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RESUMO

Os dados sobre alimentos consumidos no Brasil sio escassos. Vegetais folhosos
tém um papel importante em dietas balanceadas e podem auxiliar na suplementacio da
dieta de populagbes subnutridas. O presente trabatho teve como objetivo caracterizar
hortalias fothosas, habitualmente utilizadas no Sudeste do pais, quanto ao teor de oito
elementos minerais importantes do ponto de vista nutricional (potassio, sodio, calcio,
magnesio, ferro, manganés, cobre e zinco), determinar a fragio solfivel destes
elementos minerais ¢ verificar a influéncia do processo de cozimento sobre os teores
totais e fragdo solivel O teor total e a fragdo solivel de potissio, sédio, célcio,
magnesio, ferro, manganés, cobre e zinco de sete hortalicas folhosas (alface, racula,
agrido, couve, escarola, couve chinesa e repoltho) foram determinados por
espectrometria de absorgio atdmica com atomizagio em chama. Quatro das hortalicas
foram também cozidas por trés minutos e analisadas quanto ao teor total e fragdo
soldvel dos mesmos elementos apds o cozimento. Comparagio com as mgestdes
recomendadas pelo NCR (EUA) mostra que as hortaligas estudadas podem oferecer
uma contribuicfio 4 dieta em termos de potissio, calcio e magnésio. O cozimento das
hortalicas, nas condigdes utilizadas no trabalho, aumenta consideravelmente a
solubihidade de potassio, sddio, calcio, magnésio, manganés e zinco. Ferro e cobre
apresentam-se msoliveis, além de aparecerem em concentracSes muito baixas e snas
solubilidades nfio s3o afetadas pelo cozimento. Por outro lado, as perdas dos elementos
minerais estudados mostraram-se insignificantes com o cozimento. Determinagdo da
fragio soliivel dos elementos minerais nas hortalicas foi capaz de oferecer mais
informagdes sobre a disponibilidade dos mesmos que determinacdes de teores totais. O
método empregado para determinagio da fracio solavel dos elementos minerais
mostrou-s¢  simples de executar ¢ capaz de ser aplicado a vérias amostras

simultaneamente. Esta € uma consideragio importante quando se tem pela frente um



trabalho extenso de aquisi¢do de dados como o que foi realizado no presente trabalho e
como os que se fazem necessdrios nos alimentos nacionais de uma maneira geral. A
variaclo encontrada entre amostras coletadas em diferentes épocas do ano indica a
necessidade de se expressar os resultados como médias seguidas dos desvios padriio
como indicagdo da faixa dos resultados. Os resultados do presente trabatho, de uma
maneira geral, indicam que as tabelas de composi¢io de alimentos geralmente
utilizadas no Brasil so inadequadas em relagiio aos minerais.



SUMMARY

Data on foods consumed in Brazil are scant. Leafy vegetables play an important
role in well balanced diets and may help to cover deficiencies in the diets of
undernourished communities. The present work aimed at characterizing leafy green
vegetables commonly consumed in the Southern part of Brazil in terms of eight
important elements (potassium, sodium, calcium, magnesium, iron, manganese,
copper, and zinc), to determine their soluble fractions, and to verify the effect of
cooking on the total and soluble fractions. The total levels and the soluble fractions of
potassium, sodium, calcium, magnesium, iron, manganese, copper, and zinc were
determined by flame atomic absorption spectrometry in seven leafy vegetables widely
consumed m Southern Brazl (lettuce, rucola, watercress, kale, chicory, Chinese
cabbage, and cabbage). Four of the vegetables were also briefly cooked for three
minutes and analyzed for the total levels and soluble fractions of the same elements.
Takmg the RDAs (NCR - USA) as reference values, all the vegetables examined can
offer a contribution to the diet in terms of potassium, calcium and magnesium,
Cooking, under the conditions described, considerably increased the solubility of
potassium, sodium, calcium, magnesium, manganese and zinc. Iron and copper were
not soluble, their concentrations were very low and no changes in solubility occurred
after cooking, Losses due to cooking were negligible for all elements studied. The
determination of the soluble fractions of the elements in the vegetables conveyed more
mformation about the availability of the elements than the determination of their total
levels. The method employed for the determination of the soluble fractions was simple
and could be used for several samples simultaneously. This is an important
characteristic when a extensive work on data acquisition is being contemplated such as
the one accomplished in the present work and those still awaiting attention of the foods



consumed in Brazil. The variation found between samples collected at different times
of the year indicates the need to express results as averages followed by the standard
deviations as an indication of the range of results. The results of the present work point
towards the inadequacy of the food composition tables currently used in Brazil in

terms of minerals.



1. INTRODUCAO

Os elementos minerais formam um importante grupo de nutrientes e muitos

destes elementos sdo essenciais na nutrigio humana.

As necessidades nutricionais com relagio aos minerais sio mmito variadas, 34
que desempenham papéis metabolicos diversos. Justamente pela atuagdo crucial que
exercem em infimeros processos bioldgicos, alguns ainda nfo totalmente elucidados,
seu suprimento através de uma dieta adequada ¢ fundamental.

A absorgio de elementos minerais é influenciada por vérios fatores, intrinsecos
¢ extrinsecos & dieta. Geralmente, a maioria dos minerais ndo é bem absorvida de
fontes vegetais em comparagiio com fontes de origem animal. Virios métodos “in
vivo” & “in vitro” t8m sido propostos para avaliar a fracio de um mineral em
determinado alimento que estd disponivel para a absorgdio (biodisponibilidade). Os
metodos “in vitro” sdio baseados principalmente em medir a solubilidade do mineral
frente a condigdes especificas que tentam reproduzir o processo seguido pelo elemento
mineral no organismo. Dentre os fatores que influem na biodisponibilidade, a
solubilidade é condigfo “sine qua mon™, j4 que o elemento mineral deve estar
disponivel ¢ portanto solivel para poder interagir com a parede intestinal e ser

absorvido.

O crescente interesse pelo conswmo de uma dieta mais saudavel, que inchui
principalmente alimentos de origem vegetal em pretericio a alimentos ricos em
gordura e colesterol, torna importante o conhecimento de sua composigio. Os
alimentos de origem vegetal aparecem como alimentos de qualidade nutritiva superior
para grupos vegetarianos. A parcela mais esclarecida da populagiio também valoriza

este tipo de alimento. Por outro lado, por apresentarem um custo menor em relagfo a



alimentos de origem animal, sen consumo poderia ser wma forma mais stmples de

aumentar o valor nutritivo da dieta de populagbes carentes.

As hortalias sdo plantas geralmente herbaceas, cujas partes suculentas ¢
imaturas sfo consumidas cruas ou cozidas. Devido 3 sua fragilidade e vida curta de
prateleira ndo constam de dados sobre consumo e nfio é dado o merecido valor a0 seu
papel na dieta, por acreditar-se que seu valor nutritivo ¢ baixo devido ao alto teor de
agua que possuem. Tormna-se interessante conhecer a forma em que poderiam contribuir
para o aumento da qualidade da dieta.

Ha falta de informagfo documentada sobre o potencial nutritivo da maioria dos
alimentos consumidos no Brasil, principalmente no que diz respeito aos elementos
minerais. As tabelas de composi¢do de alimentos trazem informagdes apenas sobre o
contegdo total de alguns minerais. Sio dados em sua maior parte compilados de
determinagdes realizadas em outros paises ou dados cujos métodos de determinacio
nfio séo citados, podendo ser provenientes de metodologias antigas e ja ultrapassadas.
No caso especifico de elementos minerais, a introdugo dos conceitos de programas de
seguranca de qualidade ¢ de controle de qualidade analitico ocorrido nas altimas duas
décadas ¢ fimdamental para a geragio de dados confiaveis.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Alguns Elementos Minerais Nutricionalmente Importantes

Atualmente, dos 26 elementos considerados essenciais 3 vida, exclnindo-se os
“orgénicos” (C, H, N, O, S) que formam a maior parte do material estrutural dos
tecidos e que sdo os maiores componentes da dieta, restam os elementos “Inorgénicos”,
também denominados minerais (HAZELL, 1985; KRAUSE & MAHAN, 1985;
MCKENZIE & SMYTHE, 1588).

Ha, portanto, 21 minerais considerados essenciais na nutricdo  humana
(HAZELL, 1985; KRAUSE & MAHAN, 1985) ¢ estiio divididos em dois grupos: os 6
macro minerais, necessarios em maior quantidade (sédio, potassio, magnesio, calcio,
fostoro e cloro) e os 15 elementos trago (arsénio, cobalts, crome, cobre, fhior, ferro,
todo, manganés, molibdénio, niquel, selémio, silicio, estanho, vanadio e zinco)
(OSBORNE & VOOGT, 1978; HAZELL, 1985).

Os minerais constituem um grupo de elementos larpamente distribnidos pela
natureza (OSBORNE & VOOGT, 1978; FRANCO, 1992) e dos minerais necessarios
ao organismo humano, todos devem ser fornecidos através da dieta (HAZELL, 1985).
Estes elementos estio no organismo ¢ nos alimentos em vdrias combinagdes fisico-
quimicas, restando quantidades relativamente pequenas na forma individual
(SCHWEDT, 1983; KRAUSE & MAHAN, 1985),

No corpo humano, os minerais estio distribuidos em varias formas: fons
inorgénicos em solugfio, constituintes de moléculas ou ainda sais insoliveis. Estes
elementos tém papéis funcionais muito variados e siio necessarios em quantidades
também muito variadas (KRAUSE & MAHAN, 1985; MBOFUNG & ATINMO, 1987;



NRC, 1989; FRANCO, 1992). Qualquer excesso pode tornar-se prejudicial
{(MACKENZIE & SMYTHE, 1988: CRAVEN & REARDON, 1991).

As pesquisas em torno da importincia e essencialidade dos minerais na nutrigio
iniciaram-se principalmente devido 3 relaciio entre a deficiéncia ¢ o aparecimento de
disfungdes no organismo (KRAUSE & MAHAN, 1985; SGARBIERI, 1987; NRC,
1989; ARNAUD & SANCHEZ, 1990; SHILS, 1990; LUFT, 1990; DALLMAN, 1990;
HEMPE, 1990, O’DELL, 1990; KEEN & ZIDENBERG-CHERR, 1999).

A partir da década de 40, comités de especialistas foram formados com o
objetivo de detenminar cientificamente a guantidade ideal de cada nutriente para o
organismo manter-se saudével, levando em consideragfio o sexo, faixa etaria, atividade
fisica e estados fisioldgicos diferentes, como: gestagdio, lactagio e crescimento. Surgiu,
entdo, o conceito de Recomendagdes Nutricionais. Estas recomendagdes nutricionais
sdo determinadas e depois, periodicamente revisadas para incorporar novas
descobertas ¢ interpretagSes cientificas (NRC, 1989)

O Comité FAO-WHO formado por especialistas da Organizagio das Nages
Unidas para a Alimentagio ¢ Agricultura (FAQ) e Organizagio Mundial de Satide
(WHO) ¢ o mais antigo de todos. Mas, desde 1943, a Comissdo de Alimentaciio e
Nutrigio do Conselho Nacional de Pesquisas (NRC) dos FEstados Unidos tem
estabelecido e publicado Recomendagdes Dietéticas (RDAs - Recommended Dietary
Allowances) para nutrientes (NRC, 1989).

As recomendagdes estabelecidas pelo NRC tem servido como modelo a muitos
outros paises, inclusive o Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 1978), apesar da
legislagiio brasileira no especificar claramente a ingestio recomendada para certos

minerais (Tabela 2.1.).



Tabela 2.1. Necessidades didrias de minerais para homens adultos {25 - 50 anos).

Mineral Estados Unidos Brasil
(NRC, 1989) (MINISTERIO DA SAUDE, 1978)
Calcio {mg) 800*° 800
Fésforo (mg) 800° 1000 - 1500
Magnésio (mg) 350* 350
Ferro (mg) i0° 10-15
Zinco (mg) i5® -
fodo (ug) 150° 100 - 200
Selénio (ug) 70° -
Cobre {mg) 1,5-3,0° 0,6
Manganés (mg) 2,0-50° -
Fliior (ng) 1,5-4,0° -
Cromo (ug) 50 - 200° .
Molibdénio (ug) 75 ~250° .
Cloro (mg) 756° -
Sédio (mg) 500° -
Potassio (mg) 2000° -

a - RDA (Recommended Dietary Allowance) ou ingestio recomendada.

b - ingestio estimada como segura e adequada, as doses superiores dos intervalos nio
devem ser ultrapassadas.

¢ - necessidade minima estimada.



Estas recomendacbes baseiam-se nas informagdes disponiveis acerca de
determinado nutriente e por enquanto, os minerais que }4 apresentam ingestdes
recomendadas sdo: calcio, fésforo, magnésio, ferro, iodo, selénio e zinco (NRC, 1989).
Os outros minerais tém doses estimadas como seguras, ja que as informagdes sobre seu
comportamento ainda sfio escassas (NRC, 1989).

Segundo o NRC (1989), mesmo com as constantes pesquisas, ainda hi muita
confrovérsia enfre as necessidades nutricionais entre os diversos paises e as
recomendagdes dietéticas adotadas também variam muito.

