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RESUMO

A deficiéncia de micronutrientes, é um grave problema de salde publica global, tendo impactos
significativos, principalmente em paises em via de desenvolvimento como Mogambique, com
mais de metade das criancas menores de 5 anos sofrendo dessa condicdo em todo o pais. Para
combater esse problema, o governo mocambicano instituiu uma lei pelo decreto n° 9/2016,

obrigando a fortificagdo de farinhas de trigo e milho com 20 a 140mg/kg de ferro.

Dada a funcdo vital do ferro no organismo, € essencial garantir a quantidade adequada desse
micronutriente nos alimentos fortificados, conforme exigido pela legislacdo nacional. Portanto,
este estudo teve como objectivo primordial analisar o teor de ferro presente nas farinhas de trigo
e milho fortificadas comercializadas no mercado da cidade de Maputo.

A analise foi feita em 12 amostras de farinha de trigo e milho, sendo uma néo fortificada, pelos
métodos de espectrofotometria de absor¢cdo molecular, espectrofotometria de absorcéo atémica e
em duas amostras pelo método de referéncia em vigor no LNHAA. O método de
espectrofotometria de absor¢do molecular foi validado através da avaliacdo de nove parametros,
que incluiam faixa de trabalho, linearidade, sensibilidade, selectividade, exactiddo, preciséo,
limite de deteccdo, limite de quantificacédo e robustez. Todos os parametros avaliados mostraram-
se satisfatorios, com excepc¢do da sensibilidade que de acordo com o teste t-student, ndo havia

evidéncias suficientes para considera-la satisfatoria a um nivel de confianca de 95%.

Uma vez validado o método, prosseguiu-se com a analise do teor de ferro nas amostras de farinhas
de trigo e milho colhidas no Mercado Grossista do Zimpeto, Shoprite da Praca da Paz e do
Zimpeto, na Padaria Guebo e a amostra nao fortificada. Verificou-se, através do teste t-student,
ndo haver diferencas significativas nos resultados obtidos pelos métodos de espectrofotometria
de absorcdo molecular (EAM) e espectrofotometria de absorcdo atémica por chama (FAAS),
porém, uma diferenca acentuada foi observada na amostra ATS, que apresentou um teor de ferro
de 74,645+4,003 mg/kg e 78,525+0,460 mg/kg para FAAS e EAM respectivamente.

No que diz respeito a comparagdo com os limites minimo e maximo estabelecidos pela legislagdo

nacional vigente, todas as amostras apresentaram teor de ferro em conformidade com a legislagéo.

Embora todas as amostras analisadas atendessem aos limites minimo e maximo estabelecidos pela
legislacdo nacional vigente, é importante destacar que 58,34% das amostras (APP, AWM, AWS,
ACS, AIS, AXM e AXS) apresentaram teores de ferro equivalentes ao limite minimo de 20

mg/kg. Este nivel é equivalente ao teor de ferro encontrado na farinha de milho néo fortificada
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(ANF), sendo 20,202+0,320 mg/kg em analises feitas por FAAS e 19,511+0,829 mg/kg em
analises realizadas por EAM, podendo ser insuficiente para suprir as necessidades nutricionais de
grupos vulneraveis, quando a dieta ndo for combinada com outros alimentos ricos em ferro,

devido & baixa biodisponibilidade e variabilidade de ingest&o.

Palavras-chave: Deficiéncia de ferro; Desnutricdo cronica; EAM; Fortificacdo de farinhas;

Biodisponibilidade.
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1. Capitulo I: GENERALIDADES
1.1.Introducgéo

A deficiéncia de micronutrientes, particularmente de ferro, representa um grave problema de
saude publica em todo 0 mundo, afectando desproporcionalmente 0s grupos mais vulneraveis,
como criangas e mulheres em idade reprodutiva (Rich, 2016). Em Mogambique, a desnutri¢cdo
cronica é alarmante, com cerca de 53% das criangas menores de 5 anos sofrendo dessa
condicdo, segundo dados recentes (UNICEF, 2022). As zonas centro e norte sdo as mais
criticas, onde as provincias com as maiores taxas sdo Nampula, com 59%, Zambézia com 57%
e Cabo Delgado com 57% (MISAU, 2021).

A caréncia de ferro esta intimamente relacionada a complicagdes graves, como anemia
ferropriva, reducdo da capacidade de trabalho em adultos, infec¢bes recorrentes e atrasos no
desenvolvimento psicomotor e cognitivo em criancas (Umbelino & Rossi, 2006). O ferro
desempenha um papel fundamental na constitui¢cdo da hemoglobina, participando do transporte
de oxigénio e didxido de carbono, sendo indispensavel para a respiracéo celular.

Diante desse cenario preocupante, varias estratégias tém sido adoptadas para mitigar a
deficiéncia de micronutrientes, com destaque para a fortificacdo de alimentos. Nesse contexto,
0 governo mogambicano aprovou o Regulamento de Fortificacdo de Alimentos com
Micronutrientes Industrialmente Processados (Decreto n°® 9/2016, de 18 de Abril), tornando
obrigatdria a adicdo de ferro as farinhas de trigo e milho em niveis especificos (20 mg/kg a 140
mg/kQ).

A fortificacdo de farinhas tem-se mostrado uma estratégia eficaz, simples e economicamente
viavel para fornecer nutrientes essenciais a grandes populagdes, sem exigir mudancas drasticas
nos habitos alimentares (Martinez, 2006; WHO, 2010). Considerando que mais de 600 milhdes
de toneladas de farinhas de trigo e milho séo processados anualmente em todo o mundo, sendo
amplamente consumidas na forma de pées, bolos, massas e outros produtos, a fortificacdo
dessas farinhas representa uma oportunidade singular para o combate a deficiéncia de ferro.
No entanto, é fundamental garantir que os niveis de ferro presentes nas farinhas fortificadas
sejam adequados e atendam as recomendagdes nutricionais estabelecidas, a fim de alcancar os
beneficios desejados para a satde publica. Nesse sentido, esta monografia tem como objectivo
avaliar os teores de ferro em farinhas de trigo e milho fortificadas comercializadas na cidade
de Maputo, Mocambique, e analisar a sua conformidade com as directrizes nacionais e

internacionais.
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Através de uma analise criteriosa, baseada em métodos analiticos validados, busca-se fornecer
informacdes relevantes sobre a eficacia dos programas de fortificacdo de farinhas em
Mogambique, bem como identificar possiveis lacunas e oportunidades de aprimoramento.
Espera-se que os resultados obtidos neste estudo contribuam para o fortalecimento das politicas
de seguranca alimentar e nutricional no pais, visando mitigar os impactos negativos da

deficiéncia de ferro na populacgéo, especialmente nos grupos mais vulneraveis.

1.2.0bjectivos
1.2.1. Objectivo geral
v Avaliar conformidade com as recomendacOes nutricionais vigentes em Mogambique
dos niveis de ferro presente em farinhas de trigo e milho fortificadas comercializadas

em Maputo.

1.2.2. Objectivos especificos
v" Identificar e colher amostras de farinhas de trigo e milho fortificadas com ferro
disponiveis no mercado de Maputo;
v Determinar o teor de ferro nas farinhas aplicando a espectrofotometria de absorcédo
atdmica por chama (FAAS) e espectrofotometria de absorcdo molecular (EAM);
v Comparar os resultados obtidos pelos dois métodos;
v" Comparar 0s niveis de ferro encontrados nas farinhas com os valores rotulados e com

os valores recomendados pela legislacdo mogambicana.

1.3.Perguntas de pesquisa

v" Qual é a concordancia entre os niveis de ferro declarados nos rétulos e os teores
realmente presentes nas farinhas de trigo e milho fortificadas comercializadas em
Maputo?

v Os teores de ferro encontrados nas farinhas de trigo e milho fortificadas analisadas estdo
em conformidade com as recomendacdes estabelecidas pelo decreto 9/2016 de 18 de
Abril, e outras directrizes nacionais e internacionais?

v Que estratégias e medidas podem ser recomendadas para aprimorar 0s programas de
fortificacéo de farinhas em Mogambique, visando garantir uma ingestdo adequada de

ferro pela populacéo?

1.4 Justificativa da escolha do tema
Em uma sociedade onde os niveis de desnutricdo e pobreza séo alarmantes, € crucial buscar

mecanismos eficazes e acessiveis para mitigar e prevenir essa condi¢do. A fortificacdo
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alimentar emerge como uma estratégia promissora nessa luta, oferecendo uma maneira
economica e replicavel de suprir deficiéncias nutricionais, sem comprometer
significativamente as dietas alimentares das populagdes afectadas.

O governo de Mocambique reconhece a importancia da fortificagdo alimentar e implementa
politicas que exigem a adicdo de micronutrientes, como ferro, em farinhas de milho e trigo.
Essas farinhas sdo componentes essenciais da dieta diaria em Mocambique, consumidas de
diversas formas, como pdes, papas e chima, e desempenham um papel fundamental na
suplementacdo de nutrientes, especialmente do ferro, nas familias mogambicanas.

Dada a funcéo vital do ferro no organismo, é essencial garantir a quantidade adequada desse
micronutriente nos alimentos fortificados, conforme exigido pela legislacdo mogambicana.
Este estudo, para além de contribuir para o controle de qualidade desses produtos, também visa
incentivar um maior consumo dessas farinhas como uma estratégia para combater a anemia em
Mocambigue.

Ao avaliar os niveis de ferro nessas farinhas e compara-los com as recomendac6es nutricionais,
espera-se fornecer informaces valiosas para os produtores, reguladores e consumidores sobre
a eficacia da fortificacdo alimentar e a sua contribuigao para a satde publica em Mogambique.
Este estudo também pode destacar areas de melhoria na implementagdo e monitoramento das
politicas de fortificacdo alimentar, visando garantir melhores resultados para a populacdo

mogambicana.

1.5. Metodologia

A realizacdo deste trabalho obedeceu a 4 etapas para o alcance dos objectivos propostos 0s
quais sdo apresentados na figura 1.

A revisdo bibliografica consistiu na recolha de informacg6es sobre as caracteristicas do ferro e
sua biodisponibilidade, fortificacdo alimentar com o ferro, fundamentos e validacdo de
métodos analiticos nas fontes mencionadas na figura 1.

Seguiu-se a amostragem, onde foram colhidas amostras de farinhas de trigo e milho nos locais
seleccionados.

A etapa dos ensaios laboratoriais envolveu a determinacdo e avaliagdo dos pardmetros
seleccionados para a validacdo da EAM, seguida da determinacéao do teor de ferro nas farinhas
de trigo e milho pelos métodos de EAM, FAAS e método de referéncia (em duas amostras de

farinha, uma de trigo e uma de milho).
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Por fim, a analise e discussao dos resultados foram realizadas através da elaboracao de tabelas
e graficos, com base nas determinacGes feitas na etapa anterior, contemplando os parametros
para validacdo da EAM, o teor de ferro nas amostras analisadas e 0s respectivos testes para a
comparacdo das médias experimentais da EAM e FAAS. Esta Ultima etapa culminou com a
elaboracdo deste relatorio, que seguiu as normas em vigor na Faculdade de Ciéncias da
Universidade Eduardo Mondlane. O relatorio possui informac6es que véo desde a introducao,
objectivos, justificativa da escolha do tema, revisdo bibliografica, parte experimental,
apresentacado e interpretacéo dos resultados, conclusdes e recomendacdes.

Discussao
dos
. Resultados
* Livros « EAM « Comparacao
* Artigos e . « FAAS valor rotulado
Revistas siShoprite « Método de glimites
cientificas * Padaria S EAnaR estabelecidos)

« Dissertacoes * Mercado : « Elaboracdo do
iR Grossista Ensaios L 3
Bitﬁ?gésrg?ica o T L aboratoriais relatério final

Figura 1. Esquema da metodologia usada no trabalho
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2. Capitulo 11: REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ferro
O ferro € um metal pertencente ao oitavo grupo B e quarto periodo da tabela periodica, e € um

elemento bastante abundante na crosta terrestre. E amplamente Gtil biologicamente por
diversos motivos tais como transporte de oxigénio, funcdo enzimaética, sistema imunoldgico,
desenvolvimento cognitivo e neuroldgico, regulacdo da temperatura corporal e metabolismo
energético (Carvalho et al., 2006).

