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RESUMO
O trabalho apresentado nesta dissertação teve como objectivo a validação de um método de análise por espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama para determinação de minerais na fermentação de medronho (Arbutus unedo L.).

O método estudado, foi desenvolvido e implementado no laboratório da FERN da Universidade do Algarve, sendo utilizado em rotina para quantificação da composição mineral de alguns produtos vegetais.

No contexto da validação do método, apresentam-se os resultados da avaliação de alguns dos seus parâmetros característicos e da sua adequação à finalidade pretendida.

A validação do método foi efectuada para 10 elementos minerais, tendo os elementos Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb e Zn sido validados por espectrofotómetria de absorção atómica e os elementos Na e K validados por emissão chama.  

Posteriormente procedeu-se a quantificação destes elementos em amostras de medronho fermentado, proveniente de uma fermentação anaeróbia de frutos de medronho. O processo de fermentação foi acompanhado pela recolha de 10 amostras aos tempos t= 0; 10; 12; 17; 18; 19; 24; 32; 48 e 65 dias. 

Verificou-se ser possível quantificar os elementos Ca, Mg, K e o Na. Os restantes elementos apresentaram concentrações abaixo do limite de quantificação do método. Os teores médios da composição mineral do medronho são: 166,5mg Ca, 124,1mg K, 103,2mg Na e 32,7mg Mg por 100g de matéria seca. Este estudo teve como carácter inovador, a quantificação de minerais ao longo do processo de fermentação. Estes resultados poderão contribuir para a valorização qualitativa do medronho, em termos de produto tradicional da região Algarvia.

Palavras-chave: Arbustus unedo L., absorção atómica, emissão de chama, fermentação, composição mineral.
VALIDATION OF AN ANALYTICAL METHOD USING ATOMIC ABSORPTION/FLAME EMISSION SPECTROPHOTOMETRY FOR THE DETERMINATION OF MINERALS IN THE FERMENTATION OF THE FRUIT OF WILD STRAWBERRY TREE (Arbutus unedo L.)
ABSTRACT
The purpose of this work was the validation of an analytical method using atomic absorption/flame emission spectrophotometry for the determination of minerals in the fermentation of the fruit of wild strawberry tree (Arbutus unedo L.).

The studied method was developed and implemented in the FERN laboratory – University of Algarve, being applied in routine quantification of mineral content of some vegetable products.
In the validation context, results of the avaliation of some of the parameters are presented as well as its adequability to the desired purpose.  
The validation of the method was accomplished for 10 mineral elements: Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb and Zn by atomic absorption spectrophotometry; Na and K by flame emission.  

The quantification of these elements in samples of anaerobically fermented fruits of wild strawberry tree was proceeded later on. The fermentation process was accompanied by the execution of 10 samplings at the time t=0; 10; 12; 17; 18; 19; 24; 32; 48 and 65 days. 

It was verified that it was possible to quantificate Ca, Mg, K and Na. The remaining elements presented concentrations bellow the quantification limit of the method. 

The average content of the mineral composition of the medronho fruit are: 166,5mg Ca, 124,1mg K, 103,2mg Na and 32,7mg Mg by 100g of dry matter. This study is pionner in the quantification of minerals in the fermentation process.
This results could be a contribution to the qualitative value of the wild strawberry tree fruit, regarding traditional products from Algarve.

Key-words: Arbutus unedo L., atomic absorption, flame emission, fermentation, mineral composition.
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	AS
	Espectrometria Atómica

	ASE
	Espectrometria Emissão Atómica

	Ca
	Cálcio

	Cd
	Cádmio

	Cu
	Cobre

	CVm
	Coeficiente de variação do método

	CVr
	Coeficiente de variação da repetibilidade

	DRAALG
	Direcção Regional de Agricultura do Algarve

	EA
	Espectrofotómetria atómica

	EAA
	Espectrofotómetria de absorção atómica

	EC
	Emissão de chama

	EEA
	Espectrofotómetria de emissão atómica

	EIL
	Ensaio interlaboratorial

	ETAAS
	Espectrofotómetria de absorção atómica com atomização electrotérmica

	FA
	atomização por chama (Flame atomization)

	FAAS
	Espectrofotómetria de absorção atómica com atomização de chama

	Fe
	Ferro

	FERN
	Faculdade de Ciências e Recursos Naturais

	GC-AS
	Cromatografia gasosa-espectrofotómetria atómica

	ICP-AES
	Espectrofotómetria de emissão atómica com atomização por indução de plasma

	ICP-MS
	Espectrometria de massa com atomização por indução de plasma

	K
	Potássio

	LC-AS
	Cromatografia líquida – espectrofotómetria atómica

	LD
	Limite de detecção 

	LQ
	Limite de quantificação

	Mg
	Magnésio

	MIP-AES
	Espectrofotómetria de emissão atómica com atomização por indução de plasma por microondas

	Mn
	Manganês

	MRC´s
	Materiais de referência certificados

	Na
	Sódio

	Pb
	Chumbo

	PC
	Padrão de controlo

	PI
	Precisão intermédia

	PVC
	Policloreto de vinilo

	r
	Limite de repetibilidade

	SOD
	Complexo superóxido-dismutase Cu-Zn

	vs
	versus

	Zn
	Zinco

	AAS
	“Atomic Absorption Spectrometry” Espectrofotómetria de absorção atómica 
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I. Introdução
O medronho, é produzido no Algarve, nas zonas desfavorecidas das serras do Caldeirão e de Monchique, onde a produção e a comercialização da aguardente de medronho constitui  praticamente o  único rendimento de grande parte dos agricultores destas zonas [4]. 

O Algarve é a principal região onde o medronho é transformado numa aguardente cujas características são diferenciadas das de todas as outras aguardentes que se produzem no País [4]. Para além do seu incontestável interesse no domínio geográfico e fitoecológico (conservação e defesa do património florístico e paisagístico), esta planta e cultura tem longa tradição no contexto sócio-cultural da região [4, 50].
Para caracterizar o fermentado de medronho (Arbutus unedo L.) efectuou-se a validação interna do método de análise por espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama para determinação dos elementos minerais ao longo do processo de fermentação.

As amostras foram cedidas por um produtor de aguardente de medronho da zona de Cachopo. A preparação das amostras foi realizada no Laboratório da Direcção Regional de Agricultura do Algarve e a validação do método e as determinações analíticas foram realizadas no Laboratório da Faculdade de Ciências e Recursos Naturais da Universidade do Algarve.

Para proceder à validação do método de análise procedeu-se à avaliação de alguns dos seus parâmetros característicos e verificou-se a adaptabilidade à finalidade pretendida.

Descreve-se neste trabalho, os resultados obtidos na validação do método estudado, para 10 elementos minerais: Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Pb, Zn por espectrofotómetria de absorção atómica e o Na e o K por emissão chama.  

A fermentação dos frutos ocorreu em fermentadores de PVC (200-250Kg) em condições de anaerobiose [50]. 
O processo de fermentação foi acompanhado durante 65 dias. As colheitas foram iniciadas no tempo zero e posteriormente ao fim de 10; 12; 17; 18; 19; 24; 32; 32; 48 e 65 dias. 
Posteriormente procedeu-se a quantificação da composição mineral das 10 amostras de medronho fermentado, recolhidas durante o processo de fermentação.

1.1- O medronho (Arbutus unedo L.)

1.1.1- Caracterização

O medronho, fruto do medronheiro, Arbutus unedo L., (Figura 1) é esférico, carnudo, revestido de numerosas saliências piramidais, de cor inicialmente verde, passando a amarela, laranja e finalmente vermelha. No interior existem pequenas e numerosas sementes, com sabor farináceo e um pouco ácido mas agradável [2, 47].
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Figura 1 – Fruto do medronheiro
O medronheiro (Figura 2) é um arbusto da família das Ericáceas, subfamílias das Arbutóideas que se encontra por toda a Europa Meridional em solos Mediterrânicos tanto pardos como vermelhos de xisto (90%), solos litólicos de sienitos (5%) e solos Mediterrânicos calcários (5%) [3, 32]. 
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Figura 2 – Árvore do medronheiro

Trata-se de uma lenhosa, que pode variar em média entre 2 a 6 metros, com os caules mais jovens de cor castanha avermelhada, aspéros e peludos. As folhas são alternas coriáceas e persistentes, de contorno oval lanceolado e com as margens dentadas, de um verde mais escuro e brilhante, na página superior e mais claro na página inferior. As flores dispõem-se em cachos ramificados com corola esbranquiçada e a extremidade verde amarelada.  A época de floração é de Outubro a Janeiro coincidindo com a época da apanha do medronho [54].
Na linguagem das flores, o medronho significa “fama”, mas muitas são as representações que ao longo dos tempos têm sido associados a esta planta. Entre os Romanos o medronheiro era uma planta sagrada, dedicada à ninfa Cardea ou Carna, amante de Jano Bifronte, que servia para proteger o umbral das casas. Do medronheiro usam-se as raízes, a casca, as folhas e o fruto na preparação de chás com propriedades adstringentes, anti-inflamatórias, antissépticas, depurativas e diuréticas. A madeira do medronheiro é fina, fácil de trabalhar e polir, razão pela qual é usada no fabrico de objectos torneados, é ainda muito boa para aquecimento e para a produção de carvão. O néctar das flores, de muito boa qualidade, é usado pelas abelhas na produção de mel. 
Os frutos são usados sobretudo na preparação de aguardentes e na confecção de compotas e marmeladas [55].

Se os frutos estiverem excessivamente maduros, podem ocorrer fermentações e formação de álcoois e se forem ingeridos, em demasia, além de dores de cabeça, poderão provocar sintomas de alcoolismo Segundo Galego e seus colaboradores, será por está razão que se escolheu a designação específica unedo que se interpreta como unum edo, isto é, não comer mais do que um! [54].
1.1.2- Transformação do medronho e a sua utilização

A apanha de medronho decorre de finais de Setembro até Dezembro. Tradicionalmente, os frutos de cada medronheiro eram recolhidos em pelo menos três apanhas, a mão de obra era barata e para a produção de uma boa aguardente de medronho a experiência `ditava´ que essa era uma regra importante. A partir dos anos 70 o medronho é recolhido regra geral apenas numa apanha, não só porque a mão de obra é escassa e cara como também porque os terrenos deixaram de ser limpos e os acessos aos medronheiros tornavam-se cada vez mais difíceis [4]. 

Após a chegada dos frutos ao local de processamento, estes são escolhido para lhe serem retirados restos de pedúnculos, folhas ou frutos não considerados em bom estado de maturação. O mesmo é colocado a fermentar, em fermentadores de madeira, tanques de cimento ou barris de plástico (PVC)[3,9].

A fermentação é espontânea (fermentação espontânea tem o sentido de fermentação realizada pela microflora endógena dos frutos), sendo apenas adicionado no fermentador o medronho e a água. A quantidade de água varia de produtor para produtor e também do próprio estado do medronho, com mais ou menos humidade consoante houvesse ou não chuva na altura da colheita. Há produtores que vão juntando a água ao longo da fermentação, conforme o medronho “vai fervendo” [2].

A fermentação é “semi-aeróbia”, pois embora o fermentador  fique destapado ao longo de toda a fermentação, dá-se a formação de uma camada menos húmida na parte superior impedindo a chegada fácil do oxigénio ás camadas inferiores. Quando o produtor inicia a destilação esta camada é retirada e não é destilada [3,9].
As fermentações têm tempos de duração diferentes dependendo da zona, entre 15 dias e um mês na Serra de Monchique e 30 a 40 dias na Serra do Caldeirão. Em qualquer dos casos o fermentado espera, por vezes, meses até ser destilado. Durante o tempo de espera,  o produto fermentado não sofre qualquer tratamento ou processo de conservação [48].

As destilações fazem-se em alambiques de cobre com capacidades que vão das 6 às 10 arrobas de uma só vez. O rendimento médio obtido varia entre 1,5 e 2 litros de destilado por arroba de medronho fermentado [26].

O processo de destilação tem uma duração de 4 a 6 horas e em geral aquece-se a caldeira a lume directo ou mais raramente, a vapor de água. Quando a massa inicia a fervura é colocada a cabeça ou capacete do alambique que está ligada à serpentina. Esta por sua vez é arrefecida por água em contínua circulação para manter a temperatura baixa,  de  forma  a permitir  obter  um  destilado  com os seus  compostos  mais voláteis [9,26].
Alguns produtores adicionam durante a destilação cascas de laranja, bagas de murta ou anis, entre outros aromas [2].
A aguardente deve ser recolhida para recipientes de vidro ou inox e não para recipientes de plástico, porque, devido ao álcool que contém, vai retirar do plástico compostos que podem ser prejudiciais à saúde [48].

1.2. Fermentação
Actualmente é definida uma fermentação como um processo metabólico no qual os hidratos de carbono e compostos afins são oxidados de qualquer receptor externo de electrões, tendo como objectivo a produção de energia. Os receptores finais de electrões, são também compostos orgânicos produzidos directamente pela decomposição dos hidratos de carbono. Nestes processos fermentativos só ocorre oxidação parcial dos compostos presentes, e apenas se liberta uma reduzida quantidade de energia [1, 44].

As fermentações podem ser produzidas por leveduras, bactérias, fungos ou por misturas destes microorganismos. Uma das fermentações bem conhecidas é a fermentação alcoólica na qual a glucose se transforma em álcool etílico com libertação de dióxido de carbono, segundo a equação:
         C16H12O6  (  2C2H5OH + 2CO2                                      Equação 1
Assim as reacções principais na fermentação alcoólica são: o piruvato é descarboxilado a acetaldeido, e a reacção é catalisada pelo enzima piruvato descarboxilase; o acetaldeido é reduzido a etanol através do álcool desidrogenase [1, 44].
A glucose pode originar diferentes tipos de fermentações, dependendo dos microorganismos responsáveis e das condições em que decorre a fermentação. Os microorganismos responsáveis pela fermentação alcoólica, láctica e cítrica, pertencem respectivamente aos géneros Saccharomyces, Bacillus e Citromyces [36].

Juntamente com a fermentação alcoólica que se desenvolve no mosto de fruta, muitas vezes, ocorre a fermentação acética, que é uma reacção aeróbia efectuada pelas bactérias acéticas [8], segundo a equação: 
              C2H5OH + O2 ( CH5COOH + H2O                        Equação 2
Toda a fermentação alcoólica ocorre normalmente em 3 fases que se distinguem claramente. A primeira fase caracteriza-se por haver elevada multiplicação celular. A segunda fase caracteriza-se por haver grande libertação de dióxido de carbono, aumento da percentagem de álcool e da acidez; o substrato agita-se como se estivesse em ebulição. A terceira fase caracteriza-se pela diminuição da intensidade da libertação de dióxido de carbono [44].

1.3. Minerais e Fisiologia/Bioquímica da planta

Em geral, para que uma planta apresente um crescimento saudável, necessita de pelo menos 10 elementos: Carbono, Hidrogénio, Oxigénio, Azoto, Fósforo, Potássio, Enxofre, Cálcio, Magnésio, e Ferro [29].

Os nutrientes, incluindo os minerais, podem ser classificados do ponto de vista da nutrição da planta. Assim temos dois grupos de nutrientes minerais [29]:
1. Macronutrientes : K, Ca, Mg, C; H, O, N, S;
2. Micronutrientes : Fe, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V, Na, Rb, B, Si, Cl, I, Se;

De acordo com Alvarenga [29], os minerais estudados neste trabalho apresentam as seguintes funções na planta:
Sódio: Embora tenham sido desenvolvidos diferentes estudos, a sua função não esta devidamente esclarecida. Sabe-se que o excesso pode provocar graves danos, a nível do seu desenvolvimento.

Potássio: É um macronutriente essencial. Não parece incorporar-se a compostos orgânicos. Deve actuar principalmente como activador enzimático.
Magnésio: É um macronutriente que actua sob duas formas diferentes: como componente estrutural, formando parte da clorofila; e como activador enzimático. È cofactor de um amplo número de reacções complexas. Sabe-se que confere estabilidade aos ribossomas e é necessária a sua presença para que ocorra a divisão celular com normalidade.
Cálcio: Tal como o magnésio, actua sob a forma de elemento estrutural e como cofactor enzimático. Faz parte das paredes celulares, onde se encontra sob a forma de pectato de cálcio, contribuindo para a rigidez das mesmas. Parece ser imprescindível na eficácia do transporte activo de iões e pode actuar como agente protector contra iões tóxicos. Influi no desenvolvimento vegetal, tanto na micose como no crescimento em tamanho da célula vegetal.
Manganês: É muito tóxico, excepto se em concentrações muito baixas. Actua como activador de diversas enzimas redox, que em parte coincidem com as activadas pelo magnésio. Este elemento é indispensável na fotossíntese. Compete com o magnésio.
Ferro: A maior parte deste elemento encontra-se nas folhas, estando ligado a proteínas. Também se encontra nas mitocôndrias, formando parte dos citocromos da cadeia respiratória. É indispensável na fotossíntese, ainda que não intervenha na estrutura da molécula. Compete fortemente com o cobre.

Cobre: A sua principal função é ser parte integrante de várias moléculas de enzimas. Intervém na fotossíntese fazendo parte da plastocianina, proteína que participa no transporte de electrões. A sua deficiência afecta a síntese proteica.
Zinco: Tem um papel muito importante nas biossenteses das auxinas (fitoreguladores), o défice destes elementos provoca efeitos negativos no crescimento da planta. É um activador enzimático e de alguma maneira intervém como coafactor na síntese proteica.
1.3.1- Factores nutricionais dos minerais

Dos 104 elementos existentes, os seres humanos necessitam de pelo menos 50 na sua dieta de acordo com Tolonen [37]. São vitais para o seu bem estar, tal como as vitaminas. Os minerais dividem-se em dois grupos, de acordo com as necessidades diárias na dieta:
Macrominerais – com requerimentos de necessidades diárias maiores que 100mg: Ca, P, Na, K, Cl,  Mg, S.

Microminerais- com necessidades diárias entre 1 e 100mg: Fe, Cu, Zn, Mn, I, Mb, Se,  F,  Br, Cr,  Co, Si.

Cálcio: Ocorre em grande quantidade no corpo humano, cerca de 1200g num adulto 99% esta concentrado nos ossos e nos dentes. Os níveis de cálcio no corpo humano são dependentes do grau de absorção pelas paredes do intestino, que é controlado principalmente pela vitamina D. A presença de cálcio é necessária para a absorção da Vitamina B12. É requerido na produção de hormonas, na manutenção do equilíbrio de fluidos, na actividade cardíaca, na coagulação do sangue e na secreção de leite.
Cobre: Existem apenas 80 mg de cobre no organismo humano, no entanto é um elemento extremamente importante na protecção das células. A maior parte do cobre encontra-se localizado no fígado, nos músculos, no coração e no cérebro. O cobre tal como o ferro é um metal oxidante, mas no entanto apresenta uma função de antioxidante, pois é constituinte de uma enzima antoxidante cobre-zinco superóxido dismutase (SOD). Esta enzima protege as células de danos causados por radicais livres e por peróxidos. A SOD é a quinta enzima mais comum no organismo humano. O cobre também é constituinte da ceruplasmina, proteína que apresenta oito atómos de cobre e regula níveis de hormonas, adrenalina, norodrenalina, serotonina e melatonina no plasma sanguíneo. Esta proteína também apresenta actividade contra radicais livres.
Ferro: Encontra-se no corpo de um adulto entre 3 a 4g de Ferro, situando-se a maior parte, 60%, na hemoglobina e 10% nos músculos na forma de mioglobina. O ferro esta relacionado com o transporte de oxigénio, na formação de glóbulos vermelhos e no funcionamento de várias enzimas. Como oxidante que é, diminui a concentração da vitamina A, C e E, o que provoca uma aceleração das reacções de rancificação dos ácidos tanto no corpo humano como em alimentos. A deficiência de ferro aumenta o risco de doenças infecciosas. Sabe-se que a capacidade dos linfócitos reconhecerem vírus, bactérias ou células cancerosas está relacionada com o ferro.

Magnésio: No corpo de um adulto, encontra-se entre 20 a 28 g de magnésio, dos quais 99% encontra-se dentro das células. Distribuindo-se cerca de 60% na estrutura óssea e 20% nos músculos. Participa em todas as reacções que envolvam fosfatos. As células requererem este elemento na divisão celular e na produção de enzimas. Regula o metabolismo de proteínas, hidratos de carbono, lípidos, ácidos nucleicos e nucleótidos. A sua deficiência provoca, alterações na membrana plasmática das células, aumentando a sua permeabilidade, podendo originar a sua ruptura em casos extremos; provoca aparecimento de fraqueza e fadiga. O magnésio parece melhorar o funcionamento do sistema imunitário.
Mangânes: Foi determinado que no corpo humano existem entre 10 a 20 mg, os quais se concentram principalmente, no fígado, no intestino delgado e nos rins. É um mineral essencial e antioxidante, participa no sistema enzimático SOD. É requerido na formação do tecido ósseo, no metabolismo das gorduras, dos hidratos de carbono, e na fertilidade.
Potássio: É um dos minerais que se encontra em maior quantidade no corpo humano: 115-150g. Cerca de 98% está localizado nas células. O potássio e o sódio têm efeitos antagónicos. Confere funcionalidade aos músculos e é requerido no metabolismo do oxigénio no tecido cerebral. Participa no metabolismo das proteínas. Um balanço correcto de potássio, evita problemas de arritmia cardíaca.
Sódio: Existem, no corpo humano, cerca de 100g de sódio, metade da qual encontra-se nas células, principalmente nos ossos, e a restante quantidade encontra-se no líquido intersticial. Regula a produção de adrenalina e de aminoácidos. Metade da quantidade ingerida de sódio procede de alimentos pré-processados. O excesso pode provocar aumento da pressão arterial.
 