Os minerais atuam essencialmente em uma ampla variedade de funces
fisiolégicas, de estrutura de tecidos ¢ no metabolismo de diversas enzimas. Apesar das
fungdes individuais que desempenham, deve-se salientar que as agdes no organismo
ocorrem em padres inter-relacionados (HAZELL, 1985; KRAUSE & MAHAN, 1985;
FRANCO, 1992). Como exemplos, sdo relatados defeitos bioquimicos causados por
deficiéncia de elementos trago na dieta (CHESTERS & ARTHUR,1988) e
interferéncia no metabolismo em ossos causada por desbalangos nutricionais de
elementos trago (BEATTIE & AVENELL,1992; AMAYA-FARFAN, 1994).

Os estudos aumentaram a partir do momento em que verificou-se que a
deficiéncia de minerais era generalizada em muitos subgrupos da populagio ¢ que
varios fatores tanto dietéticos como nio dietéticos afetavam a absorgdo destes
minerats. PAO & MICKLE (1981) observaram que nos Estados Unidos, numa
pesquisa com 37.785 pessoas, a dieta de pelo menos wm tergo dos individuos estava
abaixo de 70% da RDA para célcio, ferro e magnésio.

PENNINGTON et al. (1986) analisaram 11 minerais essenciais em 234
alimentos da dieta total dos Estados Unidos para oito subgrupos (idade/sexo) da
populagio ¢ também concluiram que os niveis ingeridos de caleio, magnésio, ferro,
zinco, cobre ¢ manganés eram baixos { menos de 80% da RDA ou abaixo da faixa

estimada como segura e adequada). A ingesifio de sédio exceden o maximo da faixa



estimada como segura ¢ adequada em dois sabgrupos ¢ os niveis de potassio foram

adequados em todos os subgrupos.

2.1.1. Calcio

O célcio esta presente em quase sua totalidade (99%) nos ossos e dentes, onde
age como componente estrutural ¢ como fonte para manutengdo da homeostase (NRC,
1989; ARNAUD & SANCHEZ, 1990), juntamente com o fosforo na proporgio de 2:1
(SGARBIERI, 1987).

O célcio restante estd nos fluidos extracelulares e tecidos macios (NRC, 1989).
Tem papel na coagulagio sangiiinea, fimg8o miocardica, contracdo muscular e
irritabilidade muscular normal. Sendo necessario também, para a integridade de varias
membranas e substincias aglutinantes intracelulares. O fon de calcio atua na hidrolise
do ATP (Adenosina Trifosfato) e é um cofator na acfio catalitica de muitas enzimas
(OSBORNE & VOOGT, 1978; KRAUSE & MAHAN,1985; SGARBIERI, 1987;
FRANCOQ, 1992).

Varias doengas estiio associadas a alteragGes nos niveis de calcio (SGARBIER],
1987). Sindromes hipocalcémicas incluem raquitismo, acidose, osteomalacia,
osteoporose e¢ Sindrome de Cushing, enquanto a hipercalcemia ¢ acompanhada de
alteragbes no funcionamento renal, hiperparatiroidismo, neoplasma e sarcodiose. Um
decréscimo no cdlcio jonizado do soro resulta em tetania, enquanto um awmento pode
causar falha cardiaca ou respiratoria (KRAUSE & MAHAN, 1985; PANDAY,1988).



As maiores fontes dietéticas de célcio sfio o leite e derivados (HAZELL, 1985;
NRC, 1989). Os produtos de cereais ¢ os vegetais folhosos {(como couve) sio também
importantes contribuintes (NRC, 1989).

2.1.2. Magnésio

Do magnésio presente no corpo humano, aproximadamente 60% estd nos o0ssos

¢ 40% nos tecidos musculares ¢ macios, sendo que 1% esta nos fluidos extracelulares

(NRC, 1989).

No interior das células a concentracio de magnésic € maior do que qualquer
outro mineral, com excegdo do potassio (SGARBIERI, 1987).

O magnesio tem papel essencial em uma série de reagbes cehulares (SHILS,
1990). O ion magnésio ¢ um cofator em wvarias agles enzimaticas que incluem
fosforilagdo da glicose, degradago de acidos graxos, sintese de proteina, ativagdo de
aminodcidos e formagio de AMP (Adenosina Monofosfato) ciclico. O magnésio
também participa na sintese e degradagiio de ADN (Acido Desoxirmribonucleico),
transmissdio neuromuscular e metabolismo normal do potassio e cdlcio, além de ser
essencial para a mobilizagio do calcio nos ossos (KRAUSE & MAHAN,1985:
PANDAY, 1988).

Observagdes experimentais e clinicas revelaram que hé uma inter-relagio muito
estreita entre magnésio, cdlcio, paratormdnio ¢ metabolismo dos ossos (SGARBIER],
1987, SHILS, 1990). A hipomagnesemia pode provocar hipocalcemia que s6
desaparecerd com a administragio de magnésio como também hipocalemia (perda de
potassio) (SGARBIERL, 1987).



A deficiéncia de magnésio é muito rara, provavelmente porque o magnésio esta
amplamente distribuido nos alimentos (SHILS, 1990}, especialmente nos vegetais ¢
cereais que formam a dieta basica da maioria da populagio mundial (HAZELL, 1985;
SGARBIERIL, 1987; NRC, 1989). Nos vegetais folhosos, ¢ magnésio esti presenie
prncipalmente como adtomo central da clorofila (HAZELL, 1985; SHILS, 1990) e
nesses vegetais crus, isto pode significar wma proteglio contra inibidores ¢ este
magnésio pode estar mais disponivel para a absorgdo que o ligado ao 4cido fitico, por
exemplo (HAZELL, 1985).

Alguns estados agudos ou cronicos de doengas podem provocar deplegio de
magnésio, como por exemplo, alcoolismo, diabetes, disfunciio renal, desordens
endocrinas ¢ desordens gastrointestinais (SHILS, 1990). A hipomagnesemia pode
provocar tremor muscular e, em casos extremos, convalses (SGARBIER], 1987).

2.1.3. Sédio e Potassio

O sodio € o potassio estio intimamente relacionados no organismo. Estio em
todos os liquidos corporais ¢ tecidos, mas o sédio ¢ um elemento primariamente
extracelular, enquanto o potissio ¢ principalmente intracehilar (SGARBIER], 1987;
NRC, 1989).

Estdo envolvidos na manutengiio do equilibrio ¢ distribuigdo hidricos, na
manutengdo do equilibrio osmético, acido-basico e irritabilidade muscular normal, O
sédio ¢ indispensavel também para os fendmenos de transporte ativo de substiincias
através de membranas, como por exemplo na absorgdo de nutrientes (SGARBIERI,
1987).



Estdo amplamente distribuidos nas dietas comums e numa pessoa saudavel ha
pouca chance de deficiéncia (SGARBIERI, 1987). Os niveis de sédio naturalmente
presentes nos alimento sdo baixos ¢ a maior parte do sodio da dicta é proveniente do
sal (NaCl) que ¢ adicionado aos alimentos processados, durante o preparo ou
imediatamente antes da ingestio (HAZELL, 1985). Alimentos gue contém alta
concentragdo de sédio sdo: azeitona, pdo, queijos, lingiiicas, salsichas e enlatados em
geral (HAZELL, 1985; SGARBIERI, 1987). No Reino Unido, os produtos derivados
de cereais contribuem com cerca de 41% do total de sodio da dieta, carne e ovos com
21% e vegetais verdes com 6% (HAZELL, 1985). Vegetais crus sdo geralmente ricos
em potassio e pobres em sodio (MARSH & KOONS, 1983; HAZELL, 1985). O Ieite,
frutas ¢ vegetais, particularmente os desidratados, cereais, frutas secas, melago, feijdo
¢ chocolate sfo também relativamente ricos em potassic (SGARBIERI, 1987).

" Problemas ocorrem quando hi excesso, particularmente de sédio, ja que a dieta
humana contém excesso de sodio em relagio & potissio (HAZELL, 1985
SGARBIERI, 1987). A restrigio de sddio é necessiria no controle da retengdo
excessiva de dgua em diversos casos patologicos, principalmente na hipertensdo, e
varios aspectos fisioldgicos estdio relacionados s necessidades de sédio na dieta de
mamiferos (MICHELL, 1989).

O fon de potdssio & necessario para o metabolismo de carboidratos e proteinas,
embora sua agdio ndo esteja totalmente elucidada (SGARBIERL 1987) ¢ sua
deficiéneia condicionada pode ser encontrada nas doengas renais, acidose diabética,
vimitos ou diarréia excessivos ¢ hiperfungio do coriex adrenal. O excesso pode ser um
problema na msuficiéncia renal e na acidose grave (KRAUSE & MAHAN, 1985).
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2.1.4. Ferro

O ferro ¢ um dos nutrientes mais estudados em todo o mundo devido 2
comprovada deficifncia que ocorre nas dietas ¢ da demonstragio que esta pode ser
prevenida em grande escala (DALLMAN, 1990).

No organismo animal, ao redor de 70% do ferro estd presente em
macromoléculas orgdnicas (hemoglobina, mioglobina e algumas proteinas e enzimas) e
26% armazenado no figado, bago e ossos (ligado as proteinas ferritina e hemosiderina)
{SGARBIER], 1987).

Q contetido de ferro no organismo ¢ regulado principalmente pela quantidade
absorvida pela mucosa intestinal ¢ na deficiéucia de ferro, a eficiéncia da absorgiio
aumenta (FINCH & COOQK, 1984).

A caracteristica mais importante do metabolismo do ferro € a sua conservaciio
pelo organismo, ja que existe uma perda didria devido principalmente 3 ripida
renovagdo pecultar das células sangiiineas. O nivel do balango de ferro pode afetar
estas perdas (SGARBIERYI, 1987). Neste aspecto, deve-se levar ainda em consideracio,
quanto ao requerimento de ferro pelo organismo, outros fatores como: a muther na
idade reprodutiva, devido 4 perda pela menstruacfio; e a mulher gravida, caso em que
deve haver suplementagio em relagfio ao requerimento basico (SGARBIERI, 1987 ;
NRC, 1989).

Existe uma alta incidéncia de deficiéncia ferro em muitas populag@es, apesar de
ser wm dos clementos mais abundantes da natureza ¢ do organmismo necessitar de
quantidades pequenas (SGARBIERI, 1987, HURRELL & COOQOK, 1990; CRAIG,
1994). A deficiéncia de ferro ¢ muito mais uma consegiiéncia da spa baixa
biodisponibilidade do que da baixa ingestio (HAZELL, 1985).
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A anemia ferropriva pode estar associada & mé-absorcio (FORTH &
RUMMEL, 1973; KRAUSE & MAHAN, 1985; COOK et al, 1992). Mas, a
deficiéncia de ferro € definida como qualquer redogdo nos niveis de estocagem
fisiolégica, mesmo que ndo seja acompanhada por anemia e esta deficiéneia tém efeito
na performance do organismo na realizagdo de exercicios, na fungfio imunolégica, no
metabolismo da catecolamina ¢ horménio da tiredide e no sistema termorregulador
(COOK et al., 1992), BOREL et al. (1991) demonstraram num estudo com ratos que as
mantfestagdes fisiologicas de deficiéncia de ferro ocorrem mesmo em graus de anemia
leve a moderada.

Um excesso na absorgdo e deposigio de ferro nos tecidos provocados por uma
predisposigio genética causa uma desordem metabdlica denominada hemocromatose
idiopatica, que pode ocasionar disfungdo cardiaca e do pancreas, pigmentagiio da pele
¢ em alguns casos disfungdio das glandulas endécrinas, além de artrite (SGARBIERL
1987, NRC, 1989; COOK et al., 1992). GABLE (1992) niio encontron evidéncias de
que uma suplementagiio de ferro pudesse aumentar ou mesmo acelerar este tipo de
manifestagio.

2.1.5. Cobre

O reconhecimento da importncia clinica do cobre e sua possivel relagio com a
deficiéncia de ferro ainda é motivo de controvérsias. Porém, desde que foi estabelecido
seu requerimento juntamente com o ferro para prevenir a anemia em animais que tem
no leite a Gnica fonte de nuirientes, sua importincia na putricio de mamiferos foi
reconhecida (SGARBIERI, 1987).
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O entendimento do metabolismo do cobre em humanos tem aumentado devido a
pesquisas da Doenga de Wilson e de estudos da Sindrome de Menkes {DELVES,
1988).

A deficiéncia experimental de cobre provoca nos animais uma série de
distirbios e sintomas que evidenciam a essencialidade e a importincia do cobre para o
metabolismo geral (SGARBIERI, 1987). Na sua deficiéncia, além da anemia, verifica-
se também disfungdes do tecido conectivo, fragilidade dos ossos, desordens
cardiovasculares e um efeito profundo sobre o sistema nervoso (SGARBIERI, 1987).

O cobre é componente de todos os tecidos, estd presente principalmente no
figado, cérebro, coraglio e rins; é constituinte de enzimas e da ceruloplasmina e
eritrocupreina no sangue ¢ pode ser parte integral da molécula de ADN (dcido
desoxirrtbonucleico) ¢ ARN (4cido ribonucleico) (KRAUSE & MAHAN, 1985;
SGARBIERI, 1987).

