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RESUMO

O espinafre produzido e mais consumido no Brasil, denominado como espinafre da
Nova Zelandia (Tetragonia expansa), difere significativamente do espinafre
verdadeiro (Spinacia oleracea) produzido em muitos paises do hemisfério norte. As
diferengas ocorrem ndo apenas na classificagdo botanica, mas em muitas das
caracteristicas quimicas dos vegetais. No presente trabalho, foram avaliados os
teores de alguns nutrientes e antinutrientes contidos no espinafre comercializado na
Bahia, sendo avaliados quatro diferentes procedimentos de digestdo das amostras
de espinafre com acido nitrico em sistema aberto. Os resultados obtidos a partir dos
diversos procedimentos de pré-tratamento da amostra foram comparados para os
varios analitos investigados (Al, Ca, Fe, Cu, Zn, Mn, Mg) e indicaram vantagens da
insercao de uma etapa de pré-digestdo. Adicionalmente, foram realizados testes de
extragdo dos metais sob investigacdo em agua e em solu¢des com diferentes niveis
de acidez na presenca e auséncia de agente quelante (acido
etilenodiaminotetracético — EDTA) para avaliagao do nivel de interagcdo dos metais
com o vegetal e, por conseguinte, a disponibilidade destes minerais. Os resultados
levaram a acreditar que as interagdes de Mg(ll), Cu(ll) e Mn(Il) com o espinafre seco
eram fracas, enquanto que as interagdes com Al(lll), Ca(ll) e Fe(lll) eram mais
intensas, devido a condi¢des mais drasticas (acidez da solugdo ou presenga de
quelante) foram necessarias para maximizar a extragdo destes metais. Ao considerar
informagdes previamente reportadas sobre os elevados teores de oxalato em
espinafre e seus efeitos antinutricionais, foram investigados os teores de oxalato em
amostras secas oriundas de amostras de espinafre verdadeiro e espinafre da Nova
Zelandia cultivado na Bahia, empregando permanganometria. Para tanto foram
realizados estudos sobre as melhores condi¢cdes para extracao de oxalato variando a
acidez da solugdo extratora e os resultados obtidos foram comparados com os
apresentados na literatura. Finalmente, foram realizados testes para avaliagao da
possibilidade de enriquecimento de espinafre com ions metalicos a partir de
sucessivas etapas de extracdo (dessorgdo) e concentragdo (sor¢ao) do ion no
vegetal. Péde ser constatado que os maiores niveis de sorgdo (18 + 3 mg g”) e
repetitividade foram obtidas para ions calcio, possivelmente devido ao oxalato
existente nos espinafres.

Palavras chave: espinafre; nutriente; interacdo de metais; equilibrio quimico;
determinacao de oxalato; enriquecimento mineral



ABSTRACT

The spinach species more produced and consumed in Brazil, named as New
Zealand spinach (Tetragonia expansa), differs significantly from the real spinach
(Spinacia oleracea) produced in some countries of North Hemisphere. The
differences appear not only in botanic classification, but in some chemical
characteristics of vegetables. In the present work the contents of some mineral
species presents in spinach found in Bahia’s markets, by evaluating four different
digestion procedures for New Zealand spinach samples using nitric acid in open
digestion system. The results obtained by the diverse sample preparation procedures
were compared for diverse metallic species investigated (Al, Ca, Fe, Cu, Zn, Mn and
Mg) and they have indicated some advantages to join a step for prior digestion. In
addition, a set of experiments for metallic species extraction in water and in solution
with different acidity and with or without a chelant (ethylenediaminetetracetic acid —
EDTA) was carried out to evaluate the interaction level of metal species with the
vegetable and then, to evaluate de bioavaliabilty of these mineral species. The
results led to believe that weak bonds of the Mg(ll), Cu(ll) and Mn(ll) with dry spinach
were weak, while they were stronger for Al(lll), Ca(ll) e Fe(lll), due to more drastic
conditions (acidity or chelant presence) were necessary to maximize these metal
extraction. By considering previously reported information about the high level of
oxalate in spinach and about it anti nutritional effect, it was evaluated the oxalate
concentration in dry samples obtained from the real spinach and from the spinach of
New Zealand produced in Bahia, by employing permanganatometric technique.
Therefore investigations about the best condition for oxalate extraction were carried
out varying the acidity of extraction solution and the results were compared with
those previously reported. Finally, some experiments for spinach enrichment with
metal ions were performed by applying successive extraction (desorption) and
concentration (adsorption) steps. It was observed that the higher sorption level (18 £
3 mg g') and repeatability were obtained for calcium ions due to the oxalate present
in spinach samples.

Key words: spinach; nutrient; metal interaction; chemical equilibrium; oxalate
determination; mineral enrichment



1 - INTRODUGAO

1.1 — Espécies de espinafre

O espinafre (Spinacia oleracea) € uma erva rasteira de origem asiatica, sendo
interessante informar que o espinafre consumido no Brasil € parecido com o
espinafre verdadeiro, mas na verdade € o nome popular dado a Tetragonia expansa.
Este vegetal pertence a outra familia botanica (Aizoaceae) e é também conhecido
como espinafre da Nova Zelandia (espinafre NZ). O espinafre verdadeiro (Spinacia
oleracea) pertence a familia das Chenopodiaceae (Jaworska, 2005) é muito
consumido em paises do hemisfério norte (Europa e América do Norte). Ja o
espinafre NZ é uma planta rasteira de textura semi-herbacea produzida e consumida

em paises do hemisfério sul.

No que diz respeito as suas caracteristicas, o espinafre verdadeiro e o
espinafre NZ sdo classificados como legumes folhosos com alto valor nutricional.
Estes vegetais contém grandes quantidades de nutrientes, principalmente vitaminas,
B-caroteno, acido félico, ions metalicos, além de fibras alimentares (Gupta, 1989). O
espinafre € também caracterizado por conter compostos com elevada capacidade
antioxidante. Infelizmente, como ocorre em outros vegetais folhosos, os espinafres,
verdadeiro e da Nova Zelandia, s&o constituidos também por espécies indesejaveis

para o organismo como nitratos, nitritos e oxalatos (Jaworska, 2005).

O espinafre da Nova Zelandia apresenta ramagem ereta a prostrada,
suculenta, ramificada, lenhosa na base e de cor verde brilhante. As folhas sao

igualmente carnosas, de formato triangular, dispostas alternas, porém com



tonalidade de verde mais escuro e de tamanho menor do que o espinafre verdadeiro.
As inflorescénias do espinafre NZ sao axilares, com uma a trés flores, que podem
ser unissexuadas ou bissexuadas, com coloracdo entre o verde e o amarelo. Os
frutos sdo do tipo drupa, indeiscentes e com pequenos chifres. Esta espécie de
espinafre é utilizada da mesma forma que o espinafre verdadeiro. Ela pode ser
consumida crua ou cozida, em saladas, e enriquece o valor nutricional de alimentos.

(Joly, 1970; jardineiro.net, 2009).

O espinafre verdadeiro € uma planta horticola de textura herbacea, didica, que
atinge cerca de 30 cm de altura. Como mencionado anteriormente, esta espécie de
espinafre € muito popular e largamente produzida na Europa e nos Estados Unidos.
O espinafre apresenta folhas simples, basais ou alternas, ovais a triangulares, as
quais sdao maiores proximo a base da planta e menores nas extremidades. Suas
flores sao discretas, amarelo-esverdeadas, sendo que nas plantas masculinas
surgem em inflorescéncias terminais, do tipo espiga, e nas plantas femininas, sao
sésseis e surgem nas axilas das folhas. Os frutos sdo do tipo aquénio (Joly, 1970;

jardineiro.net, 2009).

1.2 — Aspectos nutricionais do espinafre

Os legumes folhosos tém importancia relevante em uma dieta bem
equilibrada. O conceito de uma dieta bem equilibrada foi substancialmente alterado
nos ultimos anos, sendo hoje aconselhada a diminuicdo do consumo de carne
vermelha e o aumento do consumo de legumes e frutas. Por outro lado, com poucas

excegdes, as frutas e produtos agricolas folhosos sempre ocuparam um lugar



modesto como uma fonte de oligoelementos (elementos essenciais), devido ao seu

alto teor de agua. (Kawashima & Soares, 2003).

Ainda ha pouca informacdo sobre a composicdo de alimentos brasileiros.
Vegetais folhosos, por exemplo, estdo presentes na mesa de todas as classes
econdmica e representam indubitavelmente uma importante fonte de nutrientes para

pessoas com menor poder aquisitivo (Kawashima, 2003).

No Brasil, vem sendo difundido o uso de alimentos n&o-convencionais
(alternativos) para populagdes com baixo poder aquisitivo e as multimisturas
alimentares devem ser destacadas no contexto destes alimentos alternativos.
Embora as multimisturas tenham alto valor nutritivo, fatores antinutricionais
relacionados a este alimento alternativo ainda sao pouco conhecidos. O conceito de
alimentagcdo alternativa comegou a ser utilizado para grupos de maior risco de
deficiéncias nutricionais, como a desnutricdo energoprotéica, a anemia e
hipovitaminoses. Os alimentos difundidos pela alimentagao alternativa séao farelos de
trigo; farelo de arroz; pé de folha de mandioca; p6 de casca de ovo; pé de sementes
(gergelim, girassol, melancia); e outras folhas verdes, como o espinafre (Santa’ana

et al, 2000).

O espinafre é conhecido por ser um vegetal muito rico em ferro. Devido a sua
biodisponibilidade, somente 2% da quantidade total de ferro presente no espinafre
pode ser absorvido pelo organismo. Adicionalmente, o espinafre também fornece
vitaminas do complexo B, vitamina A e C, potassio e fibras. O espinafre contém
poucas calorias (22 por cada 100 g). Apesar de rico em calcio, contém oxalato que
interfere na absorcdo do calcio pelo organismo. E fonte também de acido félico,

importante para o bom funcionamento das células e principalmente para o



desenvolvimento fetal. O acido folico tem papel relevante na gravidez, pois pode
diminuir os riscos de malformagdo congénita, além de ser eficiente no combate a
anemia e a doencas cardiovasculares. A presenca de acido folico na folha de
espinafre foi confirmada na década de 1940. O espinafre da Nova Zeléndia fornece
também magnésio, extremamente benéfico para o sistema imunoldégico, além de
luteina, uma vitamina do grupo dos carotenoides, que age como antioxidante,
protegendo as células contra os danos causados pelos radicais livres (Fatibello-Filho

& Vieira, 2002).

Como mencionado, os espinafres sdo, entre os vegetais, aqueles que contém
os teores mais elevados de caélcio e ferro. Entretanto, esses dois elementos sao
pouco aproveitados pelo organismo, ja que o alto teor de acido oxalico no vegetal
inibe a absor¢cdo e a boa utilizagdo dessas espécies metalicas pelo organismo
humano. Estudos mostraram que o acido oxalico presente no espinafre pode

interferir na absorgao do calcio presente em leite e derivados (Santa’ana et al, 2000).

1.2.1 — Acido oxalico e oxalatos

Por ser um dos principais antinutrientes presentes no espinafre é interessante
aprofundar-se um pouco mais nas propriedades dos oxalatos e, necessariamente, do
acido oxalico. O acido oxalico é um acido fraco diprético com pKa, e pKa, de 1,252
e 4,266, respectivamente. A curva de distribuicido do acido oxalico para a faixa de pH
entre 0 e 14 é apresentada na Figura 1.1. Em meio a pH = 0, 90% do oxalato esta na
forma de acido oxalico, enquanto que a fragdo maxima na forma

monoidrogenooxalato (98%) ocorrerd& em meio a pH 2,8. Oxalato é a forma



predominante em meios a pH maior que 4,4 e € a unica forma de oxalato em meios a

pH maior que 7,5.
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Figura 1.1 — Curva de distribui¢do do acido oxalico para valores de pH entre 0 e 14.

O acido oxalico é formado nas plantas pela oxidacdo incompleta de
carboidratos ocasionada pela acdo de fungos (Aspergillus niger) ou bactérias
(acetobacter). Nos animais, o acido oxalico € produzido pelo metabolismo de
carboidratos, via ciclo do acido tricarboxilico.

O oxalato forma precipitados pouco soluveis em agua com ions divalentes da
familia dos alcalinos terrosos (Ca®', Sr** e Ba?'), além de La*, Th* e U(VI). As
constantes dos produtos de solubilidade (Kps) dos oxalatos de calcio, estroncio e
bario sdo 1,3 x 108, 4 x 107 e 1 x 10°, respectivamente. Com base nos valores de
Kps, é facil constatar que o CaC,0, é menos solivel em agua (0,114 mmol L) que
0s oxalatos de estréncio e de bario (Harris, 2005 ). Neste contexto, ndo é de se
estranhar que a urina humana, assim como a da maioria dos mamiferos, contém
uma pequena quantidade de acido oxalico na forma de oxalato de calcio. Nos casos
patolégicos, um aumento do teor de oxalato de calcio contido na urina indica

5



possivel formacdo de pedras no rim (Ribeiro, 1999). O oxalato de calcio
forma cristais monoclinicos aciculares, isto é, em forma de agulha, com importante
significado biolégico, como ja discutido, e ocorrendo em diferentes quantidades na
maioria dos seres vivos. O oxalato € uma espécie de grande interesse em analises
clinicas, uma vez que sua alta concentragdo no sangue pode favorecer a formagéo
de calculos renais. O oxalato esta presente na dieta humana, sendo encontrado em
diversos vegetais, podendo ser resultado do metabolismo de aminoacido (glicina) ou
do acido ascorbico. Ele afeta a saude de duas maneiras distintas: (i) apds sua
absorgao pelo organismo, produz sais insoluveis de calcio (presente na circulagéo)
que podem precipitar nos rins contribuindo para a formagéo de calculo renal; e, (ii)
antes da absorcgao, pela reacdo com o calcio da dieta, diminuindo sua assimilagao
pelo organismo (Perez, 2000).