Zinco: Um adulto contém no seu corpo entre 2 a 4g de zinco, dos quais uma grande fracção, cerca de 78% encontra-se nos ossos, músculos e na pele. O zinco é parte integrante de 100 enzimas diferentes e é requerido por cerca de 200 enzimas. Entra nos processos de formação do tecido ósseo, cura de feridas e arranhões, na produção de proteínas, na regulação dos ribossomas, na síntese de ácido ribonucleico e de insulina, e no metabolismo de hidratos de carbono. Protege a pele, melhora a resistência a doenças infecciosas, inflamações e alergias.
As quantidades diárias recomendadas diária pelo Conselho Nacional de Investigação da Academia de Ciências dos Estados Unidos, para um homem de 70Kg com uma actividade moderada são: K (1600mg/dia), Ca (800 mg/dia), Na (500 mg/dia), Mg (250 mg/dia),  Zn (12 mg/dia),  Fe (10 mg/dia),  Mn (2 mg/dia) e  Cu (1,5 mg /dia).
1.4. Técnicas para determinação de metais
É grande o número de métodos que existem para determinar minerais. Existem metodologias desde métodos gravimétricos, titrimétricos, potenciométricos, espectrofofométricos de absorção molecular entre outros. São no entanto morosos e pouco sensíveis. Hoje em dia existem métodos analíticos rápidos e sensíveis sendo alguns multi-elementais. A maior parte destes métodos baseia-se na espectrofotómetria atómica. Podem-se encontrar algumas variações, e até a acopulação entre dois ou mais métodos analíticos. Por exemplo, espectrofotómetria de absorção atómica com atomização de chama (FAAS); espectrofotómetria de absorção atómica com atomização electrotérmica (ETAAS); espectrofotómetria de emissão atómica com atomização por indução de plasma (ICP-AES), espectrofotómetria de emissão atómica com atomização por indução de plasma por microondas (MIP-AES), espectrofotómetria de massa com atomização por indução de plasma (ICP-MS), cromatografia gasosa espectrofotómetria atómica (GC-AS), cromatografia líquida – espectrofotómetria atómica (LC-AS) entre outros. Os mais correntes são a espectrofotómetria de absorção atómica com atomização de chama (FAAS) e espectrofotómetria de absorção atómica com atomização electrotérmica (ETAAS). Neste trabalho utilizou-se a espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama dependendo do mineral a analisar [33].
1.4.1 – Espectrofotómetria  Atómica
A espectrofotómetria atómica é o princípio mais antigo de análise elementar instrumental, remontando para meados do século XIX aos trabalhos de Bunsen e Kirchhoff [39]. 
 A radiação emitida pela chama é característica dos elementos nela presentes ou induzidos por vários meios. Esta descoberta dependeu da disponibilidade dos meios dispersivos, como prismas, que resolveram espectroscópicamente a radiação para produzir os espectros de linhas dos elementos. Foi descoberto também que a radiação com o mesmo comprimento de onda das linhas emitidas é absorvida por um vapor do mesmo elemento. Esta observação é a base para a espectrofotómetria de absorção e emissão atómica [27]. 

Como um método de determinação elementar, a espectrofotómetria de absorção atómica (AAS) remonta ao trabalho de WALSH na década de 50. Na espectrofotómetria de absorção atómica, a absorção da radiação ressonante pelo estado fundamental dos atómos do analíto é usada como sinal analítico. Este processo é um processo altamente selectivo e sensível, sendo portanto a espectrofotómetria de absorção atómica (AAS) um método de análise muito poderoso, usado na maioria dos laboratórios analíticos. Trata do estudo da absorção de energia radiante nas zonas do visível e ultravioleta por átomos neutros no estado gasoso [13].
É usada uma fonte primária que emite a radiação específica do elemento, geralmente uma que emite linhas discretas, usando-se monocromadores para isolar a radiação. Nos trabalhos iniciais era necessário o uso de fontes cujas larguras físicas das linhas de analíto emitidas fossem baixas, para se poderem obter absorções altas. Quando a largura da banda da radiação primária é pequena relativamente ao perfil de absorção da linha, a absorção resultante duma determinada quantidade de analíto é mais alta do que a obtida com um sinal primário largo. Obtém-se radiações primárias constituídas por linhas estreitas usando descargas a baixa pressão, como acontece em lâmpadas de catódo-oco. Recentemente a disponibilidade de fontes de laser sintonizáveis, tais como lasers de díodo, abriram novas perspectivas pois só estão presentes as linhas analíticas, não sendo necessário nenhum monocromador. Aplicando afinações, é possível varrer o perfil de absorção, aumentar a gama dinâmica ou executar correcções de fundo, ficando assim possível a troca de um elemento de analíto por outro, quando são providos vários lasers de díodos. Contudo, as fontes de lasers são restringidas pela gama espectral limitada que pode ser coberta. O uso de fontes de riscas conduz geralmente a mais alta sensibilidade analítica e poder de detecção, bem como a uma maior gama dinâmica dentro da qual se aplica a lei de Lambert-Beer [27].
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Temos na equação A que é a absorvência,
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o coeficiente de absortividade (que é característico de cada elemento) b o percurso óptico do feixe de radiação incidente e C a concentração [13]. 
Só se pode aplicar uma relação linear entre absorção e concentração quando toda a radiação que passa para o detector é absorvida na mesma extensão pelos atómos de analíto (caso ideal). Nos casos normais, a curva de concentração e absorvida decai para o eixo da concentração, devido à presença de radiação não absorvida. Para uma fonte primária que emite linhas estreitas isto deve-se principalmente a contribuições de linhas não absorvidas do material do cátodo ou do gás enchedor, que caem dentro da largura de banda espectral do monocromador. A elevadas concentrações, uma diminuição na dissociação leva a baixas absorvências, e a supressão de ionização leva a altas absorvências [27].

Para a espectrofotómetria de absorção atómica, o analíto deve estar presente como um vapor atómico, o que requer um atomizador. Uma vez que está técnica estuda os átomos elementares, o primeiro passo e o mais importante é a atomização da amostra (ou seja o processo em que a amostra é volatilizada e decomposta em ordem a formar um gás atómico). Existem quatro processos principais de atomização: chama, electrotérmica, plasma acoplado ou em corrente directa [29]. 
A atomização por chama apresenta a vantagem de poder ser aplicada a três métodos diferentes: absorção (EAA), emissão (EEA) e fluorescência. Em geral, a amostra no estado gasoso diluído é aspirada por vácuo através de um tubo capilar para uma câmara onde é dispersa (ou nebulizada) como um spray muito fino. Mistura-se com o combustível gasoso e com o oxidante, os quais transportam o spray para o queimador. Quando o spray situa-se na zona média da chama dá-se a formação de átomos elementares [31].
É de referir que, uma vez que a velocidade do fluxo da mistura combustível/oxidante é muito grande, apenas uma fracção da amostra é atomizada, o que torna a chama um processo de atomização pouco eficiente. Nos aparelhos mais modernos, utilizam-se queimadores de fluxo laminar, por serem mais eficazes que os de fluxo turbulento, pois produzem uma chama mais estável [11, 31].
Nas chamas, são obtidos tanto os espectros de absorção como o de emissão. O espectro de emissão é produzido quando um átomo excitado, pela absorção de energia de uma fonte de calor, volta ao estado fundamental e emite um fotão de comprimento de onda característico. Pelo contrário, um espectro de absorção é produzido quando um átomo no estado fundamental absorve um fotão, de comprimento de onda característico, emitido por uma fonte externa de radiação, ficando num estado excitado. È importante compreender que, para a mesma transição electrónica, a energia de um fotão emitido é equivalente à de um fotão absorvido. Assim, o comprimento de onda do fotão emitido é igual ao do fotão absorvido [12, 31]. 

Todos os elementos, quando presentes na chama, ionizam-se em determinado grau, o que origina uma mistura de átomos, iões e electrões num meio quente. Por exemplo, um elemento X que se encontra em determinada amostra, é atomizado e parcialmente ionizado de acordo com o equilíbrio, 
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                  Equação 4
que é estabelecido na zona média da chama. A extensão desta ionização está relacionada com a temperatura da chama (que depende directamente dos componentes que constitui a mistura combustível/oxidante), com a concentração do elemento X e também pelo número de electrões produzidos pela ionização de todos os elementos presentes na amostra. Assim, a temperatura da chama é altamente selectiva para cada elemento a analisar, existindo vários tipos de misturas combustíveis/oxidantes de forma a obter chamas (ou seja temperaturas) apropriadas. A mistura que tem uma gama maior de análise é a formada por acetileno 
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Os espectrómetros de absorção atómica contêm uma fonte primária de energia específica (uma lâmpada de cátodo oco), um atomizador com um sistema de introdução de amostra,  e  um  monocromador com um sistema de detecção e  aquisição  satisfatório [27].
Na espectrofotómetria de absorção atómica com atomização por chama (EAA/FA), a radiação é emitida por uma fonte externa especial e com a mesma constituição da do analíto [30]. 

A radiação emitida pela fonte externa passa pela chama sendo ai absorvida pelos átomos elementares não excitados. A restante radiação, não absorvida, passa pelo monocromador, sendo depois captada num detector de radiação. O sinal é processado comparando a radiação emitida pela fonte externa e não absorvida pelo analíto de forma a obter-se a absorvência, unidade mais usual [30].
É de referir que a fonte de radiação não é contínua, aliás é descontínua, caracterizando-se por uma série de “linhas” de radiação discreta. As fontes de energia melhores e mais eficazes são as lâmpadas de cátodo oco (HCL – Hollow Cathod Lamp) [30, 31]. 
O Espectrofotómetro de emissão é constituído pelos mesmos elementos mas sem a lâmpada de cátodo oco, uma vez que se mede a emissão, ou seja a transmitância [31].
Na espectrofotómetria de emissão atómica com atomização por chama (EEA/FA), os átomos do analíto, excitados pela chama servem de fonte de radiação, não sendo requerido nenhuma fonte de radiação externa. A radiação emitida, na zona média da chama, passa através de um monocromador (que “filtra” a radiação emitida pelo analíto), incidindo posteriormente num detector de radiação [28]. 
Este método é mais sensível, preciso e exacto, para elementos com grau de ionização elevado, como por exemplo Na e K. Os espectrofotómetros de absorção atómica podem ser de feixe duplo ou simples (figura 3).
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Figura 3- Espectrofotómetro de absorção atómica em chama

A) Feixe simples; B) Feixe duplo

B) Fonte; b) Queimador; c) Monocromador; d) Espelho móvel; e) espelho semireflector.

A radiação da fonte primária (a) é conduzida pelo volume de absorção (b) e subsequentemente para o monocromador (c). Por regra, as densidades de radiação são medidas com um fotomultiplicador e processadas electronicamente. Na maioria dos instrumentos, o fluxo radiante é modulado periodicamente. Isto pode ser alcançado modulando a corrente da fonte primária, ou com a ajuda de um espelho giratório (d) na direcção da radiação. Consequentemente, é fácil diferenciar a densidade radiante emitida pela fonte primária da emitida pela chama. Tanto se usam instrumentos de feixe simples como de feixe duplo. No último, parte da radiação primária é alimentada directamente no monocromador, enquanto a restante passa primeiro pela chama. Deste modo, podem ser compensadas flutuações e desvios à medida que se originam da fonte primária de radiação ou das medidas electrónicas [31]. 
O espectrómetro pode ser equipado para medidas quase simultâneas da absorção de linha e de fundo. A radiação de uma segunda fonte contínua é trocada rapidamente com a radiação da fonte primária e alimentada pelo volume de absorção, por um espelho semitransparente. O fluxo radiante da fonte contínua não é diminuído significativamente pela absorção atómica devido à baixa resolução espectral do monocromador, no entanto, será enfraquecido por bandas largas de absorção de moléculas, ou radiação perdida. As fontes de radiação primária usadas em AAS devem cumprir várias condições: 1) Emitir o espectro de linhas de um ou mais elementos analítos com larguras de linha inferiores às das linhas de absorção no atomizador; 2) Ter densidade radiante espectral alta (poder radiante por unidade de área, ângulo sólido, e unidade de comprimento de onda) no centro da linha espectral; 3) Ter condutância óptica (área radiante multiplicada por ângulo sólido utilizável) alta; 4) As radiações das linhas analíticas devem ser constantes por muito tempo. Descargas de baixa pressão tais como descargas de cátodo-oco e, para alguns elementos, descargas de alta frequência cumprem estas condições [27].
Uma lâmpada de cátodo-oco (figura 4) tem como componentes activos o cátodo, feito ou revestido do elemento em estudo, geralmente na forma de um cilindro fechado numa extremidade com 1 cm de profundidade e de diâmetro e um ânodo constituído meramente por um fio metálico. A lâmpada é cheia com um gás nobre a uma pressão da ordem de 100 Pa [2, 31]. 

A corrente de descarga, que variam entre 5 e 100 mA, dá-se uma descarga eléctrica que provoca a ionização do gás raro; os iões resultantes bombardeiam o cátodo que emite os átomos do metal. O vapor atómico do metal é por sua vez excitado por colisões com átomos do gás raro e emite a sua radiação característica [13].

As riscas emitidas por uma lâmpada de cátodo-oco são notavelmente estreitas, da ordem de alguns milésimos do nm, pelo que são 5 vezes mais estreitas que as riscas de absorção [27].

Além das linhas do analíto também são emitidas linhas do gás de descarga, o que pode conduzir a interferências na AAS. Na maioria dos casos é usado néon ou árgon de elevada pureza. Por razões mecânicas, pode ser necessário fabricar o manto do cátodo de um material diferente do da parte interna do cátodo-oco, que normalmente é feito do analíto, podendo assim ser emitido um espectro atómico adicional [27].

[image: image8.wmf]
Figura 4 - Lâmpada de cátodo-oco para espectrometria de absorção atómica
a) Cátodo-oco; b) Ânodo; c) Isolamento de mica; d) Provisão de corrente; e) Janela (ex.: quartzo)

Para alguns elementos, também podem ser usadas lâmpadas cujo cátodo-oco consiste em vários elementos. O número de elementos contidos numa lâmpada está limitado devido aos riscos de interferências espectrais. De notar que para alguns elementos, as lâmpadas de descarga sem eléctrodo são preferidas relativamente às lâmpadas de cátodo-oco. Isto aplica-se a elementos voláteis como As, Se, e Te. Nas lâmpadas de cátodo-oco destes elementos relativamente voláteis a auto-absorção a baixas correntes de descarga pode ser considerável, e pode mesmo ocorrer auto-reversão. Este caso não se põe com lâmpadas de descarga sem eléctrodo. Estas últimas consistem num tubo selado de quartzo de vários centímetros de comprimento e de cerca de 5 a 10 mm de diâmetro, com alguns miligramas do elemento em estudo na forma de metal puro ou halogeneto e com uma atmosfera de árgon a pressão reduzida. O tubo é introduzido numa bobina dum gerador de corrente alterna a alta-frequência (2400 MHz) que corresponde à zona de rádio ou microondas, dando-se uma descarga eléctrica [13, 17].

1.4.2- Interferências analíticas

De modo a compreender melhor as principais interferências, apresentam-se os fenómenos físicos que a amostra percorre na espectrofotómetria de absorção atómica.
	Processo
	Representação
	Estado

	
	M+ + A-
	Solução

	1º- Nebulização
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	M+ + A-
	Aerosol

	2º- Dessolvatação
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	MA


	Sólido

	3º - Liquefacção
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	MA
	Líquido

	4º - Vaporização
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	Gás

	5º - Atomização
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	M0+A0
	Gás

	6º - Excitação

(não desejado EAA)
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	7º - Ionização 

(não desejado em EAA)
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Figura 5 - Representação esquemática do processo físico que ocorre à amostra na EAA, com representação da disposição dos átomos e seu estado [30].

Assim temos o primeiro passo, a nebulização, a amostra é aspirada para uma câmara onde é misturada com a mistura gasosa combustível/oxidante, sob a forma de um aerosol de gotículas muito pequenas. À medida que se aproxima do calor da chama, dá-se o processo de evaporação ou dessolvatação. O solvente é removido e apenas ficam micropartículas sólidas da amostra. Conforme aumenta o calor, dá-se a fase de liquefacção, e com o aumento do calor a amostra vaporiza. Neste passo, o analíto ainda está ligado a um anião numa “forma molecular” a qual não apresenta actividade de absorção atómica. Quando por fim se chega à zona média da chama, onde o calor é ainda maior, a forma “molecular” dissocia-se dando origem a átomos no estado elementar [28].
Os seguintes passos são indesejáveis na absorção atómica, como será referido mais à frente.

1.4.2.1- Interferências não espectrais

Este tipo de interferências interferem na formação de átomos do analíto na chama. São exemplos, as interferências de matriz, as químicas e as da ionização [30].
1. Matriz – O primeiro passo na atomização por chama, que pode apresentar interferências é a nebulização. São as interferências produzidas pela microestrutura ou estado coloidal do meio onde se encontra o analíto [28]. Por exemplo, se a viscosidade dos padrões e das amostras diferirem, a taxa de aspiração será diferente, o que originará um número de átomos diferente na chama, obtendo-se más correlações entre os padrões e a amostra. Um problema comum da matriz é a concentração de ácido final na amostra e no padrão. Um dos modos de resolver este tipo de interferência é aproximando a constituição da padrão à da amostra, eliminando-se assim a interferência. Existe também uma técnica de superar este problema, mas sem eliminar a interferência. É o método da adição de padrão, neste resumidamente adiciona-se o padrão à amostra e só depois se realizam as medições [28,30].
2. Química – Este tipo de interferência ocorre no passo de atomização na chama. Neste passo, tem que ser fornecida energia suficiente de modo a dissociar as moléculas e obterem-se apenas átomos livres. Pode-se dar o caso que algum componente da amostra reaja com o analíto dando origem a um composto termoestável. Não se obtendo o número total de atómos de analíto presente na amostra. Duas das soluções para resolver este tipo de interferências, são a adição de tampões de radiação, agentes de libertação, agentes protectores e tampões de ionização libertador ou ainda, mudar para uma chama mais quente [30] [28]. 

4. Ionização – Este tipo de interferência é encontrado nas chamas mais quentes (ex: oxido nitroso/acetileno). Caso seja fornecida energia em excesso, o processo de atomização pode continuar e o átomo ficar no estado excitado ou ainda perder os electrões de valência, alterando o seu estado de oxidação (figura 5). Neste caso, ocorre uma menor absorção para o comprimento de onda característico. Assim quando um excesso de energia reduz a população de átomos no estado fundamental diz-se que existe uma interferência de ionização. Este problema acontece com mais frequência quando se analisam minerais alcalinos ou alcalino-terrosos. O método de corrigir este problema passa pela adição de supressores de ionização, ou seja, uma substância que ionize em vez do analíto a determinar, este é normalmente um mineral alcalino [28, 30].
1.4.2.2- Interferências espectrais

Nestas interferências obtêm-se valores erróneos altos e outras espécies, para além do analíto, absorvem no mesmo comprimento de onda do analíto. A interferência típica é a absorção de ruído de fundo [28, 30].
1. Absorção de ruído de fundo- deriva de nem todo o material da matriz ser totalmente atomizado. Uma vez que os átomos absorvem em linhas estritas e bem definidas é muito pouco provável que outro mineral o faça na mesma linha, ou que apresente algum tipo de interferência espectral. Ainda que ocorra esse fenómeno, a lâmpada de cátodo oco é especifica para cada elemento, tornando-se mais improvável a ocorrência destas interferências. No entanto, espécies que estejam na chama sob a forma molecular, na forma não dissociada, provindas da matriz podem apresentar absorção em amplas regiões do espectro. Também pode ocorrer, um caso similar devido a minúsculas partículas sólidas que provocam a dispersão da radiação incidente. De modo a compensar este problema, é necessário medir a absorção de ruído de fundo e subtrai-la ao sinal lido na amostra. Esta compensação é feita através da utilização de uma fonte de radiação contínua, como por exemplo uma lâmpada de tungsténio ou de deutério dependendo da zona do espectro da radiação do analíto seja UV ou Vis [30].
O melhor método de evitar este tipo de interferência é usar um espectrofotómetro de feixe duplo, com duas lâmpadas, a de cátodo-oco e uma de fonte contínua, como a de deutério em que a radiação da primeira lâmpada e a da fonte contínua passam alternadamente através da chama, ou câmara de grafite. Depois de passarem através do monocromador, ambos os feixes incidem no mesmo detector determinando-se depois a razão das duas intensidades. A fenda de saída do monocromador separa a risca de ressonância do espectro de emissão da lâmpada de cátodo-oco e deixa passar a banda contínua da lâmpada de deutério, correspondente à largura da banda espectral. A largura da risca de emissão da lâmpada de catódo-oco é de cerca de 0,005nm e da banda contínua de cerca de 0,2 a 0,7 nm. As intensidades da lâmpada de cátodo-oco e da lâmpada de deutério são ajustadas antes da medida, de modo a que
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Se se der a absorção do elemento em estudo, 
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virá diminuída dum valor, correspondente à concentração do metal, e 
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 vem também reduzida pela absorvência ao comprimento de onda de ressonância. Contudo, como a largura da risca de absorção é muito pequena, cerca de 0,005 nm, e a largura da banda tem pelo menos 0,2 nm, mesmo que haja uma absorvência de 100% da risca, tal só se traduz numa radiação absorvida de cerca de 2,5% o que é desprezável. Enquanto 
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 vem diminuída de uma fracção correspondente à concentração do metal na amostra. Este modo de correcção da radiação não especifica é vantajoso, pois é exacto, reprodutível e de execução prática rápida [13].
1.5. Validação dos procedimentos de análise para a determinação de parâmetros 

 Validação de um método de análise define-se como sendo a confirmação, através de exame e apresentação de evidência objectiva, de que os requisitos específicos relativos a uma dada utilização são cumpridos [14].