A deficiéncia de cobre no homem, mesmo em criangas, é muito rara como
resultado apenas da deficiéncia de cobre na dieta (SGARBIERI, 1987). Porém, em
criangas deficientes em cobre, wma suplementagdo na dieta mostrou efeito no
desenvolvimento tanto a nivel de peso quanio de altura (CASTILLO-DURAN &
UAUY, 1988).

Na dieta, os alimentos de origem animal, principalmente figado, seguido por
alimentos de origem marinha s8o as maiores fontes de cobre; nozes ¢ sementes também

t€m um teor relativamente alto de cobre (NRC, 1989).
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2.1.6. Zinco

O zinco tem sido foco das mais recentes pesquisas em nutrigio, e isto inclui
determinagio dos requerimentos dietéticos ¢ avaliagio dos fatores que afetam sua
absorgdo ¢ metabolismo (FAIRWEATHER-TAIT, 1988; COUSINS & HEMPE, 1990).
Apesar da descoberta ser relativamente recente, a deficiéncia de zinco em humanos é
de ocorréncia um tanto quanto generalizada (SGARBIERI, 1987).

Similarmente aos outros minerais, investigagies sobre a desordem genética de
deficiéncia de zinco, a acrodermatite enteropatica, t8m contribuido para o avancgo do

conhecimento do zinco nos processos bioquimicos e metabdlicos.

O zinco estd presente em todas as células (COUSINS & HEMPE, 1990). As
maiores quantidades estdo presentes no figado, musculos esqueléticos ¢ ossos; é
constituinte de diversas enzimas ¢ da insulina (KRAUSE & MAHAN, 1985:
FAIRWEATHER-TAITT, 1988). Tem papel critico no metabolismo de acidos nucleicos
(KRAUSE & MAHAN, 1985; SGARBIERI, 1987; FAIRWEATHER-TAIT, 1983) ¢
- das proteinas e parece que o sistema celular de imunidade fica afetado na deficiéncia
deste mmeral (SGARBIERIL, 1987). A participagfio do zinco no metabolismo de
carboidratos ¢ evidenciada na sua deficiéncia (SGARBIERI, 1987).

Além do desenvolvimento, outro processo fisiolégico que é profundamente
afetado pela deficiéncia de zinco é a reprodugic (THOMPSON et al, 1986;
SGARBIERI, 1987; FAIRWEATHER-TAIT, 1988; COUSINS & HEMPE, 1990).).
THOMPSON et al. (1986) demonstraram que a concentragio de zinco anmenta
significativamente conforme os estigios de desenvolvimento sexual. A deficiéncia de
zinco parece ainda ter efeitos negativos na acuidade sensorial e olfativa de animais e
humanos (SGARBIERI, 1987).
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Os alimentos tém um contetdo muito variado de zinco, mas carnes vermelhas,
alguns alimentos de origem marinha e a porgic embrioniria de grios sdo
particularmente abundantes em zinco (COUSINS & HEMPE, 1990).

2.1.7. Manganés

O manganés € entre os elementos frago, 0 menos toxico ac homem, nunca foi
reportada intoxicagio devido a ingestiio excessiva na dieta. A ocorréncia de deficiéncia
também ¢ pouco provavel em seres humanos. Porém, a idéia mais recente de que possa
ocorrer em subgrupos da populagio tem aumentado ¢ niimero de estudos (KEEN &
ZIDENBERG-CHERR, 1990).

E constitninte de diversos sistemas enzimaticos e abundante nas mitocdndrias
de células hepaticas (KRAUSE & MAHAN, 1985; KEEN & ZIDENBERG-CHERR,
1990). O manganés ainda estd envolvido no metabolismo de aminas biogénicas,
fosforilagio oxidativa, incorporagiio de acetatos aos acidos graxos ¢ conversio de
acido mevalGnice em esqualeno na sintese de colesterol (SGARBIERI, 1987).

Exposi¢io a poeira ¢ fomaga industrial pode causar envenenamento crfnico,
caracterizado por severas lesSes neurolégicas no homem, semethantes aos da doenga
de Parkinson (SGARBIERI, 1987).

A regulacio homeostatica do manganés nos animais € feita através da excregio
e ndo pela ingestdio e ocorre quase exclusivamente pelo ntestino, principalmente pela
bile (HAZELL, 1985; SGARBIER], 1987).
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As principais fontes de manganés na dieta s3o os alimentos de origem vegetal,
Ja que os tecidos animais apresentam concentragSes muito baixas deste mineral
(HAZELL, 1985; SGARBIERI, 1987). Os cereais contribuem com o maior
fornecimento dietético de manganés, com excecio das populages que tém o habito da
ingestdo de chéa, que possui alto teor de manganés na forma solavel (HAZELI, 1985;
NRC, 1989).

2.2, Biodisponibilidade

A nutrigio mmeral ¢ complexa e embora seja importante a determinagio de
cada mineral individualmente nos alimentos (OSBORNE & VOOGT, 1978), esta
informagio € apenas parte da resposta que necessita-se para resolver os dificeis ¢ bem
conhecidos problemas de absorgdio de minerais (MERTZ, 1987; BARBERA &
FARRE, 1992).

Biodisponibilidade define-se como a fracfio de um nutriente que é digerido,
absorvido e metabolizado, por vias normais, por um organismo. Trata-se de um
conceito simples porém, sua determinagdo ndo é facll (FAIRWEATHER-TAIT, 1992).
Varios autores ja discutiram ¢ revisaram a importincia da biodisponibilidade como a
chave para a eficiéneia nutricional com relagiio aos minerais (HAZELL, 1985,
BARBERA & FARRE, 1992; FAIRWEATHER-TAIT, 1992).

Os fatores que influem na biodisponibilidade de um nutriente podem ser
classificados em dois grandes grupos: os intrinsecos ou fisiologicos e os extrinsecos ou
dietéticos (KRATZER & VOHRA, 1986; BARBERA & FARRE, 1992;
FAIRWEATHER-TAIT, 1992).
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Os fatores intrinsecos ou fisiologicos sdo mais complexos que os dietéticos e
entre eles cabe citar: espécie animal e sua genética, idade e sexo, estado fisiolégico
{crescimento, manutencdo, gravidez, lactagio), estado nutricional, estado patolégico,
flora intestinal, pH dos sucos gastrico € intestinal, capacidade de adaptagio a variagdes
no fornecimento de nutrientes, estresse ambiental (KRATZER & VOHRA, 1986;
BARBERA & FARRE, 1992).

A absorglio de minerais pode variar de menos de 1% até mais de 90%
(TURNLUND, 1991) porém, a maioria dos minerais essenciais ndo é bem absorvida
nas dietas. Neste sentido é importante considerar-se os fatores intrinsecos ou
dietéticos.

No alimento, a biodisponibilidade dos minerais ¢ afetada pela propria fonte do
nufriente (forma fisico-quimica, interagGes/alterages durante o
preparo/processamento, interagdes durante a absorgo), quantidade na dieta e presenca
ou auséncia de fatores interferentes e/ou sinergéticos (OSBORNE & VOOGT, 1978;
KRATZER & VOHRA, 1986; CLYDESDALE, 1988; TURNLUND, 1991).

Quanto & forma quimica, o mineral pode estar na forma elementar, composto
ndo ionizével, formas mais on menos ionizadas (estados de ionizagdo distintos) ou
fazendo parte de complexos mais ou menos estiveis (BARBERA & FARRE, 1992).

Calcio, ferro € zinco, minerais dos quais tem sido reportada deficiéncia (PAO &
MICKLE, 1981, PENNINGTON et al, 1986; PENNINGTON & WILSON, 1990)
ocorremt predominantemente na forma ligada, na qual freqiientemente ndo sdo
absorvidos (HAZELL, 1985). Cobre ¢ manganés estio pouco disponiveis j4 que
também estiio na forma ligada. O magnésio mesmo ocorrendo em formas complexadas
¢ relativamente bem absorvido na dieta. O s6dio ¢ o potissio ocorrem na dieta
predominantemente como ions livres, sendo guase totalmente disponiveis para serem
absorvidos (HAZELL, 1985).
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Das mteragbes fisico-quimicas no alimento, a solubilidade ¢ a densidade de
carga s3o duas das mais importantes propriedades de um mineral ou de um complexo
mineral que podem afetar seu potencial de biodisponibilidade (CLYDESDALE, 1988;
BARBERA & FARRE, 1992). A solubilidade é de importancia 6bvia, 4 que o mineral
deve estar em contato com todas as partes da mucosa intestinal para ser eficientemente
absorvido; o papel da densidade de carga é menos 6bvio, mas esta ligado a formagio
de complexos (CLYDESDALE, 1988; BARBERA & FARRE, 1992).

Os experimentos “in vivo”, utilizando-se particularmente ratos e porcos numa
primeira instdncia seguida por pesquisas em humanos, sio a melhor ferramenta para se
estudar a biodisponibilidade. Mas, o uso de modelos animais é dispendioso e
demorado ¢ freqiientemente sdo obtidos resultados com variaveis dificeis de serem
mterpretadas (FAIRWEATHER-TAIT, 1992; WOLTERS et al., 1993; NARASINGA
RAO & PRABHAVATHI, 1994).

Com a limitagfio de modelos “in vivo” e dificuldade na sna manipulagio, fem se
notado um grande esfor¢o no desenvolvimento de sistemas “in vitro™ para para avaliar
a biodisponibilidade de elementos trago (FAIRWEATHER-TAIT, 1992). Os métodos
“in vitro” tém ganhado popularidade devido 3 precisdo, rapidez e custos relativamente
baixos (WOLTERS et al., 1993; NARASINGA RAO & PRABHAVATHI, 1994),

A importincia da solubilidade como um pré-requisito para a absorgo tem sido
recophecida na nutrigiio do ferro por muitos anos (CLYDESDALE, 1988), como
evidenciado pelo fato de que a maioria das técnicas “in vitro” (NARASINGA RAQ &
PRABHAVATHI, 1978; LOCK & BENDER, 1980; MILLER et al., 1981) baseiam-se
na solubilidade para comelaciona-la com a biodisponibilidade (WOLTERS et al,
1993). Os resultados das andlises “in vitro” s3o expressas como a solubilidade de um
determinado elemento frente s condigdes do ensaio, como pH, enzimas, temperaturas
¢ tempos de incubagdio (BARBERA & FARRE, 1992).
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Os métodos “in vitro” consistem basicamente em um tratamento enziméitico em
duas etapas, a primeira com pepsina (pH 2,5) e a segunda com pancreatina e amilase
(pH neutro). A solubilidade ¢ determinada apés cada etapa (BARBERA & FARRE,
1992). A separaciio das fragOes soliveis pode ser feita por filtragio (NARASINGA
RAO & PRABHAVATHI, 1978), dialise (MILLER et al., 1981) ou por centrifugacio
{CREWS et al., 1983).

SCHRICKER et al. (1981) compararam os resultados de testes “in vitro” e “in
vivo” ¢ concluiram que os testes “in vitro” fornecem dados consistentemente mais
elevados que os testes em animais, ja que vérios fatores fisiologicos nio sfo simulados
“m vitro”. Os métodos “in vitro” podemn ser muito uteis com o propbsito de
classificagdo, ou seja, para avaliar o grau relativo de biodisponibilidade de
determinado mineral em alimentos diversos (SCHRICKER et al., 1981),

Como estas técnicas tém sido empregadas para um ndmero resirito de minerais
(principalmente ferro) ha necessidade de desenvolvimento de técnicas novas ¢ mais
apropriadas para outros minerais (NARASINGA RAO, 1994). Alguns métodos
(LYON, 1984; WOLTERS et al,, 1993} tém sido propostos baseados nos métodos
utilizados para o estudo de ferro.

Outros componentes da dieta que podem influenciar a absorgio de minerais sfo:
outros nutrientes (carboidratos, lipidios, proteinas, vifaminas ¢ outros minerais) e
componentes ndo nutritivos (fitato, oxalato, fibras, acidos orginicos) (TURNLUND,
1991). Acido citrico, 4cido ascorbico, lactose e alguns aminodcidos tém efeito positivo
na absor¢io, enguanto dcido fitico, acido oxalico, compostos polifendlicos e fibras
podem ter efetto negativo (KRATZER & VOHRA, 1986; WOLTERS et al., 1993).

Os estudos mostram o acido fitico como potente 1mibidor da absorgdo
principalmente de zinco (OBERLEAS & HARLAND, 1981; FAIRWEATHER-TAIT,
1988) e também calcio, ferro ¢ magnésio (REDDY et al., 1982; KRATZER &
VOHRA, 1986). Outros compostos, tais como fibras, polissacarideos, oxalatos e

1%



compostos polifendlicos sio também responsaveis por inibigo (TORRE et al., 1991),
SANDBERG & SVANBERG (1991} utilizaram fitase e verificaram um efeito positivo
significativo na solubilidade de ferro em cereais. PERSSON et al. (1987) também
utilizaram fitase em fibras sohiveis com alto teor de fitato € conclufram que o fitato era
o ligante ativo. Porém, ¢ dificil separar a relagio existente entre fibras, fitatos, oxalatos
e taninos e seu efeito na absorgdo de minerais (HARLAND, 1989; TORRE et al.,
1991),

O oxalato forma sais insoliveis com céaleio e magnésio impossibilitando a
absorgdo. No entanto, efeitos benéficos foram observados na absorgio de ferro e de
zinco (KRATZER & VOHRA, 1986).