A absorcdo de magnésio e ferro no organismo humano também é
significantemente decrescida pelo consumo de vegetais ricos em oxalato (Bohn et al,
2004). Os ions Mg* podem ser ocluidos na formagéo de oxalato de célcio. Porém, a
interagcdo de ions Fe** com oxalato se da por complexagdo (log B+ = 7,54, log B> =
14,59 e log 33 = 20,00).

Frente ao exposto, é relevante proceder a uma pesquisa sobre os teores de
calcio e outros elementos presentes no espinafre, bem como determinar os teores de
oxalato, ja que este pode agir como um antinutriente. Pesquisas realizadas em
animais ja demonstram essa possibilidade (Moraes, 1998). Com base nestes dados
torna-se evidente a necessidade de um estudo mais aprofundado a cerca da
concentracao de oxalato presente no espinafre, bem como quanto a sua capacidade
em precipitar e complexar calcio e outros elementos, presentes no préprio espinafre

ou na refeicdo como um todo. Nao descartando, também, a possibilidade de usar



esta capacidade do espinafre em prender ions calcio para, quem sabe, fazer um
enriquecimento deste ion metdlico no vegetal. Este tema ainda ndo foi muito
discutido na literatura, mas possibilidade do enriquecimento mineral de vegetais,
utilizando-se de sua caracteristica em adsorver ions metalicos devido a presenca de
compostos orgénicos como oxalato, pode ser uma ferramenta interessante para o
desenvolvimento saudavel de populagées. E claro que para tanto estas propriedades
teriam que ser exaustivamente exploradas, a comecar pelo conhecimento do que

sao adsorventes naturais e como eles atuam.

1.3 — Adsorventes naturais

As pesquisas envolvendo extragao/concentragcao de metais sao realizadas em
sua maioria, utilizando-se adsorventes disponiveis comercialmente. Entretanto,
outros materiais denominados de “adsorventes naturais” estdao sendo empregados
com sucesso em processos adsortivos de metais (Godlewska-Zylkiewicz, 2003).
Adsorvente natural € todo material que ndo € produzido sinteticamente e que
apresenta a propriedade de adsorver espécies quimicas organicas ou inorganicas
(Veglio,1997). O uso de adsorventes naturais apresenta algumas vantagens em
relacdo aos adsorventes sintéticos. Uma das principais vantagens € a facil obtengao,
além do baixo custo. Ainda, estes adsorventes se enquadram dentro do atual
conceito de quimica limpa, pois ndo necessitam de agentes complexantes na etapa
de concentracdo, nem de solventes organicos na etapa de eluicdo. A eluigao é,
geralmente, feita com acidos minerais diluidos (Madrid, 1998; Cassella, 2001). Os
adsorventes naturais estdo divididos em diferentes categorias: biossorventes,

adsorventes minerais e adsorventes lignocelulosicos e humicos.



Os principais adsorventes minerais sdo as zeolitas e argilas. As zedlitas sédo
compostas por mais de 40 espécies de aluminius-silicatos. Esses minerais séo
formados por cadeias de anéis tetraédricos de SiO, e AlO, ligadas pelos cations
intersticiais (Na, Ca, K, Ba, Sr). Quando uma solugédo aquosa entra em contato com
as zeolitas, pode ocorrer a troca de ions da solugao por ions presentes na estrutura
(Balley, 1999). As argilas sdo materiais de propriedades semelhantes as zedlitas e
sua estrutura € composta basicamente por camadas tetraédricas de silicio e
octaédricas de aluminio (Ali, 1999).

Os adsorventes lignoceluldsicos sdo geralmente subprodutos agroindustriais,
tais como cascas de soja, amendoim, sabugo de milho, residuos de maga, coco,
entre outros. Estes sao constituidos por celulose, hemicelulose e lignina. O processo
adsortivo de ions metalicos se da pela presenga de grupos funcionais nas estruturas
das macromoléculas. Os processos envolvidos na retencdo dos metais sao troca
ibnica e complexacao, sendo que ambas ocorrem na superficie do material. Uma
caracteristica interessante desses materiais € que eles tém uma alta resisténcia
quimica, podendo sofrer diferentes tratamentos para melhorar a afinidade e,
também, a seletividade quimica (Bag et al, 1998; Jesus et al, 1998).

Os adsorventes humicos, principalmente o vermicomposto ndo tem, segundo
a literatura, uma aplicacdo muito pronunciada na adsor¢cao de metais, apesar dos
mesmos apresentarem uma capacidade adsortiva elevada. O vermicomposto é
produzido por minhocas, as quais promovem em seu trato digestivo a degradacao
biolégica e quimica da matéria organica oriunda de residuos agricolas, industriais e
urbanos (Tarley, 2004).

Os Dbiossorventes sdo materiais responsaveis pelo processo de

bioconcentragdo, bioacumulagao ou biossor¢ao, onde os metais sao adsorvidos por



organismos como fungos, leveduras, bactérias, algas e vegetais em geral. Estes
organismos podem estar vivos ou mortos, pois a atividade metabdlica ndo é
necessariamente exigida. Contudo, os biossorventes estdo divididos em duas
categorias, justamente dependendo se sdo empregadas células vivas ou mortas.
Como este trabalho foi baseado nas propriedades dos biosorventes suas
caracteristicas serdo mais bem exploradas (Reis et al, 1996 e Beceiro-Gonzaélez et

al, 2000).

1.3.1 — Biossorventes

Os processos adsortivos ocorrem preferencialmente na membrana celular
quando se trata de células mortas, ao passo que, em microorganismos vivos, sao
observados fendmenos adsortivos em funcdo da atividade biolégica (Canizares-
Villanueva, 2000).

Os biossorventes (fungos, leveduras, bactérias, algas e vegetais em geral)
sdo considerados uma importante classe de adsorventes naturais, pois possuem,
diferentemente das resinas sintéticas, varios sitios de ligacdo para retengdo de
cations metalicos na membrana celular, incluindo grupos aminas, carboxilas,
hidroxilas alcodlicas e fendlicas , fosfatos e sulfidrilas. Isto confere aos biossorventes
uma capacidade adsortiva maior que a encontrada para resinas sintéticas. Por outro
lado os biossorventes sdo menos susceptiveis a interagdes (interferéncias) com ions
de metais alcalinos, tornando este material mais seletivo que as resinas de troca
idnica (Bag et al, 1998).

Como ja mencionado, os mecanismos de interagcao entre espécies metalicas e
os biossorventes sao divididos em duas categorias, a depender da atividade

metabdlica manifestada pelo biossorvente. Na primeira categoria, ha apenas uma



rapida interacdo das espécies metalicas com a superficie do biossorvente e este
processo € conhecido como interagdo passiva, ocorrendo tanto nos biossorventes
sem atividade metabdlica, quanto nos biossorventes vivos. Na segunda categoria,
apo6s a interagao passiva, acontece um processo mais lento e complexo, iniciado
pela ligacdo das espécies metalicas com a membrana celular, seguido do transporte
através da membrana e reagdes intracelulares como metilagao, reducao e oxidacao.
Com base no exposto, considera-se que 0s organismos vivos sao pouco indicados
em processo de adsorcgao, pois o carater toxico provocado na maioria das vezes pelo
metal pode alterar o metabolismo do organismo e diminuir a eficiéncia na retengao
(Madrid & Camara, 1997).

E importante ressaltar que, na interagdo superficial (adsorgéo passiva), os
principais mecanismos envolvidos compreendem a troca ibnica e a complexacgao. De
maneira geral esses mecanismos sao rapidos e mais dependentes do pH da amostra
que da temperatura. Processos adsortivos envolvendo a formacédo de ligagbes
covalentes entre as espécies quimicas e os sitios dos biossorventes nao sao
comuns na adsorgao passiva, mas podem ocorrer principalmente em biossorventes
com elevados teores de enxofre (Tarley, 2004).

Os processos de enriqguecimento de espécies metalicas para vegetais
estariam relacionados com a possibilidade de compostos organicos presentes no
vegetal realizarem interagdes fracas com os metais por reagdes de complexagao ou
por transformacgdes intracelulares. Desta forma, espécies como o oxalato, que
geralmente sao classificadas como fatores antinutricionais, pudessem atuar de forma

benéfica para a saude.
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1.4 - Enriquecimento nutricional de alimentos

A industria alimenticia tem particular interesse na melhoria do valor nutricional
dos produtos industrializados, devido as perdas dos teores de vitaminas e de
elementos essenciais durante o beneficiamento de alimentos (Bauruffaldi & Oliveira,
1998). Também, o interesse e a busca da populagdo por alimentos mais saudaveis
propiciaram um rapido crescimento do segmento alimenticio, contribuindo para a
implementagéo de dietas de melhor qualidade (Casé et al 2005). A escolha e o
consumo inadequados de alimentos e dietas restritas podem afetar o estado
nutricional do individuo em qualquer periodo de sua vida. Assim, oportunidades
existem para que a industria de alimentos manufature produtos que alcancem os
requerimentos nutricionais de grupos populacionais especificos, tais como: criangas,
adolescentes, mulheres, esportistas, idosos, entre outros.

Atualmente, esse mercado de produtos ditos "naturais” ou “saudaveis" é o
segmento da industria de alimentos que vem crescendo mais rapidamente, devido a
imagem negativa do uso de medicamentos, e as incertezas associadas a eficiéncia
dos suplementos. Assim, a procura por alimentos funcionais tem se tornado bastante
popular (Riaz, 1999).

Segundo o Institute of Medicine's Food and Nutrition Board, entende-se por
alimento funcional o produto alimenticio que fornega beneficio especifico a saude,
além dos tradicionais nutrientes nele contidos. Isto €, sdo alimentos que contém
niveis significativos de componentes biologicamente ativos, os quais promovem
beneficio ao individuo, além de simplesmente nutrir.

Atualmente, muitos estudos tém sido realizados sobre o enriquecimento de
alimentos. Isto tem se dado tanto pelo enriquecimento com elementos essenciais,

como com proteinas ou outras espécies quimicas. O processo mais comum de
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enriquecimento € a adigdo de componentes ao alimento, como adi¢do de calcio e
magneésio ao leite de soja, adigdo de sais de calcio na fabricagdo do pao francés, ou
adicdo de calcio ao leite submetido a pasteurizacéo. Existe, também, estudo sobre o
melhoramento nutricional da massa de macarrdo, adicionando quirera de arroz e
farelo de soja para aumentar o teor de proteinas, fibras e elementos essenciais, com
baixo impacto no preco do produto final.

Outras pesquisas na area de enriquecimento de alimentos estdo relacionadas
com o desenvolvimento da biotecnologia, ou seja, a utilizagdo da engenharia e da
genética para o melhoramento das propriedades nutricionais de alimentos
(biofortificagdo). As possibilidades sdo animadoras, ja que a biotecnologia nao
apenas permite enriquecer os alimentos, mas, também, eliminar antinutrientes que
eventualmente possam estar contidos nos produtos. A biofortificacdo de alimentos é
mais uma ferramenta que pode contribuir para a melhoria do estado nutricional
humano, especialmente de populagdes mais carentes e que apresentem deficiéncias
nutricionais. Como exemplos de alimentos que foram biofortificados, tém-se o arroz
rico em ferro, o morango rico em vitamina C, batatas enriquecidas com proteinas,
graos ricos em elementos essenciais, como calcio, zinco e ferro, estando este ultimo
ainda em fase de pesquisa (CIB, 2009).

Como mencionado, os metais estdo entre os principais componentes nas
pesquisas para enriquecimento de alimentos e o calcio € um dos mais citados. O
enriquecimento do espinafre com calcio pode ser uma alternativa para aumentar a
quantidade deste elemento na dieta, visto sua essencialidade. O consumo adequado
de calcio durante a vida € um pré-requisito para a saude,pois ele € necessario para o
desenvolvimento ésseo durante o crescimento e para a manutencao da integridade

do esqueleto durante a vida adulta. A deficiéncia de calcio pode acarretar além da
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perda da massa 6ssea, problemas como caibras e irritabilidade, pois o referido
elemento € necessario na transmissdo nervosa e na regulagdo dos batimentos
cardiacos (Krause, 1991).