Embora seja bastante abundante, o ferro é dificilmente absorvido pelo organismo humano
devido a factores ndo so fisiolégicos como também dietéticos. O ferro encontra-se distribuido
em diferentes partes do nosso corpo, sendo que a maior parte deste encontra-se na hemoglobina
no sangue ou mioglobina nos tecidos, e o restante encontra-se em enzimas ligadas as varias
células (Zancul, 2004).

Dada a sua ampla importancia para o0 homem, a caréncia do ferro causa problemas e 0 maior
destes é a anemia. A deficiéncia do ferro ocorre gradual e progressivamente, seguindo trés
etapas até que a anemia se manifeste como deplecdo de ferro, deficiéncia de ferro e anemia
ferropriva. Uma das formas de tratamento da anemia € a fortificagdo dos alimentos com o ferro
(Zancul, 2004).

2.1.1. Ciclo biogeoquimico do ferro

O ferro é um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre, representando cerca de 5% de
sua composicao (Rudnick & Gao, 2003). A sua ocorréncia esta intimamente ligada aos minerais
formadores de rochas, nos quais se apresenta principalmente como silicatos, 6xidos e sulfetos
de ferro. Esses minerais constituem as rochas igneas, sedimentares e metamorficas (Klein &
Philpotts, 2017).

Nos solos, o ferro € um componente fundamental, influenciando nas suas propriedades fisicas
e quimicas. As principais formas do ferro no ambiente incluem 6xidos cristalinos insoltveis
(hematite, magnetite, goethite), sulfetos (pirite, pirrotite), ides ferrosos (Fe?*) e férricos (Fe*"),
além de complexos organicos de ferro (quelatos com &cidos fulvicos e himicos) (Raiswell,
2012). Essas formas séo pouco biodisponiveis para absor¢do pelos organismos vivos, incluindo
o0s seres humanos. O ciclo biogeoquimico do ferro em ambientes aquéticos, representado pela
Figura 2, envolve uma serie de processos e interfaces que regem o comportamento e
distribuicdo deste importante nutriente. As principais entradas de ferro no sistema ocorrem

através do intemperismo de minerais contendo ferro presentes em solos e rochas, resultando na
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libertacdo de CO, e pelo escoamento superficial carregando ides de ferro dissolvidos, Fe (I11)aq

provenientes da bacia hidrogréafica (Xia et al., 2022).

Ammonia/OM
production J
. ® Fe(lD)
~ Advect
P vection O Other ions

——————— -& Bacterial

Fe(Il)

Fe(I) —_ Fe minerals (1} P P
- M — CO, Fe(ll),,, F ll')'.ﬁel'e
- [ 20 B W[ J
| Redox interface ::._:0 :.
e e e e
[ Suspended particulate Adsorption " 7 7 Oxidation Adsorptiongygpengea particulate |
| matter binding <———5 Fe' —°> Fe(Il) ————=Fe(Illl) —————= matter binding
| SPM-Fe(III) Desorption 8‘”(\0/"\& Reduction Desorption  SPM-Fe(III) |
o R S S
. & .%g°\ I 1 1 Sediment Settlement |
Redox interface™~ ~ _ FeS¥ .I -~ |. I.Fe input
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Sediment  _Sediment-groundwatereyele "7 """ 7T TTITT !

Figura 2. Ciclo do ferro. Fonte: (Xia et al., 2022)

Na coluna d'agua, o ferro pode existir sob diferentes formas idnicas, como Fe (I1) ou outras
espécies. As bactérias desempenham um papel crucial neste ambiente, influenciando a
especiacdo e biodisponibilidade do ferro. Processos de adsor¢do e dessor¢do ocorrem
continuamente, envolvendo a interac¢do do ferro com material particulado suspenso (SPM -
Suspended Particulate Matter).

Uma interface redox critica é estabelecida na regido de contacto entre o sedimento e a 4gua
sobrejacente. Nesta interface, reacgdes de oxidacao do Fe (I1) a Fe (I11) e de reducéo do Fe (I11)
a Fe (I1) ocorrem, mediadas por actividade bacteriana e controladas pelas condicbes redox
prevalecentes.

Os sedimentos actuam como um reservatorio importante de ferro, recebendo aportes de
material particulado em suspenséo ligado ao Fe (I11). Um ciclo de dissolucéo e precipitacdo do
ferro ocorre entre os sedimentos e as guas intersticiais (poros).

Além disso, o esquema destaca a possivel influéncia de actividades humanas, como a produgéo
de amdnia, matéria organica e emissdes, que podem afectar a biodisponibilidade do ferro nos
sistemas aquaticos.

2.1.2. Factores que influenciam a absorcéo do ferro

Embora o ferro seja abundante na crosta terrestre, a sua biodisponibilidade para absorcao pelo

corpo humano é limitada, pois ele encontra-se predominantemente em formas insoluveis e
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pouco absorviveis. Além disso, a absorcdo do ferro dietético € um processo regulado e
influenciado por diversos factores, o que explica a dificuldade em obter quantidades adequadas
desse mineral essencial apenas por meio da dieta (Hurrell & Egli, 2010)

Apesar dos avangos na compreensdo dos mecanismos de absor¢do do ferro, ainda existem
lacunas no conhecimento sobre como ocorre a biodisponibilidade desse mineral em dietas
mistas, nas quais sdo consumidos diversos alimentos em diferentes proporcfes durante as
refeicbes (Teucher, 2004). Os inibidores e estimuladores da absorcéo de ferro sdo definidos
como compostos presentes nos alimentos que interferem positiva ou negativamente na
biodisponibilidade do ferro ndo-heme (forma de ferro presente nos alimentos na forma de sais
inorganicos, como a ferritina) proveniente do conjunto de ferro presente na cavidade interior
do trato gastrointestinal, especificamente no estdmago e intestino delgado (Hurrel, 2020).

De acordo com Teucher et al., (2004), a biodisponibilidade desse mineral a partir de refeicoes
mistas é influenciada por uma complexa interac¢do entre diversos componentes dos alimentos.
Alguns dos principais factores que afectam a absorcdo do ferro ndo-heme incluem: acido
ascorbico (vitamina C), polifendis, fitatos, proteinas e calcio, entre outros.

Hurrel (2020) ressalta que a presenca de &cido ascorbico e outros compostos redutores, como
0 acido citrico, pode aumentar significativamente a absorcéo de ferro ndo-heme. Por outro lado,
fitatos e polifendis, encontrados em cereais integrais, leguminosas e bebidas como ché e café,

tém um efeito inibitorio sobre a biodisponibilidade do ferro.

2.1.3. Ingestdo recomendada do ferro

DRI (Dietary Reference Intakes) ou simplesmente Ingestdo Dietética de Referéncia sdo valores
mais recentemente revistos de recomendacéo de nutrientes e energia adoptados pelos Estados
Unidos e Canada e estes vém sendo publicados desde o ano 1997. Estes resultam da parceria
feita pelo comité de especialistas organizados, Instituto de Medicina Norte Americano e
agéncia de Saude do Canada, onde a actualiza¢do conta com 4 categorias a saber:

e EAR (Estimated Average Requirement) que significa, em portugués, Requisito Médio
Estimado: valor de referéncia correspondente a mediana da distribuicdo das necessidades
de um nutriente em um grupo de individuos saudaveis do mesmo sexo e estagio de vida,
atendendo as necessidades de 50% da populacao;

e RDA (Recommended Dietary Allowances) que quer dizer, em portugués, Doses Diarias
Recomendadas: deriva da primeira categoria, devendo esta atender a 97 a 98% dos

individuos saudaveis do mesmo sexo e estagio de vida;
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e Al (Adequate Intake) que em portugués significa, Ingestdo Adequada: refere-se ao
valor recomendavel de consumo com base nos levantamentos, quando a RDA ndo se

pode estimar; e por fim

e TUL (Tolerable Upper Level) que quer dizer em portugués, Limite Maximo de Ingestédo
Toleravel.

A Tabela 1 indica os valores de referéncia do ferro que pode ser ingerido nos diferentes ciclos
de vida.
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Tabela 1: Recomendag@es dietéticas do ferro

Lactentes
0 a 6 meses 40 ND 0,27
7 a 12 meses 40 6,9 11
Criancas
1 a 3 anos 40 3 7
4 a 8 anos 40 4,1 10
Mulheres
9 a 13 anos 40 5,7 8
14 a 18 anos 45 7,9 15
19 a 30 anos 45 8,1 18
31 a 50 anos 45 8,1 18
51 a 70 anos 45 5 8
>70 anos 45 5 8
Gestantes
<18 anos 45 23 27
19 a 30 anos 45 22 27
31 a 50 anos 45 22 27
Homens
9 a 13 anos 40 7 8
14 a 18 anos 45 6,5 11
>19 anos 45 6,5 8

Fonte: (Bortoline & Fiesberg, 2010)
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2.2.Fortificacdo alimentar
A fortificacdo de alimentos é definida como a adicdo intencional de micronutrientes (vitaminas
e minerais) a determinados produtos alimenticios, independentemente da sua presenca natural,
dentro de parametros legalmente estabelecidos. O seu objectivo é aumentar o valor nutricional
dos alimentos ou corrigir provaveis deficiéncias nutricionais em grupos populacionais
especificos ou na populacdo em geral (Vellozo & Fiesberg, 2010)
A iodizacdo do sal foi a primeira estratégia de fortificacdo adoptada, inicialmente nos paises
europeus, com o intuito de mitigar a deficiéncia de iodo (Marques et al., 2012). Em
Mocambique, a fortificacdo de alimentos foi adoptada mais tarde, em 2013, com o langcamento
do Programa Nacional de Fortificacdo de Alimentos. Esse programa tinha como objectivos
principais reduzir a deficiéncia alimentar e combater a desnutrigdo crénica na populacédo, assim
como os programas pioneiros de fortificacdo adoptados anteriormente em outros paises.
No entanto, a obrigatoriedade da fortificacdo de determinados alimentos em Mocambique foi
estabelecida apenas em 2016, com a aprovacdo do Decreto 9/2016, de 18 de Abril. Esse decreto
determinou a fortificacdo obrigatoria do sal com iodo, do dleo alimentar com vitamina A, e das
farinhas de milho e trigo com ferro (Chamugo, 2017).
A fortificacao de alimentos tem-se mostrado uma estratégia eficaz, simples e economicamente
viavel para fornecer nutrientes essenciais a grandes segmentos da populacdo, sem exigir
mudangas significativas nos habitos alimentares. Essa abordagem é particularmente relevante
em paises em desenvolvimento, onde a deficiéncia de micronutrientes € um problema

recorrente.

2.2.1. Fonte de ferro para fortificacédo

A seleccdo das fontes de ferro para a fortificacdo de alimentos € uma etapa crucial nos
programas de fortificacdo. As fontes escolhidas devem ser compostos inertes, pouco
absorvidos, com alta biodisponibilidade, e adequados aos alimentos a serem fortificados,
garantindo a eficacia do processo.

No entanto, as formas biodisponiveis de ferro sdo quimicamente reactivas e podem criar efeitos
indesejados quando adicionadas aos alimentos, tornando a fortificacdo com ferro uma técnica
desafiadora (Hurrell & Egli, 2010).

Segundo Hurrell & Egli (2010), as varias fontes de ferro disponiveis apresentam limitacdes,
por isso a seleccdo adequada é fundamental. O composto escolhido deve ser discreto, bem
absorvido e néo influenciar a estabilidade de outros nutrientes. Entre os compostos mais

utilizados para fortificacdo estdo o sulfato ferroso, gluconato ferroso, fumarato ferroso,
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pirofosfato férrico, acido etilenodiaminotetracético de ferro sodico (NaFeEDTA), bisglicinato
ferroso e pds de ferro alimentar.

A biodisponibilidade do sulfato ferroso é influenciada pelos mesmos factores que afectam o
ferro presente no alimento fortificado, como componentes inibidores e potenciadores, além do
estado fisiologico do consumidor. Por isso, a sua absorcao ocorre na mesma propor¢ao que o
ferro do préprio alimento (Hurrel, 2020).