A especificação dos requisitos, a determinação das características do método e uma verificação de que os requisitos podem ser satisfeitos utilizando o método em causa, também estão incluídos na validação do método. À medida que o desenvolvimento do método se processa, convém que sejam feitas revisões periódicas, a fim de verificar se as condições continuam a ser satisfeitas. A validação é sempre um equilíbrio entre os custos, os riscos e as possibilidades técnicas [14]. 
Portanto, tem de se comprovar, através do fornecimento de evidências objectivas de que os requisitos para uma aplicação ou uso específicos pretendidos foram atendidos. Assim, os requisitos para a validação de métodos de análise dependem do tipo de método em causa e compreendem o estudo e conhecimento dos parâmetros [15].

1.5.1. Requisitos necessários para a validação de métodos analíticos

1.5.1.1. Especificidade/Selectividade

Um método que permite discriminar o analíto relativamente a outras substâncias, eventualmente presentes na amostra a analisar é chamado especifico. Ou seja, este sugere que nenhum composto para além do analíto contribui para o resultado [16].

A selectividade indica como os resultados podem ser afectados por outros componentes da amostra para além do analíto. Contudo, um método selectivo tem a capacidade de identificar e distinguir um analíto em particular numa mistura complexa, sem que haja interferência dos outros componentes dessa mistura [16].

 Frequentemente esses termos, a especificidade e a selectividade, são utilizados indistintamente.

1.5.1.2. Quantificação

É necessário o cálculo de vários parâmetros, para interpretar as informações obtidas pelos estudos e ensaios efectuados, entre os quais se destacam:

· Curvas de calibração;

· Limiares analíticos do método de ensaio;

· Sensibilidade.

1.5.1.2.1. Curvas de calibração

Entende-se por calibração, um conjunto de operações estabelecidas, sob condições específicas, que relaciona a resposta de um sistema de medida ou os valores indicados pela medição do instrumento, ou os valores representados pelo material de medida com uma concentração ou uma quantidade de substância conhecida [18].

Quando se faz uma calibração devem ter-se em conta alguns aspectos. Deve preparar-se uma série de soluções padrão em que a concentração do parâmetro é conhecida; as condições em que as soluções padrão de calibração são medidas no espectrofotómetro de absorção atómica, têm de ser as mesmas das amostras a analisar; estabelecer um gráfico de calibração (sinal do equipamento em função da concentração da amostra) e por fim determinar a concentração do parâmetro nas amostras [16].

A equação da recta é dada por:
y= a + bx                          Equação 7
Onde, y é a absorvência; a ordenada na origem; b é o declive da recta de calibração e x é a concentração.

Para avaliar a calibração analítica, pode usar-se o cálculo do coeficiente de correlação (r);
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              Equação 8
Geralmente, as curvas de calibração devem ter valores de coeficientes de correlação superiores a 0,995 [16].

 i) Gama de trabalho

O primeiro passo a efectuar em cada calibração é a escolha de uma gama de trabalho preliminar. A gama de trabalho deve cobrir uma gama aplicável para as amostras de medronho fermentado a analisar. Contudo, espera-se frequentemente que a concentração das amostras seja lida no centro da gama de trabalho [16].

O limite mais baixo da gama de trabalho deve ser igual ou superior ao limite de quantificação do método e o limite mais alto será o valor até ao qual a gama de trabalho tenha homogeneidade de variâncias e linearidade [19].

Assim, a gama de trabalho depende da variância do valor medido, que deve ser independente da concentração onde esta independência é verificada por um teste estatístico: a homogeneidade de variâncias [19].
Após a gama de trabalho ter sido estabelecida, devem ser preparados alguns padrões, onde, na norma ISO 8466/1 é recomendado um número de dez padrões, não devendo ser inferior a cinco. Os padrões devem ser distribuídos de igual modo na gama de trabalho, ou seja, as suas concentrações (xi) devem ser equidistantes ao longo da gama de trabalho. Depois da escolha do primeiro e do último padrão, estes vão ser analisados independentemente [19]. 

ii) Teste de homogeneidade de variâncias

Para verificar a homogeneidade de variâncias são determinadas dez réplicas independentes do primeiro e do último padrão (x1 e x10) da gama de trabalho, e por conseguinte obtêm-se dez valores de absorvência (yi,j) para cada série de medições [16].
Inicialmente, determinam-se as variâncias S12 e S22, utilizando as absorvências das concentrações x1 e x10, pelas seguintes equações [19].
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                               Equação 10
em que i é o número do padrão (neste caso i vai de 1 a 10) e j é o número de repetições efectuadas para cada padrão [16]. 

As variâncias são testadas pelo Teste-F para examinar se existem diferenças significativas entre elas, nos limites da gama de trabalho efectuando o cálculo do valor teste PG:
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De seguida compara-se este valor de PG com o valor tabelado da distribuição F (Fischer), para n-1 graus de liberdade a um nível de confiança de 99% [16]. 
Se PG ≤ F f1; f2; 0,99 então as diferenças de variâncias não são significativas e a gama de trabalho está bem ajustada; se PG < F f1; f2; 0,99 então diferenças de variâncias são significativas e a gama de trabalho deve ser reduzida até que a diferença de variâncias relativas ao primeiro e ao último padrão permitam obter PG ≤ F [19, 23].
Caso se verifique este último ponto, ou seja, se as diferença entre as variâncias é significativa,  terá  de se  diminuir a  gama de trabalho preliminar, de maneira a obter PG ≤  F [19].
iii) Linearidade

Quando um método analítico produz resultados que sejam directamente proporcionais à concentração do analíto presente na amostra analisada, numa dada gama de trabalho, diz-se que há linearidade do método [15].
Para avaliar a linearidade de um método pode recorrer-se a uma representação gráfica dos resultados dos ensaios em função da concentração do analíto juntamente com o cálculo e análise do coeficiente de correlação (ter em atenção este teste de linearidade, pois os coeficientes de correlação não são necessariamente bons indicadores de linearidade), como também pode ser verificada por cálculos a partir da equação da regressão linear que é determinada pelo método dos mínimos quadrados [16].
De acordo com a norma ISO 8466/1, a linearidade pode ser verificada através de um modelo estatístico. Inicialmente calcula-se a função de calibração linear e a função de calibração não linear, para obter os respectivos desvios padrão residuais, Sy/x e S y2 (calculados pelas equações 16 e 17) [19].
A diferença de variâncias (DS2) é calculada pela seguinte equação:
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               Equação 12
em que N é o número total de padrões de calibração.

O DS2 e as variâncias da função de calibração não linear são testadas pelo Teste-F para examinar se existem diferenças significativas efectuando o cálculo do valor teste PG:
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                             Equação 13
De seguida compara-se este valor de PG com valor tabelado da distribuição F (Fischer), para 1 grau de liberdade para DS2, n-3 graus de liberdade para o desvio padrão residual da função de calibração não linear, e a um nível de confiança de 99%. Se PG ≤ F então a função de calibração não é linear, portanto, deve avaliar-se a possibilidade de reduzir a gama de trabalho tanto quanto necessário, até que a função de calibração seja linear. Pode recorrer-se à ISO 8466/02 ou a outra função susceptível de bom ajuste, mas isto 
deve  ser unicamente quando há uma base teórica que o justifique [19].
iv) Método dos mínimos quadrados

A curva de calibração pode ser avaliada através do seu coeficiente de correlação sempre conjuntamente com a representação e a visualização gráfica da curva de calibração.

Aplicando o método dos mínimos quadrados à regressão linear, demonstra-se que os coeficientes a (ordenada na origem) e b (declive) da recta de regressão de y em x, sendo a função de calibração linear dada por y = a + bx [16], são obtidos pelas seguintes equações:
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[image: image24.wmf]x

.

b

y

a

-

=

                           Equação 15
Sendo xi os valores individuais de concentração; yi os valores individuais de sinal instrumental; 
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 é a média de valores de x (concentração dos padrões utilizados) e 
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 é média dos valores de y (sinal instrumental). Quantifica-se a precisão da estimativa pelo desvio padrão residual (Sy/x) da recta de regressão linear, que exprime a dispersão dos valores do sinal instrumental em torno da curva de calibração [16]:
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                   Equação 16
O desvio padrão residual de regressão quadrática (Sy2) [19] é dado por:
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            Equação 17
Onde a’ , b’ e c’ são os parâmetros obtidos na regressão polinomial y = a’ + b’x + c’x2

Os coeficientes de calibração são obtidos pelas seguintes equações [20].
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              Equação 20
Onde, os intermediários são calculados pelas seguintes equações [16] :
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Também tem de ter-se conta, os desvios padrões do declive e da ordenada na origem [16], que são dados por:
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    Equação 26           e         
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     Equação 27
Podendo assim calcular os limites de confiança de a e b:

a ± t. Sa    Equação 28        e       b ± Sb     Equação 29    
A concentração do analíto na amostra (xo) [16], pode ser obtida das equações seguintes:

a) Valor obtido a partir de um sinal instrumental yo:
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                     Equação 30    
b) Valor médio medido a partir de uma série de replicados, independentes, 
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 sobre uma mesma amostra:
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O desvio padrão do método (Sm) é uma característica que permite ao analista verificar a qualidade do trabalho efectuado [16]. 
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                  Equação 32

Para comparação de diferentes métodos analíticos, o coeficiente de variação do método [16], expresso em % é dado por:
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                               Equação 33
1.5.1.2.2 - Limiares analíticos do método: limites de detecção (LD) e quantificação (LQ)

O limite de detecção (LD) de um método corresponde ao teor (concentração) mínimo de um analíto que se pode detectar com uma certeza estatística razoável. Isto é, o LD corresponde ao início da gama em que é possível distinguir com uma dada confiança estatística (normalmente 95%), o nível do branco da amostra, e como tal indicar se o analíto em questão se encontra presente ou não [16].

Uma leitura inferior ao limite de detecção não significa que não existe analíto a medir, apenas se pode afirmar que a concentração do componente em causa é inferior a um dado valor. Em relação à gama entre o LD e o LQ, pode entender-se que é uma zona de detecção qualitativa e não quantitativa, por conseguinte não se devem reportar valores nesta gama. O limite de detecção deve ser inferior a 1/10 da concentração da amostra analisada [18].
O limite de quantificação (LQ) corresponde à mais pequena concentração medida a partir da qual é possível a quantificação do analíto com um nível aceitável de exactidão e precisão. Isto é o LD corresponde ao início da gama em que o coeficiente de variação (incerteza relativa) do sinal é reduzido a valores razoáveis para que se possa efectuar uma detecção quantitativa [18]. 
Assim, na gama baixa, o primeiro padrão de calibração deve ser igual ou superior ao limite de quantificação [19].
O limite de quantificação é sempre maior do que o limite de detecção. Atendendo as recomendações da IUPAC, o valor do limite de detecção situa-se  acima  do sinal médio do branco (X0),  a cerca de  3 vezes o desvio padrão  do branco,  assim por definição LD= X0 + 3,3 S0, enquanto que o limite de quantificação situa-se a dez vezes o referido desvio padrão então por definição o  LQ= X0 + 10 S0 [18].
Para o cálculo dos referidos limites, podem ser usados dois métodos [18]:

1) A partir de uma série de ensaios (n>30) de brancos ou padrões vestigiários  preparados de uma forma independente e lidos em dias diferentes, reproduzindo tanto quanto possível as condições de rotina; calculando por fim a respectiva média e desvio padrão.

2) A partir da estatística dos mínimos da recta de calibração admitindo-se que o desvio padrão da estimativa representa o desvio padrão do branco, e interpolando o correspondente valor em concentração obtém-se:
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   Equação 35    
O método dos mínimos quadrados pode levar a valores irrealistas caso não haja homogeneidade de variâncias, linearidade até à origem, ou exclusão do branco da curva de calibração [18].
1.5.1.2.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método de análise relaciona-se directamente com a capacidade de um método (ou equipamento) para distinguir pequenas diferenças de concentrações de um analíto. O declive da recta de calibração é um factor que limita a sensibilidade de um método, ou seja, para medidas efectuadas no mesmo equipamento, um declive maior da recta de calibração corresponderá ao método de maior sensibilidade [16].

Portanto, a sensibilidade é um parâmetro que demonstra a variação da resposta em função da concentração do analíto e que pode ser expressa pelo declive da curva da regressão da calibração [16], conforme a seguinte equação: 
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                                            Equação 36
Sendo S a sensibilidade; ∆L, a variação da resposta e ∆C a variação da concentração.

Caso a curva de calibração seja definida por um modelo linear, a sensibilidade será constante ao longo de toda a gama de trabalho e igual ao declive dessa recta de calibração. A sensibilidade depende da natureza do analíto e da técnica de detecção utilizada [16].

1.5.1.3. Precisão

A precisão avalia a dispersão de resultados entre ensaios independentes, repetidos sobre uma mesma amostra, amostra semelhantes ou padrões, em condições definidas, ou seja, a precisão mede a concordância entre os valores obtidos do mesmo método de ensaio, várias vezes em condições definidas [16].

Para avaliar esta dispersão, existem duas medidas extremas designadas por repetibilidade e reprodutibilidade. Existe também uma situação intermédia que se designa por precisão intermédia [16].

1.5.1.3.1. Repetibilidade
É a precisão, usualmente expressa pelo desvio padrão, de um método de ensaio efectuado em condições idênticas, em que os ensaios efectuados são sobre uma mesma amostra [16]. Tais condições são: mesmo laboratório; mesmo analista; mesmo equipamento; mesmo tipo de reagentes e curtos intervalos de tempo.

Para determinar a repetibilidade de um método num laboratório (também pode ser determinada através de um EIL), efectuam-se uma série de medições (n≥10) sobre uma mesma amostra ou padrões em vários níveis de concentração, nas condições acima referidas. Por conseguinte, será calculado o desvio padrão para cada nível de concentração, obtendo-se assim o desvio padrão de repetibilidade (Sri) associado aos resultados considerados [16]. A partir do desvio padrão dos resultados dos ensaios em condições de repetibilidade é calculado o limite de repetibilidade (r) , que é o valor abaixo do qual se deve situar a diferença absoluta entre determinações sucessivas, permitindo ao analista decidir se esta diferença entre duplicados é significativa [15].
Para um nível de confiança de 95%, o limite de repetibilidade (r) é avaliado por [16]:
   r =2,8. Sri                                Equação 37 
Onde, a variância associada à repetibilidade 
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                       Equação 38 
Onde 
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 é a variância associada aos resultados e (nwi-1) são os graus de liberdade da série de análises. O índice p é referente ao número de laboratórios participantes (caso se determina a repetibilidade através de um EIL, p≠1).

O coeficiente de variação de repetibilidade (CVr), para cada nível de concentração [15], é dado por:
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                       Equação 39
sendo, 
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 o desvio padrão de repetibilidade, para cada nível i de concentração e 
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 a média dos valores considerados.

1.5.1.3.2. Reprodutibilidade

È a precisão, usualmente expressa pelo desvio padrão, de um método efectuado em condições de ensaio diferentes, utilizando o mesmo método de ensaio, sobre uma mesma amostra, fazendo-se variar as condições de medição, tais como diferentes laboratórios; diferentes operadores; diferentes equipamentos e em épocas diferentes. 
A reprodutibilidade de um método de análise é obtida a partir de ensaios interlaboratoriais [15, 16].
Os extremos da variabilidade de um método de ensaio são representados pelas duas medidas de dispersão referidas anteriormente, sendo a repetibilidade uma medida de variabilidade mínima e a reprodutibilidade uma medida de variabilidade máxima dos resultados. Entre estas medidas de variabilidade extremas, existe uma situação intermédia que é denominada por precisão intermédia. Esta é considerada como a mais representativa variabilidade dos resultados num laboratório, e como tal, a mais aconselhável de usar [16].
1.5.1.3.3 - Precisão intermédia
É a precisão avaliada sobre a mesma amostra, amostras idênticas ou padrões, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratório ou em laboratórios diferentes, mas tem de definir-se exactamente quais as condições a variar (uma ou mais), tais como diferentes analistas; diferentes equipamentos ou diferentes alturas no tempo [16].
 São efectuadas n medições em replicados, duplicados ou em ensaio único sob as condições pré-definidas, para que a precisão intermédia seja determinada. Há que ter em conta a existência de vários métodos para estudar este tipo de precisão.

Existem vários métodos para a determinação e controlo deste parâmetro de qualidade, nomeadamente através de cartas de controlo de amplitudes para análise de duplicados de amostras e para padrões estáveis ao longo do tempo, por exemplo; e através da estimativa do desvio padrão de precisão intermédia 
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                       Equação 40
Sendo, Si() o desvio padrão de precisão intermédia; n o número de amostras ou padrões; yk é cada resultado obtido e 
[image: image52.wmf]y

 representa a média aritmética de cada resultado obtido.

Este método baseia-se na execução de n medições (n≥15), em condições pré-definidas, sobre uma mesma amostra, amostras supostamente idênticas ou padrões [21]. 
Em alternativa, pode determinar-se a precisão intermédia através da recolha de t valores de n ensaios de amostras ou padrões. Este parâmetro de qualidade é baseado na dispersão entre ensaios, tal como a próxima expressão mostra. É recomendado que o valor de t(n-1) seja superior, ou pelo menos igual a 15 [21].
Assim, a estimativa do desvio padrão de precisão intermédia (Si), neste caso, é dado pela equação 40:
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         Equação 41
Sendo Si( ) o desvio padrão de precisão intermédia; t o número de amostras ensaiadas; n o número de ensaios efectuados por amostra; j o índice da amostra (de 1 a t); k o índice do resultado obtido para a amostra j (de 1 a n); yjk o resultado individual (K) para a amostra j e 
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 representa a média aritmética dos resultados da amostra j [21].
1.5.1.4. Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas variações. Pode dizer-se que um método é robusto caso este se revele praticamente insensível a pequenas variações que possam ocorrer quando está a ser executado. É de notar que quanto maior for a robustez de um método, maior será a confiança desse relativamente à sua precisão [16].
1.5.1.5. Exactidão

A exactidão mede o afastamento do valor medido ao valor verdadeiro. Pode ser avaliada através de ensaios interlaboratoriais, uso de materiais de referência certificados, por testes comparativos e realização de ensaios de recuperarão [15].

1.5.1.5.1. Ensaios interlaboratoriais

Os EIL consistem num ensaio cego de uma mesma amostra por diversos laboratórios, com o fim de comparar os resultados [16].
Existem vários tipos de EIL, consoante os objectivos a que se destinam. No entanto, para validar um método de ensaio, terá mais interesse recorrer a um EIL de Aptidão, que se destina a avaliar o desempenho do laboratório, como também evidenciar a exactidão dos resultados de um determinado método de ensaio. O resultado do EIL é avaliado através do seguinte parâmetro (z-score) [16].
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                                Equação 42
Sendo, Xlab o valor obtido pelo laboratório; 
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 o valor aceite como verdadeiro e S uma medida dos erros admissíveis.

Os critérios de aceitação ou rejeição do resultado obtido, são os seguintes:

Se  Z ≤2 considera-se o resultado aceitável. Se 2<Z≤3 considera-se questionável,  e  se  3<Z o resultado é insatisfatório e deve ser investigado [16].
Sob ponto de vista da exactidão, alguns laboratórios são melhores do que outros, quer porque conseguem contrariar de maneira eficaz os seus erros sistemáticos, quer ainda porque os seus erros aleatórios são diminutos e, portanto dispersos dos resultados que se obtêm é mais reduzida. Sendo assim, existe uma evidente vantagem na intercomparação entre laboratórios [16, 23].

1.5.1.5.2. Materiais de referência certificados

Sempre que possível devem ser usados MRC no processo de validação de um método de ensaio. Estes possuem um valor de concentração para cada parâmetro e uma incerteza associada. A exactidão da análise (como também o erro) é determinada pela comparação do valor obtido na análise de um MRC com o valor certificado [15].

1.5.1.5.3. Testes comparativos

Consistem na comparação dos resultados obtidos a partir do método de análise a validar, com os resultados conseguidos através de um método tomado como referência. 
Através destes testes comparativos avalia-se a exactidão do método em relação ao de referência, estudando a proximidade dos resultados obtidos pelos dois métodos de ensaio [16].

1.5.1.5.4. Ensaios de recuperação

Os ensaios de recuperação servem de medida da exactidão, em que se adiciona uma quantidade conhecida de padrão à amostra e verifica-se a capacidade do método em recuperar essa quantidade, que pode variar de 90% a 110%. O ensaio de recuperação calcula-se através da seguinte equação [15].
           
[image: image57.wmf]%

100

x

Cpadrão

Camostra

)

padrão

amostra

(

C

o

recuperaçã

%

-

+

=

      Equação 43 
II. Procedimento Experimental

Descreve-se neste capítulo o procedimento experimental para a validação do método de análise de espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama para a determinação de minerais na fermentação do medronho (Arbutus unedo L.).

Embora este método de análise já faça parte da rotina do laboratório da FERN da Universidade do Algarve, para determinação da composição mineral em vários produtos de origem vegetal, não foi, até a data validado. 

A preparação das amostras para análise foi realizada no Laboratório da Direcção Regional de Agricultura do Algarve e a validação do método e a determinação dos elementos minerais por EAA/EC foi realizada no Laboratório da FERN da Universidade do Algarve.
2.1. Validação do método 

Entende-se por validação de um método o estudo que comprova que o método é adequado aos objectivos quando aplicado no laboratório [49]. 
Neste caso concreto denomina-se de validação interna, sendo que se trata de um método que já era utilizado na rotina do laboratório 
Neste estudo procedeu-se à determinação e ao estudo de um conjunto de parâmetros:

1. Gama de trabalho/Linearidade

2. Limiares analíticos (Limites de Detecção e Quantificação)

3. Sensibilidade

4. Precisão (repetibilidade e precisão intermédia)

A gama de trabalho do método foi determinada a partir da análise do primeiro e último padrão em 10 réplicas independentes, a partir das quais foram determinadas as variâncias correspondentes, segundo a norma ISO 8446 [46], de forma a verificar se a recta se encontrava bem ajustada. Depois de escolhida a gama de trabalho foi possível comprovar a sua linearidade e proceder à determinação da sensibilidade e limiares analíticos.