A biodisponibilidade de um elemento € a sua capacidade de estar
biologicamente disponivel para ser absorvido pelo organismo humano. Diversos
fatores afetam a biodisponibilidade do calcio, tais como constituintes da dieta, fatores
intestinais e tratamentos térmicos aplicados aos produtos ja fortificados (Casé et al
2005). A quantidade de calcio no produto final é importante, mas a sua
biodisponibilidade no organismo é fundamental para que o produto forneca
quantidades adequadas do elemento ao consumidor (Xu et al, 1997). E fundamental
que o calcio seja ndao somente ingerido, mas, também, absorvido em quantidades
adequadas para a realizagdo das fungcdes metabdlicas. O entendimento do poder
adsortivo do espinafre em relagdo a espécies metalicas em estudo e, principalmente
em relacdo ao calcio expressa um carater importantissimo em termos de saude

publica com reflexos diretos sobre a melhoria da qualidade de vida das populagdes.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral
Avaliar quimicamente parametros de interesse nutricional de espinafre
comercializado na Bahia, com foco no teor de oxalato e no teor de espécies

minerais.

2.2 — Objetivos Especificos
- Avaliar a capacidade de enriquecimento de espinafre com ions
metalicos.
» Comparar os teores de oxalato em espinafre da Nova Zelandia e
espinafre verdadeiro.
- Comparar a capacidade de enriquecimento com calcio em espinafre

da Nova Zelandia e espinafre verdadeiro.

3 - EXPERIMENTAL

14



3.1 — Reagentes, Solugoes e Amostra

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico de pureza e as solugdes
foram sempre preparadas com agua desionizada (condutividade < 0,1 yS cm™). Para
a extracdo de metais em diferentes niveis de acidez, foram preparadas solugées em
pH 1, 3, 5 e 7, com e sem a presenga do complexante etilenodiaminotetracetato
dissédico (EDTA).

Para o preparo da solugao a pH 1 foi utilizada solugéo de acido cloridrico 0,1
mol L' preparada a partir da diluicdo de 2,08 mL de acido cloridrico P.A. (Merck) em
250 mL de agua. A solugao tampao em pH 3 foi preparada a partir da dissolugéao de
5,1 g de biftalato de potassio em solugao de acido cloridrico e avolumado para 250
mL com agua. A solugao em pH 5 foi obtida pela dissolugao de 1,75 g de biftalato de
potassio e 0,338 g de NaHCO; em agua A solugdo pH 7 foi preparada a partir da
dissolugéo de 1,133 g de KH,PO, e 2,362 g de Na,HPO, em 250 mL de agua. Foi
adicionada massa apropriada de sal dissddico de EDTA em 100 mL da solugao para
obter concentracgéo final igual a 0,1 mol L para o preparo das solugdes do quelante
apH3,5e7.

Para a quantificacdo dos metais em estudo, foi preparada solucdo de
referéncia mista dos ions metalicos, seguindo o mesmo procedimento indicado por
Wolnik e posteriormente por Stephens e Calder (Stephens & Calder, 2004 e Wolnik
et al, 1985).

As faixas de concentragcbes dos ions metalicos esperadas em amostras de
espinafre, bem como os compostos utilizados para o preparo da solugao estoque e a
concentracado final em relacdo aos metais estudados, séo listados na Tabela 2.1.
Para obter as solugdes de trabalho em concentragcdes adequadas, foram realizadas

diluicdes da solugédo estoque nas seguintes proporc¢des: 1:2, 1:5, 1:10, 1:20, 1:50,
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1:100, 1:200, 1:500 e 1:1000. A acidez final das diluicdes foi ajustada em 0,1 mol L~

com acido nitrico.

Tabela 3.1 — Caracteristicas para o preparo de solugdo mista de ions metalicos

C esperada do on C fon metalico NA
Metal metalico no espinafre Sal empregado Solucao Estoque
mg L™ mg L~
Fe® 1-3 Fe.0; 2005,92
APt 1-2 Al° 52,25
Ca* 50 -70 CaCOs 1006,40
Mg? 20-30 MgO 536,00
Zn** 0,3-0,7 solugao de referéncia NIST 20,00
Cu* 0,05-0,1 solucao de referéncia NIST 5,00
Mn?2* 0,3-0,7 MnO 5,70

Para o estudo do teor de espécies oxidaveis presente no espinafre, foi
utilizado, como titulante, solugdo de KMnO, 0,02 mol L' preparada a partir da
dissolucéo de aproximadamente 3,2 g de KMnO,em 1000 mL de agua. Em seguida,
essa solucao foi levada a aquecimento até ebulicdo, durante 30 min. Apds atingir a
temperatura ambiente, a solugdo foi filtrada em funil de vidro sinterizado e
armazenada em recipiente de vidro ambar. A padronizacdo da solugdo de
permanganato de potassio foi feita com oxalato de sodio, conforme descrito na
literatura (Basset, 1981). A solugdo de acido sulfurico 2 mol L * foi preparada a partir
da diluicdo de 11,10 mL de acido sulfurico concentrado e completado para 100 mL
com agua.

Solucao de cloreto de calcio saturada também foram utilizadas, e solugbes em
pHs 1, 2 e 3 foram preparadas a partir da diluigdo da solugéo de acido sulfurico 2

mol L ' em agua.
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A solugdo de ions Cu?* 100 yg mL™ utilizada na etapa de avaliagdo da
capacidade adsortiva do espinafre para ions cobre foi preparada a partir da massa
de 0,51 g de cobre metalico dissolvido em acido nitrico concentrado e posteriormente
diluido com agua para 500 mL. Para o preparo da solugdo de EDTA 0,005 mol L™ foi
pesada uma massa de 0,9314 g do solido e, em seguida, solubilizada em agua para
500 mL. Como indicador, foi utilizado murexide em cloreto de sddio na proporg¢ao de

1:100, onde foi triturado 0,05 g de murexide com NaCl para completar 5 g.

Para investigacdo da capacidade adsortiva do espinafre para ions calcio e
magnésio, foram preparadas solugdes contendo Ca® 1000 ug mL"' e Mg* 500 ug
mL" a pH 8. Para o preparo da solugdo contendo Ca?, pesou-se 0,625 g do CaCOs;
dissolvidos em solugédo de HCI 1:1 (v/v), diluiu com agua e o pH foi ajustado para 8
com solugdo de NaOH, obtendo 250 mL de solugdo de Ca?. Para o preparo da
solugdo contendo Mg®*, uma massa de 0,125 g de magnésio metalico foi dissolvida
em acido nitrico concentrado, seguindo-se a diluigdo em 250 mL de agua. As demais
solugdes: EDTA (etilenodiaminotetracetato dissédico) 0,05 mol L, indicador Negro
de Eriocromo T (net) 1% em trietanolamina, solugdo tamp&o a pH 10 e complexo
EDTA-Mg 0,1 mol L' foram preparadas segundo procedimento indicado (Basset,
1981).

Amostras frescas de espinafre da Nova Zelandia (espinafre NZ) foram
adquiridas no comércio local. As folhas foram retiradas dos pés e lavadas
exaustivamente com agua desionizada. Em seguida, foram transferidas para estufa
sobre papel de filtro e submetidas a temperatura de 60 + 5 °C por 48 horas (até
massa constante). As folhas secas foram trituradas em liquidificador por um periodo

de 3 min. E o material resultante foi peneirado (115 e 200 Mesh). Foram também
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adquiridas amostras de espinafre verdadeiro na cidade do Porto, Portugal, e as

folhas deste espinafre sofreram o mesmo tratamento.

3.2 — Materiais e Equipamentos

A secagem das folhas de espinafre foi feita em estufa da Quimis (Brasil),
modelo 317 B243. As folhas secas de espinafre foram trituradas em liquidificador
Flash In, modelo 14155-05 enquanto que peneiras de 115, 150, 200, 250 Mesh
foram utilizadas para a separagédo das particulas de diferentes granulometrias do
espinafre triturado.

A decomposicéo total do espinafre foi realizada por intermédio de um bloco
digestor Tecnal (Piracicaba, Brasil). Para a determinagdo das concentragdes totais
dos metais pesquisados foi utilizado espectrébmento de emissao optica com plasma
de argbnio indutivamente acoplado (VARIAN, modelo: Vista pro CCD simultaneous,
ICP-OES), equipado com nebulizador concéntrico e camara de nebulizagao
ciclénica. As demais condi¢des experimentais utilizadas no espectrémetro podem ser

observadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Condi¢bes experimentais utilizadas nas medidas com ICP OES

Poténcia RF (kW) 1,3
Vazéo do gas de nebulizagdo (L min') 0,70
Vazao do gés auxiliar (L min™) 1,5
Vazéo do gas do plasma (L min™") 15
Tempo de integragao (s) 1,0
Tempo de estabilizacao (s) 15
Tempo de leitura (min) 1
Replicatas 3

As linhas espectrais selecionadas para a medida das concentragcdes dos ions

de interesse estdo apresentadas na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 - Linhas espectrais (nm) selecionadas para a medida das concentragbes
de ions metalicos no ICP OES.

Metal Linhas (nm)

Fe 238,207 259,943
Al 237,315 396,150
Ca 393,359 422,700
Mg 279,807 280,267
Mn 257,605 259,368
Zn 202,548 213,856
Cu 213,599 --

Para os testes de adsor¢ao dos ions metalicos e determinagdo do teor de
oxalato presente no espinafre foram utilizados os seguintes equipamentos: agitador
magnético Fanem modelo 258, pHmetro OAKTON ion 510 series, balanga analitica
Denver Instrument APX-200, centrifuga macro EV:04 Evlab, chapa aquecedora Nova

Etica modelo 208-D.

3.3 — Procedimento
3.3.1 — Avaliagao do procedimento de mineralizagao

Foram avaliados quatro procedimentos de mineralizagao do material vegetal.
Em todos os procedimentos, foram preparadas 4 amostras e brancos analiticos.
Foram pesados aproximadamente 100 mg de amostra e a massa foi transferida para
um tubo do bloco digestor onde foram adicionados 5 mL de HNO; concentrado. A
partir desse ponto, cada procedimento investigado apresentou suas particularidades
dependendo dos parametros avaliados, que foram: pré-digestdo e adicdo de

peroxido de hidrogénio (H-0,).

Procedimento | (P1) — Pré-digestao
O sistema (quatro tubos com amostra e os brancos) foi mantido em repouso

por cerca de 10 a 12 horas (over night). Apés o periodo de pré-digestao, o sistema
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foi aquecido a 120 °C até quase secura. Os tubos foram retirados do bloco, e, apos
atingirem a temperatura ambiente (10 min), foram adicionados 10 mL de agua
desionizada em cada tudo. Os tubos foram inseridos no bloco digestor e foram

novamente aquecidos até quase secura a 120 °C.

Procedimento Il (P2) — Digestao direta
Os tubos foram diretamente para o aquecimento a 120°C até quase secura.
Os tubos foram retirados do bloco e, em seguida, foi empregado o mesmo

procedimento de P1.

Procedimento llI(P3) — Pré-digestao + H,0;

O sistema foi mantido em repouso por cerca de 10 a 12 horas. Apds o periodo
de pré-digestdo foram adicionados 0,5 mL de H;O, a 30 % (v/v) em cada tubo. O
sistema foi aquecido a 120°C até quase secura. Os tubos foram retirados do bloco e,

novamente, foi empregado o mesmo procedimento de P1.

Procedimento IV (P4) — digestao direta + H;O;

O sistema foi diretamente para aquecimento a 120°C por aproximadamente
45 minutos e, em seguida, foi retirado do bloco para adicéo de 0,5 mL de H,O, a 30
% (v/v). O sistema, entdo, foi novamente inserido no bloco onde foi submetido ao
aquecimento a 120°C até quase secura. Os tubos foram retirados do bloco e
também foi empregado o mesmo procedimento de P1.

Em todos os procedimentos, observou-se, no digerido, a presenca de
pequenas particulas brancas provavelmente silica. Para remover estas particulas, foi

realizada uma filtracdo, onde o conteudo dos tubos foi transferido para baldes de 25
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mL com auxilio de funil e papel de filtro, e, em cada tubo, foram realizadas trés
lavagens com solugdo de HNO; 0,05 mol L. Os baldes foram avolumados com a

mesma solugao.

3.3.2 — Extracao de metais em diferentes pH para determinacao por ICP OES

A 100 mg de amostra de espinafre NZ, foram adicionados 15 mL de cada
solucao tampao separadamente, com e sem a presenca de EDTA. O sistema foi
colocado sob agitagdo por 30 min. O espinafre em suspensao foi filtrado e o extrato

foi avolumado para 25 mL com o tampao correspondente.

3.3.3 — Estudo do teor de espécies oxidaveis presentes no espinafre NZ

Amostras de 1 g foram submetidas a agitacdo por 30 min com 100 mL de
agua. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado e aferido para 250 mL o que permitiu a
obtencédo do extrato de espinafre. Foram feitos, também, extratos de espinafre com
solucdes a pH 1, 2 e 3. Estes extratos foram obtidos usando solucdes preparadas a
partir da diluicdo de uma solugao de acido sulftrico 2 mol L.

De cada extrato de espinafre foram tomadas aliquotas de 25 mL para titulagcdo
com KMnO, 0,02 mol L, padronizado contra oxalato de sédio. Para acidular o meio,
foram usados 20 mL de acido sulfdrico 2 mol L '. A reacgédo foi potencializada pelo
aquecimento a 55-60°C depois de adicionado 90-95% da quantidade necessaria de
KMnO., e a viragem foi de incolor para réseo persistente por mais de 30 s. As
titulacbes foram feitas em triplicata e usou-se agua desionizada como branco

(Basset, 1981).