Para 0s outros compostos, a extensdo em que se dissolvem no fluido gastrico rege a absor¢éo
relativa do ferro. O gluconato ferroso é sollvel tanto em &gua quanto no fluido géstrico. J& o
fumarato ferroso (composto indicado pela legislacdo nacional para fortificacdo) embora ndo
muito solivel em agua, dissolve-se completamente no acido diluido do suco gastrico,
apresentando biodisponibilidade semelhante a do sulfato ferroso (Hurrel, 2020).

A escolha adequada da fonte de ferro é fundamental para garantir a eficacia da fortificacéo,
levando em consideracdo a biodisponibilidade, solubilidade, estabilidade e compatibilidade

com o alimento a ser enriquecido.

2.2.2.Veiculos para fortificagdo com ferro

A identificacdo do veiculo de transporte adequado é imprescindivel uma vez que o alimento
pode interferir directamente na biodisponibilidade do ferro (Zancul, 2004).

Um alimento veiculador adequado é aquele cujo processamento é centralizado, viavel a
fortificacdo em termos tecnoldgicos e econdmicos, que ndo sofra alteracdes fisicas como o
sabor, a textura e a aparéncia; que seja um alimento habitualmente consumido pela populacéo-
alvo e disponivel através de um sistema efectivo de distribuicdo (Zancul, 2004).

Os cereais sdo a principal fonte de energia e outros nutrientes para a maioria das sociedades
em todo o mundo. O trigo, 0 milho e o arroz representam as culturas de cereais mais
importantes, respondendo por 94% do consumo total de cereais em todo 0 mundo. O milho,
por exemplo, é cultivado na maior parte do mundo, pois é uma cultura facil de produzir, uma
vez que € capaz de crescer em diversos climas.

Em 2012, a producdo mundial total de milho foi superior a 875 milhdes de toneladas, com 0s
Estados Unidos da América, Brasil e China produzindo a grande maioria do volume total.
Actualmente, cerca de 55% do consumo mundial de gréos grosseiros é destinado a alimentacéo
animal, mas em muitos paises, principalmente na Africa Subsaariana e na América Latina, eles

sdo utilizados directamente para consumo humano (WHO, 2006).
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2.2.2.1. Farinha de milho

O milho possui uma ampla gama de nutrientes, e € um cereal bastante consumido nos paises
em desenvolvimento, sendo matéria-prima para varios ramos da industria. Na alimentacdo
humana, o milho é consumido sob diversas formas, como por exemplo bolo de milho, papas
(instantaneas) e outros produtos industrializados. Os produtos de milho como a farinha, farelo,
amido por exemplo, sdo também usados na preparacao de outros alimentos, e ainda na industria
de panificacdo como ingrediente, em molhos e sopas, e o farelo é usado como fonte de fibras
dietéticas (Giacomelli et al., 2012).

A farinha de milho é obtida a partir da moagem industrial dos graos de milho, cujo objectivo

da moagem é a quebra do gréo, retirada do endosperma e reduzi-lo.

2.2.2.2.Farinha de trigo

A farinha de trigo € o principal produto obtido pelo beneficiamento do grdo do trigo, sendo
obtida pela moagem exclusiva do grdo Triticum vulgaris. Esta é a segunda cultura mais
produzida no mundo depois do milho. A farinha obtida pela moagem dos gréos de trigo é
amplamente consumida tanto pelo homem, quanto pelos animais, devendo por esta razao,
garantir que se processe em condic¢des sanitarias adequadas para a satude humana (Nievisnki,
2009).

Esta farinha ¢ amplamente usada como ingrediente principal na preparacdo de diversos
alimentos, como o pdo na industria panificadora, para producdo de massas, bolos e outras
sobremesas, bolachas, sopas, e ainda na producdo de comida para bebés. A Figura 3 mostra um
fluxograma geral do processamento tanto do milho quanto do trigo, onde se pode perceber que
a fortificacdo € uma das Ultimas fases do processo. Este processo é apenas um esboco geral do
processamento das farinhas, sendo que este pode variar entre industrias e de acordo com o

método e resultado desejado.
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Figura 3: Fluxograma geral de processamento industrial do milho

Fonte: (Cardoso et al., 2011)

2.3.Métodos analiticos

2.3.1. Espectrofotometria de absorcao molecular na regidgo UV-vis (EAM)

A espectrofotometria de absorcdo molecular na regido ultravioleta-visivel (UV-vis) é uma
técnica analitica amplamente utilizada em analises quimicas, fazendo parte das técnicas que
envolvem a interaccdo entre a matéria e a energia radiante. A regido UV-vis abrange o intervalo
de comprimentos de onda de 185 a 700 nm, sendo subdividida em regido ultravioleta préxima
(185-400 nm) e regido visivel (400-700 nm) (Skoog et al., 2017).

A espectrofotometria UV-vis baseia-se na medicdo directa da luz absorvida por espécies
quimicas moleculares que possuem grupos cromaéforos relevantes, geralmente em solugdo. A
partir do espectro de absorcdo obtido, podem ser deduzidas informacGes estruturais e
composicionais do analito. A energia da radiacdo UV ou visivel absorvida envolve transicdes
electronicas distintas, resultando em processos moleculares diferentes (Skoog, et al., 2017).
Embora forneca pouca informagdo estrutural detalhada, a espectrofotometria UV-vis €
amplamente utilizada em analises quimicas quantitativas. A concentracdo do analito pode ser
determinada pela medicao da absorvancia em um comprimento de onda especifico, seguida da
aplicacéo da lei de Lambert-Beer, que estabelece uma relagéo linear entre a absorvancia e a
concentracdo da espécie absorvente (Skoog et al., 2017).

2.3.2. Espectrofotometria de Absorcédo Atomica (AAS)

A espectrofotometria de absor¢do atdbmica € uma técnica analitica utilizada para determinar a

concentracdo de elementos metalicos em uma amostra. Baseia-se na medicao da absorcédo de
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radiacdo Optica por atomos gasosos livres. O principio fundamental é que atomos livres
conseguem absorver radiacdo em comprimentos de onda especificos, que sao caracteristicos
para cada elemento. A quantidade de radiacdo absorvida é proporcional a concentracdo do
analito na amostra (Skoog et al., 2017).

A AAS é amplamente utilizada para analises quantitativas de elementos metalicos em diversas
matrizes, como: alimentos e bebidas (farinhas, cereais, vinhos, etc.) amostras ambientais (agua,
solo, sedimentos) amostras bioldgicas (sangue, urina, tecidos) materiais geol6gicos e minerais
(Welz & Sperling, 2008). A determinacgdo da concentracdo neste método também é feita com
base na lei de Lambert-Beer, tal como na EAM.

A espectrofotometria de absorcdo atomica por chama (FAAS, do inglés Flame Atomic
Absorption Spectrometry), técnica usada para determinar o ferro neste trabalho, € uma das
técnicas mais comuns e amplamente utilizadas da AAS, apesar de apresentar limites de
deteccdo mais elevados em comparacdo com outras técnicas de AAS. Neste método, a
atomizacdo dos elementos ocorre em uma chama de ar-acetileno, éxido nitroso-acetileno,

chama de ar-butano, chama de ar - gas natural ou chama de ar-alcool (Pereira et al., 2021).

2.3.2.1.Lei de Lambert-Beer
Segundo Pavia et al., (s.d.), a lei de Lambert-Beer estabelece a relacdo entre a absorcao da
radiacdo electromagnética por uma amostra e a concentracdo da espéecie absorvente presente, e
pode ser expressa da seguinte forma:
A =—logT = log% = ¢ebC (Equacdo 1)
onde:
A - Corresponde a absorvancia (grandeza adimensional)
T- Corresponde a transmitancia (grandeza adimensional)
Po e P — Correspondem respectivamente as poténcias da radiacdo incidida e transmitida (w ou
w/m?)
€ — Corresponde ao coeficiente de absorptividade molar (L*mol**cm™)

b — Corresponde ao caminho éptico (cm)

A absorcdo da radiagdo electromagnética na regido UV-Vis de maior comprimento de onda
restringe-se a um numero limitado de grupos cromaforos, os quais contém electrdes de valéncia
com energia de excitacdo relativamente baixas. Os electroes m, o € N S&0 0S que contribuem
para essa absor¢do em moléculas organicas, e estes, por sua vez, estdo envolvidos nas seguintes

transigoes electronicas: 6—6 , N—0 , N> € T—T .
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Na estrutura do 2,2'-bipiridina, a absorcdo da radiacdo electromagnética ocorre devido as
transigdes electronicas m—n’, que envolvem a promog¢do de electrdes m dos orbitais
moleculares ligantes m para os orbitais antiligantes m* vazios, e N—n que envolvem a
promocao de electrdes ndo-ligantes (n) dos &tomos de nitrogénio para os orbitais moleculares

antiligantes m* vazios.

2.4. Validacao de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos é uma das etapas mais importantes no trabalho cientifico,
pois verifica a adequabilidade do método analitico aplicado. Nesta etapa, sdo analisados
diversos parametros, como sensibilidade, selectividade, precisdo, exactiddo, linearidade,
limites de detec¢do e quantificacdo, robustez e repetibilidade. A validacdo tem como objectivo
garantir que o método escolhido seja confidvel e adequado para os objectivos do trabalho.
Durante a validacdo, avalia-se se 0 método pode efectivamente identificar e quantificar os
analitos de interesse nas condicGes especificadas. Além disso, sdo estabelecidos critérios de
aceitabilidade para garantir que o método seja consistente e reproduzivel (Skoog et al., 2017).
Neste subcapitulo definir e descrever-se-do diferentes figuras de mérito atinentes a validagdo
do método.

2.4.1. Linearidade

A linearidade de um método analitico expressa a capacidade do mesmo em obter resultados
que sdo directamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um
determinado intervalo de concentragfes. A avaliacdo da linearidade € realizada por meio da
analise de, no minimo, 5 niveis de concentracao de padrdes, em triplicado, cobrindo uma faixa
de 50% a 150% da concentragéo esperada do analito na amostra alvo (Ribani, 2004).

Embora o coeficiente de determinacao (R?) seja comumente utilizado como critério para avaliar
a linearidade, com um valor aceitavel de 0,998 ou superior, esse parametro isoladamente nao
garante a linearidade do método. Portanto, € recomendado que, principalmente para valores de
R2 inferiores a 0,998, seja realizado um teste estatistico adicional, como o teste t Student, para
verificar se os desvios da linearidade sdo ou ndo significativos. Para este efeito pode-se usar a
equacéo seguinte:

__Irlvn-2
cal m

A linearidade é considerada, por Cohen & Cohen, 2008, satisfatoria quando se obedece a

t (Equagéo 2)

condicéo seguinte: tea > terit, onde terit= (2T; 0=0.05; v = n-2).
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2.4.2. Sensibilidade
A sensibilidade é a capacidade pela qual um determinado método analitico ou instrumento
distingue, em um determinado intervalo de confianca, duas concentracdes proximas. Na
regressao linear, a sensibilidade determina-se pelo declive da curva de calibragéo «b», tal como
é apresentado na equacao que se segue (Skoog et al., 2017):

y=bx+a (Equacéo 3)
onde:
y - € o sinal dado pelo instrumento (absorvéancia)
b - é o declive da curva de calibracéo
X - € a concentracdo do analito (em mg/L)
a - é a interseccéo.
Para a avaliacdo de um método que envolve regressao linear propde-se o uso do teste de
hipdteses t-student, o qual compara o valor do declive «b» com o valor da literatura «[3=0,95»,

tal como mostra a equagéo:

beal = ——— (Equagdo 4)

onde sy corresponde ao desvio padréo do declive.
Para que a sensibilidade seja satisfatoria, deve-se cumprir a seguinte condicao: tcal < terit, Onde
terit= (2T, 0=0,05v=n- 2)

2.4.3. Selectividade

A selectividade de um método analitico é a capacidade deste em determinar o analito de
interesse de forma inequivoca na presenca de outros componentes, como impurezas, produtos
de degradagé@o ou componentes da matriz. O efeito da matriz pode ser positivo, quando houver
espécies que absorvem a radiagdo na mesma regido do espectro, ou negativo, quando o analito
reage com um dos componentes da matriz para formar um composto que absorve a radiacao
numa regido do espectro diferente. Desta forma, este parametro € avaliado pela comparacdo do
sinal instrumental do analito matrizado com o sinal obtido do analito de um solvente puro
(Skoog et al., 2017).