O pH e o potencial de redugio exercemn papel fundamental na formacdio dos
complexos entre minerais ¢ outros componentes da dieta e consequemtemente na
biodisponibilidade. Afetam também o grau ¢ a forga das interagbes de minerais com
inibidores e promotores da absorgdo (CLYDESDALE, 1983; CLYDESDALE, 1988:
SMITH, 1983; ROTH-BASSELL & CLYDESDALE, 1992). Quanto mais alto o pH,

mais insoldveis sdo os sais minerais de fosfatos, oxalatos e carbonatos
(CLYDESDALE, 1988). JAMES et al. (1978) provaram a dependéncia entre pH ¢ grau
de ligaciio de calcio 2 fibras. Quanto maior o pH, maior porcentagem de calcio ligado a
fibras. SCHLEMMER (1989) também testou a influéncia do pH na interagio entre
fibras, cobre, célcio e zinco ¢ sugerin que nas condigBes fisiologicas do intestino, a

interagdo dos minerais com os polissacarideos testados era mmito fraca.
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2.3. Hortalicas Folhosas como Fonte de Minerais

As hortaligas folhosas desempenham papel importantc na dieta humana
fornecendo minerais e vitaminas, porém, considera-se que as quantidades sio modestas
devido ao elevado teor de dgua presente nestes alimentos (BAWA & YADAY, 1986;
GIBSON, 1994),

A composigio de minerais em hortaligas foi determinada em vérios paises
(PENNINGTON et al, 1986; AREMU & UDOESSIEN, 1990), mas ainda assim
ocorrem discrepéncias entre os resultados quantitativos. Estas diferen¢as podem ser
devido ao uso de métodos analiticos diferentes, antigos ow/e anteriores a difusio
internacional do controle de qualidade analitico, além da influéneia de diversos fatores
como cultivar, solo, localizaglo geografica, clima, condigdes de crescimento,
fertilizacéo ¢ estagio de maturagio (BAWA & YADAV, 1986).

No Brasil ha tabelas de composigéio de alimentos que incluem alguns minerais
(IBGE, 1977; FRANCO, 1992). Os dados nacionais s§o poucos ¢ além de antigos sfo
em grande parte baseados em trabalthos realizados no exterior que nio enfocam

variedades nacionais.

Os alimentos de origem vegetal assumem o status de alimentos de qualidade
mutritiva superior nos grupos vegetarianos e na parcela da populagio com maior poder
aquisitivo, preocupada com o conswmo de dietas mais saudiveis (MCNEILL et al.,
1985). Em muitos paises ¢ em alguns grupos da populagic (vegetarianos,
macrobidticos), os alimentos de origem vegetal sfo a principal fonte de minerais da
dieta. Em paises em desenvolvimento, este consuno € visto pela populagio como um
melo mais acessivel de aumentar quantitativamente o valor nuoiritivo da dieta
(FABOYA, 1983). Nos dltimos anos, as dietas vegetarianas t&m sido alvo de varios
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estudos para verificar se o aporte mineral de seus consumidores ndo ¢ afetado pela

presenga de fatores antagonistas & absor¢io de minerais.

Os cereais contém geralmente um teor alto de acido fitico, enquanto hortalicas
folhosas tém baixo teor de fitato e de fibra. O espinafre verdadeiro, que geralmente
Bdo € consummido no Brasil, contém quantidades altas de acido oxalico (HAZELL,
1985), o que viabiliza total ou parcialmente a absorgfio de calcio e magnésio. Ja
plantas como as Brassicae possuem quantidades muito baixas tanto de fitatos quanto
de oxalatos ¢ a biodisponibilidade do calcio pode ser maior (HAZELL, 1983).

HAZELL (1985) relatou que a biodisponibilidade do calcio proveniente de
cereais e vegetais ¢ menor gue o de alimentos de origem animal porque sdo geraimente
pobres em proteinas. RITCHEY (1981) sugeriu que alta ingestio de proteinas pode
causar aumento na excrecdo urinaria de zinco, mas isto ndo € tio claramente
documentado como para o calcio. Ja YOUNG & JANGHORBANI {1981) estudaram a
mfluéncia da proteina de soja na biodisponibilidade de ferro e zinco e sugeriram que o
ferro isolado na proteina de soja € prontamente absorvido e gue a fonte de proteina ndo
reduz a biodisponibilidade do zinco na dieta. MILES (1989) também pesquisou a
mteragfo enire proteina vegetal, ferro e zinco em humanos ¢ concluiu que é dificil

determinar de maneira mequivoca a mfluéneia da proteina na absorgéio destes minerais.

HEANEY & WEAVER (1990) demonstraram que ¢ calcio presente na couve
exibe excelente biodisponibilidade. PONEROS-SCHNEIER & ERDMAN, JR. (1989)
verificaram a biodisponibilidade de calcio em cerems, lete em pé desnatado ¢
espinafre e comparado com carbonato de cilcio utilizado como controle, o espinafre
mostrou a mais baixa biodisponibilidade (47%) enquanio o leite em pé desnatado teve
a maior bicdisponibilidade (100%); uma mistura de leite em pd e espinafre na
proporgio de 2:1 ndo demonstrou mudanca significativa na biodisponibilidade de
calcio. BENWAY & WEAVER (1993), em um estudo com espinafre, trigo e couve,
determinaram a solubilidade de calcio nos trés vegetais e encontraram solubilidade
menor que 2% para espinafre, de aproximadamente 40% para trigo ¢ de 70% para
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couve, concluindo que no espinafre a maior parte do calcio estd na forma de oxalato e

gue Bo trigo na forma de fitato.

Em um estudo da biodisponibilidade de cilcio em espinafre, HEANEY et al.
(1988) também estabeleceram que o célcio em espinafie ¢ conclusivamente muito
menos disponivel que o célcio do leite. Mas, VAN CAMPEN & WELCH (1980)
encontraram uma boa biodispombilidade do ferro em espinafre ¢ em um estudo com
ratos, a adigdo de acido oxalico néo teve influéncia na absorgio de ferro. JOHNSON et
al. (1991) pesquisaram a absorgio de manganés de alimentos de origem vegetal
{espinafre, alface, trigo ¢ sementes de girassol) e concluiram que a absor¢iio em
espmafre foi significativamente maior que de sementes de girassol, o maior teor de
absorgdo do manganés proveniente de hortaligas foi explicado como sendo devido ao
menor contetdo de fibras e fitato.

CRAIG (1994) concluiu que os vegetarianos nfo tém uma incidéncia
significativamente maior de anemia causada pela deficiéncia de ferro que os onivoros e
que uma dieta bem balanceada e variada € o importante para manter o status mineral
do organismo. WEAVER & PLAWECKI (1994) também demonstraram que os
lactovegetarianos tinham um status adequado de cdlcio proveniente da dieta e niio
tmham sua densidade Ossea mineral afetada. Em wma revisio, GIBSON (1994)
verificou o contetido ¢ a biodisponibilidade dos elementos frago ( cobre, manganés,
selénto e zinco) em dietas vegetarianas e concluiu que o status destes elementos €
adequado em seus consumidores, contudo, as criangas parecem ser mais vulneraveis

principalmente com relagio & deficiéncia de zinco.

Os vegetais folhosos sdo importanies fontes de vitamina C (4cido ascorbico)
(KESHINRO & KETIKU, 1979; AJAY et al., 1980). HAZELL & JOHNSON (1987)
verificaram que a adicio de 4acidos orgimicos 4 farinha de trigo aumentava a
disponibilidade de ferro. HUNT et al. (1990) também verificaram que o 4cido
ascorbico aumentou a absorcfo aparente e a retenc@io de ferro em mulheres com
defici€ncia de ferro. Porém, PONEROS-SCHNEIER & ERDMAN, JR. (1989), em um
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estudo com ratos, verificaram que a adigio de 0,4% de acido ascorbico ndo mostrou

efeito significativo na absorgdo de cdlcio proveniente de cereais ¢ espinafre.

2.4. Espectroscopia de Absorcio Atéomica mna Determinacio de
Minerais em Hortalicas Folhosas

Para a determinagfo dos teores dos nutrientes inorgénicos em alimentos, a
primeira etapa € obter os minerats na forma concentrada, separados de tantas fontes de
mterferéneia quanto possivel (VAN LOON, 1980; WELZ, 1985; PRICE, 1985;
HASWELL, 1991). A segunda etapa ¢ a determinagio dos elementos individualmente.
Isto pode ser realizado através de técnicas eletroquimicas (polarografia, coulometria,
condutometria, potenciometria, amperometria), técnicas baseadas em espectroscopia
atomica (emissfo, absorgfio, fluorescéncia), técmicas coloriméfricas e/ou
espectrofotométricas e ainda téonmicas  cromatograficas, complexométricas,
volumétricas e gravimétricas (CUNNIFF, 1996). Pars a déterminaf;ﬁo de cada
elemento em diferentes matrizes ha também virios procedimentos.

A partir da segunda metade da década de 60, a analise por espectroscopia de
absor¢do atbmica, técnica baseada na absorgdo da radiagiio por stomos livres, passou a
ser mais utilizada devido ao aprimoramento dos instrumentos ¢ ao fornecimento de
resultados mais precisos, além da sensibilidade, simplicidade ¢ rapidez (PRICE, 1985).
Economicamente, os instrumentos de absorgiio atdbmica estio nom ponto intermediario
entre as técnicas que exigem instrumentos mais simples como colorimetros ¢ balangas

e técnicas multi-elementares (PRICE, 1985).
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A espectroscopta de absorgdo atdmica com atomizacio em chama é um método
rapido ¢ preciso ¢ pode ser usada rotineiramente para a andlise de minerais
constituintes na malona dos alimentos. Para minerais constituintes, a concentracio em
plantas estd acima dos limites quantitativos e a compensagdo por interferéncias
quimicas ¢ corregdo de fundo sfo geralmente satisfatérias (VAN LOON, 1980; WELZ,
1985; PRICE, 1985; RAINS, 1991).

A absorcdo atdmica ndo oferece apenas vantagens quando comparada a outras
técnicas (PRICE, 1985), a preparacio de amostra, padronizacio, interferéncias e
caracteristicas do instrumento devem ser cwidadosamente avahadas para cada
procedimento analitico (ISAAC, 1980).

2.4.1. Preparaciio de Amostras

A preparaciio da amostra é a etapa que consome mais tempo e envolve coleta e
limpeza da amostra, homogeneizagio ¢ destruiglio do material orginico. Esta Gltima
etapa é a que recebe maior nfmero de estudos e vdrios sistemas ¢ métodos sdo
propostos. Basicamente, dois métodos sfio utilizados, a técnica da incineragdo ou
mineralizagiio por via seca (com diferentes temperaturas e tempos) e a da incineragio
ou mineralizago por via tmida (digestio com acidos como agentes oxidantes). Mais
recenfemente a incinera¢do a baixa temperatura utilizendo plasma também € citada,
porém € muito mais dispendiosa que as outras. As técnicas ndo sdo simples e requerem
cuidados na operagio (CRAVEN & REARDON, 1991). Os procedimentos utilizados
para a digestio de material vegetal com 4cidos geralmente sdo realizados com misturas
de 4cidos nitrico-perclérico-sulfirico ou de acidos mitrico-preclorico (ARAFAT &
GLOOSCHENKO, 1981). A mineralizagio por via tmida apresenta desvantagens
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quando o acido perclorico que é potencialmente explosivo ¢ utilizado. As maiores
desvantagens na incineracdo em mufla s8o a possibilidade de ocorréncia de
volatilizagio ¢ adsor¢do de minerais e conseqiiente perda de material (ALVAREZ,
1980).

Fm um estudo colaborativo comparou-se a incineracio (500°C) e a digestio
{acido nitrico + acido perclorico) de plantas e os resultados foram similares para
célcio, cobre, ferro, magnésio, manganés, potassio ¢ zinco (ISAAC & JOHNSON,
1975). HILL et al. {1986) propuseram uma combinagio de digestdo ¢ incineragio ¢

apresentaram resultados muito animadores.

BASSON & BOHMER (1972) compararam vérios métodos de preparagdo de
amostras de tecido vegetal e propuseram um procedimento de incineragéio mais rapido,
com prévia combustio da amostra antes da incineragdo a 450°C. Para folhas citricas
{alto teor de calcio), os resultados para cilcio, magnésio, potassio, cobre, zinco ¢
manganés foram compariveis aos obtidos com procedimentos padrdo de incineragio
em mufla a 450°C ¢ oxidagio com dcidos. Porém, o que se ressalta neste estudo € a
importincia da adequagfio de cada procedimento para cada amostra especifica.
ARNAUD et al. (1992) demonstraram que ocorrem perdas consideraveis de zinco a
temperaturas de incineraglo maior que 450°C. Para evitar problemas durante a
incineragiio, BAXTER et al. (1989) propuseram um método utilizando programagio de
temperatura para a determinagio de chumbo, que poderia ser estendida 2 determinaggo

de outros minerais.