3.3.4 — Estudo do teor de oxalato soluivel presente no espinafre

21



Precipitacédo e separacao do oxalato soluvel

Aliquotas de 25 mL do extrato de espinafre foram transferidas para um tubo
de centrifuga, onde foram adicionados, lentamente, 10 mL de solu¢do saturada de
cloreto de calcio. Este sistema foi resfriado em geladeira por 12 h para facilitar a
formagdo dos cristais. Apos atingir a temperatura ambiente, o sistema foi
centrifugado por 20 min a 4000 rpm. O precipitado foi filtrado, solubilizado em acido
sulfurico e titulado com KMnO,, como descrito no item anterior. A reacdo de
precipitacdo apresentou rendimento na faixa de pH entre 6 e 8. Caso o pH da
solugéo fosse menor que 6, realizava-se um ajuste para 8 com a adigao de algumas
gotas de solugéo de hidroxido de sédio.

O teor de oxalato foi calculado pela equagédo m = 25.C.V(L).M, onde m ¢ a
massa de oxalato (g); C, a concentragdo de permanganato (mol L™"); V, é o volume
consumido de KMnOj; na titulagdo (L); e, M, a massa molar do oxalato (g mol™'). Para
obter a concentragdo expressa em mg g, o valor de m deve ser multiplicado por

1000.

3.3.5 — Avaliacao do poder adsortivo do espinafre para ions cobre

Amostras de espinafre de 100 mg foram submetidos a agitagdo por 30 min
com 15 mL de solugdo a pH 1 para extracdo de ions metalicos. Em seguida, o
sobrenadante foi separado por filtracdo. A massa de espinafre foi lavada
exaustivamente com agua e novamente submetida a agitagdo com 15 mL de solugéo
de Cu® 100 yg mL" por 30 min. Apds este periodo, a mistura foi filtrada e foi
determinado o teor de cobre residual na solugao do filtrado. A massa de espinafre foi
lavada para repetir os procedimentos de extracdo e adsor¢cdo por aproximadamente

dez ciclos. Foi retirada uma aliquota de 10 mL do sobrenadante o qual teve o pH
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ajustado para 10 com solugdo de NH; e, em seguida, a solugéo foi titulada com
EDTA 0,005 mol L, utilizando murexide como indicador. O ponto final da titulagao foi
observado pela passagem da coloragcé&o da solugdo de castanho para violeta. O teor
de cobre adsorvido pelo espinafre foi calculado pela diferenga entre o teor original

em solucdo e o teor residual apos a adsorcgao.

3.3.6 — Avaliacao do poder adsortivo do espinafre para ions magnésio

Amostras de espinafre de 100 mg foram submetidos a agitagdo por um
periodo de 30 min com 15 mL de solugdo a pH 1 ou 15 mL de solugdo pH 7 + EDTA
para extracdo de ions metalicos. Em seguida, o sobrenadante foi separado por
filtracdo. A massa de espinafre foi lavada exaustivamente com agua, novamente
submetida a agitagdo com 15 mL de solugdo de Mg #* 500 ug mL™" por 30 minutos e
essa mistura foi entdo filtrada. Foi determinado o teor de magnésio residual na
solucao do filtrado. A massa de espinafre foi lavada para repetir os procedimentos de
extracdo e adsorcao por aproximadamente dez ciclos. Para determinacéo do teor de
magneésio residual na solugéo foi retirada uma aliquota de 10 mL do filtrado a qual
teve o pH ajustado em 10 com 2 mL de tamp&o pH 10 e como indicador, utilizou-se
1 gota de net. Com o auxilio de uma bureta adicionou-se lentamente o EDTA 0,05
mol L™ até o ponto final, onde pode ser observada viragem do indicador de vermelho
para azul. O teor de magnésio adsorvido pelo espinafre foi encontrado pela diferenca
entre o teor original em solucdo e o teor residual apds a adsorgéo.
3.3.7 — Avaliagao do poder adsortivo do espinafre para ions calcio

Amostras de espinafre de 100 mg foram submetidas a agitagdo por um
periodo de 30 min. com 15 mL de solucéo pH 1 ou 15 mL de solugdo pH 7 + EDTA

para extracao de ions metalicos. Em seguida, o sobrenadante foi separado por
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filtragcdo. A massa de espinafre foi lavada exaustivamente com agua, novamente
submetida a agitagdo com 15 mL de solugdo de Ca 2* 1000 ug mL™ por 30 minutos e
essa mistura entdo foi filtrada. Foi determinado o teor de calcio residual na solugéo
do filtrado. A massa de espinafre foi lavado para repetir os procedimentos de
extracdo e adsorcao por aproximadamente dez ciclos. Para determinacao do teor de
calcio residual na solugao foi adicionado 1 mL da solu¢do complexo EDTA-Mg a uma
aliquota de 10 mL do filtrado, 2 mL de tampao pH 10 e, em seguida, foi titulado com
EDTA 0,05 mol L utilizando como indicador 1 gota de net, onde pode ser observada
a viragem de vermelho para azul. O teor de calcio adsorvido pelo espinafre foi
encontrado pela diferenga entre o teor original em solugdo e o teor residual apds a
adsorcdo. Neste estudo, também foi testado qual a melhor solugdo para servir de
extratora dos ions calcio durante os ciclos de extragdo-adsorcdo, para tanto, além
das solugées em pH 1 e pH 7 com EDTA, foram usadas solu¢des de HCI 1 e 0,1 mol
L', HNO; 1 e 0,1 mol L', HClI e HNO; 50%. Adicionalmente, foram testadas
solugdes de diferentes concentragdes (10, 100,1000 yg mL™") para o enriquecimento

do espinafre seco com ions calcio.

4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Avaliagdo de Procedimentos de Digestdo Acida em Sistema Aberto para a
Determinacdao dos Teores de Metais em Amostras de Espinafre da Nova

Zelandia
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Nesta etapa, foram comparados procedimentos de mineralizacdo em sistema
aberto (bloco digestor), utilizando digestdo direta associada, ou ndo, a uma etapa de
pré-digestdo. Para tanto, foram avaliadas as concentragbes de espécies metalicas
extraidas na digestdo acida com acido nitrico, com ou sem a adi¢cao de peroxido de
hidrogénio. Assim, foram avaliados quatro procedimentos para decomposi¢cao de
amostra de espinafre com determinagdes posteriores dos teores de Al, Fe, Ca, Mg,
Cu, Zn e Mn por espectrometria de emissao Optica com plasma de argbnio
indutivamente acoplado (ICP OES). Os testes foram realizados com quatro réplicas
da amostra de espinafre. Assim, amostras do referido vegetal foram lavadas
exaustivamente com agua desionizada e submetidas a secagem em estufa a
temperatura de 55 °C até massa constante. O material foi triturado em liquidificador
com hélices de aco e as particulas com didametro inferior a 200 Mesh foram
separadas por peneiragao. Amostras de 100 mg foram medidas e transferidas para o
tubo de digestao no qual era adicionado acido nitrico concentrado. Experimentos que
envolviam pré-digestdo foram sempre realizados apenas com a adigdo de acido
nitrico a amostra, enquanto que experimentos com o envolvimento de peréxido de
hidrogénio foram executados com a adicdo do peroxido apos breve periodo de
aquecimento da mistura da amostra com acido nitrico. Deve ser destacado que estes
ensaios foram realizados apenas com espinafre comercializado na Bahia (espinafre
da Nova Zelandia).

Os valores encontrados experimentalmente para alguns ions metalicos

presentes no espinafre consumido no Brasil podem ser observados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Concentragcao de alguns ions metalicos presentes em amostra de
espinafre NZ, expressa em g kg' de matéria seca, empregando quatro diferentes

estrategias de digestéo. (N = 4)
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elemento Nitrico Nitrico / Perdxido

Pré-digestdo  Digestao direta Pré-digestao Digestao direta
Al 0,09 + 0,02 0,106 + 0,007 0,20 + 0,01 0,18 £ 0,03
Fe 0,24 + 0,01 0,20 + 0,02 0,26 + 0,02 0,24 £ 0,01
Ca 10,0+ 0,2 94+04 9,0+04 92+04
Mg 6,6 +0,2 59+0,5 6,3+0,4 6,8+0,2
Cu 0,013 +0,001 0,0121 £0,0005 0,0116+0,0008 0,0119 + 0,0008
Zn 0,112+ 0,008 0,096 £ 0,007 0,099 + 0,006 0,10 £ 0,01
Mn 0,27 £ 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,27 + 0,01

Para todos os elementos, nas diferentes condigbes de digestdo, foram
realizados teste t para seis graus de liberdade e 95 % de confiabilidade. Observou-
se que, para alguns dos elementos investigados, houve diferengas significativas
entre as concentragbes determinadas, quando empregada a etapa de pré-digestao
com acido nitrico por 12 h. Assim, foram observadas para digestdo em sistema
aberto com acido nitrico, diferengas significativas para as concentragdes de Ca, Mg,
Fe e Zn, enquanto que os valores obtidos com ou sem pré-digestdo em meio nitrico
nao foram significativamente diferentes para Al, Cu e Mn. Comparando os valores
obtidos para as concentragées de Ca, Mg, Fe e Zn determinadas em amostra de
espinafre seco digeridas em meio nitrico e ao aplicar, ou ndo, a etapa de pre-
digestdo, foi observado que as concentragdes destes elementos foram sempre
maiores quando aplicada a etapa de pré-digestdo, como pode ser observado na
segunda e terceira coluna da Tabela 4.1. Para garantir que a concentragcao
determinada de Ca, Mg, Fe e Zn, aplicando a pré-digestao, era significativamente
maior (95% de confiabilidade) que a obtida com a digestao direta em meio nitrico, foi

aplicado teste t para seis graus de liberdade e uma cauda, cujo valor critico de t &
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igual a 1,94. Os valores de t calculados para todos os elementos sob investigagao
indicaram que a concentragdo determinada para Ca, Mg, Fe e Zn foram
significativamente maiores quando aplicada a digestao nitrica acoplada a uma etapa
de pré-digestdo. Este fato pode ser relacionado a efeitos cinéticos, visto que o tempo
de contato da amostra com a solu¢gdo de HNO; sofre um acréscimo de 12 h, quando
aplicada a pré-digestao. Por outro ponto de vista, o acido nitrico atua na digestao da
amostra seca de espinafre fazendo uso de suas caracteristicas acidas e como
agente oxidante. Contudo, a agdo como oxidante é drasticamente aumentada com o
aquecimento, o qual também favorece a eliminagdo dos gases gerados na
decomposicdo da matéria seca (CO,, NO e NO;). Porém, o aquecimento ocorre
apenas durante a digestao e, ndo afetando a etapa de pré-digestéo, esta justificativa
(0o aquecimento) ndo poderia ser considerada para explicar as diferengas
observadas. Neste contexto, pode ser afirmado que Ca, Mg, Fe e Zn estdo mais
fortemente ligados a matéria seca, mesmo porque ha a presenga de residuos
brancos apds as digestdes, independentemente da estratégia empregada para a
decomposicdo da amostra. Discussdes mais aprofundadas sobre o que leva a
formacéao dos residuos brancos, apds a decomposicao, serao feitas adiante.

Para os processos de digestdo conduzidos com mistura nitrico peroxido nao
foram observadas diferengas significativas para 95% de confiabilidade para nenhum
dos elementos investigados. Assim, para o caso do uso de perdxido na digestao, a
etapa de pré-digestdo nao leva a nenhum tipo de ganho na extragcado dos metais. Isto
pode ser explicado pelo fato da digestdo de material foliar seco com acido nitrico e
peroxido de hidrogénio em sistema aberto, levar a um eficiente rompimento das
paredes das células vegetais, as quais sao formadas por carboidratos (celulose).

Isto, possivelmente, devido a reacdo de Ruff (Solomons, 2002). Nesta reacéo,
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também denominada de degradacdo de Ruff, ha a diminuigdo da cadeia carbdnica
de carboidratos previamente oxidados a acidos carboxilicos pela acdo de perdxido
de hidrogénio na presencga de Fe(lll).

Uma vez que, para o sistema nitrico + perdxido, ndo foram observadas
diferengas significativas para as concentragdes de nenhum dos metais investigados,
e que para as decomposic¢oes realizadas exclusivamente com acido nitrico, os teores
de alguns elementos estudados foram maiores, quando incorporada a etapa de pré-
digestao, foi feita a comparagéo entre os resultados obtidos para as concentragdes
dos metais sob investigagdo empregando digestdo em meio nitrico e nitrico +
peréxido apds digestdo por 12 h em meio de acido nitrico (Tabela 4.1). Nesta
comparacao pbéde ser constatada diferenga significativa para 95% de confianga
apenas para o Al. Porém, ndo se acredita que os teores de aluminio determinados,
empregando uma ou outra estratégia de digestdo, tenham algum significado para
este trabalho, visto que nenhum dos trabalhos publicados na literatura sobre
composic¢ao inorganica de espinafres traz qualquer informagao sobre aluminio e nas
condigbes de armazenamento das amostras no laboratorio pode ter ocorrido alguma
contaminagédo. De toda a sorte, o aluminio determinado deve estar relacionado ao
elemento na forma de é6xido, o qual € um coldéide amorfo. Assim, o ataque com a
mistura de acido nitrico e peroxido de hidrogénio foi mais efetivo na dissolugéo da
alumina.