2.4.4. Precisdo

Grau de concordancia entre medidas individuais realizadas de uma amostra homogenea,
atraves de analises repetidas nas mesmas condicGes. A avaliacdo deste parametro pode ser

realizada a diferentes niveis tais como: repetibilidade, precisdo intermédia e reprodutibilidade,
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porém, em todos os casos este € avaliado pelo coeficiente de variacdo (CV) ou percentagem do

desvio padréo relativo, tal como elucida a equacéo abaixo (Rocha & Oliveira, 2021):

Desvio padrio

CcV =

x 100 (Equacéo 5)

Média da concentragio experimental do ferro
% Repetibilidade

E a capacidade de o método gerar os mesmos resultados em um curto intervalo de tempo e em
condicdes idénticas de analise. A repetibilidade é também referida como precisao intra ensaio,
e pode ser avaliada em um minimo de seis determinagcdes na concentracdo adoptada para o
ensaio.

2.4.5. Exactidao

A exactiddo indica a proximidade entre o valor obtido experimentalmente e um valor tido como
verdadeiro. Expressa-se em termos de erro relativo (Er) ou absoluto (E) de acordo com a
equacéo seguinte:

E=X;—X, (Equagéo 6)

— Xi—Xy

E = * 100% (Equagéo 7)

v
onde:

Xi € o valor observado;

Xv € o valor tido como verdadeiro

Outro método que pode ser usado para avaliar este parametro consiste na comparagdo do valor
experimental com o resultado obtido por um método considerado de referéncia, pelo emprego
do teste de hipoteses t-student dado pela equagéo 8

tog = ’Z_SXV xVn (Equacio 8)
Este método considera-se satisfatorio quando obedece a condicdo seguinte: t.q; < teric-
onde:t.i = (2T, @ = 0,05,v = n — 1) (Skoog et al., 2017)

Para se determinar este parametro sdo apresentadas estas trés propostas:
e Analise de um material de referéncia certificado;
e Comparacao com resultados obtidos de outro método certificado como exacto;

e Estudos de recuperacdo do analito.

2.4.6. Limite de deteccdo
Menor concentragdo de um analito numa determinada amostra que pode ser detectada, mas que

ndo se possa necessariamente quantificar. Determina-se experimentalmente pelas analises
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repetidas do branco, de preferéncia em um longo periodo. Deste modo, os dados sdo
estatisticamente analisados, com o objectivo de se obter a média das absorvancias do branco
(S,,) e 0 seu desvio padrdo. Matematicamente o limite de deteccdo pode ser expresso da
seguinte forma (FDA, 2019):

LD = Sy, +k*Spy, (Equagéo 9)

onde o «k» é um factor que frequentemente assume o valor de 3, correspondendo a um nivel
de confianca de aproximadamente 99,7% de que o sinal analitico detectado é
significativamente diferente do ruido de fundo.

2.4.7. Limite de quantificacéo

Define-se como sendo a concentragdo mais baixa de um analito em uma determinada amostra,
que pode ser quantificada com exactiddo e precisdo aceitaveis nas condicdes operacionais
declaradas do método. Igualmente ao limite de deteccdo, o limite de quantificacdo é
determinado a partir da média do desvio padrdo dos sinais obtidos a partir de repeticdes do

branco, como mostra a equagéo seguinte:
LQ = Syr +k*Sy,, (Equacio 10)

onde o «k» é uma constante igual a 10, que corresponde a um nivel de confianca de 99,9% de

que o analito pode ser quantificado com uma precisao aceit.

2.4.8. Robustez

A robustez de um método analitico refere-se a sua capacidade de resistir a pequenas variacoes
deliberadas nos parametros do procedimento, fornecendo resultados consistentes dentro de um
intervalo aceitavel. A avaliacdo da robustez é realizada por meio da introducdo intencional de
alteracbes nos parametros criticos do método, como temperatura, pH, composicdo da fase
movel, entre outros. Um método robusto é capaz de tolerar essas pequenas variacbes sem
comprometer significativamente a sua precisdo, exactiddo e selectividade, demonstrando

confiabilidade e reprodutibilidade durante o uso rotineiro (FDA, 2019).
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3. Capitulo I1l: PARTE EXPERIMENTAL
3.1. Materiais, EQuipamentos e Reagentes
Neste subcapitulo serdo apresentados os materiais (Tabela 2), reagentes (Tabela 4) e

equipamentos usados (Tabela 3) desde a amostragem até aos ensaios laboratoriais.

3.1.1. Materiais e Equipamentos
Tabela 2. Materiais

Cadinhos de porcelana
Almofariz e pistilo

Peneira Granulometria — 0,5 mm
Pipetas automaticas 1,2,5e10 mL
Baldes volumétricos 25, 50, 100 e 500 mL
Copos de Becker 50, 100 e 500mL

Vareta de vidro
Pinca metalica
Espatula

Funil de vidro
Cuvetes de vidro b=1cm
Saco de amostra

Tabela 3. Equipamentos

Mufla CARBOLITE-GERO; Temperatura: 30-3000°C
Estufa SCIENTIFIC-SERIES 9000
Destilador J.P. SELECTA

Placa de aquecimento e agitador VELP SCIENTIFICA; Tmax:400°C
magnético

Balanca analitica METTLER-PM1200; Pmax: 250g: precisdo: 1mg
Espectrofotdmetro UV-Vis SPECTRONIC GENESYS 5
Espectrofotometro  de  absorcdo | Perkin EImer AAnalyst 200

atébmica com chama

3.1.2. Reagentes
Os reagentes usados durante as andlises laboratoriais estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Reagentes usados nas analises laboratoriais

Acido nitrico HNO3 65,00 PRONALAB

Acido cloridrico HCI 30,00 MERCK
Cloridrato de H2NOxHCI Minema Chemicals
hidroxilamina
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Acetato de sddio CH3COONa 99,70 AMRESCO
Acido acético glacial CH3COOH 99,50 Sigma-Aldrich
2,2’-bipiridina C10HsN2 MERCK
Padréo de ferro — Fe (NO3)3 99,9 PerkinElmer Pure

Nitrato de ferro (I11)

Agua desionizada Purificador de Agua

Barnstead Smart2Pure

3.2.Amostragem

Para este trabalho, foram colhidas um total de 12 amostras de farinha, sendo 5 de farinha de
trigo fortificadas e 7 de farinha de milho fortificadas em cinco lugares diferentes na cidade de
Maputo, apresentados na Tabela 5 e Figura 4 a saber: Mercado grossista do Zimpeto, Super
Mercado Shoprite do Zimpeto, Super Mercado Shoprite da Praca da Paz e Padaria Guebo e
ainda se colheu uma amostra de farinha de milho néo fortificada (obtida através da moagem do
milho em uma moageira que presta servico de moagem para consumo familiar). Importa referir
que das amostras colhidas no supermercado Shoprite da Praca da Paz e no Mercado Grossista
do Zimpeto, uma de cada era de marca internacional, uma vez que a fortificacdo é obrigatéria
para produtos industrialmente processados a nivel nacional e para produtos importados.

As amostras colhidas na padaria e a ndo fortificada foram colocadas em sacos plasticos
devidamente rotulados e logo de seguida foram encaminhados ao Departamento de Quimica
da Faculdade de Ciéncias da Universidade Eduardo Mondlane, onde foram colocadas em um
local limpo, seco e fresco até a data das analises. Com a excep¢do das amostras colhidas na
padaria e a de milho ndo fortificada, colheram-se apenas pacotes de farinha de trigo e farinha
de milho de 1kg.

Tabela 5.Quantidade e data da colheita das amostras em cada local da amostragem

Mercado Grossista do Zimpeto 4 03/09/2022
Shoprite do Zimpeto 1 30/08/2022
Shoprite da P. da paz 5 29/08/2022

Padaria Guebo 1 05/09/2022
Moageira caseira 1 05/09/2022

As localizacdes geogréaficas dos pontos de amostragem sao apresentadas no mapa da Figura 4.
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3.3.Procedimentos Experimentais

3.3.1. Lavagem do material

Toda a vidraria foi primeiramente lavada com agua corrente e detergente, de seguida colocada
em uma solucdo de acido nitrico e 4gua destilada 1:1 durante 12 horas. De seguida, a vidraria
foi lavada com agua desionizada e por fim colocada a secar, para posterior uso nas analises
laboratoriais. Os cadinhos, por sua vez, seguiram 0 mesmo processo de lavagem, porém, apos
a secura foram levados a estufa a 110°C durante uma hora e foram colocados no exsicador

durante 30 minutos e por fim pesados na balanca analitica.

3.3.2. Validacao da espectrofotometria de absorcido molecular

Foram ao todo analisados oito parametros com vista a validar o0 método analitico de EAM,
tendo sido empregue o 2,2'-bipiridina como agente cromogeno tal como é apresentado pelo
procedimento abaixo indicado.

3.3.2.1.Anédlise de homogeneidade dentro da faixa de trabalho

Adoptou-se, para este trabalho, uma faixa de concentragdo que foi estatisticamente avaliada
pelo teste de homogeneidade de variancias, com recurso a uma curva de calibracdo, como
sugere um método no guia Relacre (2000). A curva de calibracdo definida, que se pode ver no
anexo 3 EAM, é constituida por uma série de 8 padrdes, tal como se pode visualizar na Figura
5, cujas concentragOes de ferro séo: 0,0; 0,2; 0,5; 1.0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 mg/L de ferro, tendo

designado cada padrdo como branco, P1, P2, Ps3, P4, Ps, Ps € P1..

Figura 5. Padrdes usados para curva de calibragdo

Os padrGes P1 e P7, ou seja, o primeiro e o ultimo foram analisados em dez réplicas
independentes e em 3 dias, comparados com um branco preparado nas mesmas condices.
Tendo feito as leituras, formulou-se o teste estatistico com base nas equagdes 11 e 12,
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antecedidas pelas respectivas hipoteses, Ho e Hi para hipdtese nula e hipotese alternativa
respectivamente.

Hipoteses

Ho: s12 = s72 (N&o ha diferenca significativa entre as variancias)

Hi: s1? # s7% (Ha diferenca significativa entre as variancias)

onde: s1 e s7% sdo as variancias associadas as absorvancias dos padrdes.

Teste estatistico

52
Fear = é (Equagio 11) se S2 > S2
= Sf 3 2 2
Fear =3 (Equagio 12) se S2 < S?

Compara-se o valor de Fca com o valor tabelado de distribuicdo de Fischer-Snedecor (Feritico),
para os graus de liberdade n-1 com nivel de confianca de 95%. Desta forma, considerou-se a

faixa de trabalho ajustada quando fosse aceite a condicao Fcalculado < Feritico.

» Preparacédo da curva de calibracdo

Para preparacgdo da curva de calibracédo, pipetou-se aliquotas de 0,00; 2,00; 5,00; 10,00; 20,00;
30,00; 40,00 e 50,00 mL da solucdo padrédo que continha 10 mg/L de ferro para bal6es
volumétricos de 100 mL devidamente rotulados e perfez-se o volume com &gua destilada,
obtendo-se desta forma 0,0; 0,2; 0,5; 1.0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L de ferro. Tomou-se 10 mL
da solucéo padréo de ferro de cada baldo volumétrico de 100 mL para balGes de 25 mL, onde
de seguida acrescentou-se 1 mL da solucéo de cloridrato de hidroxilamina a 10%, aguardando-
se 5 minutos com vista a permitir a libertacdo do ferro; de seguida acrescentou-se 5 mL do
tampdo acetato a 2M e 5 gotas da solucdo de 2,2"-bipiridina a 0,1% para formacédo do complexo,
tendo-se obtido solugcbes padrdo com as seguintes concentracdes de ferro: 0,08; 0,2; 0,4; 0,8;
1,2; 1,6 e 2,0 mg/L respectivamente. Aguardou-se 30 minutos e de seguida perfez-se o volume
com agua desionizada, sob as condicGes da realizacdo das analises.