O estudo da precisão do equipamento foi realizado efectuando-se uma série de 10 medições do primeiro e último padrões da recta em condições de repetibilidade. Para tal foi determinado o coeficiente de variação de repetibilidade (CVr), o limite de repetibilidade (r), assim como a precisão intermédia segundo a norma ISO 5275-6 [21]. 

A precisão do método também poderia ser avaliada pela participação num ensaio interlaboratorial, no entanto no período de tempo em que decorreu a validação do método de análise não estavam disponíveis ensaios interlaboratoriais para este tipo de produtos.

A realização de testes de recuperação também permite o estudo da repetibilidade do método, para este estudo não se justificou a sua realização, dado que o objectivo deste teste é a comparação com outros, portanto desde que se obtenha uma boa precisão é suficiente.

A exactidão de um método de análise pode ser avaliada pelo uso de materiais de referência certificados (MRC), os quais devem ser utilizados sempre que possível no processo de validação de um método de análise, o qual também não foi possível realizar dado não se encontrarem disponíveis no mercado MRC para este tipo de produto.
2.1.1. Gamas de trabalho 

Para a curva de calibração do K, Cd , Pb, Cu,  Mn,  Mg e Zn, preparou-se uma série de sete soluções padrão de concentrações compreendidas entre 0,5 e 3,5 mg/L dos respectivos elementos. Nesta gama de trabalho foram feitos os testes de homogeneidade de variâncias e de linearidade, para validar a gama de trabalho. Após ter-se verificado que esta gama de trabalho tinha passado nos testes anteriormente especificados, procedeu-se ao ajuste da gama. Isto, porque num laboratório é conveniente não ter gamas com muitos padrões, pois perde-se mais tempo e gastam-se muito mais reagentes. Assim, preparou-se cinco soluções padrão de concentração compreendida entre 0,5 e 2,5 mg/L de K, Cd , Pb,  Cu,  Mn, Mg e Zn.

Para a curva de calibração do Ca e do Fe, preparou-se de igual forma, uma série de sete soluções padrão de concentrações compreendidas entre 2 e 12 mg/L. Após ter-se verificado que a gama tinha passado nos testes anteriormente especificados procedeu-se ao ajuste da gama. Assim, preparou-se 5 soluções padrão de concentrações compreendidas entre 2 e 10 mg/L de Ca e Fe .
Para a curva de calibração do Na, preparou-se de igual forma, uma série de sete soluções padrão de concentrações compreendidas entre 0,3 e 0,8 mg/L de Na.  
Após ter-se verificado que a gama tinha passado nos testes anteriormente especificados procedeu-se ao ajuste da gama de trabalho. Preparou-se 5 soluções padrão de concentrações compreendidas entre 0,3 e 07 mg/L de Na. 
2.1.2. Teste de homogeneidade de variâncias

Após as curvas de calibração estarem feitas, preparam-se 10 réplicas independentes do primeiro e do último padrão para cada elemento.

2.1.3. Limites de detecção e limite de quantificação

Inicialmente preparou-se uma série de 30 ensaios de brancos para cada elemento, obtendo-se assim um limite de detecção e um limite de quantificação preliminares. Estes foram posteriormente recalculados através do método dos mínimos quadrados.

2.1.4. Precisão: Repetibilidade e precisão intermédia

2.1.4.1 Repetibilidade

Preparam-se 5 réplicas de cada amostra, 2 séries de 10 padrões de controlo de concentração 0,5 e 2,5 mg/L de K, Cd, Pb, Cu, Fe, Mn, Mg e Zn, 2 séries de 10 padrões de controlo de concentração 2 e 10 mg/L de Ca, Fe e 2 séries de 10 padrões de controlo de concentração 0,3 e 0,7 mg/L de Na. Cada réplica foi medida de forma independente.

2.1.4.2. Precisão intermédia
Preparou-se um padrão de controlo de 0,5 e 1,5 mg/L de K, Cd, Pb,  Cu,  Fe,  Mn,  Mg e Zn, um padrão de controlo de 2 e 10 mg/L de Ca, Fe,  e um PC de 0,3 e 0,9 mg/L de Na. Em que cada um dos padrões foram efectuadas 4 leituras diárias, durante quatro dias consecutivos uma vez por mês durante 2 meses. 

Para testar se havia homogeneidade de variâncias entre os replicados e dentro dos replicados, foi utilizada uma Análise de Variâncias (ANOVA) com duas variáveis independente (repetibilidade dentro dos replicados de cada amostra e a reprodutibilidade entre os replicados ao longo do tempo). A Precisão intermédia foi calculada com base no desvio padrão da variação (variância) entre replicados.
2.2. Preparação das amostras
As amostras foram cedidas pelo Sr. José Cavaco produtor de aguardente de medronho da zona de Cachopo. A fermentação dos frutos ocorreu em fermentadores de PVC (200-250 Kg) em condições de anaerobiose [50].
O processo de fermentação foi acompanhado pela recolha de 10 amostragens durante 65 dias. As colheitas foram realizadas nos tempos t= 0; 10; 12; 17; 18; 19; 24; 32; 48; e 65 dias de fermentação.

As amostras foram secas em estufa a 60ºC durante 48 horas até obter massa constante. Posteriormente foram finamente moídas num moinho (Moulinex), até a obtenção de um pó homogéneo. As amostras foram armazenadas em sacos de plástico seladas a vácuo, à temperatura ambiente, protegidas da luz solar, até à análise. Foi realizada a análise do teor em cinzas de acordo com a metodologia descrita no AOAC [40] . Em cada amostra foram realizados 5 replicados. 

2.3. Teor em cinzas totais

O teor em cinzas totais foi determinado pelo método de cinza seca, de acordo com o procedimento descrito por AOAC [40]. Pesaram-se cerca de 2 (±0,0001) g de amostra desidratada em balança analítica (AT 200).

A destruição da matéria orgânica foi efectuada por incineração em mufla (Termolyne 6000), com à temperatura de 550±25ºC, durante 24 horas. Após arrefecimento, pesou-se rigorosamente.  

O teor em cinzas, foi expresso em termos de resíduo seco, determinado a partir da equação 43.
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mRS – massa da amostra desidratada (g)

mC- massa de cinza (g)

As análises foram realizadas em quintuplicado, sendo o teor em resíduo inorgânico total (cinzas), expresso em % em relação ao peso seco, resultante da média aritmética das cinco réplicas.

2.4. Espectrofotómetro
A determinação da composição mineral em amostras de medronho fermentado, foram realizadas num espectrofotómetro absorção atómica/emissão de chama da Shimadzu (Figura 6), modelo AA-680, equipado com autoamostrador ASC-680F, impressora gráfica PR-5, com um carrocel  para 10 lâmpadas de cátodo oco (Figura 7 e 8), uma lâmpada de deutérium para correcção do ruído de fundo, um queimador, um sistema óptico, um monocromador, um detector e um amplificador [34]. 

Este espectrofotómetro permite efectuar determinações quer por absorção atómica quer  por emissão de chama. 
Nas determinações por absorção atómica a radiação é emitida por uma lâmpada de catódo oco com a mesma constituição da do analíto. A radiação emitida passa pela fonte externa passa pela chama sendo absorvida pelos atómos elementares não excitados. A restante radiação, não absorvida, passa pelo monocromador, sendo depois captada num detector de radiação. O sinal é processado comparando a radiação emitida pela fonte externa e a não absorvida pelo analíto de forma a obter-se a absorvência. 

Nas determinações efectuadas por emissão de chama, os atómos do analíto, excitados pela chama servem de fonte de radiação, não sendo requerido nenhuma fonte de radiação externa. A radiação emitida, na zona média da chama, passa através de um monocromador, incidindo posteriormente num detector de radiação.
Os parâmetros operacionais de funcionamento do espectrofotómetro de absorção atómica/emissão de chama utilizado para a realização deste trabalho são apresentados na Tabela 1.

Cada sessão foi iniciada com a leitura dos padrões da recta de calibração correspondente a cada elemento, seguida da leitura das amostras, lendo-se um padrão de controlo de 6 em 6 amostras. No final da sessão de trabalho procedeu-se à leitura de um padrão de controlo e um branco.

Fizeram-se curvas de calibração por regressão linear de absorvência em função da concentração dos padrões para o cádmio, chumbo, cobre, magnésio, manganês, ferro, cálcio e zinco por espectrofotómetria absorção atómica e o potássio e o sódio por emissão de chama. 
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Figura 6 – Espectrofotómetro de absorção atómica/emissão de chama, Shimadzu

                                   AA-680,  Japão.

                      [image: image60.jpg]




Tabela 1 - Condições operatórias do espectrofotómetro de absorção atómica/emissão de chama, AA-680 Shimadzu para a determinação dos elementos minerais Cd, Ca, Pb, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, K e Na [34].

	
	Cd 
	Ca
	Pb
	Cu
	Fe
	Mg
	Mn
	Zn
	K
	Na

	Condições instrumentais
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Comprimento de onda (nm)
	589,0
	422,7
	217,0
	324,8
	248,3
	285,2
	279,5
	213,9
	766,5
	589,0

	Intensidade da lâmpada (mA)
	3
	9
	7
	3
	8
	3
	5
	4
	5
	3

	Largura da fenda (nm)
	0,30
	0,50
	0,30
	0,50
	0,20
	0.30
	0,40
	0,50
	0,50
	0,30

	Modo de medida
	EA
	AA 

BCG*
	AA

BCG*
	AA 

BCG*
	AA 

BCG*
	AA 

BCG*
	AA 

BCG*
	AA 

BCG*
	EA
	EA

	Condições da chama
	

	Tipo de chama
	Ar-C2H2

	Fluxo Ar (l/min) 
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	Fluxo C2H2  (l/min)
	1,8
	2,0
	2
	2,0
	2,0
	2,0
	2,0
	2,0
	1,9
	11,6

	Comprimento de abertura do queimador (cm)
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10

	Condições  de processamento do sinal 
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Pré-spray (sec)
	6
	6
	3
	3
	3
	3
	3
	3
	6
	3

	Número de repetições
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2
	2

	Tempo integração (sec)
	7
	7
	7
	5
	7
	7
	7
	7
	7
	5

	Cv (%)
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	10
	99


*BCG - Com correcção do ruído de fundo
2.5. Análise da composição mineral

A análise da composição mineral do fermentado de medronho, foi realizada a partir da cinza resultante da determinação do teor em cinzas em 2.3.. 
A solução de cinza foi obtida por tratamento ácido das cinzas, com 2 ml de ácido clorídrico (HCl p.a. a de 37%, d=1,19g/cm3, Merck) (1:1), aquecidos até à libertação de vapores correspondentes ao excesso de HCl (60 s), arrefecida, filtrada (filtro Watman nº 41 sem cinzas) e aferida para um volume final de 50 (± 0,06) ml. Esta solução foi mantida refrigerada até se proceder à análise da composição mineral.

Os elementos Cd, Ca, Cu, Pb, Fe, Mg, Mn e Zn foram determinados por espectrofotómetria de absorção atómica (EAA) e o Na e o K foram determinados por emissão de chama (EC) 

2.5.2. Determinação dos teores de Cd, Ca, Pb, Cu, Fe, Mg, Mn, Zn, por espectrofotómetria de absorção atómica

Os teores de Cd, Ca, Pb, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn foram analisados num espectrofotómetro de absorção atómica/emissão de chama AA-680 da Shimadzu. 
As soluções de calibração para estes minerais foram produzidas por diluição de uma solução padrão de 100 ppm. 

Para o Cd (solução padrão de nitrato de cádmio, Spectrosol (1000 ±2mg/L), Pb (solução padrão de nitrato de chumbo, Spectrosol (1000 ±2mg/L), Cu (solução padrão de nitrato de Cobre, Merck (1002±2mg/L), Mg (solução padrão de nitrato de magnésio, Merck (1002±2mg/L), Mn (solução padrão de nitrato de manganês, Panreac (1000±2 mg/L), e Zn (solução padrão de nitrato de zinco, Spectrosol (999±2mg/L), foram utilizadas as concentrações de 0,5; 1; 1,5; 2,0 e 2,5 ppm para cada um dos elementos referidos. 

Para o Fe (solução padrão de nitrato de Ferro, Merck (1001±2mg/L), e Ca (solução padrão de nitrato de cálcio, Merck (1001±2mg/L), foram utilizadas as concentrações de 2; 4; 6; 8 e 10 ppm para cada elemento respectivamente.  

As amostras para determinação do Cd, Pb, Cu, Mn, Zn e Fe foram diluídas na proporção de 1 (± 0,06) mL solução de cinzas: 2 (± 0,01) mL de HCl (1:1), 47 mL de água bidestilada para um balão volumétrico de 50 mL, e analisadas de imediato após a sua preparação. 

As amostras para determinação do Ca e Mg foram diluídas na proporção de 2 mL solução de cinzas: 1 (± 0,06) ml de ácido clorídrico (HCl p.a. a de 37%, d=1,19g/cm3, Merck) (1:1), 5 (± 0,03) ml de cloreto de estrôncio (Cloreto de Estrôncio 6-Hidrato puríssimo, Panreac): 42 ml de água bidestilada, num balão volumétrico de 50 ml e analisadas de imediato após a sua preparação. As amostras foram preparadas em quintuplicado.
A concentração mineral das amostras de medronho fermentado foi determinada a partir das respectivas rectas de calibração, sendo o resultado final apresentado na forma de mg do elemento mineral/amostra seca. 

Todas as soluções foram preparadas com água ultra pura obtida num desionizador  Milli-Q e foram igualmente preparadas com material de vidro volumétrico classe A, de marcação H (material com verificação da conformidade metrológica feita com reconhecimento legal).

2.5.1. Determinação dos teores de Na e K por emissão de chama

As amostras foram diluídas na proporção de 1 mL solução de cinzas: 48 ml de água bidestilada, 1 (± 0,06) mL de acido clorídrico (HCl p.a. a de 37%, d=1,19g/cm3 , Merck) (1:1) num balão volumétrico de 50 ml e analisadas de imediato após a sua preparação. O teor destes elementos minerais na amostra foram determinados a partir de rectas de calibração construídas com diluições das soluções padrão de 100 ppm dos respectivos elementos, às quais se adicionou 2 (± 0,01) ml de solução de ácido clorídrico (HCl p.a. a de 37%, d=1,19g/cm3 , Merck), diluído, (condições idênticas à solução das amostras). Para o Na (solução padrão de sódio, Spectrosol 1000±2mg/L) foram utilizadas concentrações de 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,7 ppm e para K (solução padrão de nitrato de Potássio, J. T. Baker 999μg/ml) utilizaram-se as concentrações de 0,5; 1; 1,5; 2 e 2,5 ppm. O teor destes elementos nas amostras correspondem à média aritmética de cinco determinações, sendo expresso na forma de mg elemento mineral /g amostra seca.

2.6. Quantificação da composição mineral do medronho fermentado 

A quantificação da composição mineral das amostras de medronho ao longo da fermentação foi efectuada com base na equação da recta de calibração (A = bC + a). 
A concentração da solução é obtida pele equação 44:
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C-  concentração, A-  absorvência medida, a-  ordenada na origem  b- declive.
Para calcular a concentração mineral nas amostras de medronho fermentado em mg/g utilizaram-se as equações 45, 46 e 47:

              = Concentração (mg/L)*Volume (L)                       Equação 45

 =  Massa do extracto final (mg) x Volume (mL)       Equação 46  
*para a determinação do Cd, Pb, Cu, Fe, Mn, K, Na e Zn,  pipetou-se 1 ml da amostra 

*para a determinação do Ca e do Mg, pipetou-se 2 ml da amostra

Concentração na amostra (mg/g) =  Massa do extracto intermédio (mg)      Equação 47  
Na determinação da composição mineral das amostras deve-se, ter em atenção que a sua soma não equivale ao teor em cinzas, representando percentagens de apenas 60%. Este facto deve-se à não contabilização do oxigénio, que está normalmente associado aos elementos nas cinzas obtidas por calcinação.
2.7. Análise estatística 

Foram recolhidas ao longo do tempo de fermentação 10 amostras das quais se retiraram 5 repetições cada. As médias das 5 repetições foram analisadas utilizando o programa “Statgraphics - versão 5.1”. Realizaram-se 3 cálculos estatísticos referentes ao processo de fermentação: 1- Para cada elemento, verificou-se, da existência de diferenças entre as suas concentrações (análise de variância com separação de médias pelo teste de Duncan); 2- Para cada elemento, ajustou-se uma função polinomial (regressão polinomial); 3- Para cada momento, verificou-se, da existência de diferenças entre os elementos quantificados (análise de variância com separação de médias pelo teste de Duncan).
III. Apresentação e discussão de resultados

Os resultados apresentados nesta dissertação dizem respeito, por um lado, a dados de validação obtidos para o método de análise de espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama e os por outro lado, ao estudo da determinação do minerais na fermentação de medronho.
A validação do método foi efectuada para 10 elementos; Cd, Cu, Mg,  Pb, Zn, Ca, Fe por espectrofotómetria de absorção atómica e os elementos Na e K por emissão de chama, cujos resultados obtidos se descriminam nos pontos seguintes.
Posteriormente procedeu-se a quantificação das amostras de medronho fermentado para os 10 elementos anteriormente estudados e validados.
3.1. Validação do método
3.1.1 Gama de trabalho

3.1.1.1. Curvas de calibração dos elementos Cd, Cu, Mg,  Pb, Zn, K, Ca,  Fe  e Na. 
Foi seleccionado o comprimento de onda relativo a cada elemento e procedeu-se à leitura em duplicado de cada solução padrão da gama de trabalho correspondentes.

Nas tabelas 2, 3, 4 e 5 estão apresentados os valores médios das absorvências obtidas em função da concentração para as gamas de trabalho de 0,5 a 2,5 mg/L, de 2 a 10 mg/L e de 0,3 a 0,7 mg/L estudadas para cada elemento.

Tabela 2 – Valores médios das absorvências obtidas para a gama de trabalho de 0,5 a 2,5 mg/L para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb e Zn por absorção atómica.
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Tabela 3 – Valores médios das absorvências obtidas para a gama de trabalho de 2 a 10 mg/L para os elementos Ca e Fe por absorção atómica.
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Tabela 4 – Valores médios das absorvências obtidas para a gama de trabalho de 0,3 a 0,7 mg/L para o elemento Na  por de emissão de chama. 
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Tabela 5 – Valores médios das absorvências obtidas para a gama de trabalho de 0,5 a 2,5 mg/L para o elemento K por de emissão de chama. 
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Com base nas absorvências médias obtidas para as diferentes concentrações das soluções padrão, foi possível traçar as curvas de calibração correspondentes a cada elemento (Figura 9 a 12). 
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Figura 9 – Representação da curva de calibração obtida  para o Cd, Cu, Mg, Mn,  Pb, Zn e Cd  por absorção atómica, com os respectivos R2.
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Figura 10 - Representação da curva de calibração obtida para o Ca  e Fe por absorção atómica, com os respectivos R2.
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Figura 11 - Representação da curva de calibração obtida para o Na  por de emissão de chama, com os respectivos R2.
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Figura 12 - Representação da curva de calibração obtida para o K  por emissão de chama com os respectivos R2.
3.1.1.2. Determinação dos parâmetros das curvas

A determinação  dos  parâmetros  da curva  foi  feita  de  acordo com a norma ISO 8466-1 [46]. 
A equação da recta é dada pela fórmula algébrica y = bx + a, na qual a representa a ordenada na origem e b representa o declive da recta. Estes coeficientes dão uma estimativa da verdadeira função que é limitada pela dispersão inevitável do método. A precisão da estimativa é quantificada pelo desvio padrão residual (Sy) da recta de regressão (Equação 16). Este desvio padrão exprime a dispersão dos valores do sinal instrumental em torno da curva de calibração.
Os parâmetros Sb e Sa (Equação 26 e 27) representam o desvio padrão do declive e o desvio padrão da ordenada na origem, respectivamente. O coeficiente de variação do método (CVm) permite verificar a qualidade do trabalho (Equação 33), sendo calculado a partir do desvio padrão do método (Sm) (Equação 32) [16].
O coeficiente de correlação (r) pode ser utilizado como um dos parâmetros para avaliar a calibração analítica (Equação 8) [16].
Os resultados obtidos para cada um dos parâmetros referidos anteriormente, são apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6 – Apresentação dos valores correspondentes aos parâmetros associados às curvas de calibração para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb,  Zn,  Ca e  Fe  por  absorção atómica.
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Tabela 7 – Apresentação dos valores correspondentes aos parâmetros associados às curvas de calibração para os elementos Na  e K por emissão de chama.
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As equações das rectas foram calculadas para 95% de confiança, sendo apresentadas pela forma da expressão (Equação 48).

y = (b ± t n-2, 95%.sb)x + (a ± t n-2, 95%.sa)            (Equação 48)

b- Declive da recta,  a- Ordenada na origem, Sb- Desvio padrão do declive, Sa- Desvio padrão da ordenada na origem
t = valor da variável de Student para (n-2) graus liberdade para um nível de confiança de 95%
Tabela 8 - Equações da recta para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, Ca, Fe, Na, e K.
	Elementos
	Equações da recta

	Cd
	y = (0,0898 ± 0,0049)x – (0,0083 ± 0,0081)

	Cu
	y = (0,0490 ± 0,0019)x – (0,0031 ± 0,0032)

	Mg
	y = (0,3272 ± 0,01772)x – (0,0526 ± 0,0286)

	Mn
	y = (0,0700 ± 0,0035)x – (-0,0004 ± 0,0058)

	Pb
	y = (0,0184 ± 0,0007)x – (-0,0004 ± 0,0012)

	Zn
	y = (0,1216 ± 0,0025)x – (0,0052 ± 0,0042)

	Ca
	y = (0,0557 ± 0,0016)x – (0,0238 ± 0,0106)

	Fe
	y = (0,0212 ± 0,0004)x – (0,00420 ± 0,0024)

	Na
	y = (0,7310 ± 0,0733)x – (0,0019 ± 0,0381)

	K
	y = (0,1848 ± 0,0178)x – (0,0356 ± 0,0295)


Sempre que se façam determinações de qualquer um destes elementos minerais deve verificar-se inicialmente a validade de calibração em vigor nos dois pontos extremos da recta (para controlo do declive) e no meio da mesma, e verificar o branco (para controlo de contaminações).