Isto também explica o fato dos resultados para a concentracdo de aluminio
terem apresentado as maiores dispersdes (maiores desvios padrao relativos) quando
aplicados os diferentes procedimentos de preparo de amostra. Em principio, os
procedimentos que poderiam ser comparados para a determinacdo de aluminio

seriam aqueles sem a adicdo de perdéxido de hidrogénio ou os outros dois com
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peréxido de hidrogénio, pois estes procedimentos, dois a dois, exibiram resultados
que nao apresentaram diferencas significativas entre si. Ainda assim, existe uma
variagdo muito grande no teor de aluminio determinado (Tabela 4.1), chegando esta
variagdo a mais de 100%. Contudo, como mencionado anteriormente, apds a
mineralizacao, foi feita a filtragdo, pois pdde ser percebida a existéncia de pequenos
cristais brancos. Em um primeiro momento, atribuiu-se a ocorréncia dos precipitados
a presenca de silicatos, mas, diante dos resultados obtidos, pode-se também inferir a
existéncia de aluminio no material residual.

O caélcio ndo apresentou grandes variagdes em seus resultados, somente o
valor obtido com a pré-digestdo, seguida da digestdo na auséncia de perdxido de
hidrogénio, que diferiu significativamente dos demais, apresentando valor maior. E
de conhecimento geral que o espinafre é um vegetal muito rico em calcio, contudo
nao ha muitas fontes que apresentem a composi¢cdo inorganica deste tipo de
espinafre consumido no Brasil (espinafre da Nova Zelandia).

A determinagao do teor de cobre mostrou resultados comparaveis entre si,
ndo apresentando diferenca significativa nos quatro procedimentos. E importante
ressaltar também que, de todos os elementos pesquisados, o cobre € o que
apresentou menor teor no espinafre. Vale salientar que o cobre é um dos elementos
que tem menor indice de necessidade ca. 4 - 5 mg dia™.

Apesar de n&o ter sido realizada validagcdo com material certificado de
referéncia, os resultados obtidos deram uma idéia da composi¢do inorgénica do
espinafre produzido e comercializado no Brasil (Tetragonia expansa) mais
especificamente o consumido na Bahia, também conhecido como espinafre da Nova
Zelandia. Isto dado que na literatura ndo foram encontrados muitos estudos sobre

este vegetal, ao contrario do que ocorre para o espinafre verdadeiro (Spinacia
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oleracea) que tem alguns estudos sobre seu potencial nutritivo e composi¢cao

inorganica.

4.2 — Comparacao dos teores de ions metalicos no espinafre

Como ja mencionado, ndo ha muitos dados na literatura sobre composi¢cao
inorganica do espinafre NZ consumido no Brasil (espinafre NZ). Na Tabela 4.2 sao
apresentados os teores de alguns elementos em espinafres NZ frescos cultivado no

Sul do Brasil (Kawashima & Soares, 2003).

Tabela 4.2 — Teores de elementos metalicos em amostras de espinafre NZ
expressos em mg / 100 g de matéria seca (nosso estudo) e fresca (Kawashima &

Soares, 2003) e a razdo (R) entre as concentragdées na matéria seca e fresca.

Mineral Matéria fresca  Matéria seca R
K 537 + 130 - -
Na 94 + 49 - -
Ca 64 + 21 945 + 37 14,8
Mg 55+ 16 680 + 16 12,4
Fe 1+0,8 244 +1,2 24,4
Mn 1+0,8 27,0+1,0 27,0
Cu 0,05+ 0,03 1,21 £ 0,05 242
Zn 0,3+0,1 9,9+0,6 33,0

Como pode ser observado na Tabela 4.2, ha uma diferenga muito grande
entre os valores encontrados nos dois estudos. Porém, deve ser observado que o
teor de agua é preponderante em um vegetal. Assim, como um dos estudos foi
realizado em base seca e, o outro, em base fresca, ndo foi possivel a simples
comparacao dos resultados. Dessa forma, foi feito o calculo da razdo (R), a qual foi

calculada pela divisdo da concentragdo de um dado metal na matéria seca (valor
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obtido) pelo valor encontrado na literatura para matéria fresca. Para os diversos
elementos analisados, o valor de R variou entre 12 e 33, quando seriam esperadas
variagdes menos bruscas para R. Porém, apesar do espinafre analisado neste
trabalho e no trabalho desenvolvido por Kawashima & Soares (2003) terem sido
desenvolvidos com a mesma espécie botanica, existem outras causas para as
variagdes no espinafre da Nova Zelandia, como a forma de cultivo, localizagao,
praticas agricolas, incidéncia de chuva, periodo da colheita, utilizagdo de irrigagéo e
condi¢cbes de armazenamento e transporte. Estas observagdes levaram a ser pouco
eficaz a busca por explicacbes sobre as diferencas nas concentragdes. Contudo,
muitos dos vegetais consumidos em Salvador, BA, s&o oriundos de municipios como
Simdes Filho, Dias d’Avila e Camacari, onde existem grandes empresas do setor
siderurgico e metalurgicas. Este fato poderia ser explorado para explicar as maiores
valores de R para metais como Fe, Cu, Zn e Mn.

Em um estudo realizado por Jaworska & Kmiecik (1999), foram comparados
os teores para base seca e base fresca do mesmo material, e também a
comparagao para duas estagdes do ano. No referido estudo, pdde ser percebido
como as variagdes supracitadas afetam significativamente a composigao inorganica

pesquisada. Os teores encontrados sao apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Concentracdo de metais na base seca e fresca em espinafre da Nova

Zelandia e as razbes de concentragdo (adaptado de Jaworska & Kmiecik, 1999)

Mineral Estagédo do ano
Primavera Outono
Fresca Seca R Fresca Seca R
mg /100 g mg /100 g mg /100 g mg/ 100 g
K 484 9200 19,0 272 5120 18,8
23 440 19,1 24 450 18,8
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Ca 107 2030 19,0 106 2000 18,9

Mg 33 630 19,1 57 1070 18,8
Na 47 890 18,9 127 2390 18,8
Fe 3.5 70 20,0 4.8 90 18,8

Ao observar os dados da Tabela 4.3 foi possivel constatar que fatores
climaticos, estagdes do ano, base seca ou base fresca, entre outros, interferem
significativamente nos resultados. Porém, deve ser destacado que os valores de R
para os diferentes elementos sob investigagdo nao apresentam grandes variagdes
para uma dada época do ano. Neste contexto, avaliando os dados das Tabelas 4.2 e
4.3 poderia ser assumido que, na comparagao das concentragdes encontradas para
os elementos investigados no presente estudo, foram drasticamente diferentes que
os encontrados por Jaworska & Kmiecik (1999) e que os processos de digestao
foram, portanto, inadequados. Porém, ao ser feita a comparagao dos teores dos
elementos na matéria seca produzida na primavera e matéria fresca para o espinafre
produzido no outono (Tabela 4.3), os valores de R para os diferentes elementos
também apresentariam forte variacdo (entre 10 e 50). Este fato demonstra a
inexequibilidade do emprego do fator R ou mesmo das concentragdes para
comparagdes entre os resultados quando nao se conhece exatamente onde, quando

e como foi produzido o espinafre.

4.3 — Avaliagdao do nivel de interacao de metais com o espinafre da Nova
Zelandia

Para avaliar como os metais estariam ligados ao espinafre produzido e
consumido no Brasil e em outros paises do hemisfério sul, decidiu-se fazer uma
série de testes para avaliar a quantidade destes ions metalicos que seriam extraidos
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em solucdes com diferentes condicdes de pH. Para tanto, usou-se solucédo a pH 1,
(solugéo 0,1 mol L' de HCI); a pH 3, preparada pela mistura de HCI com solugéo de
biftalato de potassio; a pH 5, preparada pela mistura de biftalato de potassio e
NaHCO;; a pH 7 (mistura de KH,PO, e Na,HPO,). Foram também preparadas
solugdes de EDTA 0,1 mol L' a pH 3, 5 e 7 a partir dos mesmos tampdes ja escritos.
A determinacédo dos teores de metais nos extratos foi realizada por espectrometria
de emissao otica com plasma de argénio indutivamente acoplado (ICP OES).

Nas figuras abaixo, serdo apresentados os percentuais dos diversos ions
metalicos extraidos em solugdes com diferentes valores de pH e na presenca ou
auséncia de EDTA. Para facilitar a comparacao dos resultados, foram excluidos os
dados referentes aos extratos em solugao a pH 1, devido a dificuldade de preparo de

solucdo aquosa 0,1 mol L' de EDTA neste pH.
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Figura 4.1 — Percentagem extraida em solugdes de diferentes pH com ou sem

EDTA. (a) Aluminio. (b) Ferro.
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Pela Figura 4.1 foi possivel perceber que aluminio e ferro apresentaram
comportamentos semelhantes frente as diferentes solugbes extratoras. Para ambos
a maior eficiéncia de extracado se deu em solucdo de EDTA a pH 3. Nesta condicéo,
aproximadamente 90 % do aluminio foi extraido, enquanto que para o ferro a fracédo
extraida foi de 65 %. A solugdo a pH 3 sem a presenga do quelante (EDTA) permitiu
a extracao de ca. 40 % de Al e Fe, enquanto que os extratos com solu¢des a pH 5, 7
e agua apresentaram niveis de eficiéncia muito proximos entre si (20 % para Al e 15
% para Fe). Solugdes de EDTA a pH 5 e pH 7 conseguiram ser mais eficazes na
extragdo que aquelas na auséncia do quelante, permitindo extrair ca. 30 % de cada
metal. Estes resultados podem ser discutidos com diferentes abordagens, porém, &
conveniente fazer uma rapida passagem por equilibrios em solugédo. Anteriormente,
foi feita discussdo sobre a ocorréncia de residuo branco apds a digestdo de
amostras de espinafre, independentemente da estratégia de mineralizagcdo
empregada. Também foi discutido que este residuo poderia ser constituido de 6xido
de aluminio. Assim, foi feito um exercicio teorico relacionando a solubilidade do
oxido de aluminio em solugdo de EDTA a diferentes pHs. A curva de solubilidade do
Al,O; é apresentada na Figura 4.2.

Deve ser destacado que na construgdo da curva ndo foram levados em
consideragdao os hidroxocomplexos de aluminio. Obviamente que os valores
apresentados para solubilidade ndo tém significancia experimental, pois jamais
seriam observados aqueles valores de concentracdo como solubilidade (Figura 4.2),
mas € interessante fazer uma avaliacdo sobre o comportamento da solubilidade do
oxido em solucao de EDTA na faixa de pH de 2 a 7. Além disto, € manifesto que a
solubilidade do AI(OH); aumenta em solu¢des mais acidas (com pH mais proximos

de zero). Contudo, em solugdo de EDTA 0,1 mol L', a maxima solubilidade foi
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calculada para pH 3,5. Para solugdes com pH inferiores, a solubilidade é regida pela
acidez do meio enquanto que para solugcdes com pH superior a 2,0 a contribui¢cao do
quelante é mais evidente. Ao comparar os resultados dos calculos com o medido
experimentalmente (Figura 4.1a), nota-se que na auséncia ou presengca do
complexante (EDTA) a maior taxa de extragdo de Al ocorreu em solugdo a pH 3,
porém, neste pH, a contribuicio do EDTA para a extragdo dos ions Al(lll) &
significativa e preponderante. Neste contexto, ndo ha como descartar a possibilidade

do Al presente no espinafre estar na forma de 6xido.
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Figura 4.2 — Solubilidade do Al-O; em diferentes pH na presenga e auséncia

de EDTA.

Da mesma forma que para o aluminio, também foi feito para o ferro um
exercicio tedrico para relacionar a solubilidade do Fe(OH); em solugédo de EDTA a
diferentes pHs. Os resultados deste exercicio sdo apresentados, como curva de
solubilidade, na Figura 4.3. Assim, foi possivel observar que a solubilidade do
Fe(OH); em solucbes a pH inferior a ca. 2,5 seria regida quase que exclusivamente

36



pela acidez da solucgdo, caracterizando que quanto menor o pH, maior a solubilidade
do Fe(OH);. Contudo, em solugdo de EDTA 0,1 mol L, a solubilidade maxima foi
calculada para pH 3,5, evidenciando que, para pH superiores a 2,5, a contribui¢ao do
quelante é preponderante sobre a acidez do meio. Quando comparado estes
calculos tedricos com o resultado experimental, foi possivel constatar que realmente
a melhor extragao para o Fe aconteceu em solu¢cdo de EDTA a pH 3 (Figura 3.1b),
confirmando que prevaleceu a contribuicdo do quelante sobre a acidez do meio.
Desta forma, ndo ha como descartar a possibilidade dos ions Fe estarem presente

na matéria seca do espinafre na forma de Fe;O:s.
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Figura 4.3 — Solubilidade do Fe(OH); em diferentes pH na presencga e

auséncia de EDTA.

