXOS

ANEXO I. CURVAS ANALITICAS DE CALIBRACAO

Figura 22: Representacéo grafica da curva analitica de calibragdo de Al (167,079 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdo em relacdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,10; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg L™); a equacgéo da reta
e o coeficiente de determinacéo (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23: Representacdo gréafica da curva analitica de calibracdo de Cd (228,802 nm) através da
correlacdo da resposta de intensidade de emissdo em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10 e 0,25 mg L!); a equacio da reta
e o coeficiente de determinacéao (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 24: Representacdo gréfica da curva analitica de calibracdo de Co (228,616 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdo em relacdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10; 0,25 e 0,50 mg L™?); a equagéo
da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).

Co (228,616 nm)
3000
2500 E ---------
Qo000 e
S e
B e
% 1500 e
c T e
T
g€1000 e i
500 o 3 y = 4858,1x + 15,722
0 ;;$ Rz =0,9979
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentragdo (mg L)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 25: Representacéo gréfica da curva analitica de calibracdo de Cr (283,563 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdo em relacdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10 e 0,25 mg L!); a equacdo da reta
e o coeficiente de determinacao (R?).

Cr (283,563 nm)

1400
1200
1000
800
600

Intensidade

i D eeec®’

0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
Concentracdo (mg L)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 26: Representacdo gréfica da curva analitica de calibracdo de Cu (324,754 nm) através da

correlagdo da resposta de intensidade de emissdo em relacdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 1,00 mg L™Y); a
equacdo da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).
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Fonte:

Elaborado pelo autor.

Figura 27: Representacdo gréfica da curva analitica de calibrac@o de Fe (259,940 nm) através da

correlagdo da resposta de intensidade de emissdao em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 1,00 e 2,00 mg LY); a equacéo
da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28:

Representacéo gréafica da curva analitica de calibragdo de Mn (257,610 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdo em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10; 0,25 e 0,50 mg L™?); a equagéo
da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 29: Representacdo gréfica da curva analitica de calibracdo de Ni (221,647 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdao em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10 e 0,25 mg L!); a equacdo da reta
e o coeficiente de determinacao (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 30: Representacdo grafica da curva analitica de calibracdo de V (309,311 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissao em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,25; 0,05; 0,10; 0,25 e 0,50 mg L™); a equacgéo da reta
e o coeficiente de determinacao (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 31: Representacdo gréfica da curva analitica de calibracdo de Zn (213,856 nm) através da
correlagdo da resposta de intensidade de emissdao em relagdo aos niveis de
concentragdes pré-determinadas (0,01; 0,25; 0,05; 0,10; 0,25; 0,50 e 2,00 mg LY); a
equacdao da reta e o coeficiente de determinacéo (R?).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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ANEXO Il.

ANALISE MULTIVARIADA SEM O ELEMENTO FERRO

Figura 32 Grafico de scores (A) e de loadings (B) de todas as amostras analisadas por ICP OES, com elipses de regido de confiabilidade de 95%. Classes: A1

— Amostras de tomates de cultivo orgénico; +2 — Amostras de tomates de cultivo convencional. Variancia explicada: PC1 x PC2, 64,6 e 16,6%,

respectivamente.
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Identificacdo das amostras: 1a, 1b, 2a e 2b — tomates do tipo cereja de cultivo organico obtidos em feira de produtos orgénicos; 3a, 3b, 4a e 4b — tomates do tipo cereja de
cultivo organico obtidos em mercado; 5a, 5b, 6a, 6b, 7a e 7b — tomates do tipo italiano de cultivo organico obtidos de produtores locais; 8a, 8b, 9a, 9b, 10a e 10b — tomates
cereja de cultivo convencional obtidos em mercado; 11a, 11b, 12a, 12b, 13a, 13b, 14a e 14b — tomates do tipo italiano de cultivo convencional obtidos em mercado.
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Figura 33: Clustergram - dendrograma bidimensional de analise hierarquica de agrupamentos (HCA) combinado com visualizagdo por mapa de calor (Heatmap),
de todas as amostras de tomate analisadas por ICP OES. Classes: 1 — Amostras de tomates de cultivo organico; 2 — Amostras de tomates de
cultivo convencional; os maiores e menores valores de concentracdo sdo representados pelas cores vermelho e azul, respectivamente.
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Figura 34 Representacéo grafica do modelo de previsdo OPLS-DA de todas as amostras analisadas por ICP OES, com elipses de regido de confiabilidade de
95%. (A) scores e (B) VIP scores. Classes: 1 — Amostras de tomates de cultivo orgénico; 2 — Amostras de tomates de cultivo convencional.
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