Prosseguiu-se com a leitura das absorvancias no espectrofotémetro (que foi previamente ligado
15 minutos antes) a um comprimento de 522 nm. Este valor foi adoptado pois correspondeu a
maior absorc¢do da radiagdo electromagnética no espectro do complexo tris (2,2'-bipiridina)
ferro (I1).

3.3.2.2.Linearidade
A linearidade avaliou-se a partir da curva de calibracdo, com recurso ao teste de hipoteses t-

student de acordo com o método sugerido por Cohen & Cohen (2008) o qual se baseou na
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formulacdo de hipdteses com as seguintes designacdes, para hipdtese nula e hipotese

alternativa, Ho e Hi respectivamente. O respectivo teste estatistico esta apresentado na equacéao

2.

Hipoteses

Ho: N&o ha correlagéo entre x e y;

Hi: Ha correlagdo entre x e y.

Para a realizacdo do teste de linearidade, primeiramente determinou-se os coeficientes de

determinacédo (R?) e de correlagdo (r) associados as medidas de absorcéo realizadas para a

determinacéo da curva de calibracdo com auxilio do Microsoft Office Excel 2016.

O critério de aceitacdo usado neste teste foi tca > terit, Onde terit = (2T, 0=0.05; v = n-2).
3.3.2.3.Sensibilidade

Este parametro foi analiticamente determinado pela curva de calibragdo e para avalid-lo

realizou-se o teste de hipdteses t-student que consistiu basicamente na comparacao do declive

da curva de calibragao do ferro com o valor ( = 0.95) (Cohen & Cohen, 2008).

Para a realizacdo do teste estatistico acima descrito, seguiu-se o procedimento da formulacéo

da hipotese nula Ho e hipotese alternativa Hi, seguida da apresentagdo do respectivo teste

representado pela equacéo 4.

Hipdteses

Ho: b = (o declive ndo ¢ significativamente diferente do valor de referéncia)

Hi: b # B (o declive € significativamente diferente do valor de referéncia)

A sensibilidade considerou-se satisfatdria quando se verificasse a seguinte condi¢ao: tea < terit,
onde: teit = (2T, 0=0.05; v = n-2).

3.3.2.4.Selectividade
A selectividade foi avaliada pela comparacdo do valor de concentracdo do analito em uma
solucdo de solvente puro-agua com a concentracdo do analito adicionado a uma amostra de
farinha de milho ndo fortificada contendo quantidade significativa de ferro. O estudo foi
realizado em trés niveis de concentracdo correspondentes a 20, 35 e 70 mg/kg de ferro. Deste
modo, as médias dos valores obtidos foram estatisticamente comparadas pelo teste estatistico
t-student, antecedidas pelas respectivas hipoteses: Ho para a hipdtese nula e Hi para a hipétese

alternativa.
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Hipoteses

Ho: X, = X, (N&o ha diferenca significativa entre as duas médias)

Hi: X, # X, (H& diferenca significativa entre as duas médias)

Para realizar este teste, primeiro foi realizado o teste de Fischer-Snedecor de acordo com as

equacOes 11 e 12, por forma a seleccionar o teste estatistico t-student correcto.

Teste estatistico

o Caso l:s12=s;?

ot = 22 /% (Equagdo 13) e t,; = (2T;p = 0.05; v = ny + n, — 2)
12 1+n2
onde:
_ |n —1)52+(n —-1)s2 ~
Sp = [# (Equacdo 14)
C a2 2
e Casoll:si“#s2
2 2 2
X1—%Xp ~ (Sl/nlcsz/nZ) ~
teal = T, (Equagdo 15) e v = o L (Equacio 16)
\/;JFS_Z n%(ni-1) ' n3(nz-1)
n,g np

terit = (2T; p = 0.05)

onde:
X1€ X, — Correspondem as médias das concentracOes de ferro obtidas na amostra matrizada e

ndo matrizada respectivamente;

s?e s2 — Correspondem as variancias associadas as concentragdes do ferro na amostra
matrizada e ndo matrizada respectivamente;

n,e n, — Correspondem as réplicas da determinacdo do ferro na amostra matrizada e ndo
matrizada respectivamente.

A selectividade foi considerada satisfatéria quando fosse obedecida a condi¢do t.,; < terit, OU

seja, quando fosse aceite a hipbtese nula.

As solucgdes das amostras foram preparadas acrescentando uma quantidade de padrao de ferro
com concentragdo conhecida a solu¢do da amostra ndo fortificada que contém naturalmente 20

mg/kg, para que se obtivesse solu¢Ges com os trés niveis de concentracdo (20; 35 e 70 mg/kg).

3.3.2.5. Precisédo
A precisdo do método analitico foi determinada através do coeficiente de variacdo (CV), obtido

pela equacdo 5 a partir das medidas das concentragdes de ferro em seis réplicas das amostras
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de farinha fortificadas com ferro em trés niveis de concentracéo correspondentes a 20, 35 e 70
mg/kg, conforme sugerido por Ermer & Nethercote (2015). Essas medidas foram
experimentalmente realizadas pelo método empregado na seccao anterior, contudo, empregou-

se a equacao 17 com o objectivo de obter os valores das concentragcdes em mg/kg.

"I/ VeV paizo (L)*fd

Mamostra

Cmg/kg) =<

*1000 (Equagio 17)

Este parametro foi avaliado em um nivel que corresponde a repetibilidade, a qual foi avaliada
a partir dos valores de concentracdo do ferro determinados no mesmo dia, sob as mesmas

condicOes de anélise.

3.3.2.6.Exactidao

Para a avaliacdo deste parametro seguiu-se o método proposto por Skoog et al. (2017) que
propde a comparacdo do valor médio da concentracdo (x) do ferro experimental, com o valor
tido como verdadeiro (x,,) pelo método de referéncia em cada nivel de concentracdo. Para que
se efectuasse tal comparacdo, realizou-se o teste estatistico t-student, nos termos da equacéo 8,
tendo antes formulado as hipdteses com as designacdes Ho e Hi para a hipdtese nula e

alternativa respectivamente, tal como € apresentado abaixo:

Ho: X = x, (ndo ha diferenca significativa entre a média e o valor verdadeiro)
Hi: X # x, (h& diferenca significativa entre a média e o valor verdadeiro)

A exactiddo é considerada satisfatoria quando for obedecida a condicdo seguinte:
tear < teric ONdeitoir = (2T; a = 0.05; v=n—2)

Para a determinacdo da concentracao do ferro pelo método de referéncia usou-se o método em
vigor no Laboratério Nacional de Higiene de Aguas e Alimentos (LNHAA) para a

determinacéo de ferro em alimentos fortificados (EAM), que consiste em:

% Digestdo da amostra
Para iniciar, os cadinhos de porcelana foram calcinados a 110°C por 1 hora e depois arrefecidos
em exsicador por 30 minutos. Pesaram-se 6 gramas de farinha de milho e de trigo, ambas em
duplicado. As amostras foram carbonizadas até as cinzas comecarem a esbranquicar. Entdo,
foram calcinadas a 550°C na mufla até ficarem totalmente brancas. De seguida, adicionaram-
se 40 mL de HCI 4M as cinzas em cada cadinho, agitou-se com vareta de vidro e transferiu-se
para copo de precipitagdo. Os cadinhos foram lavados com 60 mL de &gua destilada em 3

porgdes, juntando ao copo. A solucdo evaporou a baixa temperatura por 20 minutos. Depois de
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arrefecer, a solucao foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume completado
com agua destilada. Destes baldes, 10 mL de cada amostra foram transferidos para outros

balbes de 100 ml, rotulados conforme c6digo do LNHHA acrescentando "D" para diluido.

% Preparacao dos padroes e soluctes
Para a preparacao dos padrdes para a cuva de calibracdo, pipetou-se 5 mL da solucdo padrao
stock contendo 0,2 mg de ferro/mL em uso no LNHHA para um bal&o volumétrico de 100 mL
e perfez-se ovolume com agua destilada. De seguida pipetou-se 1; 2; 3; 4 e 5 mL desta solucao
e colocou-se em baldes volumétricos de 25 mL acrescentando-se alguns cristais de acido
ascorbico, agitou-se muito bem até que os cristais se dissolvessem por completo. Posto isto,
adicionou-se 5 mL da solucéo tampéo 4 %, 2 mL de o dipiridilo e perfez-se o volume com agua
destilada obtendo-se solu¢des com as seguintes concentracées: 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 e 0,05

mg de ferro por 25 mL, tal como se pode verificar na Figura 6.

Figura 6. Padrdes usados para curva de calibracdo no método de referéncia.

Para a preparacdo da solucdo das amostras seguiu-se todo o procedimento descrito para a
preparacdo dos padrdes, porém a quantidade tomada das solucBes das amostras foi 10 mL da
solucdo diluida. Leram-se as concentra¢des das solu¢des das amostras no mesmo comprimento

de onda.
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% Leitura das absorvancias dos padroes e solu¢Ges das amostras no espectrofotometro

Depois de muito bem agitadas, deixou-se repousar as solu¢bes por 30 minutos e fez-se as
leituras no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 515 nm, e fez-se a curva de
calibracdo. A concentracdo fornecida pelo espectrofotometro é dada em mg/25 mL de ferro.

Para a conversdo, a formula usada € a seguir apresentada:

mg
mg \ _ Fe (o) 1004 ]
Fe (1009) = (Equacio 18)

m

onde: f é o factor de diluicéo

m é a massa da amostra

3.3.2.7. Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacdo
Para a determinacdo destes dois parametros usando o método analitico teve-se como base a
curva de calibracdo do ferro pelas equacgdes 9 e 10. No que se refere a curva de calibracao, fez-

se anteriormente o célculo do desvio padrdo associado ao declive (sb) da curva de calibragao.

3.3.2.8.Robustez
A robustez do método analitico usado avaliou-se com base na variacdo de um parametro a

saber: a estabilidade dos padrdes usados para a construgcdo da curva de calibracao.

% Estabilidade dos padroes
No que diz respeito a avaliacdo da estabilidade dos padrées, foi determinada a concentracao de
ferro na amostra de farinha de milho fortificada, contendo 40 mg/kg de ferro, nos intervalos de
10, 30, 60, 120 e 180 minutos, em triplicado. A estabilidade foi avaliada pela comparagéo das
concentracdes de ferro obtidas nos cinco grupos de tempo, utilizando-se o teste estatistico de
analise de variancia com factor unico (ANOVA unimodal). Desta forma, foi possivel verificar
se as diferencas observadas nas concentracfes de ferro entre 0s grupos eram estatisticamente
significativas ou decorrentes da variabilidade aleatdria inerente ao processo de amostragem e
analise.
Para realizar este teste foram formuladas antecipadamente as hipdteses, que foram designadas
Ho e Hi para as hipoteses nula e alternativa, respectivamente.
Hipoteses
Hy = sfo = 550 = Sgo = ST20 = Siso
Hy # sfo # s30 # Sy # Sia0 # Siso

A estabilidade dos padrdes foi julgada satisfatdria quando se obedecesse a condi¢ao Fea < Ferit.
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3.3.3. Determinacéo do ferro nas farinhas de trigo e milho

Concluido o processo de validacdo do método, prosseguiu-se com a determinacao do teor de
ferro nas amostras de farinhas de milho e de trigo pelos métodos de EAM e FAAS, descritos a
seguir. Para a determinag&o do ferro por estes méetodos primeiro fez-se a digestdo das amostras,
preparacdo dos padrdes e solucdes e posteriormente a leitura das concentra¢des das mesmas no

espectrofotometro.

a) Digestao das amostras

» Para a digestdo das amostras, pesou-se cerca de 100 g de cada farinha, moeu-se em um
almofariz e pistilo e peneirou-se em uma peneira, cuja granulometria era 0,5 mm;

» Nos cadinhos de porcelana, pesou-se cerca de 5g da amostra previamente
homogeneizada, em triplicado. Queimou-se as amostras na mufla, aquecendo-a
gradualmente até 550°C, tendo-se deixado nessa temperatura por um periodo de seis
horas (tempo necessario para obter as cinzas esbranquicadas). Retirou-se da mufla e
deixou-se arrefecer em um exsicador.

b) Preparacéo das solucdes das amostras

> Paraa preparacédo das solugdes das amostras de farinha de trigo e milho, humedeceu-se
as cinzas com agua desionizada e adicionou-se 1 mL de HNOs.