Na Figura 4.4 pbde ser observado a percentagem de ions metélicos
extraida em diferentes valores de pH para cobre e manganés, tomando como
parametro a concentragdo de ion metalico determinada experimentalmente. Pdde-se

notar que para os dois metais ndo houve muita diferenca para as extragcdes em
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diferentes pH. Para o cobre, a extracdo a pH 5 se aproximou de 100 %, enquanto
que a extragdo em agua ficou em torno de 60 %. Aproximadamente 80 % de cobre
foram extraidos para todas as outras condi¢gdes de extragdo (Figura 4.4a). Para o
manganés a solu¢do a pH 5 com EDTA chegou proximo a 80 % de extragdo e, em
agua, foi de 45 %. Para as outras solugdes, a extracao foi de ~70 % (Figura 3.4b).
Neste contexto, foi possivel inferir que o cobre esta fracamente ligado a matéria seca
do espinafre, pois com as condi¢gdes de extragcdo mais brandas (extracdo em agua)

foi possivel extrair ~ 60% de Cu?* presente no espinafre.
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Figura 4.4 — Porcentagem de ions metalicos extraidos em solugbes de diferentes pH

com ou sem EDTA. (a) Cobre (b) Manganés.

O manganés também apresentou boa disponibilidade, contudo suas

interacbes com a matéria seca se mostraram mais marcantes do que as interacoes
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do cobre, ja que, para as mesmas condi¢cdes de extracdo, foi possivel extrair uma

quantidade sempre menor de manganés.
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Figura 4.5 — Porcentagem de ions metalicos extraidos em solug¢des de diferentes pH

com ou sem EDTA. (a) Calcio. (b) Magnésio.

Na Figura 4.5 esta apresentada a fracao de calcio e magnésio extraida em
diferentes pH. Para os ions magnésio, houve uma boa eficiéncia na extragao para a
maioria das solugdes, sendo a solugdo a pH 3 com EDTA aquela que apresentou
menor eficiéncia de extragao (~50 %), como pode ser observado na Figura 4.3.b. A
maxima extragdo de Mg?* ocorreu em solugdo a pH 5 sem EDTA (96 %). As
extracoes com solugdes a pH 3 e sem EDTA permitiram extrair ~ 90 % de ions
magnésio e as extracées em pH 5 e 7 com EDTA e em agua ficaram em torno de 80
% de extracdo de magnésio. Com estes resultados foi possivel constatar que o
magnésio, dentre os metais pesquisados, € o elemento que tem interagbes mais
fracas com a matéria seca do espinafre, ja que a eficacia da extragcdo em agua
chegou a 80% de ions Mg®. Adicionalmente, pdde-se inferir que o magnésio
apresentou a maior disponibilidade entre os elementos investigados.

Ao observar a Figura 4.5a foi possivel notar que o calcio, ao contrario do
magnésio, esta fortemente ligado a matéria seca do espinafre devido a pouca
efetividade da extragdo com a maioria das solugdes. Apenas para as extragcdes com
solugcdes de EDTA a pH 5 ou 7, foram observadas boas eficacias na extracdo de
calcio (> 50 %). As extragbes com solugédo a pH 3 e com agua foram pouco eficazes
para o deslocamento do calcio para a solugdo (~10 %). Contudo este
comportamento do calcio diante das diferentes solugdes extratoras pode ser
explicado pela comparagdo dos resultados obtidos experimentalmente com os
valores tedricos calculados para solubilidade do oxalato de calcio (Figura 4.6) em

solugcédo de EDTA a diferentes pHs.
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No estudo tedrico, as maiores solubilidades para o oxalato de -calcio
ocorreram em solugdo de EDTA 0,1 mol L para valores de pH superiores a 6. E
como pode ser observado na Figura 4.6, € a partir deste pH que a contribuigdo do
complexante (EDTA) se torna preponderante em relagdo ao pH do meio. Ja para
solugcdes aquosas na auséncia do quelante, a solubilidade do calcio € um pouco
mais expressiva apenas para pH menor que 1. Adicionalmente, solugdes com niveis
de acidez no intervalo de pH 1 a 7 apresentaram valores de solubilidade
relativamente baixos, independente da presenca de EDTA em solucdo. Esta
avaliacdo tedrica foi concordante com os resultados obtidos experimentalmente; ja
que a solucao que apresentou melhor eficacia na extracdo do calcio foi a solugao de
EDTA 0,1 mol L' a pH 7,0, seguida da solugdo de EDTA 0,1 mol L™ a pH 5,0. Para
as demais solugdes, ndo houve boa eficacia nas extragcdes, confirmando o que foi
observado no estudo teorico para os niveis de acidez entre pH 1 a 7. Neste contexto,
foi possivel inferir que s&o grandes as probabilidades do calcio presente no espinafre
estar predominantemente na forma de oxalato, isso explicaria sua baixa

disponibilidade no vegetal.
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Figura 4.6 — Solubilidade do oxalato de célcio em diferentes valores de pH na

presenca e auséncia de EDTA.

Estes resultados podem expressar também como estes elementos estdo em
relagéo a assimilagao pelo organismo (disponibilidade), ja que no estomago o pH é ~
2. Assim pode-se ter uma idéia de quanto de cada mineral estaria disponivel para o
organismo a partir do consumo de espinafre. Foi possivel perceber que a maioria
das interagdes dos metais com espinafre se da por complexagao e nao por ligagdes
mais fortes como ligagbes covalentes. Péde-se também observar que o calcio foi o
metal presente na matéria seca com menor disponibilidade, pois sua extracido so foi
eficiente em solugdes de EDTA, o qual tem uma alta constante de complexagcdo com
o calcio, enquanto que magnésio, cobre e manganés apresentaram-se como 0s
elementos mais disponiveis, pois foi observada boas eficiéncias de extracdo com
todas as solugbes avaliadas (> 60 %).

Foram feitos também testes de extracdo em pH 1 que se mostraram muito
eficientes para todos os metais, chegando a extrair aproximadamente 100 % de
todos os elementos, principalmente o aluminio que atingiu a incrivel faixa de 300%
de extracdo, o que indica a possibilidade de contaminagdo. Até mesmo o calcio que
nao mostrou boas extracbes em solugdes livres de EDTA, apresentou os maiores

valores de extracdo em solugao a pH 1, aproximadamente 100%.

4.4. Teor de oxalato presente no espinafre

Os oxalatos estdo presentes em diferentes vegetais, sendo facilmente
encontrados na forma aquossoluvel, como potassio, sédio e amébnio, além de
oxalatos insoluveis como oxalato de calcio. O oxalato apresenta forte interagdo com

o ion calcio (pKps = 7,9; log B+ = 1,66; log B2 = 2,69), diminuindo a disponibilidade
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deste ion para absorgdo e assimilacdo no organismo. E conveniente lembrar que

precipitados como o CaC,04 acumulam-se nos glomérulos renais, contribuindo para
o desenvolvimento de disturbios neste érgédo (Judprasong et al, 2006).

A permanganatometria foi empregada para a determinagdo de espécies
possiveis de oxidagado pelo permanganato de potassio em meio acido, cujo potencial
padrdao de redugdo € 1507 mV (Harris, 2005). O oxalato é uma das espécies
quimicas possiveis de extragdo da amostra de espinafre e que reagiria com solugao
padronizada de KMnO, em meio sulfurico, como apresentado na equag¢ao quimica
abaixo:

OMnO7 + 5HAC.O, + 6H" = 2MnZ2*

4 »Cr0y + 10CO

A solugdo de 0,02 mol L' de KMnO, foi previamente padronizada contra
oxalato de sddio, o qual foi antecipadamente seco em estufa até massa constante.
Assim, a extragcao das espécies oxidaveis pelo permanganato a partir de amostra de
espinafre foi realizada tomando 1,0000 g da amostra e realizando a extragdo com
100 mL das diferentes solugdes extratoras avaliadas. Apds 30 min sob agitagao, foi
feita a filtragdo e o extrato avolumado para 250 mL. Nestes estudos, foram avaliados
os teores de espécies passiveis de oxidagdo pelo permanganato e extraida em
solugéo a pH 1, 2, 3 e em agua desionizada. Os resultados sdo apresentados na

Tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Teor de espécies oxidaveis pelo permanganato nos extratos de
espinafre obtidos em diferentes condigbes de acidez (expresso como oxalato em mg

g’ de matéria seca).

~ Espécies oxidaveis Numero de
pH da Solucao . Lt
extraidas réplicas
Extratora 1
(mg g”)
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1 279+ 8 4
2 299 + 17 3
3 284 + 6 2
H.0 251 + 1 2

Os resultados apresentados na Tabela 4.4 revelaram n&o haver diferencas
significativas (95% de confianga) para os teores de espécies oxidaveis pela solugao
de permanganato de potassio nos extratos a pH 1, 2 e 3. Por outro lado, a
concentragdo de material oxidavel presente no extrato aquoso foi significativamente
menor que o obtido para pH 3, por exemplo. Estes resultados ndo poderiam ser
explicados se o oxalato fosse a unica espécie quimica extraida capaz de ser oxidada
pelo KMnO,, uma vez que os maiores teores de espécies oxidaveis foram obtidos
para os extratos com solugcdes de maior acidez. Para os ions oxalato, o aumento da
acidez da solucdo extratora levaria ao aumento da fracdo na forma de H.C,O,,
enquanto que as espécies HC,O, e C,O,> seriam predominantes em meios de
menor acidez. E certo que (i) a eficiéncia de extracéo de oxalatos solGveis é maior
em solugcdes de menor acidez, pois, nestas condigdes, prevalece o oxalato em suas
formas anibnicas; e, (ii) pelo procedimento realizado (titulagdo) o oxalato em
quaisquer das formas seria oxidado a CO,, visto que a adi¢cdo de aliquota de H,SO,
para efetuar em bom termo a titulagdo com permanganato de potassio, era feita apos
a filtracao do residuo e tomada de aliquota daquele extrato. Porém, caso houvesse a
predominancia no espinafre de oxalatos insoluveis, como, por exemplo, na forma de
CaC;0,, a eficiéncia de extracdo de oxalato para a solugao extratora seria maior em
meio de maior acidez. No ultimo caso, os resultados obtidos estariam plenamente
justificados. Contudo, pelo fato de ndo poder ser creditado exclusivamente aos
oxalatos os valores de concentracdo de espécies potencialmente oxidaveis pelo
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permanganato e ao assumir que outros compostos organicos poderiam ser
protonados e extraidos para a solugdao em condigcdes de maior acidez, optou-se por
adicionar solucédo saturada de CaCl, ao extrato para a precipitagdo, separagao e
monitoracdo do oxalato presente no espinafre.

Em principio, além do oxalato, outros anions como carbonato (pKps = 8,22) e
fosfato (pKps = 6,58) poderiam ser precipitados na forma de sais de calcio. Porém,
carbonato e fosfato ndo sdo oxidados pelo permanganato e, caso carbonato fosse
extraido do material foliar seco com solugdes a pH entre 1 e 3, este seria convertido
e emanado na forma de CO, durante a extracdo, visto que a fragcdo na forma de
H.CO; seria de 100% para pH 3. O fosfato por sua vez, durante a extracdo com
solucado a pH 1 estaria 98% na forma associada, enquanto que em pH 3 a fracao
associada decairia para ca. 12%. O H;PO, estara distribuido entre a superficie do
espinafre e a solugdo, de acordo com uma dada constante de particdo. Assim,
carbonato, fosfato e mesmo sulfato ndo sdo interferentes para o método de
determinagcdo de oxalato proposto (permanganatometria). Na Tabela 4.5 sao
apresentados os valores obtidos para oxalato extraido empregando a estratégia de

precipitacdo do oxalato presente no extrato a diferentes niveis de acidez com CaCl..

Tabela 4.5 — Teor de oxalato em extratos de espinafre

pH da solucao Concentragao de Oxalato
extratora (mg g™
1 66 + 1
2 103 £ 4
3 99+3
H.O 109 + 2
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Para todas as condi¢des de extracdo estudadas as concentragcdes de oxalato
determinadas no extrato apds precipitagdo na forma de oxalato de calcio (Tabela
4.5) foram significativamente menores que as obtidas sem a incorporagdo da etapa
de precipitagdo (Tabela 4.4). Isto pode ser explicado pelo fato de outros compostos,
em especial, compostos organicos como algumas vitaminas (vitamina C e E) e
acidos carboxilicos (como o acido félico) presentes no espinafre, seriam total ou
parcialmente extraidos para solugdes acidas e reagiriam com o permanganato
afetando a seletividade do método selecionado. Também, com base nos resultados
encontrados na Tabela 4.5, péde ser constatado que a menor eficiéncia de extragao
de oxalato ocorreu a pH 1; o que foi justificado pelo fato de, neste pH, ca. 98% deste
anion esta na forma de H,C.O, e, portanto, mantendo interacbes com espécies
contidas na superficie das folhas secas de espinafre.

Ao comparar estes dados (Tabela 4.5) com valores encontrados na literatura
(Savage et al., 2000), ndo foi observada diferenga significativa entre os resultados
obtidos. Assim, decidiu-se que as futuras extragdes para a determinacdo da
concentracdo de oxalato em espinafre seriam realizadas utilizando agua como
extrator. Isto, pois, ndo demandaria uso de reagentes, o que diminuiu riscos de

contaminagao e os custos operacionais.