3.1.2. Homogeneidade de variâncias

A gama de trabalho representa a gama de concentrações em que o método é aplicável, sendo que esta pode ser avaliada recorrendo ao teste da homogeneidade de variâncias, o qual se encontra referenciado na norma ISO 8466-1 [19]. 

Neste teste procede-se à análise do primeiro e último padrão em 10 réplicas independentes, a partir das quais se determina a variância associada a cada um dos padrões. As variâncias são testadas para examinar se existem diferenças significativas nos limites da gama de trabalho efectuando o cálculo do valor teste PG a partir da Equação 45 [19]:
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Onde S210 e S21 representam as variâncias do último padrão e do primeiro, respectivamente, sendo que, S210 >S21.
Este valor é comparado com o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher, para n-1 graus de liberdade. Assim, se PG ≤ F, as diferenças de variâncias não são significativas e a gama de trabalho está bem ajustada. Por outro lado se PG > F, as diferenças de variâncias são significativas e a gama de trabalho deve ser reduzida até que a diferença entre as variâncias relativas ao primeiro e último padrão permitam obter PG ≤ F [19]. Os valores de PG obtidos para os elementos em estudo encontram-se nas tabelas 9 e 10.

Tabela 9 – Resultado do cálculo do parâmetro PG e o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, Ca e Fe   por absorção atómica.
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S21- Variância do primeiro padrão (padrão 1),  S210- Variância do último padrão (padrão 10)
Tabela 10 – Resultado do cálculo do parâmetro PG e o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher para os elementos Na e K por emissão de chama.
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O método de regressão linear dos mínimos quadrados assume que os erros nas abcissas (concentração) são desprezáveis face aos erros nas ordenadas (absorvências) sendo que estes seguem uma distribuição normal e que existe homogeneidade de variâncias.

Assumindo que a primeira condição foi satisfeita como resultado do rigor associado à preparação das soluções padrão relativamente aos erros aleatórios associados ao próprio sinal instrumental e que segundo o teorema do limite central as variações aleatórias associadas ao sinal instrumental (absorvência) seguem uma distribuição normal, foi necessário proceder à verificação da aplicabilidade deste método pelo teste da homogeneidade de variâncias.  

De forma a testar a existência de homogeneidade de variâncias foram comparados os valores de PG para os 10 elementos (Tabela 10 e 11), com o valor tabelado F (5,35), verificando-se que sendo estes inferiores ao valor de F, a diferença de variâncias não é significativa e a gama de trabalho correspondente a cada elemento encontra-se bem ajustada. 

3.1.3. Linearidade

A linearidade pode ser avaliada através de um modelo estatístico, de acordo com a norma ISO 8466 [19]. A partir de um conjunto de pares ordenados, calcula-se a calibração linear [19] e a função de calibração polinomial de segundo grau [20], bem como os respectivos desvios padrão residuais, Sy1 e Sy2. A diferença das estimativas destes desvios é calculada pela Equação 50.
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DS2 – Diferença de variâncias, N- Número total de padrões, Sy1 e Sy2 – Desvios padrões residuais

A partir do DS2 pode ser determinado o valor teste PG, como apresentado na Equação 51.
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Este valor de PG é assim comparado com a distribuição de Snedecor/Fisher. Assim, se PG ≤ F, a função de calibração é linear sendo que, a função de calibração não linear não conduz a um melhor ajuste dos pontos. Por outro lado se PG > F, a função de calibração é não-linear sendo que a função de calibração linear não conduz a um melhor ajuste dos pontos.
Os valores de PG obtidos para os elementos minerais em estudo encontram-se nas Tabelas 11 e 12.

Tabela 11– Resultado do cálculo do parâmetro PG para o estudo da linearidade e o valor tabelado da distribuição F de Snedecor/Fisher para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn,  Pb, Zn , Ca e Fe .
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Tabela 12 – Resultado do cálculo do parâmetro PG para o estudo da linearidade e o valor tabelado da distribuição F de Snedecr / Fisher para os elementos Na  e K.
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Para a avaliação da linearidade pode recorrer-se à visualização gráfica acompanhada pelo cálculo do coeficiente de correlação (r), o qual é um bom indicador da correlação de uma calibração analítica. As rectas de calibração obtidas tanto para o Cd, Mg, e Mn  apresentam um coeficiente de correlação de 0,9996, o Cu e o Pb  0,9998, o Zn e o Ca,  0,9999 e o Fe apresenta um coeficiente de correlação de 1,000 (Tabela 6). Relativamente aos elementos Na  e o K  apresentam um coeficiente de correlação de 0,9985 e de 0,9986 respectivamente (Tabela 7), os quais são aceitáveis, sendo que, o critério aplicado para que uma calibração analítica seja satisfatória, deve obedecer à seguinte condição; r > 0,9950 [19]. 
No entanto este parâmetro não é necessariamente um indicador de linearidade, sendo necessário proceder ao teste da linearidade para comprovar a linearidade da gama de trabalho.

Neste teste procedeu-se à comparação entre a função de calibração linear e a função de calibração não-linear a partir dos resultados obtidos pelo parâmetro PG (Tabela 9 e 10), e posteriormente foi possível comparar este com o valor tabelado F (18,51; 98,50). Sendo o valor de PG inferior ao valor de F, a função de calibração é linear, logo, a função de calibração polinomial não conduz a um melhor ajuste dos pontos.   

3.2. Limiares analíticos

O limite de detecção (LD) é o teor mínimo medido, a partir do qual é possível detectar a presença do analíto com uma certeza estatística razoável. Corresponde à mais pequena quantidade de substância a analisar que pode ser detectada numa amostra, ou seja o menor sinal que é possível distinguir do ruído de fundo do aparelho. 

O limite de quantificação (LQ) corresponde à menor concentração medida, a partir da qual é possível a quantificação do analíto, com uma determinada exactidão e precisão. Considera-se possível a quantificação do analíto quando o coeficiente de variação do sinal se encontra reduzido a valores razoáveis (normalmente 10%).

A determinação destes limiares analíticos é feita pela aplicação das Equações 52 e 53.  

[image: image79.wmf]b

s

LD

y

]

.

3

,

3

[

=

           (Equação 52)

LD – Limite de detecção,  Sy – Desvio padrão residual, b – declive da recta
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LQ – Limite de quantificação,  Sy – Desvio padrão residual,  b – declive da recta
As Tabelas 13 e 14 apresentam os resultados obtidos para o LD e LQ para o Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, Ca,  Fe   por absorção atómica  e para o Na e  K por emissão de chama.
Tabela 13 – Limites de Detecção e Quantificação para as rectas estudadas por absorção atómica. Os limites expressos em mg/g consideram uma toma para análise de 2 g.
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Tabela 14 – Limites de Detecção e Quantificação para as rectas estudadas por emissão de chama. Os limites expressos em mg/g consideram uma toma para análise de 2 g. 
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O limite de quantificação após ter sido determinado foi testado na prática pela preparação de duas solução padrão com a concentração próxima da obtida para cada elemento, a qual foi analisada em 10 réplicas dependentes. Este teste foi realizado para 10 elementos de forma a averiguar se a variação (CV) não ultrapassava os 10%, indicando desta forma um bom ajuste do LQ.

As tabelas 15 e 16 exibem a variação para as réplicas examinadas na prática.

Tabela 15 – Resultados obtidos para o coeficiente de variação (CV) para a análise do limite de quantificação  obtido para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, Ca e Fe.
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Tabela 16 – Resultados obtidos para o coeficiente de variação (CV) para a análise do limite de quantificação obtido para os elementos Na  e  K.

[image: image84.wmf]Padrão 0,3 (mg/L)

Padrão 0,7 (mg/L)

Na

3,26

0,42

K

1,47

0,59

 

(CV%)


Determinaram-se os limites analíticos para os 10 elementos, cujos os resultados estão apresentados nas tabelas 13 e 14. No entanto estes limites têm de ser testados na prática a fim de verificar se a precisão e exactidão obtida é satisfatória. Desta forma os valores obtidos para o CV variaram entre 0,42 e 7,26%, os quais se encontram bem ajustados à gama de trabalho satisfazendo a condição CV <10%.

3.3. Sensibilidade

A sensibilidade de um método permite avaliar a capacidade deste para distinguir pequenas diferenças de concentração de um analíto. É dada pela variação do sinal instrumental causada por uma pequena variação da concentração de analíto.
A sensibilidade é assim representada pelo declive (δy / δc) da curva de calibração. As tabelas 17 e 18 mostram os resultados obtidos para a sensibilidade do método aplicados aos elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn por absorção atómica e aos elementos Na e K por emissão de chama.
Tabela 17 – Resultados obtidos para a sensibilidade para o Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, Ca, Fe, para um nível de confiança de 95%. 

[image: image85.wmf]Cd

0,0898 ±

0,0049

Cu

0,0490 ±

0,0019

Mg

0,3272 ±

0,0172

Mn

0,0700 ±

0,0035

Pb

0,0184 ±

0,0007

Zn

0,1216 ±

0,0026

Ca

0,0557 ±

0,0016

Fe

0,0212 ±

0,0004



Sensibilidade ± t 

n-2, 95%

.s

b

(mg/L) 


t = valor da variável de Student para (n-2) graus liberdade para um nível de confiança de 95%, Sb- Desvio padrão do declive
Tabela 18 – Resultados obtidos para a sensibilidade para o K e Na, para um nível de confiança de 95%.
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Apoiando-se este estudo em curvas de calibração, tem-se que a sensibilidade associada ao método é dada pelo declive das mesmas, pelo que esta aumenta com o aumento do declive. 

Comparando as sensibilidades obtidas é possível comprovar que o método de análise por absorção atómica apresenta maior sensibilidade para a determinação do elemento magnésio (0,3272 ± 0,0172) e menor para a determinação do chumbo (0,0184 ± 0,0007). Relativamente ao método de análise de emissão de chama este apresenta maior sensibilidade para a determinação do sódio (0,7310 ± 0,0073) do que para a determinação do potássio (0,1848 ± 0,0178). 

3.4. Precisão

A precisão de um método de ensaio mede a concordância de várias medições da mesma grandeza entre si, estando associada à existência de erros aleatórios. A dispersão dos resultados pode ser avaliada pela, repetibilidade, pela reprodutibilidade ou ainda pela precisão intermédia. Neste trabalho procedeu-se ao estudo da repetibilidade e da precisão intermédia.

3.4.1. Repetibilidade

A repetibilidade exprime a precisão de um método de ensaio efectuado em condições idênticas, isto é, refere-se a ensaios efectuados sobre a mesma amostra ou padrões em condições tão estáveis quanto possível (mesmo laboratório, mesmo analista, mesmo equipamento, num curto intervalo de tempo, etc).

A determinação da repetibilidade foi testada efectuando 10 réplicas dos padrões limite da gama de trabalho, no entanto estes serviram apenas para testar a repetibilidade instrumental.

A repetibilidade do método pôde ser avaliada pela participação num ensaio interlaboratorial (EIL) e através de ensaios de recuperação que neste estudo não foi possível a sua realização. 
Para a determinação do coeficiente de variação de repetibilidade (CVr) e limite de repetibilidade (r), foram aplicadas as Equações 54 e 55.
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CVr- Coeficiente de variação de repetibilidade  Sr – desvio padrão de repetibilidade Xm- média dos valores considerados
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r – limite de repetibilidade,  Sr – desvio padrão de repetibilidade
Nas tabelas 19 e 20 estão apresentados os resultados obtidos para o desvio padrão da repetibilidade, coeficiente de variação da repetibilidade e para o limite de repetibilidade.
Tabela 19 – Resultados obtidos para o desvio padrão de repetibilidade (Sr), coeficiente de variação de repetibilidade (CVr) e para o limite de repetibilidade (r) obtidos para os padrões limite da curva de calibração para os elementos Cd, Cu, Mg, Mn, Pb, Zn, K, Ca e Fe .
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Tabela 20 – Resultados obtidos para o desvio padrão de repetibilidade (Sr), coeficiente de variação de repetibilidade (CVr) e para o limite de repetibilidade (r) obtidos para os padrões limite da curva de calibração para os elementos Na e K.


[image: image90]
n – Representa o número de réplicas, Sr- Desvio padrão da repetibilidade,   CVr- Coeficiente de variação de repetibilidade,          

 r- Limite de repetibilidade
A repetibilidade foi avaliada tanto para os padrões como para as amostras. A repetibilidade associada às leituras dos padrões foi avaliada, na qual se verifica-se que para os 10 elementos minerais a variação associada ao primeiro padrão é maior do que a do ultimo padrão, o que se deve ao facto das absorvências do primeiro padrão serem bastante reduzidas comparativamente ao último padrão, sendo que uma variação nas absorvências do primeiro padrão vai ser mais notória relativamente a uma variação semelhante no último padrão da gama de trabalho. Este estudo serviu apenas para testar a repetibilidade do espectrofotómetro de absorção atómica/emissão de chama.
A repetibilidade associada ao método também poderia ser avaliada a partir da participação num EIL e por teste de recuperação, no entanto não foi possível a sua realização.
Não foram realizados EIL, nem utilizados materiais de referência certificados, dado tratar-se de uma técnica que não se encontra no âmbito da acreditação, tornando-se dispendioso para o laboratório, no entanto é de referir que o controlo de qualidade externo é um requisito da norma NP 17025 “Acreditação de laboratórios” para laboratórios acreditados ou em fase de acreditação.

3.4.2. Precisão intermédia

A precisão intermédia é um parâmetro que estima a dispersão dos resultados e que se situa entre a repetibilidade e a reprodutibilidade ou seja entre as condições mínimas e máximas de variabilidade. Deverão ser expressos com esta estimativa, os factores de variabilidade associados.

Este parâmetro é importante no que diz respeito à actividade prática do laboratório, pois alguns factores de variabilidade não podem facilmente ser testados internamente. Assim, esta estimativa de dispersão de resultados é a que melhor caracteriza a reprodutibilidade interna do laboratório.

Neste trabalho, será estudada a precisão intermédia associada aos padrões mais baixos e mais alto de cada gama de trabalho. As soluções padrão foram lidas diariamente em quadruplicado durante 4 dias, uma vez por mês durante 2 meses. 

Para testar se havia homogeneidade de variâncias entre os replicados e dentro dos replicados, foi utilizado um método estatístico de análise de variâncias (ANOVA) com duas variável independente (repetibilidade dentro dos replicados de cada padrão e a reprodutibilidade entre os replicados ao longo do tempo). A precisão intermédia foi calculada com base no desvio padrão da variância entre replicados ao longo do tempo. Os resultados obtidos podem ser observados nas tabelas 21, 22, 23 e 24.
Tabela 21 - Desvio padrão obtido da variabilidade dos padrões da  gama de trabalho 0,5 a 2,5 mg/L de Cd,  Cu, Mg, Mn Pb, e Zn   ao longo do tempo.
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Tabela 22- Desvio padrão obtido da variabilidade dos padrões para a gama de trabalho 2 e 10 mg/L de Ca  e  Fe ao longo do tempo.
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Tabela 23 - Desvio padrão obtido da variabilidade dos padrões para a gama de trabalho 0,3 e 0,7 mg/L de Na,  ao longo do tempo.
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Tabela 24 - Desvio padrão obtido da variabilidade dos padrões para a gama de trabalho  0,5 e 2,5 mg/L de K , ao longo do tempo.
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O estudo da precisão intermédia poderia ter sido mais aprofundado, não relativamente às amostras, mas relativamente aos padrões pois apenas foram lidos dois (em cada gama de trabalho) em condições de repetibilidade e dois por mês para o estudo da precisão intermédia é pouco para se chegar a uma conclusão precisa. Seria necessária maior disponibilidade para realização deste estudo ao longo do tempo.

Para além de considerar a variação no tempo, poder-se-ia ter considerado a variação de operador e de equipamento, e efectuar-se o mesmo processo para os restantes padrões de controlo da recta de calibração.

A precisão intermédia deve ser considerada como melhor prática que a repetibilidade pois fornece resultados mais robustos devido aos factores de variabilidade que lhes são impostos. Como tal, este estudo deve ser feito ao longo de mais tempo, o que não foi o caso nesta validação, foi apenas efectuado durante apenas dois meses (tempo a partir do qual a gama de trabalho foi validada).

3.5. Analise do teor de cinzas totais
Na tabela 25 estão apresentados os valores médios da percentagem de cinzas obtidos ao longo do processo de fermentação do medronho.
Tabela 25 - Teores médio de cinzas em medronho ao longo da fermentação
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Os valores apresentados correspondem a valores médios (n=5) afectados pelo desvio padrão

O teor médio de cinzas obtido para as 10 amostras de medronho ao longo da fermentação é de 2,60 ± 0,010 % de matéria seca. Ao longo da fermentação verificou-se que o teor de cinzas variou entre 1,97 e 3,66 %. O teor em cinzas manteve-se estável nos primeiros 10 dias, verificando-se um aumento a partir do 12º dia até ao 48º dia, verificando um ligeiro decréscimo no 65º dia de fermentação.
3.6. Análise da composição mineral 

A análise da composição mineral das amostras de medronho fermentado foi realizada por EAA/EC nos 10 elementos minerais anteriormente validados. Cada amostra foi analisada em quintuplicado, pelo que no final se obtiveram 50 extractos: (10 amostras x 5 replicados). 

Na tabela 26 e 27 estão indicados os valores médios da concentração (mg/g) de Na, K, Cd, Ca, Pb, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em amostras de medronho fermentado.

Tabela 26 – Concentração (mg/g peso seco) dos elementos Na, K, Cd, Ca e Pb em amostras de medronho ao longo do processo de fermentação.
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Os valores apresentados correspondem a valores médios (n=5) afectados pelo desvio padrão, LQ- Limite de quantificação
Tabela 27 - Concentração (mg/g peso seco) dos elementos Cu, Fe, Mg, Mn e  Zn  em amostras de medronho ao longo do processo de fermentação.
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Os valores apresentados correspondem a valores médios (n=5) afectados pelo desvio padrão, LQ- Limite de quantificação
Da análise dos dados das tabelas 28 e 29, verificou-se que dos 10 elementos minerais estudados e validados apenas foi possível quantificar por espectrofotómetria de absorção atómica o Ca e o Mg e por emissão de chama o Na e K, os restantes elementos, Cd, Pb, Cu, Fe, Mn, Zn encontram-se abaixo do limite de quantificação, não sendo possível a sua determinação por este método. Comprovou-se deste modo que a composição mineral do medronho ao longo da fermentação é essencialmente de Ca,  Mg,  Na e K. 
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Figura 13 – Evolução da concentração (mg/g) de Na, K, Ca e Mg ao longo do processo de fermentação (65 dias) do medronho.

Da análise da figura 13, verifica-se que a concentração dos elementos Na, K, Ca e o Mg vai aumentando ao longo da fermentação. 

Este facto pode estar relacionado com a decomposição dos frutos e a crescente multiplicação das leveduras. A evolução da decomposição dos frutos está directamente relacionada com a maior ou menor libertação de minerais do fruto para a massa do fermentado. 

O processo de fermentação nos frutos ocorre pela presença de leveduras, que vão provocar a sua decomposição, permutando nutrientes com o meio. Este processo poderá estar relacionado intrinsecamente com o processo fermentativo, através do qual poderá ocorrer o aumento da concentração dos minerais por permuta iónica originando a formação de complexo de minerais ao longo da fermentação. Com a consequente perda de nutrientes, água e outros compostos os complexos de minerais tendem a concentrar-se na massa do fermentado.
De forma a garantir o controlo de qualidade devem fazer-se periodicamente, ensaios em duplicados de amostras e efectuar ensaios de recuperação. Os resultados podem ser analisados ao longo do tempo a partir da elaboração de cartas de controlo. 

Na ausência de MRC’s, torna-se essencial a participação em EIL’s de aptidão sempre que possível, de forma a permitir a rastreabilidade dos resultados e assim avaliar o desempenho do laboratório na aplicação do método.

Não foram encontradas quaisquer referências bibliográficas referentes a composição mineral do medronho, não permitindo deste modo a comparação directa dos resultados obtidos.
Neste contexto e no sentido de se poder comparar a composição mineral dos frutos de medronho com outros frutos, foi elaborada a tabela 29. Os resultados obtidos para o medronho são resultantes da média dos 5 replicados realizados à amostra no tempo zero (momento da colheita dos frutos). 
Tabela 29 – Valores médios da composição mineral de Ca, K, Na e Mg do medronho (fruto) com outros frutos [51,52, 53].
	
	Composição mineral (mg/100 g)

	Fruto
	Ca
	K
	Na
	Mg

	Medronho
	166,5
	124,1
	103,2
	32,7

	Amêndoa Algarvia
	70,8
	588,1
	5,3
	252,1

	Caju
	0,8
	101,7
	34,3
	8,4

	Maracujá
	5,1
	223,3
	21,6
	10,9

	Goiaba
	2,7
	114,5
	16,5
	3,4

	Manga
	5,8
	116,3
	15,5
	5,6

	Abacaxi
	14,7
	140,8
	17,3
	12,4

	Uva
	11,0
	27,6
	16,3
	7,7

	Banana
	9,8
	258,9
	1,05
	40,6

	Maça
	7,0
	115,0
	__
	5,0

	Melão
	11,0
	309,0
	9
	9,0

	Abacate
	11,0
	634,1
	12,1
	12,1


Comparando os resultados obtidos da composição mineral dos frutos de medronho com os valores obtidos por Morgano, Bento e seus colaboradores [51, 52, 53] para outros frutos (tabela 29), verificou-se que o fruto de medronho apresenta concentrações mais elevadas de Ca, K, Na e Mg comparativamente ao fruto caju, maracujá, goiaba, manga, abacaxi, uva, banana, maçã, melão e abacate. No que diz respeito à amêndoa Algarvia verificou-se que o medronho apresenta maior concentração de Ca e Na e menor de K e Mg. Neste contexto, podemos afirmar que o medronho é um bom fornecedor de Ca, K, Na e Mg comparativamente com outros frutos. Comparando a concentração mineral do medronho com as quantidades diárias recomendadas pelo Comissão Nacional de Investigação da Académica das Ciências dos EUA, o consumo de 500g de medronho satisfaz as necessidades diárias de Ca, Na e Mg. 
3.7. Análise estatística 
Com o objectivo de se proceder à extrapolação de resultados, para processos do mesmo tipo daquele em estudo, procedeu-se à análise estatística dos elementos em questão.