» Aqueceu-se até a secura na placa aquecedora, dissolveu-se as cinzas utilizando o acido
cloridrico, e transferiu-se quantitativamente com &gua destilada e desionizada para
baldo volumétrico de 25 mL. Preparou-se as amostras em triplicado e um branco dos
reagentes em paralelo.

c) Leitura no espectrofotdémetro

> Para a leitura no espectrofotometro preparou-se os padrdes para a curva de calibracdo
e as solucdes das amostras seguindo o procedimento descrito no Anexo 2: Preparagédo
de solucdes, alinea €).

3.3.3.1.Comparacéao dos resultados obtidos por EAM e FAAS

Para a comparacdo dos resultados obtidos experimentalmente por espectrofotometria de
absorcdo molecular e por espectrofotometria de absorcdo atdémica, realizou-se o teste t —
emparelhado o qual foi antecedido pelas hipdteses nula e alternativa.

Ho: Ndo existe diferenca entre as médias dos resultados obtidos pelos métodos FAAS e EAM
quando pq4 # 0;

Hi: Existe diferenca entre as médias dos resultados obtidos pelos métodos FAAS e EAM

quando pq = 0, onde g4 é a diferenca das médias das concentraces.
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4. Capitulo 1V: APRESENTACAO, DISCUSSAO E INTERPRETACAO DOS
RESULTADOS

4.1.Apresentacdo dos resultados

Apresentar-se-ao neste subcapitulo, os resultados concernentes a validacdo do método analitico
de EAM e do teor de ferro nas farinhas de trigo e milho pelos 3 métodos (EAM, método de
referéncia em uso no LNHAA e FAAS).

4.1.1. Resultados da validacdo do método analitico

Todos os parametros seleccionados e determinados para a validacdo do método analitico da
EAM foram avaliados estatisticamente em um intervalo de confianga de 95%.

4.1.1.1.Anélise de Homogeneidade dentro da faixa de trabalho

Sdo apresentadas na Tabela 6 as médias das absorvancias dos padrdes 1 e 7, obtidas nos trés
dias em que foram lidas, as quais foram empregues para a determinacéo das variancias usadas
na realizacdo do teste de Fisher-Snedecor com o intuito de avaliar a homogeneidade dentro da

faixa de trabalho.

Tabela 6. Absorvancias dos padrbes P1 e P7 e das respectivas variancias

0,007 0,212
0,005 0,212
0,005 0,210
0,007 0,214
Absorvancias 0,005 0,214
0,003 0,214
0,005 0,212
0,005 0,210
0,005 0,210
0,005 0,212
Variancias 1.16*10° 2 40%10°

Com os valores obtidos das variancias na Tabela 6 fez-se o céalculo do valor do Fca pela equacgéo
12, obtendo-se 2,068. Comparativamente ao valor tabelado de Fcrit disponivel na distribuicao
de Ficher-Snedecor 4,28, 0 Fca mostrou-se inferior a 95% do nivel de confianga, indicando que

ndo ha evidéncia de falta de homogeneidade significativa dentro da faixa de trabalho avaliada.
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4.1.1.2.Parametros avaliados a partir da regressao linear
Uma vez que a avaliacdo da faixa de trabalho segundo o teste de Fischer-Snedecor feito na
seccdo 4.1.1.1 foi satisfatoria, prosseguiu-se com a avaliacdo de outros pardmetros que
dependiam da curva de calibracdo. Desta forma a curva de calibragdo definida esta ilustrada na

Figura 7, onde cada ponto é correspondente a média de trés leituras das absorvancias de cada

padréo.

Curva de Calibracéo do ferro

0.25

y = 0.0437x - 0.0007

2 =
02 R2=0.999

0.15

Absorvancia
(e}
[E=Y

005 .,._'......

Concentragéo (mg/L)

Figura 7.: Curva de Calibragdo do Ferro

Com a curva de calibragdo definida prosseguiu-se com o célculo dos outros parametros a saber:
selectividade, sensibilidade, linearidade, exactiddo, precisdo, LD, LQ. Antes da avaliagdo
destes parédmetros prosseguiu-se com a determinacdo de alguns parametros da curva de

calibracéo obtida, de acordo com os resultados obtidos na Tabela 7.

Tabela 7. Pardmetros da curva de calibracédo de ferro

Coeficiente de correlacao r 0,999
Coeficiente de determinacao R? 0,999
Declive b 0,044

Desvio padréo do declive Sb 0,0005

Interseccéo a -0,0007

Desvio padréo da intersec¢ao Sa 0,0009

Lucinda Ernesto Livele TCC 31



Avaliacédo da Conformidade com as Directrizes Nacionais dos Niveis de Ferro em
Farinhas de Trigo e Milho Fortificadas Comercializadas em Maputo

Os resultados dos parametros para validagdo do método de espectrofotometria de absorcao

molecular anteriormente mencionados estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados da avaliagdo dos parametros de validacdo do método analitico (EAM)

Sensibilidade 0,044 1675,231 370 teal > tori
20 --- - 0,157 teal < teri
Selectividade 35 0,555 2,776 teal < teri
70 0,046 teal < teri
Exactiddo 20 2,061 4,303 teal < teri
20 - - 0,769 teal < teri
20 - 0,623 --- --- ---
Repetibilidade 35 0,920
70 4,003
LQ 0,124
LD 0,037

onde: NC — Corresponde ao nivel de concentracdo em que a analise foi feita

Na Tabela 9, séo apresentadas as concentracdes de ferro determinadas para a avaliagdo da
exactiddo. E importante mencionar que, para 0 método de referéncia, as analises foram
realizadas em duplicado, enquanto para a Espectrofotometria de Absorcdo Molecular (EAM),
as andlises foram feitas em triplicado. As analises foram conduzidas em duas amostras
distintas: uma de farinha de trigo e outra de farinha de milho. As concentracfes, designadas
por ““‘C’’ sdo expressas em unidades de mg/kg, acompanhadas pelo respectivo intervalo de

confianca (IC) a 95% de nivel de confianca.

Tabela 9. Resultado das concentracfes de ferro usadas para o calculo da exactiddo do método de EAM

AXS 20,412+0,648 20,021+0,071

y=37,502x+0,157 y=6,376x + 0,005
ACS 20,401+0,649 20,460+0,174
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Para a avaliacdo de outros parametros, como a precisao e selectividade, sdo apresentadas as
concentracdes de ferro em mg/kg com o respectivo intervalo de confianca na Tabela 10.
Importa referir que as concentragdes foram determinadas em seis réplicas e trés niveis de

concentracgdo distintos, a saber: 20; 35 e 70mg/kg, durante trés dias.

Tabela 10. Resultados das concentrac@es de ferro usados na validagdo da EAM

ANM

AM

20 20,035+6,230 20,144+0,536
> . o %7i%072x ' 87,083+0,920 37,604+0,007
70 74,645+4,003 74,851+3,808

onde: AM e ANM significam amostra matrizada e amostra ndo matrizada respectivamente.
4.1.1.3.Robustez
De seguida sdo apresentados na Tabela 11 os resultados do estudo da robustez do método

analitico de EAM, onde o parametro seleccionado foi a estabilidade dos padrdes.

Tabela 11. Resultado das concentrages determinadas para a realizagao do teste ANOVA

10 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos
38,98 38,68 38,51 39,01 38,98
39,68 39,05 38,89 38,92 38,76
39,02 38,89 38,86 38,97 38,97

guac0es das curvas

10 minutos 30 minutos 60 minutos 120 minutos 180 minutos

y =0,034x — y =0,034x — y =0,033x — y =0,033x — y =0,034x —
0,007 0,005 0,008 0,005 0,003

De acordo com os resultados obtidos pelo teste de analise de variancias apresentados na Tabela
12, aanalise da estabilidade dos padrGes mostrou que Fca (1,843) < Ferit (3,478). aceitando desta
forma a hipotese nula, que determina que os padrfes sdo estaveis dentro da faixa de trabalho
avaliada, indicando que as possiveis variagdes observadas na resposta dos padrdes ndo sao
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estatisticamente significativas, o que evidencia uma adequada estabilidade e robustez dos

padrdes utilizados de acordo com o critério do teste.

Tabela 12. Tabela ANOVA para avaliagdo da estabilidade dos padrdes

Entre grupos 0,370 4 0,093 1,843 0,197 3,478
Dentro de grupos 0,502 10 0,050
Total 0,872 14

4.1.2. Resultados da determinacéo do ferro nas amostras de farinha de trigo e farinha
de milho

Na tabela 13 serdo apresentados os resultados referentes a determinacdo do teor de ferro em
farinhas de trigo e milho fortificadas, colhidas na Shoprite de Zimpeto, Shoprite da Praga da
Paz, no mercado grossista do Zimpeto, na padaria Guebo e em uma amostra de farinha de milho
ndo fortificada. As concentracfes sdo expressas em mg/kg, juntamente com 0s respectivos
intervalos de confianca (IC).

Na Tabela 14, séo apresentados os resultados do teste t — emparelhado, também realizado para
avaliar se ha diferenca entre os dois métodos. Por fim, serdo expostas as observacGes

relevantes.
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Tabela 13. Concentracdes de farinha de milho e trigo obtidas por EAM e FAAS

Codigo da L ocal de Absorcdo Atémica | Absorcdo Molecular

amostra amostragem Concentracao Concentracao
(mg/kg) £IC (mg/kg) zIC

AWM Mercado 19,987+0,337 19,880+0,287
ANF Moageira 20,202+0,320 19,511+0,829
APP Shoprite 20,531+0,355 20,035+0,623
ATS Shoprite 74,645+4,003 78,525+0,460
ACS Shoprite 20,594+0,192 20,401+0,649
AWS Shoprite 19,873+0,194 19,157+0,754
AIS Shoprite 20,227+0,660 20,907+0,242
ASM Mercado 35,442+0,457 37,083+0,920
AXM Mercado 20,109+0,088 20,744+0,390
AFM Mercado 40,035+0,057 40,415+0,987
AXS Shoprite 20,479+0,900 20,412+0,648
AFS Shoprite 40,957+0,781 40,018+0,901

Tabela 14. Teste t - Emparelhado

TCC

Diferencas emparelhadas t cal terit gl Significancia (2
- . . extremidades)
Média Desvio Desvio 95% Intervalo de
Padréo padrdo Confianga da
da Diferenca
diferenca Inferior | Superior
-0,313 1,340 0,387 -1,164 0,539 -0,808 | 2,201 11 0,436
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4.2.Discussao e Interpretacéo dos Resultados

4.2.1. Validacdo do método analitico
Todos os pardmetros avaliados para a validagdo do método analitico mostraram-se

satisfatorios, a excepcéo da sensibilidade.

% Faixa de trabalho
Adoptou-se uma faixa de trabalho que abrangesse os limites minimo (20 mg/kg) e méximo
(140 mg/kg) das farinhas de trigo e milho, conforme os valores estabelecidos pela legislacéo
mocambicana para a fortificacdo de alimentos. Nesse contexto, o teste estatistico de Fischer-
Snedecor validou a hipdtese nula, indicando que a faixa de trabalho definida se ajusta
adequadamente para a determinacdo de ferro nas farinhas de trigo e milho, empregando a
(EAM) no nivel de confianca adoptado. Dessa forma, pode-se concluir que a faixa de trabalho

estabelecida é apropriada para a analise em questéo.

% Linearidade
De acordo com a Tabela 8, o teste estatistico t-student para a linearidade do método analitico
(EAM), corroborou a hipotese alternativa (Hi). De forma geral, pode-se concluir que a
linearidade € satisfatoria ao nivel de confianca de 95%, isto €, ha uma correlacéo significativa
entre X e y, podendo assim assegurar-se que o sinal dado pelo instrumento é directamente

proporcional a concentracdo do analito na amostra dentro da faixa de trabalho adoptada.

% Sensibilidade

De acordo com os resultados da Tabela 8, a sensibilidade do método analitico, representada
pelo declive constante da curva de calibracdo ao longo da faixa de trabalho avaliada, segue um
modelo linear. O teste t-student, aplicado para avaliar se essa sensibilidade é estatisticamente
significativa, validou a hipotese alternativa (H1), chegando-se a conclusdo de que o método
ndo possui a capacidade de distinguir pequenas variacdes na concentracdo do analito dentro da
faixa estudada, ao nivel de confianca adoptado.