4.4.1. Teor de oxalato presente no espinafre consumido no Brasil

O teor de oxalatos soluveis em agua determinado experimentalmente no
espinafre consumido no Brasil (espinafre da Nova Zelandia) foi 108 + 2 mg g, o que
representa 10,8 g em 100 g de matéria seca. Este valor esta em acordo com dados
da literatura. Para este tipo de vegetal, o teor de oxalato soluvel varia entre 7,5 e

12,2 g em 100 g de matéria seca (Savage et al., 2000). O teor de oxalato presente
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depende da parte da planta utilizada, sendo que a acumulagcéo de oxalato é maior
nas folhas (parte do vegetal investigada neste estudo). Segundo Savage e
colaboradores (2000), o teor de oxalato na matéria seca oriunda das folhas de
espinafre da Nova Zelandia foi de 10,8 g / 100 g, coincidindo com o resultado obtido

na presente investigacao (10,85 g/ 100 g de matéria seca).

4.4.2. Teor de oxalato presente no espinafre consumido em Portugal

Uma vez que o espinafre consumido no Brasil (espinafre da Nova Zelandia)
difere do espinafre consumido em muitos paises do Hemisfério Norte (espinafre
verdadeiro), foram adquiridos magos de espinafre verdadeiro na cidade do Porto,
Portugal, para viabilizar a comparagdo do teor de oxalato em ambos vegetais
(Spinacia oleracea e Tetragonia expansa). O teor de oxalatos soluveis em agua
determinado experimentalmente no espinafre consumido em Portugal (espinafre
verdadeiro) foi 18,9 + 0,4 mg / 100 g de matéria seca. Embora para o espinafre
verdadeiro existam mais dados na literatura que para o espinafre NZ, a maioria
destes dados esta relacionada a matéria fresca, na qual o teor de oxalato varia de

250 a 1760 mg / 100 g (Jaworska, 2005).

4.4.3. Comparacao do teor de oxalato no espinafre NZ e espinafre verdadeiro
Amostras de espinafre verdadeiro e da Nova Zelandia (espinafre NZ) foram
adquiridas e submetidas, em paralelo, ao procedimento de extracdo e determinacao
de oxalato. Os teores de oxalato soluvel no espinafre consumido no Brasil (espinafre
NZ) e no consumido em Portugal (espinafre verdadeiro) foram determinados e os

resultados sdo mostrados na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6 — Teor de oxalato soluvel, em g / 100g de matéria seca, em espinafre NZ

e espinafre verdadeiro

Teor de oxalato soluvel

Vegetal g/100 g
Espinafre da Nova Zelandia 12,0+ 0,2
Espinafre verdadeiro 15,1+ 0,1

Os valores encontrados para oxalato nas duas espécies de vegetais
apresentam diferengas significativas para 95 % de confiabilidade, sendo que para o
espinafre verdadeiro foi encontrado 25 % mais oxalato que no espinafre NZ. No
entanto, a maioria dos dados reportados na literatura para o teor de oxalato soluvel
nestas duas espécies vegetais indica uma maior concentragdo de oxalato no
espinafre NZ. Porém, é pouco produtivel forcar conclusées a partir destes dados
devido a (i) estes dados reportados serem relacionados a matéria fresca (Jaworska,
2005); (ii) impossibilidade de garantir os mesmos teores de agua em ambos
vegetais; e, (iii) as diferengas sazonais, climaticas e de solo entre paises do
hemisfério Norte e Sul. Porém, ha autores, que mesmo fazendo referéncia a matéria
fresca, defendem que o espinafre verdadeiro apresenta teor mais elevado de oxalato
que o espinafre NZ. Para estes, os teores de oxalato soluvel estariam entre 276 e
505 mg / 100 g de matéria fresca para o espinafre NZ e entre 370 e 938 mg / 100 g
para o espinafre verdadeiro (Jaworska & Kmiecik, 1999).

Na literatura ha um estudo detalhado sobre a influéncia das variacoes
sazionais sobre o teor de oxalato no espinafre NZ. Neste trabalho, foi afirmado que
os teores médios mais elevados de oxalato soluvel foram encontrados em plantas

colhidas em junho (verao) e, os menores, em setembro (Jaworska, 2005). Como na
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presente pesquisa ndo foram observadas estas circunstancias é aceitavel a variagcao

quanto a comparagao das duas espécies dos vegetais.

3.5 - Avaliagao do poder adsortivo do espinafre NZ para alguns ions metalicos
Os metais constituem um grupo de elementos largamente distribuidos na
natureza e que exercem papel dos mais importantes no organismo. Eles atuam tanto
na forma ibnica quanto como associada a outros compostos: enzimas, hormonios,
secrecbes e proteinas do tecido organico (Andrade et al, 2004). Por isso, é tao
importante conhecer a composicao de espécies metalicas dos alimentos. Contudo,
determinar o teor total ingerido de um nutriente (metal), ndo € suficiente para saber o
quanto deste metal podera ser absorvido pelo organismo. Assim, sd0 necessarias
informagdes sobre a disponibilidade destes nutrientes para o organismo. Ao saber
que nos alimentos, principalmente em vegetais, podem estar presentes compostos
capazes de complexar metais € interessante investigar a capacidade do vegetal em
assimilar ions metalicos, por exemplo. Este estudo sobre assimilagcédo € de interesse
tanto para os metais presentes no proprio vegetal, quanto na refeigdo como um todo.
Para tanto, testes de extragao e adsorcado de ions metalicos em espinafre NZ
foram realizados de forma sequencial, utilizando uma massa conhecida da matéria
seca apos extracao em solugcdes aquosas, com diferentes niveis de acidez, de
espéecies metalicas e outras espécies como oxalato, vitaminas, entre outras. Apds a
extragdo, o material era exaustivamente lavado com agua desionizada e imerso em
solucao contendo ions do metal de interesse. Em seguida, era feita nova filtracao e
avaliado quanto do ion metalico foi adsorvido pelo espinafre. O residuo (espinafre)

era mais uma vez lavado a exaustao e submetido as etapas de extracio, seguida da
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adsorcao e determinacao do teor de metal adsorvido. Este ciclo se repetiu, em média

por dez vezes.

4.5.1 Avaliagcao do poder adsortivo do espinafre NZ para ions cobre

O cobre é classificado como um elemento essencial e encontrado em nivel de
tracos. Ele exerce fungdes essenciais ao organismo, como: mobilizagdo do ferro
para a sintese de hemoglobina, além de estar na composigcéo de diferentes enzimas,
como citocromo C-oxidase, superoxido dismutase, monoamino-oxidase, etc
(Andrade et al, 2004).

Mesmo sendo o cobre o elemento que apresentou menor teor no espinafre
(Tabela 3.1), resolveu-se estudar se o espinafre teria a capacidade de adsorver uma
quantidade maior de cobre do que aquela observada originalmente. Assim, foi
realizado um estudo sobre a capacidade de enriquecimento de cobre no espinafre
NZ. Os resultados médios para os 6 ciclos de adsorgdao do cobre utilizando como
solugdo extratora uma solugdo aquosa de HCI a pH 1 e solugdo de Cu? 100 ug mL™
para o enriqguecimento apresentaram valor médio de Cu?* adsorvido de 0,8 + 0,3 mg
g'. O cobre apresentou-se como o elemento com menor teor entre os nutrientes
estudados no espinafre NZ, tendo sua concentragao variado entre 0,011 e 0,013 mg
g'. No entanto, nesta etapa do estudo, onde foram feitos os sucessivos ciclos de
adsorcao e dessorcao de metais do espinafre, foi observado que o espinafre NZ foi
capaz de adsorver 0,8 mg g' de Cu?. Esta quantidade foi aproximadamente 60
vezes maior do que o teor original de cobre no espinafre NZ, o que da indicios de
que o espinafre da Nova Zelandia pode ser enriquecido com ions Cu?*, o que seria

aplicavel como dieta para algum tipo especifico de deficiéncia. E claro, que para

52



qualquer uma das situagdes levantadas, deverdo ser realizados estudos mais

aprofundados.

4.5.2. Avaliagcao do poder adsortivo do espinafre NZ para ions magnésio

O alto valor biolégico dos vegetais folhosos depende do conteudo de
compostos inorganicos pronunciados, especialmente de magnésio e ferro. O
magneésio, especificamente, é um elemento presente no meio intracelular que
apresenta também um papel fundamental em varias reagdes bioldgicas. O magnésio
€ ativador de sistemas enzimaticos que controlam o metabolismo de carboidratos,
lipideos, proteinas e eletrdlitos; influencia a integridade e transporte pela membrana
celular; media as contragdes musculares e transmissdes de impulsos nervosos, além
de ser indispensavel para a fixagdo de calcio nos ossos, podendo causar ou agravar
quadros de osteopenia e osteoporose em adultos e dificultar a calcificacdo correta
dos ossos na infancia e adolescéncia (Coudray et al., 2003). A ingestado dietética
recomendada (IDR) para o magnésio é de 400 mg/dia e 310 mg/dia para homens e
mulheres, respectivamente (Burger-Mendonga, 2007).

Os resultados médios para os ciclos de adsorgdo do magnésio utilizando
solugdo de Mg? 500 ug mL™" para o enriquecimento, e como as solugdes extratoras
de HCl a pH 1 e solugdo de EDTA 0,1 mol L™ a pH 7 foram obtidos valores médios
de adsorcdo de Mg®* de 7 + 1 e 11 £ 1 mg g"', respectivamente. Foi possivel
observar que a extragdo com a solugdo de EDTA 0,1 mol L"a pH 7 apresentou um
resultado mais expressivo durante os ciclos de adsor¢cdo. Apds a aplicagao do teste
t para os dois conjuntos de dados com grau de confiabilidade de 95 %, constatou-se
que os resultados de adsorcao de ions magnésio para esta solugido extratora foram

significativamente maiores que os encontrados com extracdo em pH 1. Este
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comportamento pode ser explicado se considerado que, em pH 1, parte do oxalato
presente no material seco também sera extraido, diminuindo, assim, a quantidade de
compostos complexantes presentes no espinafre. No entanto, em solu¢ao de EDTA
0,1 mol L""a pH 7, o oxalato permanece aderido a superficie do material seco e nao
migra para a solugdo, favorecendo assim um possivel enriquecimento do vegetal
com ions magneésio.

Para a adsorcao realizada com extracdo em pH 1 o resultado foi bastante
semelhante ao teor inicial de magnésio determinado experimentalmente no espinafre
que foi de 6,8 mg g, ja com a extragdo em pH 7 + EDTA foi possivel verificar uma
adsorcdo mais pronunciada. Estes resultados ddo uma idéia de que realmente o
espinafre NZ poderia atuar como alimento que diminui a disponibilidade de alguns
elementos como o magnésio, por exemplo. Este assunto ja foi pesquisado
anteriormente, no qual testes realizados em seres humanos demonstraram que a
absorcao de magnésio foi significativamente menor a partir de uma refeicdo servida
com espinafres do que com uma refeicdo servida com couve, visto que os teores de

acido oxalico entre os dois produtos agricolas sdo bem distintos (Bohn et al., 2004).

4.5.3. Avaliagao do poder adsortivo do espinafre NZ para ions calcio

O calcio é um elemento fundamental presente no organismo humano e esta
envolvido em diferentes e importantes processos metabdlicos: coagulagao
sanguinea, excitabilidade muscular e transmissdo dos impulsos nervosos, contragao
muscular, ativacdo enzimatica e secregdo hormonal. O calcio apresenta, como
caracteristica principal, participagcdo na formacao de ossos e dentes. O suprimento
adequado de célcio estda diretamente relacionado a formagdo do o0sso,
principalmente durante a infancia e adolescéncia, sendo um dos fatores que auxiliam

a maximizagdo da massa Ossea, contribuindo para a prevengao de riscos de
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desenvolvimento de osteoporose e de fraturas na vida adulta e terceira idade. Se as
quantidades adequadas de calcio ndo estdo sendo fornecidas pela dieta, o calcio
sera mobilizado dos ossos para a corrente sanguinea, reduzindo, assim, seu
conteudo nos ossos e aumentando a fragilidade destes (Grudtner et al, 1997).

A literatura tras alguns estudos sobre alteragdo da biodisponibilidade de
calcio devido a presenga de oxalato no alimento ou na composicdo da dieta. O
oxalato diminui a absorgcédo do calcio por redu¢ao da solubilidade, pela formacao do
sal insoluvel, oxalato de calcio. Sendo assim, é importante fazer uma abordagem
quimica de como atua o espinafre NZ em relacdo a retengdo de calcio,
indisponibilizando-o para assimilagéo pelo organismo.

Inicialmente, fez-se um teste para avaliar a capacidade de adsorgdo de fons
calcio pelo espinafre da Nova Zelandia. Os resultados médios para os ciclos de
adsorgao do célcio utilizando solugdo de Ca* 1000 ug mL™" para o enriquecimento, e
como as solugdes extratoras de HCl a pH 1 e solugdo de EDTA 0,1 mol L' a pH 7
foram obtidos valores médios de adsorgdo de Ca* de 13,2+ 3,2e 17,7 +3,1 mg g
respectivamente.