ARAFAT & GLOOSCHENKQ (1981) propuseram um método de preparagio
de amostra sem a utilizacdo de dcido perclorico, empregando uma combinagdo de
4cidos nitrico-sulfiirico mais perdxido de hidrogénio e obtiveram resultados com boa
precisio e exatiddo. WURFELS et al. (1987) comprovaram que a digesto utilizando
apenas acido nitrico a 320°C e 140 atm de pressdo (KNAPP, 1984) ¢ completa em
tempos menores que 3 horas para material bioldgico. Anteriormente, WURFELS and
JACKWERTH (1985) haviam constatado que a digestiio com acido nitrico a 170°C ¢
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14 atm (KOTZ et al., 1972) era incompleta. Isto é de grande importincia, pois o acido
sulfiirico, que ¢ também extensivamente utilizado em digestﬁo mterfere na andlise por
absorc¢do atdmica (BASSON & BOHMER, 1972), particularmente com o calcio devido
a formagdo de precipitado de sulfato de calcio, que carrega quantidades consideraveis

dos elementos sob determinacio.

BARBERA et al. (1991) desenvolveram um método para determinagio de
cadmio, cobalto, cobre, ferro, chwmbo, manganés, niguel ¢ zinco em digtas com a
utilizacio apenas de acido nitrico ¢ aquecimento sem pressio e obtiveram resultados
precisos e exatos, além de encontrarem também limites de detecgiio e quantificagiio

adequados para estes minerais.

A utilizagdo de microondas ¢ também um procedimento promissor para a
dimimiigio do tempo de digestio (NADKARNI, 1984; FISCHER, 1986; LAMOTHE,
1986). Comparagbes entre digestio com dacidos em condigbes atmosféricas,
incineracdo em mufla e digestiio com acidos em microondas (MCCARTHY & ELLIS,
1921; OLES & GRAHAN, 1991) demonstraram que os resultados sdo similares entre o
primeiro ¢ ¢ aitimo procedimento.

YAN ZHOU et al. (1996) propuseram um método de extragio com 4cido nitrico
diluido para amostras biologicas utilizando sistema de microondas com controle de
pressio e com material padedo de referéncia Apple Leaves (NIST SRM 1515) com 5
ml. de &cido nitrico 14% v/v, pressdo 1104 kPa conseguiram um tempo de extragiio de
30 minutos para 0,3g de amostra. A extragio com solvenie etanol-adgua (20% v/v) fol
sugerida para calcio, potassio ¢ fosforo em tecido vegetal (TUBINO & TORRES,
1990). A lixiviagdo com édcido cloridrico-acido nitrico (9 + 1) proposta per PUCHYR
& SHAPIRO (1986) apresentou resultados comparéveis a digestio ¢ a incineragdo em
mufla.
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2.5. Controle de Qualidade Analitico

Quando utiliza-se qualquer método analitico, o objetivo € a obtenciio de
resaltados confidveis. O principal propésito do controle de qualidade anmalitico é
reduzir os erros das determinagdes a limites tolerdveis para assegurar a producio de
dados analiticos de qualidade através de um sistema de atividades planejadas
{CRAVEN & REARDON, 1991; GARFIELD, 1993).

A seguranga de qualidade, definida como um programa planejado de atividades
cujo proposito ¢ assegurar que o controle de qualidade possa ser cumprido, deve
compreender todas as etapas do processo analitico. Desde amostragem, tratamento da
amostra, preparacéo de padres, valida¢io do método até tratamento ¢ avaliagio de
dados. Sem wm programa de seguranga de qualidade definido, todos os resultados
analiticos devem ser considerados suspeitos (HARNLY ¢t al., 1984).

Ao contrario de outras substincias do meio ambiente com potencial impacto na
satide humana, como agua, solo ou ar, os alimentos representam uma matriz complexa
¢ em constante mudanga apresentando problemas ¢ eternos desafios para o analista
(MERTZ, 1987). O numerc de variaveis associadas com ahmentos ¢ igualmente
complexa ¢ a2 menos gue métodos estatisticamente vilidos sejam usados para a
amostragem, os resuftados do estudo podem ndo ser representativos (HARNLY et al,,
1984).

Cada tipo de alimento é basicamente uma matriz quimica diferente. Para um
nutriente em particular, um método que é valido para um tipo de alimento pode néo ser
valido para outro e diferentes parimetros mstrumentais ¢/ou métodos de preparagio de
amostra podem ser necessarios para matrizes diferentes (HARNLY et al., 1984). Por
isso, os resultados devem sempre ser checados para evitar erros adversos (CRAVEN &
REARDON, 1991).
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O controle de qualidade analitico para espectromefria atdmica deve sempre
incluir em uma corrida analitica um branco, padrbes tratados da mesma maneira que as
amostras ¢ amostra de referéncia (CRAVEN & REARDON, 1991). Os métodos de
espectroscopia atémica determinam a concentra¢dio em amostras por comparagio de
sinais com os obtidos a partir de uma série de padrdes de calibragdio,
conseqlientemente as determinagdes apresentam exatiddo similar 4 dos padrdes
(HARNLY et al., 1984),

Nas determinagtes de varios elementos, o tratamento de amostras deve ter um
compromisso no sentido de ser o mais adequado para todos os elementos ou o mais
adequado para o elemento mais sensivel (HARNLY et al., 1984).

THNAT (1987) investigou a influéncia dos fatores {Tabela 2.2.} que poderiam
afetar a performance de protocolos para absorgdo atémica com atomizagdo em chama
através da utilizagio de materiais de referéncia certificados ¢ verificon efeitos
pronunciados das técnicas de decomposigiio da amostra e de calibragio. Diferencas na
concentragio variaram de 0,2% a 10,2% e foram significativas em 40% dos casos,
indicando que o erro sistematico de calibrag@o pode ser reduzido com solugbes padriio
com matriz proxima da amostra. O efeito das técnicas de preparagic de amostra foi
determinado utilizando para a decomposigiio uma combinagdo de acido nitrico/dcido
perclérico e um outro procedimento com uma etapa adicional de tratamento do
material silicoso insolivel da amostra com acido fluoridrico. Os erros nos dados
analiticos devido a contribuigiio do residuo variaram de 0,04% para magnésio em
espinafre a 42% para sodio em folhas de pomar.

Para validar um método intralaboratorialmente pode-se proceder de trés formas:
verificar os resultados utilizando um outro método independente, utihzar material de
referéncia certificado ou ainda realizar testes de recaperaciio (HARNLY et al,, 1984).

Varios materiais de referéncia certificados (standard reference material - SRM)
sio fornecidos por 6rgéos acreditados como NIST (National Institute of Standards and
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Tabela 2.2. Fatores considerados em controle de qualidade analitico em espectroscopia
de absorgdio atdmica com atomizago em chama e métodos de decomposigio de
amostras com 4cidos para determinagfio de macro-clementos e elementos-trago em
materiais biologicos.

Decomposigio da amostra e Preparagio de solugdes

Verificago, calibragfio ¢ técnica operacional do material volumétrico

+ Determinagdo da umidade e/ou secagem da amostra
¢ Perdas por volatilizago ou retengdio na incineracfio por via seca ou decomposicdo

via umida

« Contaminagio devido a acidos e recipientes
s Preparacio de branco e umiformidade na performance do método com reagentes

Puros ¢ amostras

» Técnicas preparativas de solugfes padrio ¢ amostras

Esguemas de diluicio de amostras e solugdes padriio

Espectrometria

¢t s ® 8 @

Otimizacdo instrumental ¢ técnicas operacionais
Interferéncias quimica ¢ fisica

Absorcédo ndo atémica
Solugdes de calibragdo
Técnica de calibragiio

Tratamento e interpretacio de dados

Entrada de dados, registro e calculos

+ Curva de calibragéio e técnicas de calculo
« Interpretagdo e avaliagio (controles, ratamento estatistico, base de apresentagéo de

dados}

Verificacio de exatidio

Controle de qualidade dos dados (teste de recuperagio e performance com material
de referéncia apropriado)

Treinamento e experiéncia do analisia

Fonte: THNAT, 1987, HNAT, 1988,
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Technology - E.UA)), BCR (Community Bureau of Reference - Unifio Européia),
NRCC (National Research Council - Canada) ou NIES (National Institute for
Environmental Studies - Japdo) (CRAVEN & REARDON, 1991). Sdo utilizados como
material de referéncia primario na validagiio de métodos analiticos, mas sdo caros para
uso rotineiro no controle de qualidade de estudos de longa duracio. Outro problema
associado ao material de referéncia ceriificado é a dificuldade em alguns casos de
encontrar-s¢ wm material similar s amostras a serem anahsadas (HARNLY et al,,
1984; KUMPULAINEN & PAAKKI, 1987). Entdo a preparacio de um material de
referéncia secunddario, produzido pelo préprio laboratério {in-house analytical quality
assurance material - IQA) ¢ recomendavel (HARNLY et al,, 1984; KUMPULAINEN
& PAAKKI, 1987, CRAVEN & REARDON, 1991).

Em um estudo cooperativo sobre clementos trago (KUMPULAINEN &
PAAKKI, 1987) concluin-se que o uso de materiais de referéncia foi necessario para
garantir a qualidade analitica dos resultados. HARNLY et al. (1984), em uma pesquisa
para a determinagiio de nutrientes inorginicos em sucos de frutas € vegetais, também
conclufram que a presenga da amostra de referéncia para avaliar a exatiddo de cada
batelada analitica ¢ imprescindivel. Na determinagfic de manganés, numa corrida
analitica, o valor encontrado para a amostra de referéncia foi quase duas vezes mator
que o esperado. Depois verificou-se que no dia anterior, amostras com concentragio de
manganés aproximadamente 200 vezes maior que as encontradas nos sucos tinham
sido analisadas e provavelmente o nebulizador e o queimador ndo haviam sido

adequadamente limpos.

A avaliagiio interlaboratorial de um método ¢ realizada através de estudo
colaborativo. Estes estudos sdo uma forma de avaliar o desempenho de um método em
condigbes reais de trabalho em varios laboratorios, por meio de andlise de amostras
homogéneas. Os resultados vdo indicar a acuidade do método, swa precisio
interfaboratorial e intralaboratorial, basicamente visa-s¢ avaliar a confiabilidade do
método em estudo (GARFIELD, 1993).
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A atenciio meticulosa a detathes pode levar a alta precisfio e exatidio nos
procedimentos analiticos (IHNAT, 1988). KUMPULAINEN & PAAKKI (1987)
concluiram que contaminagdes foram evitadas apenas tomando-se as precaugdes para
evita-las durante a amostragem ¢ o tratamento da amostra. IHNAT (1988) observou
concordancia nos dados gerados por e¢spectroscopia de absorgdo atdmica de chama e
outras técnicas que ndo envolviam a decomposigio da amostra, como por exemplo,
analise por ativagdo de neutrons. E evidenciou que a atencio a detathes e um trabalho
cuidadoso podem levar a procedimentos analiticos consistentes e de alta fidelidade.

Depois de uma analise, os dados bruios devem ser wsados para converter as
leituras das amostras em concentragdo ¢ passar por um tratamento ¢ avallagio
(HARNLY et al,, 1984). Grande parte dos métodos de controle de qualidade é
fundamentada em métodos estatisticos ¢ baseia-se fundamentalmente no controle da
exatiddo e da precisio (GARFIELD, 1993; ARAUJO, 1993). A produgdo de resultados
de qualidade ndo ocorre automaticamente e as aplicagGes mais cormns da estatistica se
resumem no tratamento de dados de wma calibragio, determinagio da precisdo,
~ exatiddio e limites de detecgio de um método analitico, decisdo sobre a aceitagio ou
rejeicio de uma corrida analitica ¢ estimagdo da probabilidade de que resultados de
uma mesma amostra analisada por um mesmo método ou métodos diferentes sdo iguais
(ARAUIO, 1995).
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3. TEOR TOTAL DE CALCIO, MAGNESIO, FERRO,
ZINCO, MANGANES, COBRE, POTASSIO E SODIO
E SUA FRACAO SOLUVEL EM HORTALICAS
FOLHOSAS CONSUMIDAS NO SUDESTE DO
BRASIL E EFEITO DO COZIMENTO SOBRE
SOLUBILIDADE E PERDAS.

Abstract

The total levels and the soluble fractions of potassium, sodium, calcium, magnesium,
iron, manganese, copper, and zinc were determined by flame atomic absorption
spectrometry in seven leafy vegetables (lettuce, rucola, watercress, kale, chicory,
Chinese cabbage, and cabbage) widely consumed in Southern Brazil. Four of the
vegetables were briefly cooked during three minutes and then analyzed for the total
and soluble fractions of the same elements. Cooking caused only minimal losses of the
minerals while great gains in terms of solubility were observed for all of the elements

examined.