Contudo, ressalta-se que a avaliacdo da sensibilidade foi complementada com outros estudos,
como a determinacao dos limites de deteccdo e quantificacdo, para garantir uma compreensao
mais completa do desempenho do método analitico, dado que factores como efeitos de matriz,
interferéncias ou limitages instrumentais podem influenciar a capacidade real de

discriminacao de concentragdes muito proximas.
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% Selectividade
No que diz respeito a selectividade, 0 método analitico mostrou-se satisfatério de acordo com
os resultados do teste estatistico t-student, que validou a hipotese nula (Ho) nos trés niveis de
concentragdo adoptados. Com base nesses resultados, pode-se concluir que a matriz das
farinhas de trigo e milho ndo apresenta um efeito estatisticamente significativo sobre o sinal
instrumental de absorcéo do complexo tris (2,2'-bipiridina) ferro 11, formado pelo complexo e
o ferro disponivel nas amostras na determinacdo do ferro. Pode-se desta forma concluir que o
método é capaz de determinar o analito de interesse de forma selectiva, sem sofrer
interferéncias significativas dos componentes presentes nas matrizes avaliadas

% Exactidao
O método analitico mostrou-se satisfatorio relativamente a exactiddo, avaliada através da
comparacdo da concentracdo com o método de referéncia (no LNHAA), nas duas amostras
submetidas a analises. De acordo com os resultados do teste estatistico t-student, apresentados
na Tabela 8, o teste sustentou a hipotese nula (Ho), com a qual se pode concluir que ndo ha
diferencas significativas entre o valor obtido pela EAM e pelo método de referéncia, ao nivel
de confianga adoptado.
Com esta observacao, pode-se esperar que o emprego do método analitico de EAM para a
determinacdo do ferro nas amostras de farinha de trigo e milho produza resultados que nédo

diferem significativamente do método de referéncia em uso no LNHAA.

0,

% Repetibilidade

A repetibilidade do método analitico foi avaliada em trés niveis de concentracdo: 20, 35 e 70
mg/kg. Os valores de coeficiente de variacdo (CV) obtidos em cada nivel (Tabela 8) foram
inferiores a 20%, demonstrando repetibilidade aceitavel de acordo com os critérios
estabelecidos que consideram a faixa de 10 a 100 mg/kg.

Os baixos valores de CV indicam excelente repetibilidade dentro da faixa avaliada, ou seja,
sob as mesmas condicbes de analise, os resultados gerados tendem a ser estatisticamente
préximos, com pouca variacdo aleatoria. Essa adequada repetibilidade é fundamental para
garantir a confiabilidade dos resultados, permitindo distinguir pequenas diferencas entre
amostras. Ao atender aos critérios, 0 método demonstrou ter a precisdo necessaria para gerar

dados repetiveis e confiaveis na determinacdo de ferro em farinhas fortificadas.
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% LDeLQ
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método analitico, determinados a partir
da curva de calibragdo para o ferro, apresentaram valores de 0,0372 mg/L e 0,1238 mg/L,
respectivamente, indicando que o método permite detectar a presenca de ferro acima de 0,0372
mg/L e quantifica-lo com precisdo e exactiddo aceitaveis a partir de 0,1238 mg/L, o que é
desejavel, especialmente ao trabalhar com amostras contendo o analito em baixas

concentragoes.

% Robustez
De acordo com os resultados obtidos na avaliacdo da estabilidade de padrbes ao longo do
tempo, a robustez do método mostrou-se satisfatoria. O teste de andlise de variancias
(ANOVA) validou a hipdtese nula (Ho), evidenciando, desta forma ndo haver diferencas
estatisticamente significativas entre as concentracgdes de ferro obtidas durante um intervalo de
3 horas, conforme os resultados da Tabela 11 e Tabela 12. Pode-se assegurar que, dentro deste
intervalo de tempo, o método analitico de EAM produz resultados satisfatorios, empregando a

mesma curva de calibracao.

4.2.2. Anélise das amostras

Os resultados mostraram que as farinhas tanto de trigo quanto de milho fortificadas
apresentaram teores de ferro variando de 20 a 70 mg/kg, enquanto a farinha ndo fortificada
apresentou 20,202+0,320 e 19,511+0,829 mg/kg para analises feitas por FAAS e EAM
respectivamente. Portanto, pode-se afirmar que a adi¢cdo de compostos de ferro durante a etapa
de fortificacdo foi eficiente em elevar as concentracdes desse mineral em algumas farinhas
analisadas, comprovando a efectividade do processo tanto nas farinhas processadas a nivel

nacional quanto a nivel das farinhas importadas.

4.2.2.1.Comparacao dos resultados obtidos pelo método de EAM e FAAS
Com base nos resultados do teste t — emparelhado, observou-se que a diferenca das médias
associada ao teste (0,327) foi diferente de zero, a um nivel de confianca de 95%, portanto, ndo
ha evidéncias estatisticamente significativas para rejeitar a hipotese nula de que ndo existe
diferenca entre as concentragdes medidas pelos métodos FAAS e EAM. Assim, com base nos
resultados deste teste, conclui-se que os métodos produzem resultados comparaveis para a
medicao de concentragdes de ferro nas amostras analisadas. 1sso sugere que ambos 0s métodos
sdo igualmente adequados para essa finalidade, proporcionando uma base confiavel para as

analises realizadas.
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4.2.2.2.Comparacao dos teores obtidos com os limites estabelecidos
Apresentar-se-ao a seguir graficos que representam as comparacdes dos valores do teor de ferro
obtido pela EAM e FAAS, com os limites estabelecidos pela lei mogambicana para fortificacdo
de alimentos. Nestes graficos ndo se faz a distin¢do das farinhas de trigo e milho.

Comparacgdo com os Limites Minimo e Maximo (EAM)
160
140 -
120
100

Figura 8. Comparacéo do teor de ferro com os limites estabelecidos pela lei

Ao analisar a Figura 8, percebe-se que todas as amostras de farinhas de trigo e milho
apresentaram teores de ferro dentro da faixa de 20 a 140 mg/kg, que corresponde aos limites
estabelecidos pela legislacdo nacional vigente. Esse resultado indica que essas farinhas contém
niveis adequados de ferro para o consumo humano, ndo representando riscos a saude dos
consumidores.

Na figura pode-se perceber ainda que as amostras AWS, AWM, AXM, AXS, APP, ACS, e
AIS apresentam teores de ferro no limite minimo estabelecido, que também se equipara ao teor
de ferro determinado na farinha de milho nédo fortificada (ANF), o que de certa forma pode
constituir uma preocupacdo, do ponto de vista de saude publica, uma vez que a fortificacdo de
farinhas com apenas 20 mg/kg de ferro, mesmo atendendo ao limite minimo legal, pode ser
insuficiente para suprir as necessidades nutricionais de grupos vulneraveis como criangas e
mulheres em idade fértil, caso ndo consumam outros alimentos ricos em ferro, devido a baixa
biodisponibilidade e variabilidade de ingestdo (Hurrell & Egli, 2010; Baltussen et al., 2004).
Esse nivel também pode ser afectado por interaccbes com outros componentes da dieta,

reduzindo ainda mais a biodisponibilidade segundo Teucher (2004). Além disso, estudos
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indicam que niveis mais elevados, geralmente acima de 30-40 mg/kg, sdo necessarios para
produzir impactos significativos na reducdo da deficiéncia de ferro, podendo desta forma estas

farinhas ndo responder aos objectivos da fortificacao.

4.2.2.3.Comparacao das concentragdes obtidas com os valores rotulados

Comparacao das concentragdes com o valor rotulado
100

80
I
60
40
2

ol W

Iml Igl Igl
wlheewl

AWS AWM APP ATS ACS ASM AIS AXS AXM AFS AFM

Figura 9. Comparacdao das concentra¢@es obtidas com o valor rotulado

Segundo a Figura 9, os teores de ferro obtidos a partir dos métodos de espectrofotometria de
absorcdo molecular e espectrometria de absorcdo atomica para as amostras analisadas
convergem com os valores declarados nos rétulos dos respectivos produtos.

A concordancia observada entre os teores de ferro obtidos pelos métodos analiticos de
espectrofotometria de absorcdo molecular e espectrometria de absorgdo atomica e os valores
declarados nos rotulos das farinhas analisadas sugere que os processos de fortificacdo com
ferro estéo sendo realizados adequadamente pelos fabricantes desses produtos.

Essa constatacdo indica ainda que os requisitos legais de adi¢&o de ferro estdo sendo cumpridos,
os procedimentos de controle de qualidade na producéo e fortificacdo dessas farinhas estéo
funcionando satisfatoriamente, e os consumidores podem ter confian¢a nas informacoes

nutricionais rotuladas.

4.2.2.4.Comparacao das concentracdes de ferro entre farinhas da mesma marca

Neste subcapitulo far-se-a a comparacdo das amostras de farinhas da mesma marca que foram
colhidas tanto no mercado quanto no supermercado. As amostras cujo cédigo termina com
““M’’ sdo as amostras que foram colhidas no mercado, as que foram colhidas no supermercado

sdo as que o cddigo termina com S.
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Comparacdo das concentracdes de ferro entre farinhas da
mesma marca
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centracao de ferro (mg/kg)

Figura 10. Comparagdo das concentragdes de ferro entre farinhas da mesma marca

Como se pode verificar na Figura 10, ndo ha diferencas significativas das concentracGes de
ferro entre farinhas da mesma marca colhidas no mercado e no supermercado. Apesar de
factores como a exposicdo a luz e a humidade concorrerem para a degradacdo do ferro
adicionado as farinhas fortificadas, autores como Sadihi et al., (2005) e Kruger et al., (2015)
afirmam que apesar de alguma degradacao poder ocorrer mais cedo, diferencas significativas
nos teores de ferro geralmente tornam-se evidentes a partir de 3-6 meses de armazenamento
inadequado, com exposi¢do prolongada a luz e/ou alta humidade.

E importante ressaltar que esses periodos podem variar dependendo de factores como a
intensidade da luz, niveis exactos de humidade, tipo de embalagem e forma quimica do ferro
utilizado na fortificagdo. Assim, embora ndo sejam imediatas, as condi¢cGes adversas de
armazenamento podem comprometer gradualmente a qualidade do produto fortificado ao longo
da sua vida util, exigindo cuidados especificos para manter os niveis adequados de ferro até ao
momento do consumo.

Desta forma, pode-se constatar que o fumarato ferroso, utilizado na fortificacdo de farinhas em
Mogambique, € considerado uma fonte de ferro com boa estabilidade em relacéo a exposi¢do
a luz e humidade. Estudos recentes corroboram essa caracteristica, tal como Abbasi & Azari
(2015) que avaliaram a estabilidade de diversas fontes de ferro durante o armazenamento e
constataram que o fumarato ferroso apresentou as menores perdas, inferiores a 5%, mesmo em
condicdes de alta humidade (75% HR). Além disso, investigaram o efeito da luz solar directa
em farinhas fortificadas com fumarato ferroso e observaram uma retencao de até 92% do teor

inicial ap6s 6 meses de exposicao.
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5. Capitulo V: CONCLUSOES E RECOMENDACOES

5.1.Conclusbes

Respondendo aos objectivos tragados neste trabalho, pode-se afirmar, com base nos resultados

obtidos, que:

Das amostras analisadas, 58,54% (APP, AWM, AWS, ACS, AIS, AXM e AXS)
apresentaram teores de ferro de +20 mg/kg, o qual equipara-se ao teor de ferro da
farinha de milho n&o fortificada (ANF), em andlises feitas pelos dois métodos, tendo se
obtido 20,202+0,320 mg/kg e 19,511+0,829 mg/kg para FAAS e EAM
respectivamente.

N&o se verificou diferencas significativas nos resultados obtidos pela EAM e FAAS em
quase todas as amostras, com excepcao da amostra ATS que apresentou um teor de
ferro de 74,645+4,003 mg/kg e 78,525+0,460 mg/kg para andlises feitas por FAAS e
EAM respectivamente.