3.7.1. Análise individual dos elementos ao longo do tempo de fermentação

Numa perspectiva de determinação do comportamento de cada elemento ao longo do processo, realizaram-se para cada um deles, uma análise de variância com a respectiva separação de médias, das quais se obtiveram os resultados apresentados na tabela 30. 

Tabela 30 – Resultados da análise de variância, realizada às médias das concentrações quantificadas, para cada elemento em cada um dos momentos seleccionados, ao longo do processo de fermentação.

[image: image99.wmf]Dias de 

fermentação 

0

1,665

gf

1,241

f

1,032

e

0,327

h

10

1,764

f

1,166

h

1,318

a

0,484

e

12

1,629

g

1,079

i

1,032

e

0,443

f

17

1,932

e

1,205

g

1,160

d

0,461

fe

18

2,258

d

1,595

d

1,131

d

0,554

d

19

1,905

e

1,242

f

0,937

f

0,415

g

24

2,163

d

1,407

e

1,069

e

0,542

d

32

2,606

c

1,966

b

1,260

b

0,678

c

48

3,368

a

2,051

a

1,214

c

0,781

a

65

3,036

b

1,783

c

1,145

d

0,720

b

Mg

K

Na

Concentração (mg/g)

Ca


Nota: Médias seguidas da mesma letra dentro da mesma coluna não diferem entre si de forma significativa (Duncan, p=0,05).

Da análise da tabela 30, verifica-se que em qualquer um dos elementos, existem diferenças significativas entre os vários dias de fermentação e que as concentrações não seguem uma variação linear ao longo do processo. Assim sendo, não se consegue chegar a patamares correspondentes a intervalos de tempo em que as concentrações de determinado elemento sejam estatisticamente iguais (agrupamentos de médias), com os quais se poderia caracterizar as várias fases da fermentação.

Na impossibilidade deste tipo de caracterização, tentou-se a mesma através de um outro tipo de tratamento estatístico, o qual é aplicável a processos temporais. Este estudo, utilizando a regressão polinomial, é descriminado no ponto seguinte.
3.7.2. Ajuste polinomial de uma função ao processo de fermentação, para cada elemento
Tendo por base a descrição de regressão “Dado um conjunto de pontos, pretende-se ajustar uma função polinomial que descreva o melhor possível esse conjunto de pontos” e de acordo com um critério de aceitação em que R2 ≥ 0,9950. Procedeu-se à aplicação de uma regressão a cada um dos elementos.

Após terem sido testados vários tipos de regressão, escolheu-se a polinomial, foi a que melhor se adequou ao processo.
Utilizando os valores da tabela 30, e após aplicação da regressão polinomial, chegou-se às funções descriminadas na figura 14, para cada um dos elementos.
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Figura 14 – Regressões polinomiais dos elementos Ca, Mg, K e Na ao longo da fermentação do medronho.
Da análise da figura 14 pode-se observar o seguinte que, as funções polinomiais obtidas, não estão dentro do critério de aceitação definido para R2. Importa ainda referir que se poderia ter elevado o grau destes polinómios, no entanto isto resultaria em funções ainda mais complexas e sem proveito significativo em termos de acréscimo do referido R2. Verifica-se ainda que, entre o dia 17 e o dia 19, verificou-se um aumento abrupto, do valor da concentração em todos os elementos. Este facto, deve-se provavelmente a uma acentuada proliferação (multiplicação) das leveduras fermentativas com produção de subprodutos que vão originar o referido aumento acentuado da concentração neste período (dados não apresentados).

Dado que esta situação ocorre sempre na fermentação do medronho, o mesmo, não pode ser excluído da sua análise.

Assim sendo, torna-se impossível a obtenção de uma função que represente este processo na sua globalidade, dentro dos parâmetros estipulados pelo critério de aceitação da regressão. No entanto, pode-se afirmar que a utilização das funções obtidas é aceitável, para todo o processo em questão, excluindo-se obrigatoriamente este período irregular.

Os dados analisados salientam o facto do número de amostras ter sido relativamente pequeno assim como a sua colheita não ter sido equidistante. Deste modo, em futuros estudos recomenda-se, o aumento do número de colheitas com repetição das mesmas em intervalos curtos (máximo 2 dias) e pré-determinados, na tentativa da obtenção de melhores resultados. Relativamente ao período entre os dias 17 e 19, deverá o mesmo ser alargado e estudado com maior precisão, sendo aconselhável a aplicação de uma regressão apenas a este intervalo, para obtenção de uma função que o caracterize. 

3.7.3. Comparação entre a concentração dos elementos em cada colheita

Na perspectiva de relacionar os elementos em estudo entre si ao longo a fermentação, executou-se uma análise de variância para cada colheita. Os resultados obtidos podem ser observados na tabela 30.

Tabela 30 - Comparação entre a concentração dos elementos Ca,  K, Na e Mg em cada colheita ao longo da fermentação.
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Nota: Médias seguidas da mesma letra dentro da mesma coluna não diferem entre si de forma significativa (Duncan, p=0,05).

[image: image102]Figura 15 – Evolução da concentração dos elementos Mg, Na, K e Ca ao longo das três fases de fermentação do medronho identificadas com base na tabela 30. 
Com base na tabela 30 foi elaborada a figura 15 para uma melhor visualização das 3 fases da fermentação do medronho, permitindo deste modo a comparação da evolução da concentração mineral ao longo da fermentação.
Tendo por base os resultados apresentados na tabela 30, pode-se afirmar que existem diferenças significativas entre os elementos, para as várias colheitas ao longo da fermentação. Em todo o processo de fermentação, verifica-se ainda que se manteve a seguinte ordem crescente de concentrações Mg, Na, K, e Ca.
Atendendo à possibilidade de agrupamento de colheitas, segundo os resultados estatísticos, pode-se dizer que o processo de fermentação é constituído por 3 fases distintas; I (0 a 17 dias) não se verifica a existência de diferenças significativas entre Na e K; II (18 a 24 dias) todos os elementos são estatisticamente diferentes; III (32 a 65 dias) não se verifica a existência de diferenças significativas entre o Mg e o Na.
Os dados obtidos permitiram ainda verificar que há predominância do Ca sobre todos os outros elementos, uma vez que este foi o que sempre obteve concentrações significativamente mais elevadas.

Este trabalho permitiu-nos pela primeira vez descrever a variação da composição mineral no processo de fermentação do fruto do medronheiro. Foi estudada uma primeira abordagem para o processo de validação deste método.
IV. Conclusão
Esta tese de mestrado teve como principal objectivo a validação de um método de análise para determinação de minerais na fermentação do medronho (Arbutus unedo L.) por espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama. Este método de análise já fazia parte da rotina do laboratório da FERN da Universidade do Algarve, para determinação da fracção mineral em vários produtos de origem vegetal, não tendo todavia ainda sido validado até à data. 
Ponderando os resultados obtidos na validação interna do método, pode concluir-se que a implementação prática do mesmo é adequada aos fins pretendidos. 

Os resultados obtidos durante a validação interna do método permitem concluir que foi possível validar alguns dos parâmetros característicos para 10 elementos minerais (anexos 1 ). 
Sendo a validação do método um dos objectivos deste trabalho podemos concluir que este objectivo foi atingido, estando deste modo validado o método de análise de espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama. Os elementos Ca, Cd, Cu Mg, Mn, Pb, Zn, Fe  foram validados por espectrofotómetria de absorção atómica e os elementos Na e  K  por emissão de chama . 

O estudo da homogeneidade de variâncias permitiu verificar a aplicabilidade do método de regressão linear dos mínimos quadrados. A linearidade também foi verificada pela avaliação visual do gráfico e estatisticamente por comparação com o ajuste não-linear, facultando desta forma a escolha da gama de trabalho.

Constatou-se que o método de análise de espectrofotómetria de absorção atómica apresenta maior sensibilidade para a determinação do magnésio e menor sensibilidade para a determinação do chumbo. Relativamente ao método de análise de emissão de chama constatou-se que este apresenta maior sensibilidade para a determinação do Na do que para o K.
A repetibilidade instrumental apresenta resultados bons para todos os elementos minerais estudados.

O estudo da exactidão do método não foi avaliado, uma vez que se trata de um estudo pontual que não faz parte da rotina do laboratório, não se justifica a participação em ensaios interlaboratoriais ou materiais de referência certificados, tornando-se dispendioso para o laboratório.
O estudo da precisão intermédia poderia ter sido mais aprofundado, não relativamente às amostras, mas relativamente aos padrões pois apenas foram lidos dois (em cada gama de trabalho) em condições de repetibilidade e dois por mês para o estudo da precisão intermédia é insuficiente para se chegar a uma conclusão precisa. Seria necessária maior disponibilidade para realização deste estudo ao longo do tempo. Para além de considerar a variação no tempo, poder-se-ia ter ainda considerado a variação de operador e de equipamento, e efectuar-se o mesmo processo para os restantes padrões de controlo da recta de calibração.

A precisão intermédia deve ser considerada como melhor prática que a repetibilidade pois fornece resultados mais robustos devido aos factores de variabilidade que lhes são impostos. Como tal, este estudo deve ser feito ao longo de mais tempo, o que não foi o caso nesta validação, foi apenas efectuado durante apenas dois meses (tempo a partir do qual a gama de trabalho foi validada).
Após a validação do método, procedeu-se a determinação dos elementos minerais nas amostras de medronho fermentado pela técnica de espectrofotómetria de absorção atómica/emissão de chama.
Da análise dos 10 elementos minerais validados podemos concluir que no medronho fermentado apenas foi possível quantificar pela técnica de EAA/EEC o Na, K, Ca  e o Mg, encontrando-se os restantes elementos em concentrações vestigiárias, abaixo dos limites de quantificação, não sendo possível a sua quantificação por este método. Os teores médios da composição mineral dos frutos de medronho são: 166,5mg Ca, 124,1mg K, 103,2mg Na e 32,7mg Mg por 100g de medronho seco. Podemos deste modo concluir que o fruto medronho é um bom fornecedor destes elementos minerais comparativamente com outros frutos.

Com base nos valores determinados e considerando os valores das necessidades diárias recomendas pelo Conselho Nacional de Investigação da Acádemia das Ciências dos EUA, cerca de 500g de medronho podem satisfazer as necessidades diárias de Ca, Na e Mg. Considerando as necessidades diárias de um homem de 70 Kg, estrutura média e actividade moderada. Está informação pode ser vantajosa do ponto de vista comercial de um produto regional.
Verificou-se, também, que a concentração destes elementos vai aumentando ao longo da fermentação. Este facto pode estar relacionado com a decomposição dos frutos e a crescente multiplicação das leveduras dados não apresentados neste trabalho. A evolução da decomposição dos frutos está directamente relacionada com a maior ou menor libertação de minerais do fruto para a massa do fermentado. 
O processo de fermentação nos frutos ocorre pela presença de leveduras, que vão provocar a sua decomposição, permutando nutrientes com o meio. Este processo poderá estar relacionado intrinsecamente com o processo fermentativo, através do qual poderá ocorrer o aumento da concentração dos minerais por permuta iónica originando a formação de complexo de minerais ao longo da fermentação. Com a consequente perda de nutrientes, água e outros compostos os complexos de minerais tendem a concentrar-se na massa do fermentado.
Do tratamento estatístico efectuado aos dados relativos às concentrações dos elementos estudados na fermentação do medronho, foi possível: 1- Caracterizar o processo, através das funções polinomiais de cada elemento; 2-Verificar a necessidade de aprofundar o estudo do período de tempo compreendido entre os dias 17 e 19; 3- Determinar 3 fases distintas do processo; 4- Verificar a predominância do Ca sobre os outros elementos.

Sendo o fermentado de medronho uma massa heterogénea e a colheita das amostras ter sido sempre efectuada apenas no centro do fermentador a uma profundidade de mais ou menos de 20 cm, pode estar de alguma forma relacionado com os resultados obtidos. 

No entanto, é de considerar que o número de amostras analisadas foi relativamente pequeno, sendo que os parâmetros avaliados devem ser encarados como estimativas.

Em estudos futuros, poderá aprofundar-se o estudo do processo fermentativo do medronho no que diz respeito a uma composição mineral em diferentes fases do processo, aumentar-se o número de colheitas com intervalos de tempo menores e equidistantes, já que deste modo poderíamos ter uma melhor caracterização do período de fermentação do medronho. 
Este trabalho poderá servir como base, para estudos futuros sobre minerais no medronho do Algarve, uma vez que não foram encontradas quaisquer referências bibliográficas referentes à composição mineral do mesmo, não permitindo deste modo a comparação directa dos resultados obtidos.

Este trabalho pode também contribuir para a valorização de um produto tradicional da região do Algarve, contribuindo deste modo para a melhoria da sua comercialização. 
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ANEXOS

Anexo 1- Resultados obtidos para os parâmetros determinados durante o processo de validação do método para os elementos Na,  K,  Cd,  Ca,  Pb, Cu, Fe,  Mg, Mn  e  Zn.
Tabela 30 – Resultados obtidos para os parâmetros determinados durante o processo de validação do método para os elementos Na,  K, Cd,  Ca e Pb. 
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Teste de homogeneidade de variâncias

Teste de linearidade

(mg/L)

(mg/g)

(mg/L)

(mg/g)

(mg/L)

(mg/g)

(mg/L)

(mg/g)

(mg/L)

(mg/g)

LD 

0,03

0,02

0,16

0,08

0,09

0,05

0,19

0,09

0,07

0,03

LQ 

0,10

0,05

0,48

0,24

0,27

0,14

0,57

0,29

0,20

0,10

Sensibilidade (mg/L)

0,7310 ±

0,0073

0,1848 ±

0,0178

0,0898 ±

0,0049

0,0557 ±

0,0016

0,0184 ±

0,0007

CVm (%)

Precisão

Desvio padrão de repetibilidade (mg/L)

0,007

0,011

0,002

0,003

0,002

0,004

0,005

0,002

0,001

0,004

Limite de repetibilidade (mg/L)

0,020

0,031

0,006

0,008

0,006

0,011

0,014

0,006

0,003

0,011

CVr (%)

2,60

2,47

1,47

0,59

3,97

1,85

3,20

0,42

7,26

2,86

Precisão Intermédia (mg/L)

0,006

0,013

0,017

0,043

0,001

0,002

0,002

0,002

0,001

0,002

0,5 a 2,5 

2 a 10



Na

K

Cd

Ca

Pb

PG=4,18<F(5,35)

PG=4,11<F(5,35)

0,5 a 2,5 

0,9985

0,9986

0,9996

0,9999

0,9998

0,3 a 0,7

0,5 a 2,5 

Repetibilidade

Parâmetros

PG=4,12<F(5,35)

PG=0,39<F(98,50)

PG=0,63<F(98,50)

PG=0,96<F(98,50)

PG=0,08<F(98,50)

PG=5,00<F(98,50)

PG=2,59<F(5,35)

PG=2,28<F(5,35)

1,32

1,99

3,19

1,81

0,95


Tabela 31 - Resultados obtidos para os parâmetros determinados durante o processo de validação do método para os elementos Cu, Fe,  Mg,  Mn  e Zn.
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(mg/g)

0,06

0,03

0,11

0,06

0,09

0,04

0,08
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0,03

0,02

0,19

0,10
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0,26

0,13

0,25

0,13

0,10

0,05

0,0490 ±

0,0019

0,0212 ±

0,0004
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0,0700 ±

0,0035

0,1216 ±

0,0026

Precisão

Desvio padrão de repetibilidade (mg/L)
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0,005
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0,004

0,004

0,006

Limite de repetibilidade (mg/L)

0,003

0,006

0,003

0,008

0,014

0,028

0,003

0,011

0,011

0,017

CVr (%)

4,13

1,91

2,26

0,92

1,87

1,05

1,63

1,82

4,49

1,56

Precisão Intermédia (mg/L)

0,001

0,019

0,001

0,003

0,005

0,012

0,002

0,005

0,004

0,004

Zn

0,5 a 2,5 

2 a 10

0,5 a 2,5 

0,5 a 2,5 

0,5 a 2,5 

Cu

Fe

Mg

Mn

0,9998

1,0000 

            

 

0,9996

0,9996

PG=3,74F<(5,35)

PG=3,86F<(5,35)

PG=3,25F<(5,35)

PG=2,07F<(5,35)

PG=0,63<F(98,50)

CVm (%)

Repetibilidade

Parâmetros

PG=0,05<F(98,50)

PG=0,43<F(98,50)

PG=1,00<F(98,50)

PG=0,78<F(98,50)

0,9999

PG=4,77F<(5,35)



LD 

LQ 

Sensibilidade (mg/L)

Gama de trabalho (mg/L)

Coeficiente de correlação ( r )

Teste de homogeneidade de variâncias

Teste de linearidade

1,67

1,29

0,57

0,69

1,74
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sendo t o valor da variável de Student  para (n-2) graus liberdade a determinado nível de confiança.
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Figura 7- Carrocel de lâmpadas de cátodo-oco do EAA/EC,  Shimadzu, AA-680,  Japão.
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Figura 8  - Lâmpada de cátodo-oco.
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		E		18		2		2.292		0.541		1.599		1.225

		E		18		3		2.089		0.555		1.585		1.126

		E		18		4		2.437		0.566		1.599		1.074

		E		18		5		2.337		0.555		1.599		1.084

		F		19		1		1.843		0.390		1.241		0.951

		F		19		2		1.988		0.444		1.274		0.985

		F		19		3		1.943		0.423		1.240		0.937

		F		19		4		1.899		0.419		1.227		0.876

		F		19		5		1.853		0.398		1.227		0.937

		G		24		1		2.190		0.547		1.369		1.023

		G		24		2		2.224		0.553		1.423		1.081

		G		24		3		2.235		0.568		1.464		1.057

		G		24		4		2.078		0.517		1.396		1.084

		G		24		5		2.089		0.524		1.382		1.098

		H		32		1		2.617		0.654		1.917		1.255

		H		32		2		2.685		0.721		1.992		1.245

		H		32		3		2.515		0.650		1.964		1.255

		H		32		4		2.572		0.675		1.964		1.262

		H		32		5		2.640		0.690		1.992		1.279

		I		48		1		3.491		0.778		2.059		1.225

		I		48		2		3.413		0.770		2.079		1.201

		I		48		3		3.357		0.790		2.032		1.228

		I		48		4		3.357		0.782		2.066		1.208

		I		48		5		3.222		0.786		2.018		1.208

		J		65		1		2.953		0.687		1.755		1.170

		J		65		2		3.211		0.742		1.768		1.129

		J		65		3		3.211		0.765		1.829		1.170

		J		65		4		2.908		0.721		1.781		1.129

		J		65		5		2.898		0.687		1.782		1.129





car2

		var		rep		A		B		C		D		E		F		G		H		I		J

		Ca		1		1.562		1.764		1.629		1.932		2.134		1.843		2.190		2.617		3.491		2.953

		Ca		2		1.640		1.640		1.696		1.876		2.292		1.988		2.224		2.685		3.413		3.211

		Ca		3		1.708		1.787		1.697		1.898		2.089		1.943		2.235		2.515		3.357		3.211

		Ca		4		1.629		1.786		1.528		2.000		2.437		1.899		2.078		2.572		3.357		2.908

		Ca		5		1.787		1.842		1.595		1.954		2.337		1.853		2.089		2.640		3.222		2.898

		Mg		1		0.306		0.497		0.434		0.461		0.555		0.390		0.547		0.654		0.778		0.687

		Mg		2		0.324		0.484		0.457		0.444		0.541		0.444		0.553		0.721		0.770		0.742

		Mg		3		0.341		0.478		0.457		0.450		0.555		0.423		0.568		0.650		0.790		0.765

		Mg		4		0.337		0.474		0.444		0.474		0.566		0.419		0.517		0.675		0.782		0.721

		Mg		5		0.327		0.486		0.423		0.474		0.555		0.398		0.524		0.690		0.786		0.687

		Mg		1		1.220		1.166		1.085		1.207		1.592		1.241		1.369		1.917		2.059		1.755

		K		2		1.241		1.152		1.085		1.200		1.599		1.274		1.423		1.992		2.079		1.768

		K		3		1.247		1.166		1.078		1.200		1.585		1.240		1.464		1.964		2.032		1.829

		K		4		1.241		1.153		1.071		1.213		1.599		1.227		1.396		1.964		2.066		1.781

		K		5		1.254		1.193		1.078		1.207		1.599		1.227		1.382		1.992		2.018		1.782

		Na		1		1.033		1.351		1.026		1.139		1.146		0.951		1.023		1.255		1.225		1.170

		Na		2		1.033		1.317		1.023		1.160		1.225		0.985		1.081		1.245		1.201		1.129

		Na		3		1.026		1.297		1.037		1.177		1.126		0.937		1.057		1.255		1.228		1.170

		Na		4		1.033		1.310		1.057		1.163		1.074		0.876		1.084		1.262		1.208		1.129

		Na		5		1.033		1.317		1.016		1.160		1.084		0.937		1.098		1.279		1.208		1.129





regressão com todos os pontos

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		dias		Mg		dias		K		dias		Na