Resumo

O teor total e a fragio sohivel de potassio, sodio, célcio, magnésio, ferro, manganés,
cobre e zinco de sete hortaligas folhosas ( alface, riacula, agrifio, couve, escarola, couve
chinesa e repolho) amplamente consumidas no Sudeste do Brasil foram determinados
por espectrometria de absorgio atdmica com atomizagio em chama. Quatro das
hortaligas foram cozidas por trés minutos ¢ entdo foram analisadas quanto ao teor total
e fragio solivel dos mesmos elementos. O cozimento provocou perdas minimas de
minerais por um lado e por outro, observou-se um grande aumento na solubilidade de

todos os elementos.



3.1. Infroducio

A absorciio de elementos minerais ¢ influenciada por diversos fatores como
quantidade, forma quimica ¢ estado de oxidagdo e também por outros minerais,
nutrientes e componentes ndo anutritivos presentes na dieta (TURNLUND, 1991). A
satde e o status nutricional do individuo também ém papel importante na absorgio
(O'DELL, 1984). Um status nutricional deficiente aumenta a absorgio de calcio e ferro
(BOTHWELL et al., 1979; MILLER, 1989). Em qualquer alimento, o teor total de um
elemento mineral ndio fornece nenhuma mdicagdo sobre sua biodisponibilidade
(CLYDESDALE, 1988). Por esta razfio, varios métodos, in vitro e in vivo, t8m sido
propostos para avaliar a biodisponibilidade de elementos minerais em alimentos
(FAIRWEATHER-TAIT, 1992; NARAGINSA RAO, 1994; BARBERA & FARRE,
1992). Todos os métodos in vitro sio baseados na medida da fragdo do elemento
mineral coletada depois do alimento ter sido submetido a uma série de condigbes
especificas, geralmente envolvendo tratamento com enzimas e/ou ajuste a determunado
pH (BARBERA & FARRE, 1992). Obviamente, a solubilidade do mineral no lamen
intestinal é essencial para sua absorgio (KRATZER & VOHRA, 1986).

Ha escassez de informacdio sobre a composigdo dos alimentos no Brasil. As
hortalicas folhosas, no entanto, estio presentes nas dictas de todas as classes
econdmicas no Sudeste do Brasil ¢ podem constituir uma fonte importante de
elementos minerais para a populagio de renda mais baixa. Hortas familiares, escolares
ou comunitirias podem ser facilmente cultivadas durante todo o amo ¢ podem

representar uma fonte de baixo custo para suplementagiio de nutrientes na dieta.

As hortalicas folhosas ocupam um lugar de destaque nas diefas bem
balanceadas. A idéia de uma dieta equilibrada mudou significativamente nos Gltimos
anos, incluindo mais vegetais e menor quantidade de carne vermelha. Por outro lado,

com poucas excegbes, acredita-se que frutas e vegetais folhosos ocupam um lugar
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modesto como fonte de elementos traco devido ao seu alto teor de agua (GIBSON,
1994).

As hortaligas folhosas mais comumente consumidas como salada no Sudeste
do Brasil sdo alface, ricula e agrifio. A alface lisa (Lactuca sativa L.} é especialmente
preferida entre as variedades de alface. A ricula (Eruca sativa Mill)), € um vegetal de
sabor picante pertencente & familia da mostarda e foi trazida ao Brasil pelos imigranies
mediterrineos. O agrido (Nasturtium officinale R. Br.) segue de perto as duas primeiras
hortaligas na preferéncia do consumidor. Outras hortalicas como couve (Brassica
oleracea var acephala), escarola (Cichorium endivia), couve chinesa (Brassica
pekinensis Hb,) e repolho (Brassica oleracea L. var capitata 1.) sdo consumidas
principalmente cozidas. Todas estas hortaligas sdo enconiradas abundantemente ¢
durante todo o ano no mercado local. Entre estas hortaligas, ha confusio quanto a
denominacdo alternativa utilizada popularmente, por exemplo: a escarola € confundida

com chicéria e a couve chinesa ¢é chamada de acelga no estado de 830 Paulo.

O presente trabalho teve como objetivo a determinagdo do teor total ¢ da
fracdo soliivel de oito clementos minerais nutricionalmente importantes (sodio,
potassio, calcio, magnésio, ferro, cobre, manganés e zinco) em hortaligas folhosas
largamente consumidas no Sudeste do Brasil, visando obter informagdes sobre o seu
possivel valor nutritivo. A fragio solivel no vegetal cru, como foi determinada no
presente trabalho, demonstra a quantidade de elementos minerais passiveis de extragdo
a pH 7. Espera-se que o cozimento e o0s processos da digestdo modifiquem 2a
solubilidade dos elementos minerais com relagio aos teores no vegetal cru. O teor de
elementos minerais total e solivel foi também determinado nos vegetais cozidos,

quando so consumidos preferenciaimente nesta forma.



3.2. Materiais e Métodos

Amostras e preparacio de amostras

Trés magos ou pegas de cada hortaliga foram adquiridos no comeéreio local da
cidade de Campinas, estado de Sao Paulo, pelo menos cinco vezes durante o periodo
de um ano. Primeiro, os vegetais foram lavados em dguna corrente para remogdo de
particulas maiores e entdio foram lavados novamente com agua deionizada, secos em
uma centrifuga manual ¢ depois em papel absorvente. Partes ndo comestiveis foram
removidas. As amostras foram estocadas em refrigerador em embalagens de polietileno
até a analise. O tempo de estocagem foi sempre inferior a um dia. Para a analise das
amostras cruas, as folhas foram picadas grosseiramente ¢ misturadas. Desta mistura
foram separados 250 g de material que foi entdo homogeneizado com o auxilio de um
processador de alimentos. As amostras a serem analisadas cozidas, passaram por
cozimento (250 g) em panela de vidro aberta e chama de gés butano por trés minutos,
sem adigio de dgua on temperos e foram depois homogeneizadas no processador de
alimentos. As pecas do processador de alimentos que ficariam em contato com as
amostras foram tratadas com wma solugfio aquosa e quente de 2% EDTA e 2% écido
citrico, lavadas com agua deionizada e secas antes da utilizacio (RAZAGUI &
BARLOW, 1992).

Controle de Qualidade Analitico

Quatro procedimentos de preparagdo de amostra foram testados utilizando-se
material de referéncia certificado Tomato Leaves NIST SRM a” 1573a; (a) incineraglo
em mufla por 16 horas a 400°C, (b) incineragdo em mufla por 2 horas a 5000C, (c¢)
digestiio com 4cido nitrico em bomba Parr por uma hora a 1500C, (d) incineragio por

via {mmida com acido nitrico em frascos abertos. O zinco foi escolhido como metal para
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comparagio entre os procedimentos porque foram reportadas perdas deste elemento em
procedimentos de incineragdo por via seca (MCCARTHY & ELLIS, 1991; ARNAUD
et al., 1992), Outro aspecto counsiderado foi os niveis baixos de zinco normalmente
encontrados em material vegetal, tormando este elemento especialmente importante
para o controle de qualidade da andlise. As determinacbes foram cenduzidas em
triplicata e o procedimento que gerou dados mais concordantes com os valores do
SRM n® 1573a foi escolhido para o presente trabatho.

Um branco e uma amostra de referéncia preparada no proprio laboratério foram
adicionadas a cada batelada de amostras analisadas. A amostra de referéncia preparada
no proprio laboratéric foi produzida com espinafre da Nova Zelandia (Tetragonia
expansa Murr.), hortalica utilizada no Brasil como espinafre. Para a preparagfio do
material de referéncia, quinze magos de espinafre da Nova Zelindia (Tetragonia
expansa Murr.), adquiridos em diversos pontos do comércio local de Campinas, foram
lavados e secos como o procedimento descrito para as amostras e depois foram secos
em estufa a 1059C. Este material foi entio moido, homogeneizado ¢ estocado em
embalagens de polietileno dentro de dessecadores. Para caracterizd-lo como material
de referéncia, foram realizadas 15 determinagbes em triplicata para todos os oito

manerais.

Solidos Totais

Os solidos totais foram determinados em duplicata nas amostras cruas e ¢cozidas
por secagem em estufa atmosférica a 1050C por uma hora. Quinze mg/em? de ferra

diatomacea foram adicionados a cada cadinho de aluminio.
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Contenrdo Total de Elementos Minerais

Duplicatas de cada amostra foram analisadas para a determinac&o do contendo
total de minerais. Os teores totais de cada mineral foram determinados apos digestio
da amostra com acido nitrico, ja que este foi o procedimento escolhido apés os testes
com o material de referéncia certificado Tomato Leaves NIST SRM n® 1573a. Foram
pesados dez gramas de amostra em tubos de digesto tipo microK jeldahl e adicionados
10 mL de Acido nitrico. Os tubos foram aquecidos por infravermelho. Acido nitrico foi
adicionado sempre que necessério para completar a digestdo. O écido nitrico foi
evaporado quando os conteidos dos tubos estavam claros, de coloragdo branca a
amarela. O residuo foi dissolvido com o volume apropriado de soluglio de cido nitrico
¢ lantinio para se obter uma concentracio final de 1% HNO; + 0,5% lantdnio. A
solucdo assim obtida foi wtilizada para a determinagdo de potassio, sddio, célcio,
magnésio, ferro, cobre, manganés e zinco por espectrometria de absorgio atdmica com
atomizacdo em chama Um instrumento Perkin-Elmer controlado através de
microprocessador, modelo 5100 PC com lampada de deutério como corretor de fundo
foi utilizado. As condigbes de leitura foram as recomendadas pelo fabricante do
instrumento. Os padrSes usados para calibragio foram das empresas Carlo Erba,
Merck e J.T. Baker. Os padroes foram preparados com a mesma concentragio de acido
nftrico ¢ lantinic das amostras. Agua deionizada (Milli-Q) com resistividade de 18
megaohm foi utilizada sempre que necessario. Toda a vidraria ¢ frascos de polietileno
foram deixados em banho de 4cido nitrico 10% por 24 horas e entfio lavados com agua
deionizada antes do uso.

As perdas pelo cozimento foram calculadas em base seca para cada amostra
individualmente ¢ a média calculada.
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Fracio Solivel dos Elementos Minerais

A fragio solftvel dos elementos minerais foi determinada da seguinte maneira:
triplicatas foram preparadas para cada amostra. A amostra foi pesada (10g) em tubos
de polipropilenc para centrifuga e agitada por uma hora com 8 ml de solugdio 6,15 M
de acetato de aménio (pH 7,0). Este pH foi escolhido por tratar-s¢ do mesmo existente
no intestino delgado onde ocorre a absorgdo dos clementos minerais BO OTZANISMO
humano (NARAGINSA RAO, 1994). Depois de centrifugar por 30 minutos a 10.000
rpm, o sobrenadante foi separado, o residuo no tubo foi lavado com 10 mL de dguna
deionizada e o tubo foi novamente centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutes. O
segundo sobrepadante foi coletado e adicionado ao primeiro e esta solugdo foi
denominada de fracdo soldvel. Os elementos minerais desta fragio solivel foram
determinados por espectrometria de absorglio atomica com atomizag@o em chama

como descrito para a determinagdio do contendo total de elementos minerais.

O aumento na solubilidade foi calculado em base seca como o aumento na
concentragdo de minerais presentes na fraglio soltvel apdés o cozimento para cada
amostra ndividualmente e entfio calculada a média.

3.3. Resultades e Discussio

Cozimento das Amostras

O tempo de trés minutos foi o encontrado como adequado para o cozimento dos
vegetais. Ndo houve carbonizagio da amostra mesmo sem a adiclio de agua e os

vegetais foram cozidos com sua propria umidade.
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Controle de Qualidade Analitico

Na comparagdo entre os tratamentos de amostra, a digestdo em bomba Parr ¢ 2
digestiio convencional em tubos abertos foram os tratamentos que mostraram melhores
resultados em relacdio ao valor certificado para o znco (Tabela 3.1.) da amostra de
referéncia. A digestio convencional em tubos abertos foi escolhida devido a
capacidade de processamento de um grande mimero de amostras simultancamente,
uma caracteristica importante para o trabatho planejado.

Os resultados do material de referéncia preparado no proprio laboratdrio podem
ser vistos na Tabela 3.2.. O material de referéncia foi incluido em cada batelada de
andlises e seus resultados foram verificados por comparagio com a média previamente
determinada para cada elemento. Os resultados dentro de um desvio padrio da média
de cada elemento assinalaram a aceitagio da batelada de amostras de hortaligas
analisadas simultaneamente com aquela amostra de material de referfncia.

Teores Totais de Elementos Minerais

As médias dos teores totais de potdssio, sodio, calcio, magnésio, ferro,
manganés, cobre e zinco encontrados em alface, agrifio, ricula, couve, couve chinesa,
escarola e repolho estdo apresentados em base timida na Tabela 3.3.. Na mesma tabela
estiio os teores de sélidos totais médios das amostras, acompanhados do desvio padrio.
Nota-se que o teor de 4gua das hortaligas nfio varia tanto como 0s feores dos diversos
elementos minerais. O nivel de potdssio é o mais alto entre todos os elementos. E
contrasta principalmente com os teores de sodio que sdo muito baixos, recomendando
portanto todas estas hortalicas para dietas com baixo teor de sodio, Teores elevados de
potéssio sdo um fato esperado em hortaligas ¢ frutas.