As amostras analisadas apresentaram teores de ferro que variam de 20 a 70 mg/kg de
ferro, 0s quais encontram-se em conformidade com os limites minimo e maximo
estabelecidos pela legislacdo nacional, que variam de 20 a 140 mg/kg de ferro em

farinhas de milho e trigo fortificadas.
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5.2. Recomendaces

Recomenda-se, principalmente a mulheres gravidas e criangas a consumir regularmente
alimentos que sejam fontes de ferro biodisponivel, como carnes, leguminosas, ovos,
nozes, sementes e vegetais verde-escuros, combinados com alimentos ricos em
vitamina C, de modo a garantir uma ingestdo adequada de ferro, sobretudo para os que
consomem farinhas com o teor minimo de ferro admissivel pela legislacdo nacional (20
mg/kg) e farinhas ndo fortificadas;

Desenvolver campanhas de conscientizagdo publica sobre a importancia da fortificacdo
de farinhas e da ingestéo adequada de ferro, incentivando o consumo das farinhas de
milho e trigo fortificadas, e demais alimentos que contém ferro;

Realizar estudos adicionais sobre os factores que influenciam a biodisponibilidade e
estabilidade do ferro nas farinhas fortificadas, como o efeito de diferentes condigdes de
armazenamento, processamento e tipo de embalagem;

Considerar a implementacdo de programas complementares, como a biofortificacdo do
milho e do trigo com ferro, criando uma abordagem abrangente para combater a

deficiéncia de ferro.
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Anexos
Anexo 1. Equipamentos usados para realizacdo da parte experimental

Na figura A 1 estéo apresentadas imagens que ilustram os equipamentos usados para destilar e

desionizar a gua, e para tarar o material.

Figura A 1: (a) destilador; (b) desionizador(c) Estufa

Na figura A 2 estdo representados equipamentos utilizados para aquecer solucgdes, medir o pH

e incinerar as amostras

Figura A 2 (a) placa aquecedora com agitador magnético; (b) pH-metro; (c) mufla
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Na figura A 3 estdo representados os equipamentos usados para medir o teor de ferro por
EAM e FAAS.

Figura A 3. Espectrofotometro de Absor¢do Molecular a esquerda; Espectrofotometro de Absor¢do Atdmica a
direita

Na figura A 4 esta representado o equipamento usado para pesar as amostras e as substancias
usadas para preparar as solucdes.

Figura A 4. Balanca analitica
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Anexo 2: Preparacdo de solugdes
a) Solucéo de cloridrato de hidroxilamina (10%0)

Em um copo de Becker pesou-se com o auxilio de uma balanca analitica, 10 g de cloridrato de
hidroxilamina, dissolveu-se com um pouco de agua desionizada, e transferiu-se para um balao
volumétrico de 100 mL. Lavou-se o copo de Becker com agua desionizada e perfez-se o volume
de 100 mL.

b) Solucéo tampéo (pH = 4,64)
Pesou se 68 gramas de acetato de s6dio em um copo de Becker de 500 mL e dissolveu-se em
100 mL de agua desionizada. De seguida, acrescentou-se 60 mL de acido acético glacial,
misturou-se com ajuda de uma vareta de vidro e transferiu-se para um baldo volumétrico de

500 mL e perfez-se o volume com &gua desionizada.

¢) Solucdo indicadora (2,2'-bipiridina 6,4*103)
Em um copo de Becker de 50 mL, pesou-se 0,1 g de 2,2'-bipiridina, dissolveu-se com um pouco
de agua desionizada. Transferiu-se a solucdo para um baldo volumétrico de 100 mL, e perfez-

se 0 volume com agua desionizada.

d) Solucéo padréo secundaria (10 mg/L)
Pipetou-se 5 mL da solucdo padrdo primaria de ferro e colocou-se em um baldo volumétrico
de 500 mL, de seguida adicionou-se 2 mL &cido cloridrico e perfez-se o volume com agua
destilada.

e) Solucdes padréao

e Em baldes volumétricos (devidamente rotulados) de 100 mL, pipetou-se O (para o
branco), 5, 10, 15, 20, 30, 40 e 50 mL da solucdo padrdo secundéria e perfez-se o
volume com agua desionizada.

e Destes balBes, tomou-se aliquotas de 10 mL para bal@es de 25 mL onde se adicionou 1
mL da solucdo de cloridrato de hidroxilamina, e deixou-se repousar por 5 minutos;

e De seguida adicionou-se 5 ml da solucdo tampédo e 1 mL do indicador tendo-se
aguardado 30 minutos para que a cor desenvolvesse, e por fim perfez-se o volume com

agua desionizada.
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Anexo 3: Curvas de calibracdo empregues para validacdo do método do método analitico de EAM e para determinacao da concentracdo do ferro.
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Figura A 5. Curvas de calibracdo (EAM e FAAS)
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Figura A 6. Curva de calibracdo do método de referéncia (LNHAA)
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Anexo 4: Valores Criticos da Distribuicdo de Fischer-Snedecor e t Student

CRITICAL VALUES for the "F" Distribution, ALPHA = .05.
Denominator Numerator DF
DF I 2 3 Rl 5 6 7 8 9 10
1 161448 199500 215707 224583 230,162 233986 216768 238883 240543 24).882
2 I8SI3 19000 19,0638 19247 19296 19330 19353 19371 19385 19396
3 10,128 9552 927 QT 9013 801 REET BB45  KXI12 K786
4 TN 64 6591 BISR 6256 AI63 G093 HIMI S99 5064
5 GOOR 5786 S309 5192 S0%0 4950 487 4818 4772 4938
6 087 5143 4757 4334 4387 4234 4XNT 4147 4099 4060
7 5.5491 4737 4387 4120 3972 3866 X787 3026 3677 36N
L] S3I8 4459 4066 3838 2687 3581 1500 3438 2388 3347
9 SA117 4256 3863 3633 3482 3374 3293 3230 AN 3137
10 4965  4.103 3708 3478 3326 3217 1135 3.072 3020 2978
1 4844 3982 3SBY 3357 3204 3085 1012 28 L 2.854
12 4747 3885 3400 33259 3106 29%% 2913 2849 2% 2753
13 4667  3B6 341 1 305 291§ 2832 2767 174 24671
14 4.6 37w 33E IR 2958 2848 2768 2009 2646 2602
15 4545 3682 3287 3086 2901 2790 207 2641 2888 2,544
16 2498 5634 123 007 2882 2741 24687 259 2538 244
17 3451 3592 3197 2968 2810 2659 24614 2548 2494 24350
18 4414 3538 360 2928 2773 2606F 2577 2510 2456 2412
19 4.381 3522 3027 2895 2740 2628 2544 2477 2423 2378
20 4351 3493 1008 2866 2711 2560 2514 2447 2191 2348
M 4325 3467 3072 2840 2685 2573 2488 2420 26 23210
2 4.301 J443 3049 2817 24661 2549 2464 2397 232 2297
23 427 3422 3028 2796 2640 2528 242 2375 2320 2275
14 4260 3403 3009 2776 2621 2508 2423 235§ 1300 235§
25 4242 3388 299] 2759 2603 2490 2405 2337 2282 2236
26 4228 336% 2978 2743 2887 2474 23BE 2321 2268 2220
27 4210 3354 29600 228 28572 2439 2373 2308 2280 224
28 4190 3340 2937 24 2558 2448 21380 224 223 219
29 4183 3328 2933 201 2545 2432 22 221 223 21M
S0 4.171 3316 29022 2660 2534 2421 2334 2266 221) 2.165
k1| 4160 3308 2911 2679 2523 2409 2323 2255 2199 2153
12 4149 3295 2901 2668 25]12 2399 2313 2244 2189 2142
3 4139 3285 2892 2659 2503 2339 233 2235 21 2133
X4 4130 3276 28BB3 2650 2494 2380 2294 2225 2070 2123
A5 4121 3267 2874 2641 2A8S 2302 2285 2,217 2.16] 2.114
36 4113 32359 2866 2634 2477 2364 2277 230 2183 2106
37 4105 3252 2880 2026 24N 2356 22W 2201 2148 24098
R 098 3248 2882 2619 2365 2349 2262 2. 2138 29
» 2041 3238 2845 2612 2456 2342 2288 2187 2aMm 2.084
Rl 4085 3232 2839 2606 24459 2336 2249 2180 2124 2.0M
41 4079 3226 2833 2600 2443 2330 2243 2174 2018 207
42 4073 3220 2827 259 2438 2324 2237 2168 2112 24065
43 4067 3214 2822 2589 2432 2318 2232 2163 2106 2059
kX 4062 3209 2816 2584 2427 2313 2226 2157 2101 2054
45 4057 3204 2R12 2579 2422 2308 2221 2152 2096 2049
46 4052 3200 2807 2574 2417 234 2216 2147 2091 2044
47 2087 3198 2R02 2570 2413 229 2212 2143 086 2039
48 4085 3191 2798 2565 2400 2295 2207 2138 2082 2035
49 $038 3187 2794 2360 2404 2290 2203 2134 2077 2030
50 4034 3183 2790 2357 2300 228 2199 2130 2073 2026
Figura A 7. Valores Criticos da Distribuicdo de Fischer-Snedecor
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gl\P| 0,90 | 0,80 | 0,70 | 0,60 | 0,50 | 0,40 | 0,30 | 0,20 | 0,10 | 0,05 | 0,02 | 0,01 | 0,001
01 [0158 |0325 |0510 [0727 |1,000 | 1,376 |1,963 |3,078 | 6314 | 12,706 | 31,821 |63,657 |636,619
02 [0142 0289 |0445 [0617 |0816 | 1,061 |1,386 | 1,886 |2920 |4303 |6965 [9925 |31,598
03 [0137 |0277 |0424 [0584 |0765 |0978 1,250 | 1,638 2353 3,182 [4541 |[5541 12,924
04 (0134 |0271 |0414 [0569 |0,741 |0941 | 1,190 | 1533 | 2132 |2776 |3747 |4604 |8610
05 [0132 |0267 |0408 [0559 |0,727 {0920 |1,156 | 1476 | 2015 |2571 |3365 |4032 |6869
06 [0131 |0265 |0404 [0553 |0,718 |0906 |1,134 | 1,440 | 1943 | 2447 |3,143 |[3707 |5959
07 [0130 |0263 |0402 [0549 |0711 |089% |[1,119 | 1415 | 1,895 |2365 |2365 |[3499 |5408
08 |0130 |0262 [0399 |0546 [0,706 |0,889 | 1,108 |1,397 | 1,860 |2306 |2896 |3355 |5041
09 |0129 |0261 [0398 |0543 [0,703 | 0,883 | 1,100 |1,383 | 1,833 [2262 |2821 [3250 |4781
10 [0129 |0260 |0397 |0542 [0,700 [0879 | 1,093 | 1,372 | 1,812 | 2228 |2764 |3,169 |4,587
11 |0129 |0260 [039 |0540 [0,697 |0,876 | 1,088 |1,363 | 1,796 |2201 |2718 |3,106 |4437
12 |0128 |0259 [0,395 |0539 [0695 |0873 | 1,083 [1356 | 1,782 | 2,179 |2681 |3055 |4318
13 |0128 |0259 [0394 |0538 [0,694 |0870 | 1,079 [1,350 | 1,771 | 2,160 |2,650 |3012 |4,221
14 |0128 |0258 [0,393 |0537 [0692 |0868 | 1,076 |1,345 | 1,761 | 2,145 |2624 |2977 |4,140
15 |0128 |0258 [0393 |0536 |0691 |0866 | 1,074 |1341 | 1,753 | 2,131 |2602 |2947 |4073
16 [0128 |0258 0392 |0535 [0,69 [0865 | 1,071 | 1,337 | 1,746 | 2,120 |[2583 |2921 |4015
17 |0128 |0257 [0392 |0534 |0689 |0863 | 1,069 |1,333 | 1,740 | 2,110 |2567 |2898 |3,965
18 |0127 |0257 [0392 |0534 |0688 |0862 | 1,067 [1,330 | 1,734 |2,01 |2552 |2878 |[3922
19 [0127 |0257 |0391 |0533 |0688 0861 | 1,066 | 1,328 | 1,729 |2093 |[2539 |2861 |3,883
Figura A 8 Tabela de valores criicos de t Student bilateral
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