		A		0		1.665		0		0.327		0		1.241		0		1.032

		B		10		1.764		10		0.484		10		1.166		10		1.318

		C		12		1.629		12		0.443		12		1.079		12		1.032

		D		17		1.932		17		0.461		17		1.205		17		1.160

		E		18		2.258		18		0.554		18		1.595		18		1.131

		F		19		1.905		19		0.415		19		1.242		19		0.937

		G		24		2.163		24		0.542		24		1.407		24		1.069

		H		32		2.606		32		0.678		32		1.966		32		1.260

		I		48		3.368		48		0.781		48		2.051		48		1.214

		J		65		3.036		65		0.720		65		1.783		65		1.145

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1.665		0.327		1.241		1.032

		B		10		1.764		0.484		1.166		1.318

		C		12		1.629		0.443		1.079		1.032

		D		17		1.932		0.461		1.205		1.160

		E		18		2.258		0.554		1.595		1.131

		F		19		1.905		0.415		1.242		0.937

		G		24		2.163		0.542		1.407		1.069

		H		32		2.606		0.678		1.966		1.260

		I		48		3.368		0.781		2.051		1.214

		J		65		3.036		0.720		1.783		1.145





regressão com todos os pontos
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Ca

Dias de fermentação

Concentração  Ca2+ (mg/g)

y = -3E-05x3 + 0,0025x2 - 0,0196x + 1,678
R2 = 0,9593
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Regressão sem o peirodop 17 a 1
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K

Dias de fermentação

Concentração K+ (mg/g)

y = 6E-07x4 - 9E-05x3 + 0,0047x2 - 0,053x + 1,2507
R2 = 0,8758
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Tabela dos polinomios
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Mg

Dias de fermentação

Comncentração  Mg 2+(mg/g)

y = -1E-07x4 + 1E-05x3 - 0,0004x2 + 0,0121x + 0,3376
R2 = 0,9088

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



analise de variancia
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Na

Dias de fermentação

Concentração Na+ (mg/g)

y = -1E-09x6 + 3E-07x5 - 2E-05x4 + 0,001x3 - 0,0191x2 + 0,1313x + 1,0332
R2 = 0,5432

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



Folha1
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Ca

Mg

K

Na

Dias de fermentação

Concentração (mg/g)

y = -3E-05x3 + 0,0025x2 - 0,0196x + 1,678
R2 = 0,9593

y = -1E-07x4 + 1E-05x3 - 0,0004x2 + 0,0121x + 0,3376
R2 = 0,9088

y = 6E-07x4 - 9E-05x3 + 0,0047x2 - 0,053x + 1,2507
R2 = 0,8758

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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teste médias

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca						dias		Mg

		A		0		1.665						0		0.327

		B		10		1.764						10		0.484

		C		12		1.629						12		0.443

		G		24		2.163						24		0.542

		H		32		2.606						32		0.678

		I		48		3.368						48		0.781

		J		65		3.036						65		0.720

				dias		K

				0		1.241

				10		1.166

				12		1.079

				24		1.407

				32		1.966

				48		2.051

				65		1.783

				dias		Na

				0		1.032

				10		1.318																																Elemento		Com o periodo 17 a 19		Sem o periodo 17 a 19

				12		1.032																																		0.9593		1.0000

				24		1.069																																		0.9088		0.9979

				32		1.260																																		0.8758		0.9982

				48		1.214																																		0.5432		1.0000

				65		1.145

				Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na												Amostras		Dias de fermentação		Na

				A		0		1.665		0.327		1.241		1.032												A		0		1.032

				B		10		1.764		0.484		1.166		1.318												B		10		1.318

				C		12		1.629		0.443		1.079		1.032												C		12		1.032

				G		24		2.163		0.542		1.407		1.069												G		24		1.069

				H		32		2.606		0.678		1.966		1.260												H		32		1.260

				I		48		3.368		0.781		2.051		1.214												I		48		1.214

				J		65		3.036		0.720		1.783		1.145												J		65		1.145





teste médias

		0

		10

		12

		24

		32

		48

		65



Ca

Dias de fementação

Concentraçã de Ca2+

1.6651452888

1.7638097165

1.629124411

2.1630931378

2.6055365774

3.3680224419

3.0361044565



		0

		10

		12

		24

		32

		48

		65



Mg

Dias de fermentação

Concentração de Mg2+

0.3270117559

0.4840018764

0.4431147292

0.5416471146

0.6781191299

0.7811407683

0.7200650124
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Dias de fermentação

Concentração de K+
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Dias de fermentação
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Ca

Mg

K

Na

Dias de fermentação

Concentração (mg/g)

y = 2E-08x5 - 4E-06x4 + 0,0002x3 - 0,002x2 + 0,0079x + 1,6684
R2 = 0,9954

y = 3E-08x5 - 5E-06x4 + 0,0002x3 - 0,0052x2 + 0,0456x + 0,3278
R2 = 0,9953

y = 1E-07x5 - 2E-05x4 + 0,0008x3 - 0,0129x2 + 0,0574x + 1,2413
R2 = 0,9991

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0
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0
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0
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						Concentração (mg/g)														Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação														Dias de fermentação

				0		1.665		0.327		1.241		1.032						0		1.665		1.241		1.032		0.327

				10		1.764		0.484		1.166		1.318						10		1.764		1.166		1.318		0.484

				12		1.629		0.443		1.079		1.032						12		1.629		1.079		1.032		0.443

				17		1.932		0.461		1.205		1.160						17		1.932		1.205		1.160		0.461

				18		2.258		0.554		1.595		1.131						18		2.258		1.595		1.131		0.554

				19		1.905		0.415		1.242		0.937						19		1.905		1.242		0.937		0.415

				24		2.163		0.542		1.407		1.069						24		2.163		1.407		1.069		0.542

				32		2.606		0.678		1.966		1.260						32		2.606		1.966		1.260		0.678

				48		3.368		0.781		2.051		1.214						48		3.368		2.051		1.214		0.781

				65		3.036		0.720		1.783		1.145						65		3.036		1.783		1.145		0.720





		

						Concentração (mg/g)																				Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação																				Dias de fermentação

				0		1.665		gh		0.327		h		1.241		f		1.032		e				0		1.665		gf		1.241		f		1.032		e		0.327		h

				10		1.764		f		0.484		e		1.166		h		1.318		a				10		1.764		f		1.166		h		1.318		a		0.484		e

				12		1.629		h		0.443		f		1.079		j		1.032		e				12		1.629		g		1.079		i		1.032		e		0.443		f

				17		1.932		e		0.461		fg		1.205		g		1.160		d				17		1.932		e		1.205		g		1.160		d		0.461		fe

				18		2.258		d		0.554		d		1.595		d		1.131		d				18		2.258		d		1.595		d		1.131		d		0.554		d

				19		1.905		e		0.415		g		1.242		f		0.937		f				19		1.905		e		1.242		f		0.937		f		0.415		g

				24		2.163		d		0.542		d		1.407		e		1.069		e				24		2.163		d		1.407		e		1.069		e		0.542		d

				32		2.606		c		0.678		c		1.966		b		1.260		b				32		2.606		c		1.966		b		1.260		b		0.678		c

				48		3.368		a		0.781		a		2.051		a		1.214		c				48		3.368		a		2.051		a		1.214		c		0.781		a

				65		3.036		b		0.720		b		1.783		c		1.145		d				65		3.036		b		1.783		c		1.145		d		0.720		b





		

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c





		0		0		0		0

		10		10		10		10

		12		12		12		12

		17		17		17		17

		18		18		18		18

		19		19		19		19

		24		24		24		24

		32		32		32		32

		48		48		48		48

		65		65		65		65



Mg2+

Na+

K+

Ca2+

Dias de fermentação

Concentração  (mg/g)

0.475832

1.0318057

1.2456503

1.6651453

0.5976892

1.3183995

1.1660371

1.7638097

0.5500884

1.0318057

1.0780716

1.6291244

0.5850313

1.1597127

1.2049138

1.9320929

0.7273688

1.130985

1.5958039

2.2578381

0.5525004

0.9374145

1.2420802

1.9051771

0.6794902

1.0687415

1.416256

2.1630931

0.8845888

1.2595759

1.9778654

2.62

0.994063

1.2137483

2.0485557

3.3680244

0.8924874

1.1453488

1.7899315

3.0361045



		

						Dias de fermentação																																														Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65								Elementos minerais		0		10		12		17		18		19		24		32		48		65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a								0.476		0.598		0.550		0.585		0.727		0.553		0.679		0.885		0.994		0.892

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c								1.032		1.318		1.032		1.160		1.131		0.937		1.069		1.260		1.214		1.145

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b								1.246		1.166		1.078		1.205		1.596		1.242		1.416		1.978		2.049		1.790

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c								1.665		1.764		1.629		1.932		2.258		1.905		2.163		2.620		3.368		3.036

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c
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car1

		Amostras		dias		rep		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1		1.562		0.306		1.220		1.033

		A		0		2		1.640		0.324		1.241		1.033

		A		0		3		1.708		0.341		1.247		1.026

		A		0		4		1.629		0.337		1.241		1.033

		A		0		5		1.787		0.327		1.254		1.033

		B		10		1		1.764		0.497		1.166		1.351

		B		10		2		1.640		0.484		1.152		1.317

		B		10		3		1.787		0.478		1.166		1.297

		B		10		4		1.786		0.474		1.153		1.310

		B		10		5		1.842		0.486		1.193		1.317

		C		12		1		1.629		0.434		1.085		1.026

		C		12		2		1.696		0.457		1.085		1.023

		C		12		3		1.697		0.457		1.078		1.037

		C		12		4		1.528		0.444		1.071		1.057

		C		12		5		1.595		0.423		1.078		1.016

		D		17		1		1.932		0.461		1.207		1.139

		D		17		2		1.876		0.444		1.200		1.160

		D		17		3		1.898		0.450		1.200		1.177

		D		17		4		2.000		0.474		1.213		1.163

		D		17		5		1.954		0.474		1.207		1.160

		E		18		1		2.134		0.555		1.592		1.146

		E		18		2		2.292		0.541		1.599		1.225

		E		18		3		2.089		0.555		1.585		1.126

		E		18		4		2.437		0.566		1.599		1.074

		E		18		5		2.337		0.555		1.599		1.084

		F		19		1		1.843		0.390		1.241		0.951

		F		19		2		1.988		0.444		1.274		0.985

		F		19		3		1.943		0.423		1.240		0.937

		F		19		4		1.899		0.419		1.227		0.876

		F		19		5		1.853		0.398		1.227		0.937

		G		24		1		2.190		0.547		1.369		1.023

		G		24		2		2.224		0.553		1.423		1.081

		G		24		3		2.235		0.568		1.464		1.057

		G		24		4		2.078		0.517		1.396		1.084

		G		24		5		2.089		0.524		1.382		1.098

		H		32		1		2.617		0.654		1.917		1.255

		H		32		2		2.685		0.721		1.992		1.245

		H		32		3		2.515		0.650		1.964		1.255

		H		32		4		2.572		0.675		1.964		1.262

		H		32		5		2.640		0.690		1.992		1.279

		I		48		1		3.491		0.778		2.059		1.225

		I		48		2		3.413		0.770		2.079		1.201

		I		48		3		3.357		0.790		2.032		1.228

		I		48		4		3.357		0.782		2.066		1.208

		I		48		5		3.222		0.786		2.018		1.208

		J		65		1		2.953		0.687		1.755		1.170

		J		65		2		3.211		0.742		1.768		1.129

		J		65		3		3.211		0.765		1.829		1.170

		J		65		4		2.908		0.721		1.781		1.129

		J		65		5		2.898		0.687		1.782		1.129





car2

		var		rep		A		B		C		D		E		F		G		H		I		J

		Ca		1		1.562		1.764		1.629		1.932		2.134		1.843		2.190		2.617		3.491		2.953

		Ca		2		1.640		1.640		1.696		1.876		2.292		1.988		2.224		2.685		3.413		3.211

		Ca		3		1.708		1.787		1.697		1.898		2.089		1.943		2.235		2.515		3.357		3.211

		Ca		4		1.629		1.786		1.528		2.000		2.437		1.899		2.078		2.572		3.357		2.908

		Ca		5		1.787		1.842		1.595		1.954		2.337		1.853		2.089		2.640		3.222		2.898

		Mg		1		0.306		0.497		0.434		0.461		0.555		0.390		0.547		0.654		0.778		0.687

		Mg		2		0.324		0.484		0.457		0.444		0.541		0.444		0.553		0.721		0.770		0.742

		Mg		3		0.341		0.478		0.457		0.450		0.555		0.423		0.568		0.650		0.790		0.765

		Mg		4		0.337		0.474		0.444		0.474		0.566		0.419		0.517		0.675		0.782		0.721

		Mg		5		0.327		0.486		0.423		0.474		0.555		0.398		0.524		0.690		0.786		0.687

		Mg		1		1.220		1.166		1.085		1.207		1.592		1.241		1.369		1.917		2.059		1.755

		K		2		1.241		1.152		1.085		1.200		1.599		1.274		1.423		1.992		2.079		1.768

		K		3		1.247		1.166		1.078		1.200		1.585		1.240		1.464		1.964		2.032		1.829

		K		4		1.241		1.153		1.071		1.213		1.599		1.227		1.396		1.964		2.066		1.781

		K		5		1.254		1.193		1.078		1.207		1.599		1.227		1.382		1.992		2.018		1.782

		Na		1		1.033		1.351		1.026		1.139		1.146		0.951		1.023		1.255		1.225		1.170

		Na		2		1.033		1.317		1.023		1.160		1.225		0.985		1.081		1.245		1.201		1.129

		Na		3		1.026		1.297		1.037		1.177		1.126		0.937		1.057		1.255		1.228		1.170

		Na		4		1.033		1.310		1.057		1.163		1.074		0.876		1.084		1.262		1.208		1.129

		Na		5		1.033		1.317		1.016		1.160		1.084		0.937		1.098		1.279		1.208		1.129





regressão com todos os pontos

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		dias		Mg		dias		K		dias		Na

		A		0		1.665		0		0.327		0		1.241		0		1.032

		B		10		1.764		10		0.484		10		1.166		10		1.318

		C		12		1.629		12		0.443		12		1.079		12		1.032

		D		17		1.932		17		0.461		17		1.205		17		1.160

		E		18		2.258		18		0.554		18		1.595		18		1.131

		F		19		1.905		19		0.415		19		1.242		19		0.937

		G		24		2.163		24		0.542		24		1.407		24		1.069

		H		32		2.606		32		0.678		32		1.966		32		1.260

		I		48		3.368		48		0.781		48		2.051		48		1.214

		J		65		3.036		65		0.720		65		1.783		65		1.145

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1.665		0.327		1.241		1.032

		B		10		1.764		0.484		1.166		1.318

		C		12		1.629		0.443		1.079		1.032

		D		17		1.932		0.461		1.205		1.160

		E		18		2.258		0.554		1.595		1.131

		F		19		1.905		0.415		1.242		0.937

		G		24		2.163		0.542		1.407		1.069

		H		32		2.606		0.678		1.966		1.260

		I		48		3.368		0.781		2.051		1.214

		J		65		3.036		0.720		1.783		1.145
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analise de variancia
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teste médias

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca						dias		Mg

		A		0		1.665						0		0.327

		B		10		1.764						10		0.484

		C		12		1.629						12		0.443

		G		24		2.163						24		0.542

		H		32		2.606						32		0.678

		I		48		3.368						48		0.781

		J		65		3.036						65		0.720

				dias		K

				0		1.241

				10		1.166

				12		1.079

				24		1.407

				32		1.966

				48		2.051

				65		1.783

				dias		Na

				0		1.032

				10		1.318																																Elemento		Com o periodo 17 a 19		Sem o periodo 17 a 19

				12		1.032																																		0.9593		1.0000

				24		1.069																																		0.9088		0.9979

				32		1.260																																		0.8758		0.9982

				48		1.214																																		0.5432		1.0000

				65		1.145

				Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na												Amostras		Dias de fermentação		Na

				A		0		1.665		0.327		1.241		1.032												A		0		1.032

				B		10		1.764		0.484		1.166		1.318												B		10		1.318

				C		12		1.629		0.443		1.079		1.032												C		12		1.032

				G		24		2.163		0.542		1.407		1.069												G		24		1.069

				H		32		2.606		0.678		1.966		1.260												H		32		1.260

				I		48		3.368		0.781		2.051		1.214												I		48		1.214

				J		65		3.036		0.720		1.783		1.145												J		65		1.145
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y = 2E-08x5 - 4E-06x4 + 0,0002x3 - 0,002x2 + 0,0079x + 1,6684
R2 = 0,9954

y = 3E-08x5 - 5E-06x4 + 0,0002x3 - 0,0052x2 + 0,0456x + 0,3278
R2 = 0,9953

y = 1E-07x5 - 2E-05x4 + 0,0008x3 - 0,0129x2 + 0,0574x + 1,2413
R2 = 0,9991
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						Concentração (mg/g)														Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação														Dias de fermentação

				0		1.665		0.327		1.241		1.032						0		1.665		1.241		1.032		0.327

				10		1.764		0.484		1.166		1.318						10		1.764		1.166		1.318		0.484

				12		1.629		0.443		1.079		1.032						12		1.629		1.079		1.032		0.443

				17		1.932		0.461		1.205		1.160						17		1.932		1.205		1.160		0.461

				18		2.258		0.554		1.595		1.131						18		2.258		1.595		1.131		0.554

				19		1.905		0.415		1.242		0.937						19		1.905		1.242		0.937		0.415

				24		2.163		0.542		1.407		1.069						24		2.163		1.407		1.069		0.542

				32		2.606		0.678		1.966		1.260						32		2.606		1.966		1.260		0.678

				48		3.368		0.781		2.051		1.214						48		3.368		2.051		1.214		0.781

				65		3.036		0.720		1.783		1.145						65		3.036		1.783		1.145		0.720





		

						Concentração (mg/g)																				Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação																				Dias de fermentação

				0		1.665		gh		0.327		h		1.241		f		1.032		e				0		1.665		gf		1.241		f		1.032		e		0.327		h

				10		1.764		f		0.484		e		1.166		h		1.318		a				10		1.764		f		1.166		h		1.318		a		0.484		e

				12		1.629		h		0.443		f		1.079		j		1.032		e				12		1.629		g		1.079		i		1.032		e		0.443		f

				17		1.932		e		0.461		fg		1.205		g		1.160		d				17		1.932		e		1.205		g		1.160		d		0.461		fe

				18		2.258		d		0.554		d		1.595		d		1.131		d				18		2.258		d		1.595		d		1.131		d		0.554		d

				19		1.905		e		0.415		g		1.242		f		0.937		f				19		1.905		e		1.242		f		0.937		f		0.415		g

				24		2.163		d		0.542		d		1.407		e		1.069		e				24		2.163		d		1.407		e		1.069		e		0.542		d

				32		2.606		c		0.678		c		1.966		b		1.260		b				32		2.606		c		1.966		b		1.260		b		0.678		c

				48		3.368		a		0.781		a		2.051		a		1.214		c				48		3.368		a		2.051		a		1.214		c		0.781		a

				65		3.036		b		0.720		b		1.783		c		1.145		d				65		3.036		b		1.783		c		1.145		d		0.720		b





		

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a
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car1

		Amostras		dias		rep		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1		1.562		0.306		1.220		1.033

		A		0		2		1.640		0.324		1.241		1.033

		A		0		3		1.708		0.341		1.247		1.026

		A		0		4		1.629		0.337		1.241		1.033

		A		0		5		1.787		0.327		1.254		1.033

		B		10		1		1.764		0.497		1.166		1.351

		B		10		2		1.640		0.484		1.152		1.317

		B		10		3		1.787		0.478		1.166		1.297

		B		10		4		1.786		0.474		1.153		1.310

		B		10		5		1.842		0.486		1.193		1.317

		C		12		1		1.629		0.434		1.085		1.026

		C		12		2		1.696		0.457		1.085		1.023

		C		12		3		1.697		0.457		1.078		1.037

		C		12		4		1.528		0.444		1.071		1.057

		C		12		5		1.595		0.423		1.078		1.016

		D		17		1		1.932		0.461		1.207		1.139

		D		17		2		1.876		0.444		1.200		1.160

		D		17		3		1.898		0.450		1.200		1.177

		D		17		4		2.000		0.474		1.213		1.163

		D		17		5		1.954		0.474		1.207		1.160

		E		18		1		2.134		0.555		1.592		1.146

		E		18		2		2.292		0.541		1.599		1.225

		E		18		3		2.089		0.555		1.585		1.126

		E		18		4		2.437		0.566		1.599		1.074

		E		18		5		2.337		0.555		1.599		1.084

		F		19		1		1.843		0.390		1.241		0.951

		F		19		2		1.988		0.444		1.274		0.985

		F		19		3		1.943		0.423		1.240		0.937

		F		19		4		1.899		0.419		1.227		0.876

		F		19		5		1.853		0.398		1.227		0.937

		G		24		1		2.190		0.547		1.369		1.023

		G		24		2		2.224		0.553		1.423		1.081

		G		24		3		2.235		0.568		1.464		1.057

		G		24		4		2.078		0.517		1.396		1.084

		G		24		5		2.089		0.524		1.382		1.098

		H		32		1		2.617		0.654		1.917		1.255

		H		32		2		2.685		0.721		1.992		1.245

		H		32		3		2.515		0.650		1.964		1.255

		H		32		4		2.572		0.675		1.964		1.262

		H		32		5		2.640		0.690		1.992		1.279

		I		48		1		3.491		0.778		2.059		1.225

		I		48		2		3.413		0.770		2.079		1.201

		I		48		3		3.357		0.790		2.032		1.228

		I		48		4		3.357		0.782		2.066		1.208

		I		48		5		3.222		0.786		2.018		1.208

		J		65		1		2.953		0.687		1.755		1.170

		J		65		2		3.211		0.742		1.768		1.129

		J		65		3		3.211		0.765		1.829		1.170

		J		65		4		2.908		0.721		1.781		1.129

		J		65		5		2.898		0.687		1.782		1.129





car2

		var		rep		A		B		C		D		E		F		G		H		I		J

		Ca		1		1.562		1.764		1.629		1.932		2.134		1.843		2.190		2.617		3.491		2.953

		Ca		2		1.640		1.640		1.696		1.876		2.292		1.988		2.224		2.685		3.413		3.211

		Ca		3		1.708		1.787		1.697		1.898		2.089		1.943		2.235		2.515		3.357		3.211

		Ca		4		1.629		1.786		1.528		2.000		2.437		1.899		2.078		2.572		3.357		2.908

		Ca		5		1.787		1.842		1.595		1.954		2.337		1.853		2.089		2.640		3.222		2.898

		Mg		1		0.306		0.497		0.434		0.461		0.555		0.390		0.547		0.654		0.778		0.687

		Mg		2		0.324		0.484		0.457		0.444		0.541		0.444		0.553		0.721		0.770		0.742

		Mg		3		0.341		0.478		0.457		0.450		0.555		0.423		0.568		0.650		0.790		0.765

		Mg		4		0.337		0.474		0.444		0.474		0.566		0.419		0.517		0.675		0.782		0.721

		Mg		5		0.327		0.486		0.423		0.474		0.555		0.398		0.524		0.690		0.786		0.687

		Mg		1		1.220		1.166		1.085		1.207		1.592		1.241		1.369		1.917		2.059		1.755

		K		2		1.241		1.152		1.085		1.200		1.599		1.274		1.423		1.992		2.079		1.768

		K		3		1.247		1.166		1.078		1.200		1.585		1.240		1.464		1.964		2.032		1.829

		K		4		1.241		1.153		1.071		1.213		1.599		1.227		1.396		1.964		2.066		1.781

		K		5		1.254		1.193		1.078		1.207		1.599		1.227		1.382		1.992		2.018		1.782

		Na		1		1.033		1.351		1.026		1.139		1.146		0.951		1.023		1.255		1.225		1.170

		Na		2		1.033		1.317		1.023		1.160		1.225		0.985		1.081		1.245		1.201		1.129

		Na		3		1.026		1.297		1.037		1.177		1.126		0.937		1.057		1.255		1.228		1.170

		Na		4		1.033		1.310		1.057		1.163		1.074		0.876		1.084		1.262		1.208		1.129

		Na		5		1.033		1.317		1.016		1.160		1.084		0.937		1.098		1.279		1.208		1.129





regressão com todos os pontos

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		dias		Mg		dias		K		dias		Na