Em ordem decrescente, seguindo o potdssio, os teores de célcio, magnésio ¢

sodio sio os mais elevados encontrados nas hortaligas. A escarola é wna excegéio pois
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apresenta niveis de magnésio ¢ sédio praticamente equivalentes. A hortali¢a que possui
os maiores teores de potassio, cédlcio ¢ magnésio € a couve. Supondo a ingestdo de
duas porgdes didrias de 50g cada, a couve pode contribuir com 35% da RDA para
cilcio e 15% da RDA para magnésio propostas pelo NRC (1989) para homens adultos
(25-50 anos). Com relagdio 2 quantidade minima recomendada para potdssio, a couve
forneceria 35% desta. Ja a couve chinesa apresenta os menores teores dos elementos
minerais estudados. No entanto, mesmo assim, pode contribuir com 11%, 6% e 4% dos
valores recomendados para potdssio, céleio e magnésio, respectivamente. Sempre
supondo duas ingestdes diarias de 50g cada e os valores estabelecidos pelo NRC
(1989) para homens adultos (25-50 anos).

Quanto 2o teor total dos elementos trago (cobre, ferro, manganés e zinco) néo
h4 grande variagdo entre as hortalicas estudadas. Os teores sdo baixos, mas alguns
elementos destacam-se quando comparados com os valores recomendados pelo NRC.
Como exemplos temos: 0 manganés encontrado na couve € no alface contribairiam
com cerca de 10% da média estabelecida como segura; o agrido € a racula poderiam
fornecer aproximadamente 5% da RDA para zinco. Apesar do alto teor de agua destas
hortalicas, verificamos que contém feores razoaveis de alguns elementos minerais,

tornando-as uma valiosa adi¢fo a dieta.

Comparando com os poucos dados disponiveis sobre teores de elementos
minerais nas hortalicas examinadas, os valores obtidos no presente trabalho seguem,
em termos qualitativos, o mesmo perfil dos dados ja publicados. Em termos
quantitativos, porém, os valores sio de uma maneira geral discordantes. As duas fontes
nacionais mais completas ¢ mais consultadas sobre o assunto sdo as tabelas de
composi¢o de alimentos do IBGE (1977} ¢ 2 organizada por FRANCO (1992). Nas
duas tabelas, principalmente no que diz respeito aos elementos minerais, ha caréncia
de informacGes. A tabela do IBGE (1977) € antiga ¢ apresenta dados apenas do
contefido total de calcio, fosforo e ferro. Ja a tabela de FRANCO (1992), apesar de

fornecer dados sobre os varios elementos minerais essenciais em diversos tipos de
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alimentos, nio possui dados satisfatérios para as hortahicas abordadas no presente
trabalho. Nio ha dados sobre a ricula, uma hortalica muito consumida no sudeste do
pais. E pode ser gerada confusdo quanto & denominagiio de vérias hortaligas e possiveis
comparagdes quanto a sua composicio, a inclusfio do nome cientifico evitaria muitos
equivocos. A couve manteiga aparece com o teor de sédio de 243,8 mp/100g enquanto
para a couve comum o teor de sédio especificado ¢ de 15,0 mg/100g, este tiltimo valor
¢ concordante com o encontrado no presente trabalho para a couve. O {inico sendo €

gue, a couve utilizada neste estudo foi adquirida como sendo couve manteiga.

Outro fator evidenciado pelo presente trabalho, devido & amostragem ter sido
realizada durante o periodo de um ano, é a grande variag8o que ocorre nos teores dos
elementos minerais nas hortaligas. Tal variagdo demonstra que a apresentagiio de dados
sem indicagio da faixa de variacdo traz ponca informagdo aos usmarios de dados de

composi¢io nutricional.

Ffeito do Cozimento nos Teores Totais dos Elementos Minerais

Na maioria dos casos, as perdas pelo cozimento (Tabela 3.4.) apresentaram a
mesma ordem de grandeza do erro analitico entre repetigbes da analise da mesma
amostra (Tabela 3.5.). Consequentemente, as perdas pelo cozimenio podem ser
consideradas marginais. Em alguns casos pode-se notar que houve um ganho aparente
(Tabela 3.4.). Isto pode ser atribuido & soma das incertezas na determinagiio de sélidos
totais ¢ na determinacdo de minerais. Os ganhos aparentes contribuem também para a

conclusio de que as perdas pelo cozimento sdo despreziveis.

Nas tabelas de composi¢do de alimentos nacionais ha escassez de informagdes
sobre alimentos que sofreram algum tipe de processamento, como € ¢ caso do
cozimento de hortalicas. FRANCO (1992) apresenta alguns dados sobre repolho cru e

cozido com relagio ao teor total de elementos minerais que s3o conflitantes com os
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obtidos no presente trabalho. FRANCO (1992) indica a perda de varios minerais apos
o cozimento. Reporta perdas de ferro em quase 50% e de sodio em mais de 70%. Na
tabela de FRANCO (1992) ndo sdo descritas as condigdes em que a hortalica foi

processada.

Fracao Sohivel dos Elementos Minerais

A extracio a pH 7 para determinacfo da fragio solivel dos elementos minerais,
cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3.3., mostra que mesmo elementos como
potassio ¢ sodio que formam sais inorgénicos quase sempre soldveis em édgua, nio
estio totalmente soliiveis nestas condigdes mas hortalicas analisadas. Nas hortaligas
cruas, a solubilidade do potassio e do sodio variaram entre 20 - 50% ¢ 30 - 80%,
respectivamente. Estes resultados indicam que estes eletrélitos devem estar ligados no
tecido vegetal de maneira mais complexa, possivelmente ligados a macromoléculas de
tal maneira que ndo estio diretamente disponiveis & absorgdo. Evidentemente, espera-
se que o processo digestivo modifique a solubilidade dos elementos Minerais,

O calcio e o magnésio mostraram solubilidades na faixa de 20 - 45% ¢ na

mesma hortalica observa-se que a solubilidade destes dois elemenios ¢ praticamente
igual.
Os elementos ditos trago, seguiram um perfil muito semelhante guanto a

solubilidade relativa nas diversas hortalicas, apresentando pequenas variagdes apenas

com relagio as quantidades absolutas.

E interessante notar que as hortalicas comumente consumidas cruas sdo
exatamente as que apresentam maior solubilidade dos elementos minerais quando
comparadas com os dados das hortaligas cruas que normaimente sao consumidas
cozidas. O grande destaque ¢ a riicula com os maiores niveis de solubilidade e a

hortaliga com menores niveis de solubilidade € o agrifio. Ja a couve chinesa que se



apresenta como relativamente pobre em niveis totais de elementos minerais quando
comparada com oufras hortalicas, quando crua mostra niveis de solubilidade maiores
que as outras hortalicas que sfo consumidas tanto cruas como cozidas (repolho,

escarola e couve).

Efeito do Cozimento na Fracfio Sohivel

O aumento na solubilidade devido ao cozimento (Tabela 3.6.) indica
claramente o efeito benéfico deste procedimento para a maioria dos elementos
minerais estudados, tomando os minerais potencialmente mais disponiveis para a
absorgfio. O ganho médio na fragdio soliivel, apés um breve cozimento de trés minutos,
é da ordem de 8 - 200 vezes o erro analitico determinado para as repetigbes de cada
amostra analisada (Tabela 3.5.), exceto para o ferro e cobre. Ndo dexando dividas,
portanto, com relagiio & magnitude do efeito ocorrido. O cobre apresenta teores totais
mais baixos dentre os elementos minerais determinados nas hortaligas. Mas, em
contraste com o zinco, tanto o cobre como o ferro mostram-se insolivels mesmo apos

-0 cozImento.
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Tabela 3.1. Determinagfo de zinco (ug/g) em amostra de referéncia certificada Tomato
Leaves NIST SRM n® 1573a utilizando diferentes procedimentos de preparagio de

amnostra.

Incineragfio via seca Incineragéio via imida Valor certificado

4000C/16h 5000C/2h tubo aberto bomba Parx

25,706 26,040,8 29,0122 30,0:+4,6 : 30,9407

As determinagdes foram feitas em triplicata.

Tabela 3.2. Material de referéncia preparado no préprio laboratério.

Minerais Concenfragiio (mg/g)
Potassio 125446

Sédio 1643

Calcio 10,1404
Magnésio 71

Ferro 0,1240,03
Manganés 0,12::0,02

Cobre 0,012+0,001

Zimco 0,10+0,01

Os valores representam a média e o desvio padrdo de 15 determinacdes realizadas em
triplicata em dias e horarios diferentes.
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Tabela 3.4. Média das perdas de elementos minerais (%) devido ao cozimento em
hortali¢as folbosas.

Mineral Couve Escarola Couve Repolho
Chinesa

Potassio +4 +1 3 7
Sédio +17 +4 5 +21
Calcio +4 7 9 +2

Magnésio +1 8 6 +2
Ferro +117 +11 5 +1

Manganés +6 +7 2 +11
Cobre +30 +10 it +3
Zinco +3 +2 -+4 +5

Os valores foram calculados em base seca para cada amostra individualmente e entio

calculada 2 média.
Um sinal de {+) indica ganho aparente apds o cozimento.



Tabela 3.5. Média dos desvios padrio das repeticbes das determinacbes da

concentragio total de cada elemento mineral nas amostras cruas € cozidas.

Mineral Couve Escarola Couve Chinesa  Repolho
Potassio 7 3 3 3
Sddio 6 5 1 4
Calcio 6 5 3 4
Magnésio 3 3 1 4
Ferro 6 4 5 2
Manganés 7 3 3 3
Cobre 12 6 9 7
Zinco 3 3 p 3
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Tabela 3.6. Efeito do cozimento na solubilidade de elementos minerats em hortalicas

fothosas expresso como aumento médio (%) na fragdo soliivel apds cozimento por trés

mmtos.
Mineral Couve Escarola Couve Chinesa Repolho
Potassio 110 46 45 68
Sodio 100 39 54 200
Calcio 72 56 25 123
Magnésio 45 41 33 114
Ferro 15 15 53 4
Manganés 62 31 67 91
Cobre nd 19 * 3
Zmco 63 39 64 208

Os valores foram caleulados em base seca como o aumento da concentragdo de cada
elemento mineral na fragio solivel apés o cozimento para cada amostra
individualmente e entiio foi calculada a média.

* . ndo detectado na fragio solvel no vegetal cru e detectado em baixa concentragio
na fragdo solfivel no vegetal cozido.

nd - ndo detectado na fragio solfivel de ambas as formas, crua ou cozida.
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3.4. Conclusdes

Os resultados do presente trabalho indicam a inadequag@io das tabelas de
composi¢iio de alimentos atualmente empregadas no Brasil com relagio a teores de
elementos minerais. A grande variagfio verificada nos resultados obtidos com amosiras
colhidas em diferentes épocas do ano recomendam forfemente que tabelas de
composi¢io mineral devem conter a média dos resultados de virias amostras
acompanhada da faixa de variagdo encontrada (expressa como desvio padrdo) e

mformacdo sobre a denominagiio taxondmica.

Comparag@o com as ingestdes recomendadas pelo NRC (1989) mostra que as
hortalicas estudadas podem oferecer uma contribuigdo & dieta em termos de potassio,

calcio e magnésio.

O cozimento das hortalicas, nas condi¢bes wuiilizadas no trabalho, aumenta
consideravelmente a solubilidade de potassio, sodio, célcio, magnésio, manganés ¢
zinco. Ferro e cobre apresentam-se insolaveis além de aparecerem em concentragbes
muito baixas e ndo sdo afetados pelo cozimento. Por outro lado, as perdas dos

elementos minerais estudados mostraram-se negligiveis com o cozimento utilizado.

A determinacdo da fracio soliivel dos elementos minerais nas hortaligas foi
capaz de oferecer mais informages sobre a disponibilidade que determinagdes de

teores totals somente,

O método empregado para determinagio da fragdo soluvel dos elementos
minerais mostrou-se simples de executar ¢ capaz de ser aplicado a vérias amosiras
simultaneamente. Esta é uma consideragiio importante quando se tem pela frente um
trabalho extenso de aquisi¢do de dados como o que foi realizado no presente trabalho ¢

como os que se fazem necessarios nos alimentos nacionais de uma maneira geral.
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4. ANEXOS

Comprimento  Fenda (nm) Altara do Ar/Acetileno
de onda (nm) gueirpador

Calcio 4227 0,7 7-8 10,0/3,0
Cobre 3248 0,7 7 100/20
Ferro 248.3 0,2 9 10,0/2.0
Potassio 766,5 1.4 9 10,0/2.0
Magnésio 202,6 0,7 7 10,0/2.0
Manganés 279,35 0,2 9 10,0/2.0
Sodio 589,0 0,4 8 10,06/2,0
Zimnco 2139 0,7 9 10,6/20

Anexo 1, Condicbes de operagio do especirometro de Absorgio Atdmica para a
determinacgio dos minerais.



Mineral Limite de Deteccdio (mg/L)

Calcio 0,04
Cobre 0,012
Ferro 0,02
Potassio 0.03
Magnésio ¢,14
Manganés 0,02
Séodio 0,0124
Zmnco 0,012

Os limites de detecgfo foram determinados segundo o roétodo fornecido pelo manual
do Espectrometro de Absorgio Atdmica 5100 PC (Perkin-Elmer) (ACS, 1980), porém,
no calculo final utilizou-se o fator de trés desvios padrio e ndo dois como o método
recomenda.