		A		0		1.665		0		0.327		0		1.241		0		1.032

		B		10		1.764		10		0.484		10		1.166		10		1.318

		C		12		1.629		12		0.443		12		1.079		12		1.032

		D		17		1.932		17		0.461		17		1.205		17		1.160

		E		18		2.258		18		0.554		18		1.595		18		1.131

		F		19		1.905		19		0.415		19		1.242		19		0.937

		G		24		2.163		24		0.542		24		1.407		24		1.069

		H		32		2.606		32		0.678		32		1.966		32		1.260

		I		48		3.368		48		0.781		48		2.051		48		1.214

		J		65		3.036		65		0.720		65		1.783		65		1.145

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1.665		0.327		1.241		1.032

		B		10		1.764		0.484		1.166		1.318

		C		12		1.629		0.443		1.079		1.032

		D		17		1.932		0.461		1.205		1.160

		E		18		2.258		0.554		1.595		1.131

		F		19		1.905		0.415		1.242		0.937

		G		24		2.163		0.542		1.407		1.069

		H		32		2.606		0.678		1.966		1.260

		I		48		3.368		0.781		2.051		1.214

		J		65		3.036		0.720		1.783		1.145
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teste médias

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca						dias		Mg

		A		0		1.665						0		0.327

		B		10		1.764						10		0.484

		C		12		1.629						12		0.443

		G		24		2.163						24		0.542

		H		32		2.606						32		0.678

		I		48		3.368						48		0.781

		J		65		3.036						65		0.720

				dias		K

				0		1.241

				10		1.166

				12		1.079

				24		1.407

				32		1.966

				48		2.051

				65		1.783

				dias		Na

				0		1.032

				10		1.318																																Elemento		Com o periodo 17 a 19		Sem o periodo 17 a 19

				12		1.032																																		0.9593		1.0000

				24		1.069																																		0.9088		0.9979

				32		1.260																																		0.8758		0.9982

				48		1.214																																		0.5432		1.0000

				65		1.145

				Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na												Amostras		Dias de fermentação		Na

				A		0		1.665		0.327		1.241		1.032												A		0		1.032

				B		10		1.764		0.484		1.166		1.318												B		10		1.318

				C		12		1.629		0.443		1.079		1.032												C		12		1.032

				G		24		2.163		0.542		1.407		1.069												G		24		1.069

				H		32		2.606		0.678		1.966		1.260												H		32		1.260

				I		48		3.368		0.781		2.051		1.214												I		48		1.214

				J		65		3.036		0.720		1.783		1.145												J		65		1.145
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						Concentração (mg/g)														Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação														Dias de fermentação

				0		1.665		0.327		1.241		1.032						0		1.665		1.241		1.032		0.327

				10		1.764		0.484		1.166		1.318						10		1.764		1.166		1.318		0.484

				12		1.629		0.443		1.079		1.032						12		1.629		1.079		1.032		0.443

				17		1.932		0.461		1.205		1.160						17		1.932		1.205		1.160		0.461

				18		2.258		0.554		1.595		1.131						18		2.258		1.595		1.131		0.554

				19		1.905		0.415		1.242		0.937						19		1.905		1.242		0.937		0.415

				24		2.163		0.542		1.407		1.069						24		2.163		1.407		1.069		0.542

				32		2.606		0.678		1.966		1.260						32		2.606		1.966		1.260		0.678

				48		3.368		0.781		2.051		1.214						48		3.368		2.051		1.214		0.781

				65		3.036		0.720		1.783		1.145						65		3.036		1.783		1.145		0.720





		

						Concentração (mg/g)																				Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação																				Dias de fermentação

				0		1.665		gh		0.327		h		1.241		f		1.032		e				0		1.665		gf		1.241		f		1.032		e		0.327		h

				10		1.764		f		0.484		e		1.166		h		1.318		a				10		1.764		f		1.166		h		1.318		a		0.484		e

				12		1.629		h		0.443		f		1.079		j		1.032		e				12		1.629		g		1.079		i		1.032		e		0.443		f

				17		1.932		e		0.461		fg		1.205		g		1.160		d				17		1.932		e		1.205		g		1.160		d		0.461		fe

				18		2.258		d		0.554		d		1.595		d		1.131		d				18		2.258		d		1.595		d		1.131		d		0.554		d

				19		1.905		e		0.415		g		1.242		f		0.937		f				19		1.905		e		1.242		f		0.937		f		0.415		g

				24		2.163		d		0.542		d		1.407		e		1.069		e				24		2.163		d		1.407		e		1.069		e		0.542		d

				32		2.606		c		0.678		c		1.966		b		1.260		b				32		2.606		c		1.966		b		1.260		b		0.678		c

				48		3.368		a		0.781		a		2.051		a		1.214		c				48		3.368		a		2.051		a		1.214		c		0.781		a

				65		3.036		b		0.720		b		1.783		c		1.145		d				65		3.036		b		1.783		c		1.145		d		0.720		b





		

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c
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Na+
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1.2456503

1.6651453
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1.1660371

1.7638097

0.5500884
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1.0780716

1.6291244

0.5850313

1.1597127

1.2049138

1.9320929

0.7273688

1.130985

1.5958039

2.2578381

0.5525004

0.9374145

1.2420802

1.9051771

0.6794902

1.0687415

1.416256

2.1630931

0.8845888

1.2595759

1.9778654

2.62

0.994063

1.2137483

2.0485557

3.3680244

0.8924874

1.1453488

1.7899315

3.0361045



		

						Dias de fermentação																																														Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65								Elementos minerais		0		10		12		17		18		19		24		32		48		65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a								0.476		0.598		0.550		0.585		0.727		0.553		0.679		0.885		0.994		0.892

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c								1.032		1.318		1.032		1.160		1.131		0.937		1.069		1.260		1.214		1.145

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b								1.246		1.166		1.078		1.205		1.596		1.242		1.416		1.978		2.049		1.790

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c								1.665		1.764		1.629		1.932		2.258		1.905		2.163		2.620		3.368		3.036

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a
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car1

		Amostras		dias		rep		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1		1.562		0.306		1.220		1.033

		A		0		2		1.640		0.324		1.241		1.033

		A		0		3		1.708		0.341		1.247		1.026

		A		0		4		1.629		0.337		1.241		1.033

		A		0		5		1.787		0.327		1.254		1.033

		B		10		1		1.764		0.497		1.166		1.351

		B		10		2		1.640		0.484		1.152		1.317

		B		10		3		1.787		0.478		1.166		1.297

		B		10		4		1.786		0.474		1.153		1.310

		B		10		5		1.842		0.486		1.193		1.317

		C		12		1		1.629		0.434		1.085		1.026

		C		12		2		1.696		0.457		1.085		1.023

		C		12		3		1.697		0.457		1.078		1.037

		C		12		4		1.528		0.444		1.071		1.057

		C		12		5		1.595		0.423		1.078		1.016

		D		17		1		1.932		0.461		1.207		1.139

		D		17		2		1.876		0.444		1.200		1.160

		D		17		3		1.898		0.450		1.200		1.177

		D		17		4		2.000		0.474		1.213		1.163

		D		17		5		1.954		0.474		1.207		1.160

		E		18		1		2.134		0.555		1.592		1.146

		E		18		2		2.292		0.541		1.599		1.225

		E		18		3		2.089		0.555		1.585		1.126

		E		18		4		2.437		0.566		1.599		1.074

		E		18		5		2.337		0.555		1.599		1.084

		F		19		1		1.843		0.390		1.241		0.951

		F		19		2		1.988		0.444		1.274		0.985

		F		19		3		1.943		0.423		1.240		0.937

		F		19		4		1.899		0.419		1.227		0.876

		F		19		5		1.853		0.398		1.227		0.937

		G		24		1		2.190		0.547		1.369		1.023

		G		24		2		2.224		0.553		1.423		1.081

		G		24		3		2.235		0.568		1.464		1.057

		G		24		4		2.078		0.517		1.396		1.084

		G		24		5		2.089		0.524		1.382		1.098

		H		32		1		2.617		0.654		1.917		1.255

		H		32		2		2.685		0.721		1.992		1.245

		H		32		3		2.515		0.650		1.964		1.255

		H		32		4		2.572		0.675		1.964		1.262

		H		32		5		2.640		0.690		1.992		1.279

		I		48		1		3.491		0.778		2.059		1.225

		I		48		2		3.413		0.770		2.079		1.201

		I		48		3		3.357		0.790		2.032		1.228

		I		48		4		3.357		0.782		2.066		1.208

		I		48		5		3.222		0.786		2.018		1.208

		J		65		1		2.953		0.687		1.755		1.170

		J		65		2		3.211		0.742		1.768		1.129

		J		65		3		3.211		0.765		1.829		1.170

		J		65		4		2.908		0.721		1.781		1.129

		J		65		5		2.898		0.687		1.782		1.129





car2

		var		rep		A		B		C		D		E		F		G		H		I		J

		Ca		1		1.562		1.764		1.629		1.932		2.134		1.843		2.190		2.617		3.491		2.953

		Ca		2		1.640		1.640		1.696		1.876		2.292		1.988		2.224		2.685		3.413		3.211

		Ca		3		1.708		1.787		1.697		1.898		2.089		1.943		2.235		2.515		3.357		3.211

		Ca		4		1.629		1.786		1.528		2.000		2.437		1.899		2.078		2.572		3.357		2.908

		Ca		5		1.787		1.842		1.595		1.954		2.337		1.853		2.089		2.640		3.222		2.898

		Mg		1		0.306		0.497		0.434		0.461		0.555		0.390		0.547		0.654		0.778		0.687

		Mg		2		0.324		0.484		0.457		0.444		0.541		0.444		0.553		0.721		0.770		0.742

		Mg		3		0.341		0.478		0.457		0.450		0.555		0.423		0.568		0.650		0.790		0.765

		Mg		4		0.337		0.474		0.444		0.474		0.566		0.419		0.517		0.675		0.782		0.721

		Mg		5		0.327		0.486		0.423		0.474		0.555		0.398		0.524		0.690		0.786		0.687

		Mg		1		1.220		1.166		1.085		1.207		1.592		1.241		1.369		1.917		2.059		1.755

		K		2		1.241		1.152		1.085		1.200		1.599		1.274		1.423		1.992		2.079		1.768

		K		3		1.247		1.166		1.078		1.200		1.585		1.240		1.464		1.964		2.032		1.829

		K		4		1.241		1.153		1.071		1.213		1.599		1.227		1.396		1.964		2.066		1.781

		K		5		1.254		1.193		1.078		1.207		1.599		1.227		1.382		1.992		2.018		1.782

		Na		1		1.033		1.351		1.026		1.139		1.146		0.951		1.023		1.255		1.225		1.170

		Na		2		1.033		1.317		1.023		1.160		1.225		0.985		1.081		1.245		1.201		1.129

		Na		3		1.026		1.297		1.037		1.177		1.126		0.937		1.057		1.255		1.228		1.170

		Na		4		1.033		1.310		1.057		1.163		1.074		0.876		1.084		1.262		1.208		1.129

		Na		5		1.033		1.317		1.016		1.160		1.084		0.937		1.098		1.279		1.208		1.129





regressão com todos os pontos

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		dias		Mg		dias		K		dias		Na

		A		0		1.665		0		0.327		0		1.241		0		1.032

		B		10		1.764		10		0.484		10		1.166		10		1.318

		C		12		1.629		12		0.443		12		1.079		12		1.032

		D		17		1.932		17		0.461		17		1.205		17		1.160

		E		18		2.258		18		0.554		18		1.595		18		1.131

		F		19		1.905		19		0.415		19		1.242		19		0.937

		G		24		2.163		24		0.542		24		1.407		24		1.069

		H		32		2.606		32		0.678		32		1.966		32		1.260

		I		48		3.368		48		0.781		48		2.051		48		1.214

		J		65		3.036		65		0.720		65		1.783		65		1.145

		Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na

		A		0		1.665		0.327		1.241		1.032

		B		10		1.764		0.484		1.166		1.318

		C		12		1.629		0.443		1.079		1.032

		D		17		1.932		0.461		1.205		1.160

		E		18		2.258		0.554		1.595		1.131

		F		19		1.905		0.415		1.242		0.937

		G		24		2.163		0.542		1.407		1.069

		H		32		2.606		0.678		1.966		1.260

		I		48		3.368		0.781		2.051		1.214

		J		65		3.036		0.720		1.783		1.145
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0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



teste médias

		

		Amostras		Dias de fermentação		Ca						dias		Mg

		A		0		1.665						0		0.327

		B		10		1.764						10		0.484

		C		12		1.629						12		0.443

		G		24		2.163						24		0.542

		H		32		2.606						32		0.678

		I		48		3.368						48		0.781

		J		65		3.036						65		0.720

				dias		K

				0		1.241

				10		1.166

				12		1.079

				24		1.407

				32		1.966

				48		2.051

				65		1.783

				dias		Na

				0		1.032

				10		1.318																																Elemento		Com o periodo 17 a 19		Sem o periodo 17 a 19

				12		1.032																																		0.9593		1.0000

				24		1.069																																		0.9088		0.9979

				32		1.260																																		0.8758		0.9982

				48		1.214																																		0.5432		1.0000

				65		1.145

				Amostras		Dias de fermentação		Ca		Mg		K		Na												Amostras		Dias de fermentação		Na

				A		0		1.665		0.327		1.241		1.032												A		0		1.032

				B		10		1.764		0.484		1.166		1.318												B		10		1.318

				C		12		1.629		0.443		1.079		1.032												C		12		1.032

				G		24		2.163		0.542		1.407		1.069												G		24		1.069

				H		32		2.606		0.678		1.966		1.260												H		32		1.260

				I		48		3.368		0.781		2.051		1.214												I		48		1.214

				J		65		3.036		0.720		1.783		1.145												J		65		1.145





teste médias

		0

		10

		12

		24

		32

		48

		65



Ca

Dias de fementação

Concentraçã de Ca2+

1.6651452888

1.7638097165

1.629124411

2.1630931378

2.6055365774

3.3680224419

3.0361044565
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		65



Mg

Dias de fermentação

Concentração de Mg2+

0.3270117559

0.4840018764

0.4431147292

0.5416471146

0.6781191299

0.7811407683

0.7200650124
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		0

		0

		0

		0



K

Dias de fermentação

Concentração de K+

0

0

0

0

0

0

0



		0

		0

		0

		0

		0

		0

		0



Na

Dias de fermentação

Comcentração de Na+

0

0

0

0

0

0

0



		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0

		0		0		0		0



Ca

Mg

K

Na

Dias de fermentação

Concentração (mg/g)

y = 2E-08x5 - 4E-06x4 + 0,0002x3 - 0,002x2 + 0,0079x + 1,6684
R2 = 0,9954

y = 3E-08x5 - 5E-06x4 + 0,0002x3 - 0,0052x2 + 0,0456x + 0,3278
R2 = 0,9953

y = 1E-07x5 - 2E-05x4 + 0,0008x3 - 0,0129x2 + 0,0574x + 1,2413
R2 = 0,9991

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0



		

						Concentração (mg/g)														Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação														Dias de fermentação

				0		1.665		0.327		1.241		1.032						0		1.665		1.241		1.032		0.327

				10		1.764		0.484		1.166		1.318						10		1.764		1.166		1.318		0.484

				12		1.629		0.443		1.079		1.032						12		1.629		1.079		1.032		0.443

				17		1.932		0.461		1.205		1.160						17		1.932		1.205		1.160		0.461

				18		2.258		0.554		1.595		1.131						18		2.258		1.595		1.131		0.554

				19		1.905		0.415		1.242		0.937						19		1.905		1.242		0.937		0.415

				24		2.163		0.542		1.407		1.069						24		2.163		1.407		1.069		0.542

				32		2.606		0.678		1.966		1.260						32		2.606		1.966		1.260		0.678

				48		3.368		0.781		2.051		1.214						48		3.368		2.051		1.214		0.781

				65		3.036		0.720		1.783		1.145						65		3.036		1.783		1.145		0.720





		

						Concentração (mg/g)																				Concentração (mg/g)

				Dias de fermentação																				Dias de fermentação

				0		1.665		gh		0.327		h		1.241		f		1.032		e				0		1.665		gf		1.241		f		1.032		e		0.327		h

				10		1.764		f		0.484		e		1.166		h		1.318		a				10		1.764		f		1.166		h		1.318		a		0.484		e

				12		1.629		h		0.443		f		1.079		j		1.032		e				12		1.629		g		1.079		i		1.032		e		0.443		f

				17		1.932		e		0.461		fg		1.205		g		1.160		d				17		1.932		e		1.205		g		1.160		d		0.461		fe

				18		2.258		d		0.554		d		1.595		d		1.131		d				18		2.258		d		1.595		d		1.131		d		0.554		d

				19		1.905		e		0.415		g		1.242		f		0.937		f				19		1.905		e		1.242		f		0.937		f		0.415		g

				24		2.163		d		0.542		d		1.407		e		1.069		e				24		2.163		d		1.407		e		1.069		e		0.542		d

				32		2.606		c		0.678		c		1.966		b		1.260		b				32		2.606		c		1.966		b		1.260		b		0.678		c

				48		3.368		a		0.781		a		2.051		a		1.214		c				48		3.368		a		2.051		a		1.214		c		0.781		a

				65		3.036		b		0.720		b		1.783		c		1.145		d				65		3.036		b		1.783		c		1.145		d		0.720		b





		

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c





		0		0		0		0

		10		10		10		10

		12		12		12		12

		17		17		17		17

		18		18		18		18

		19		19		19		19

		24		24		24		24

		32		32		32		32

		48		48		48		48

		65		65		65		65



Mg2+

Na+

K+

Ca2+

Dias de fermentação

Concentração  (mg/g)

0.475832

1.0318057

1.2456503

1.6651453

0.5976892

1.3183995

1.1660371

1.7638097

0.5500884

1.0318057

1.0780716

1.6291244

0.5850313

1.1597127

1.2049138

1.9320929

0.7273688

1.130985

1.5958039

2.2578381

0.5525004

0.9374145

1.2420802

1.9051771

0.6794902

1.0687415

1.416256

2.1630931

0.8845888

1.2595759

1.9778654

2.62

0.994063

1.2137483

2.0485557

3.3680244

0.8924874

1.1453488

1.7899315

3.0361045



		

						Dias de fermentação																																														Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65								Elementos minerais		0		10		12		17		18		19		24		32		48		65

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a								0.476		0.598		0.550		0.585		0.727		0.553		0.679		0.885		0.994		0.892

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c								1.032		1.318		1.032		1.160		1.131		0.937		1.069		1.260		1.214		1.145

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b								1.246		1.166		1.078		1.205		1.596		1.242		1.416		1.978		2.049		1.790

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c								1.665		1.764		1.629		1.932		2.258		1.905		2.163		2.620		3.368		3.036

						Dias de fermentação

				Elementos minerais		0				10				12				17				18				19				24				32				48				65

						0.476		c		0.598		c		0.550		c		0.585		c		0.727		d		0.553		d		0.679		d		0.885		c		0.994		c		0.892		c

						1.032		b		1.318		b		1.032		b		1.160		b		1.131		c		0.937		c		1.069		c		1.260		c		1.214		c		1.145		c

						1.246		b		1.166		b		1.078		b		1.205		b		1.596		b		1.242		b		1.416		b		1.978		b		2.049		b		1.790		b

						1.665		a		1.764		a		1.629		a		1.932		a		2.258		a		1.905		a		2.163		a		2.606		a		3.368		a		3.036		a
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