Referéncia Bibhogrifica

ACS, Committee on Invironm. Improvement (1980). Guidelines for data aquisition and data quality
evaluation in environmental chemistry. Aral. Chemn., 52, 2242-2249.

Anexo 2. Limites de detecgiio de célcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés,
sGdio e zinco.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra Ca (ug/e)

1 9083,816 m = 9153069
2 9022,397 s= 175842

3 9352,993 CV =1292%
4 10695,615 m= 10743 985
5 11001,276 s = 236,840

6 10535,063 CV =220%
7 10566,497 ui = 10581,467
8 10757,973 s = 169517
9 10419931 CY =160%
10 9780,776 m = 9848 445
11 9775,329 s = 121,954
12 9989 230 CV =124%
13 9816,184 m = 979706
14 10034,715 s = 247771
15 9540,281 CV =2 52%
16 10076,517 m = 10106,651
17 10178,935 s = 62,887
18 10064502 CV =0,62%
19 10223,254 m = 10134,329
20 16158,867 5 = 103,402
21 10020.865 CV=102%
22 10047,346 m = 10163,022
23 9924,893 s =312,0462
24 10516,827 CV =3 07%
25 9849 853 m = 9977145
26 9806,527 s = 258 900
27 10275,055 CV =2 .60%
28 10056,516 m = 10081,578
29 10239,567 s = 147,068
30 9948 652 CV =146%
31 9883,983 m = 10097,004
32 10205,722 5= 184,494
33 10201,306 CV=1.83%
34 9899,625 m = 9979629
35 9945,314 5= 101,605
36 10093,949 CV=102%
37 10471,781 m = 10262,893
38 10070,768 s =201,031
39 10246,130 CV =196%
40 10358,821 m= 10121,144
41 9883.468 s = 336,125
42 CV =332%
43 10105,650 m = 10153068
44 10202,416 s=48.412
45 10151,139 CV =0,48%

Anexo 4. Valores das 45 determinacfes realizadas para caracierizar a amostra como
amostra de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra Cu (ug/e)

1 : 11,15 m=11807
2 13,27 5=1,27

3 11,00 CV = 10,75%
4 12,803 m= 12 897
5 13,021 5=0112
6 12,867 CV=087%
7 12,170 m= 12,07
8 12,287 s = {281

9 11,752 CV=233%
10 10,118 m = 10,204
11 10,261 5= 0,076
12 10,232 CV =0,74%
13 10,061 m = 10,046
14 10,035 s=0013
15 10,042 CV=013%
16 12,663 m=1277
17 12 858 s = 0,099
18 12,789 CV =07
19 12,434 m =12 405
20 12,428 s = (0,045
21 12354 CV =0736% n
22 13,483 m=13337
23 13,412 5 =0 199
24 13,112 CV=149%
23 13,547 m= 13 424
26 13,288 s=0.130
27 13,437 CV=10,97%
28 13,298 m= 12,947
29 12,972 $ = 365
30 12,570 CV =2 82%
31 13,517 m= 13,683
32 13,929 s=0218
33 13,602 CV =1,59%
34 12,960 m= 12,896
35 12,867 s = (055
36 12,862 CV =0,43%
37 13,503 m= 13,589
38 13,065 §={ 572
39 14,200 CV=421%
40 12,815 m= 12,806
41 12,7797 s={,013
42 CV =010%
43 12,919 m= 12,708
44 12,513 5= 0,203
45 12,689 CV=1.5%%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagdes realizadas para caracterizar a amostra
como amostra de referéncia.

76



MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra Fe (1e/e)

1 114,244 m=113,712
2 114,107 s =0 803

3 112786 CV=0T1%
4 116,957 m= 110,641
5 112,936 =2 468

6 108,031 CV =223%
7 118,666 m=116218
8 117,955 5 =3 641
g9 112,034 CV=313%
10 229342 m = 226,731
3] 227371 5 =2 983
12 223,479 CV=132%
13 119915 m= 115,437
14 111467 5= 4,247
15 114,930 CV =3,68%
16 86,2106 m~= 110,959
17 123219 s =21429
18 123,443 CV=1931%
19 88,141 i m = 86,757
20 85,648 5= ] 269
21 86,481 CV =1 46%
22 74.873 m = 80,836
23 79,131 5=6,974
24 88,505 CV = 8.63%
25 115,715 m= 113,725
26 114 542 §=2.501
27 110,918 CV =2 20%
28 114262 m= 111 435
29 ' 112,608 5=1,659
30 105,905 CV=149%
31 103,345 m= 103,634
32 105,272 s=1,514
33 102,285 CV=146%
34 132,363 0 m=133,320
35 142,612 5= 8,852
36 124,986 CV = 6,64%
37 100,309 m= 104730
38 104,518 5= 4,561
39 109422 CV =4 35%
40 105,457 m= 11045
43 115,443 s = 7,061
42 CV=639%
43 113,689 m = 109,686
44 102,296 5= 0,407
45 113,072 CV = 5,84%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagoes realizadas para caracterizar a amostra
como amostra de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra K (ug/e)

1

2

3

4 77438,742 m = 78925,272
5 79542,234 s = 1293 553

6 79794 839 CV =1,64%

7 85011,433 m = 84605,691
8 82277.559 s=2154,114
9 86528082 CV =255%
10 7363%,875 m= 75207316
11 74620.148 s = 1932,140
12 77364,926 CV=2357%
13 109672,975 m = 107091.453
14 105319,303 s = 2286.904
15 106282,080 CV=214%
16 119535,151 m= 125108,83
17 135094,110 s = 13502,583
18 130486,358 CV = 10,79%
19 123323,755 m= 118065993
20 108793,544 s = 8054,194
21 122080,679 CV =6,82%
22 131487,191 m= 118757,539
23 110693,848 s=11154,322
24 114091,638 CV =973%%
25 132742,530 m = 133488,525
26 127121,647 s = 6770,768
27 140601,398 CV=507%
28 85235,668 m = 81452049
29 80315,743 & = 3362,680
30 78804,735 CV=413%
31 196083,953 m = 190647,309
32 186703,096 5 = 4865,247
33 189134 878 CY =255%
34 229336,716 ©m= 226837 419
35 223479,162 s =3021,770
36 22'7696,380 CV =133%
37 159648,736 m = 164277,100
38 157866.,086 s = 9601,842
39 175316,479 CV =5,84%
40 139986473 m = 158526,962
41 177067,451 s = 26220,211
42 CV = 16,54%
43 93017915 m = 90174,491
44 8R965,067 s = 2471611
45 88540.492 CV =274%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagdes realizadas para caracterizar 4 amostra
como amostra de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra Mg (ug/e)

1 6631,743 m = 6387, 489
2 6368,751 8= 235445
3 6161972 CV=36%9%
4 6739216 m=6860,205
5 7093,026 s = 203,393
6 6746,372 CV =2 96%
7 6804,603 m= 6831151
3 6698704 s= 147 524
o 6990,146 CV=216%
10 6698,320 m = 6786768
11 6777922 g = 92 ORE
12 6883 863 CV=137%
13 10577351 m = 10736,780
14 10911,622 g = 167 581
15 10721,193 CV =156%
ié 6609,908 m = 6590367
17 6362,734 g = 24 606
18 6508 458 CV =037
19 6548.408 i m = 6604, 484
20 6520.408 s = 122,180
21 6744637 CV=185%
22 _ 7505689 m=7512,733
23 F474,964 5= 41,740
24 T357,547 CV ={056%
25 1676,676 m= 7498,124
26 7379257 s= 57437
27 7438 438 Cv=210%
I8 6815,160 m=6710,370
24 6605,579 g = 148 196
30 6480,887 CV=221%
31 6655,027 m=6637,162
32 6455, 588 s = 173,333
33 6800,870 CV=261%
34 7638.429 © 0 m= 7439023
35 T380,799 = 177,602
36 7297,841 CV =273%%
377 6953 630 m = 6942 448
IR 6931,591 s=11,023
39 6942 124 CV=0,16%
44 6612203 m= 6459917
41 6307631 5= 218,365
42 CV=3733%
43 7014.622 m = 6780,531
44 6738129 5 =216,034
45 6388 841 NV =319%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagdes realizadas para caracterizar a amostra
como amosira de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amostra Mn {g/g)

1 103,671 m = 106,45
2 106,146 s = 2,086

3 104,533 CV = 1,96%
4 130,694 m= 132,512
5 139,509 § = 6,289

6 127,332 CV=47%
7 136,022 m= 139 540
3 141,983 §=2535

9 139,716 OV =182%
10 160,202 m = 158,565
11 160,672 g=3252
12 154,820 CV =2.05%
13 123,722 ' m = 125 586
14 126,112 s = 1,665
15 126,925 CV=133%
16 107,770 m= 110,031
17 112,504 5= 72 374
18 109,820 CV=216%
19 96,706 ) m = 97,152
20 95,913 s=1,511
21 98 836 CV =1,56%
22 104,602 = 102,965
23 105,955 s = 4 063
24 98 339 CV =3,95%
25 118,537 m = 112,294
26 114,277 5= 7436
27 104,068 CV =6,62%
28 121,897 m= 122,148
29 124,200 5= 1939
30 120,347 CV=139%%
31 129 534 m= 126863
32 124,558 s =2 508
33 126,496 CV =1,98%
34 137,878 -~ m= 135,356
35 135,374 s=2532
36 132 815 CV =1,87%
37 119,874 m= 118,879
38 117,039 g = 1,595
39 119,724 CV =1,34%
40 137,495 m= 136,133
41 134,775 §=1923
42 CV =1,41%
43 126,321 m= 127,497
44 127,870 5= 1,040
45 128,299 CV =0.82%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagdes realizadas para caracterizar 3 amostra
como amostra de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amosira Na (pig/g)

1 16049933 m= 16199,58%
2 16868,800 s = 608,356

3 15680018 CV =3,76%
4 15736,690 m= 16128224
5 16563,917 s=415378

6 16084,066 CV =72,58%
7 18963,878 m = 19294 441
8 19477,210 5= 262315

9 19412236 CV=136%
10 11148,385 m= 10247923
i1 10171,383 s = 864,933
12 9423 802 CV =8 44%
13 13505,184 m= 13267333
14 13650,828 5 == 543 007
15 12643,987 CV =4 09%
16 17602,472 m = 16991407
17 16875,603 5= 562,181
18 16496145 CV=331%
19 15380,931 m = 15295212
20 15130,228 s == 142,917
21 15374 478 CV =093%
22 15231,594 m = 15061,465
23 15110,873 5= 199,476
24 14841.92% CV =132%
25 17404230 m = 16562,267
26 16211,332 5= 732,518
27 16071,240 CV =442%
28 18099,882 m= 17936317
29 17939,943 s= 136,119
30 17829126 CV =0,76%
31 14079748 m = 13475,362
32 13482,624 5= 601,722
33 12876,315 CV =446%
34 20313,994 T m=20219 882
35 19747,659 s = 432,909
36 20597,994 CV =214%
37 22872575 m = 22184,083
38 21683,905 s = 616,304
39 21995768 CV=2718%
40 14416,916 m = 14015,254
41 13613,592 s = 568,036
42 CV =405%
43 15120,196 m = 15008,350
44 15054,232 s = 140,455
43 14850,741 CVY =0,94%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determinagles realizadas para caracterizar a amostra

como amostra de referéncia.
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MATERIAL: ESPINAFRE

Amosira Zn (ug/g)

1 142,109 m = 145 439
2 153,912 s =7394
3 140,295 CV = 5,08%
4 105,356 m = 105,368
5 106,292 s =0 874

6 104,546 CV =083%
7 100,963 m= 102,190
8 103,757 s = 1428

9 101,849 CV = 1,40%
10 102,586 m = 103,404
11 103,964 s = 0,724
12 103,662 CV =0,70%
13 101,967 m = 102,282
14 103,059 s = 0,677
15 101,819 CV = 0,66%
16 109,117 m= 110,927
17 113,843 s = 2550
18 109,820 CV =1230%
19 110,522 i m= 110,829
20 110,775 s = 0,337
21 111,190 CV =030%
22 108,732 m= 106,610
23 107,296 s =2 536
24 103,802 CV =2,38% )
25 103,014 m= 100,044
26 97,002 s = 3,007
27 100,116 CV =3,00%
28 96,964 m = 96 628
29 97,980 5= 1,548
30 : 94,94 CV =1.60%
31 97.150 m = 95372
32 93,753 5= 1,704
33 95,212 CY =1,79%
34 56,514 T m = 96,490
35 160,841 5 = 0,034
36 96,466 CV =0,04%
37 96,451 m = 96 842
38 96,625 s=0534
39 97 450 CV =0,55%
40 105,457 m = 103 780
41 102,102 s=2372
42 CV =229%
43 101,918 m = 100,911
44 99 304 s = 1,406
45 101,511 CV=1,39%

Anexo 4 (cont.). Valores das 45 determiinacBes realizadas para caracterizar a amostra
como amosira de referéncia.
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