Como pdde ser observado, analogamente ao que aconteceu com o magnésio,
o material que sofreu extragdo com a solugéo de EDTA 0,1 mol L™a pH 7 apresentou
um valor levemente maior para adsor¢do de ions calcio durante os ciclos,
provavelmente, pelo mesma justificativa anteriormente mencionada, ou seja, a
menor extragdo de oxalato pela solugdo de EDTA 0,1 mol L' a pH 7. Contudo,
aplicando o teste t para os dois conjuntos de dados e considerando o grau de
confiabilidade de 95 %, nado houve diferenga significativa entre os dois

procedimentos. Entdo, para efeito de novas comparacoes, foi usada a solugdo em
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pH 1, pois esta envolve uma quantidade menor de reagentes e vidrarias, 0 que
diminui os riscos de interferentes.

Para melhor avaliar o potencial do material em adsorver o calcio, decidiu-se
variar a concentragédo do ion metalico em solugdo usando-se entédo, solu¢des 10 ug
mL", 100 yg mL™" e 1000 yg mL™" e mantendo-se fixa a solugéo extratora. Com esta
estratégia, foi possivel ponderar sobre possiveis efeitos cinéticos relacionados com a
concentragdo do ion metalico em solugdo. Os resultados encontram-se na Tabela

4.7 e na Figura 4.7.

Tabela 4.7 — Adsorgcdo de calcio por espinafre NZ usando concentragcdes variadas

do ion metalico em solugdo e solugdo em pH 1 como extratora

Parametro avaliado Concentragdo Ca?* (ug mL™)

10 100 1000

[Ca?*] ads (mmol g de amostra) 0,0055 + 0,0005 0,026 +0,002 0,33 +0,08
[Ca?'] ads (mg g de amostra) 0,22 + 0,02 1,04 £ 0,08 13+3
Fracdo de Ca®" ads (%) 50+6 282 9+2
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Figura 4.7 — Variagdo do percentual de ions calcio adsorvido no espinafre para

diferentes concentragées de ions Ca?* em solugéo

Nestas condicdes, o espinafre NZ apresenta um comportamento bastante
equilibrado frente as diferentes concentragdes de Ca** em solugao, pois, pela Figura
4.7 pode-se observar que a massa de calcio adsorvida aumentou linearmente com o
aumento da concentragao de calcio na solugao, enquanto que a percentagem de
calcio adsorvido foi diminuindo exponencialmente. Este comportamento evidencia
que fatores cinéticos relacionados com a concentragdo de ions em solugéo estao
diretamente envolvidos nos mecanismos de adsorgdo. Nesse contexto, para realizar
0 enriquecimento inorganico de vegetais, como espinafre, estes fatores devem ser
considerados e explorados intensamente.

Foi também realizada a comparacao entre o potencial adsortivo do espinafre
da Nova Zelandia, consumido no Brasil, com o espinafre verdadeiro consumido em
Portugal, para esta comparacao foi usada a solugdo de Ca® 100 yg mL" e, como
solugéo extratora HCI 0,1 mol L. Os resultados podem ser encontrados na Tabela

4.8.
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Tabela 4.8 — Comparagcdo da adsorgdo de calcio por espinafre NZ e espinafre

verdadeiro
Amostra Espinafre NZ Espinafre
verdadeiro
Ca®" ads (mg g'de amostra) 1,04 £ 0,08 1,2+0,2
Fracdo de Ca*" ads (%) 28+ 2 33+5

Com este resultado, foi possivel notar que nestas condicbes o espinafre
verdadeiro e o espinafre NZ apresentaram valores perfeitamente comparaveis para
capacidade de adsorver ions calcio, o que inviabiliza a afirmagdo de que existe
diferenga significativa entre o espinafre da Nova Zelandia e espinafre verdadeiro,
principalmente quanto aos teores de oxalato que seria o principal complexante de
calcio no vegetal. Este resultado esta concordante com o estudo sobre o teor de
oxalato investigado nas duas espécies de vegetal, onde o espinafre verdadeiro
apresentou um teor de oxalato levemente maior que o espinafre da Nova Zelandia.

Foi avaliada, também, a variacdo da solugao extratora quanto a acidez e o
tipo de acido, com o objetivo de averiguar se o uso de um acido com caracteristicas
oxidantes alteraria as propriedades adsortivas da matéria seca do espinafre da Nova

Zelandia. Os resultados encontram-se na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Adsorcdo de calcio por espinafre NZ usando solugbes extratoras de

diferentes acidos minerais e solugdo de Ca* 10 ug mL"’

Paréametro avaliado Solugéo extratora
HCI 1 mol L™ HNO; 1 mol L~
[Ca?'] ads (mg g' de amostra)) 0,20 £ 0,02 0,16 £ 0,03
Fracdo de Ca*" ads (%) 54 +5 43+8
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Como se pbde observar a extracdo de calcio no espinafre NZ com as
solugdes em HNO; 1 mol L' e HCI 1 mol L apresentaram resultados comparaveis.
Aplicando o teste t com o grau de confiabilidade de 95 % para os dois conjuntos de
dados, foi constatado que n&o houve diferengcas significativas entre os dois
procedimentos. Contudo, foi possivel perceber que para as extragdes em solugao de
HCI o teor de calcio adsorvido na matéria seca do espinafre foi levemente maior que
quando empregado a solugdo de HNO;.Também fazendo a comparacao dos desvios
padrao foi possivel notar que houve variagdo menor nos valores obtidos com a
solugdo de HCI como extratora. Desta forma, foi possivel inferir que, ao empregar
solucdo 1 mol L' de HNO; como solugéo extratora durante as extragdes seqlienciais,
este acido foi capaz de oxidar parcialmente alguns compostos complexantes, como o
oxalato, que tem capacidade de reter o calcio, e assim os ciclos de adsorgao
apresentaram valores com variagdo maior que quando empregado um acido com
caracteristicas nao oxidantes (HCI).

Para garantir um numero maior de sitios disponiveis para a adsor¢ao do ion
metalico, e n&o interferir na adsor¢do oxidando os possiveis complexantes nas
extracbes sequenciais do material, foi decidido usar uma solugdo acida mais
concentrada para fazer a primeira extracdo e em seguida repetir os ciclos com uma

solucao acida mais diluida. Os resultados podem ser conferidos na Tabela 4.10.

Tabela 4.10 — Adsorgéo de calcio por espinafre NZ usando solugbes extratoras de
diferentes acidos minerais (12 extragdo acido a 50 % (v/v) e demais em &acido 0,1 mol

L") e solugédo de Ca** 10 ug mL™"

Paréametro avaliado Solugéo extratora
HCI HNO3
[Ca?*] ads (mg g'de amostra)) 0,31 +£0,03 0,29 £ 0,04
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Fracdo de Ca* ads (%) 83+8 77 £ 11

Neste experimento, somente a primeira extragcéo foi feita com o acido a 50 %
e as demais extragdes foram feitas com acido 0,1 mol L. Desta forma, houve uma
uniformidade maior nos resultados, e até a quantidade adsorvida para ions calcio
aumentou, saindo da faixa de 30 a 40 % para a faixa de 70 a 80 %, ou seja,
dobrando a adsorg¢ao. Aplicando-se o teste t com 95 % de confiabilidade notou-se
que nao houve diferenga significativa entre a adsorgdo usando como extrator
solugcdes de HCI ou HNO;. Foi possivel observar, também, que a variacdo nos
resultados de adsorcgéo para o procedimento empregando a solugdo de HNO; foram
mais sutis que no item anterior demonstrando possivelmente que o HNO;, nestas
condicdes, nao foi capaz de oxidar os compostos quelantes presentes no espinafre
da Nova Zelandia.

Adicionalmente, é apresentado na Tabela 4.11 os teores adsorvidos para os
trés metais investigados neste estudo (cobre, magnésio e calcio). Pelos valores
encontrados, foi possivel ter uma idéia sobre a biodisponibilidade destes minerais
para o organismo a partir do espinafre da Nova Zelandia.

Tabela 4.11 — Resultados para ciclos de extragdo (solugdo a pH 1) e adsorgdo de

ions metalicos (M?*) em 100 mg de matéria seca de espinafre NZ

fon metalico adsorvido Cu Mg* Ca™
(100 yg mL™") (500 ug mL") (1000 pg mL™")
ads (mg g de amostra) 0,8+0,3 71 133
Fracao ads (%) 62 9+1 9+2

Com base nos resultados apresentados, foi constatado que o caélcio
apresentou interagbes mais fortes que cobre e magnésio com a matéria seca do

espinafre, apesar da concentragio da solugdo de calcio empregada (1000 yg mL™)
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ter sido maior que as concentragbes empregadas nos testes realizados com cobre
(100 yg mL") e magnésio (500 ug mL™).

A possibilidade de enriquecimento do espinafre com calcio, cobre e magneésio,
mostrou-se, em principio, perfeitamente aceitavel, ja que, durante os ciclos de
adsorcao destes metais investigados, foi possivel adsorver quantidades maiores do
que os teores originalmente presentes no espinafre. Os teores de ions metalico
adsorvidos no espinafre foram praticamente iguais ao dobro do teor original para os
ions calcio e magnésio. Para o cobre, o aumento foi bem maior (60 vezes maior que
o teor original).

Claro que quando se trata de enriquecimento de alimentos muitos fatores
devem ser observados como as caracteristicas do produto apdés o tratamento,
principalmente caracteristicas fisicas e organolépticas. Adicionalmente, tem que se
investigar qual melhor composto para ser utilizado em um tratamento de
enriquecimento inorganico e principalmente, se os nutrientes incorporados ao
alimento vao estar disponiveis para o organismo. Com base nos estudos realizados
(Figuras 4.4 e 4.5), parte significativa do magnésio e do cobre contido neste suposto
espinafre enriquecido seria facilmente liberada para o organismo. Porém, a liberagcéo
do calcio para assimilagdo pelo organismo seria pouco provavel, visto que o
espinafre (através do oxalato) age efetivamente como um sequestrador de ions

calcio.
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5 — CONCLUSOES

Este trabalho visou avaliar quimicamente fatores nutricionais e antinutricionais
associados ao espinafre da Nova Zelandia, o qual é produzido e consumido no
Brasil. Assim, foi realizada uma série de testes para averiguar quanto e como alguns
nutrientes estdo associados as folhas deste vegetal. Primeiramente, foram avaliadas
diferentes estratégias de digestdo para obter informagdes preliminares
(termodinamicas e cinéticas) sobre o tipo de interagdo de alguns ions metalicos com
a matéria seca do espinafre. Todas as estratégias pesquisadas para digestao da
matéria seca de espinafre mostraram-se igualmente eficientes para a determinagao
das concentracbes dos metais investigados, exceto para o aluminio. Neste caso,
devido ao fato da concentracédo de aluminio medida apds digestdo com acido nitrico
e peroxido de hidrogénio, ser maior que aquelas obtidas na auséncia de perdxido,
evidencie (i) contaminagao ou (ii) que o aluminio esta ligado a matéria seca por
interagcbes mais fortes (covalentes), as quais necessitam de condigcbes mais
drasticas para a liberagcdo do metal. Como destacado foi considerada a possibilidade
de contaminagcdo com aluminio durante o processo de digestdo, o que concordaria
com a elevada dispersao dos resultados (altos valores de desvio padrao), e também
com o valor extremamente elevado extraido com solugcbes a pH 1, onde foram
aplicadas condigbes muito mais brandas do que as empregadas nas digestao e,
ainda assim, foram obtidas eficiéncias de extragao de incabiveis 300%. Porém, para
os demais elementos nao houve diferencas acentuadas nas concentragoes
determinadas apds a aplicagéo dos diferentes procedimentos de digestao, indicando
que a digestao nitrica foi suficiente para disponibilizar os metais (Ca, Fe, Mn, Mg, Zn
e Cu) para a solugdo a partir de amostra seca de espinafre da nova Zelandia.

Adicionalmente péde ser constatado que, nos testes de extragcdo de metais em
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solugbes a pH 3, 5 e 7, com ou sem a adigdo de EDTA, Mg, Cu, Mn e Zn tém
ligacbes fracas com a matéria seca do espinafre, pois foram facilmente extraidos
independentemente do pH e da presenca de quelante. Foi constatado que os ions
calcio e ferro estavam mais fortemente associados a matéria seca do espinafre NZ,
pois o calcio somente pode ser extraido em solu¢gdes de EDTA na menor condigcao
de acidez avaliada (pH 7), enquanto que a maior taxa de extragcdo de Fe da amostra
de espinafre também se deu em solugcédo de EDTA a pH 3.

Na sequéncia das investigagbes foi avaliada a participacdo dos ions oxalato
na interagdo com os metais em estudo. Para tanto, foi feita a determinagao do teor
de oxalato em amostras da matéria seca de espinafre da Nova Zelandia e, para fins
de comparagdo, em espinafre verdadeiro. Assim, foi desenvolvida metodologia
analitica para a determinagao de oxalato em espinafre livre da interferéncia de outras
espécies redutoras presentes nos extratos (como clorofila, acidos organicos,
vitaminas, entre outras). O método foi baseado na adigdo de aliquota de solugéo de
CaCl, para precipitacdo do analito na forma de oxalato de calcio, para posterior
separacdo, dissolugdo em meio acido e titulagdo com solucido padronizada de
KMnO,. Os valores determinados para teor de oxalato no espinafre consumido na
Bahia (espinafre NZ) foram comparados com o teor no espinafre verdadeiro, sendo
este ultimo o mais rico em oxalato. Contudo, a concentracdo de oxalato determinada
nas amostras secas de espinafre NZ foi elevada e concordante com as reportadas
em outros trabalhos. O oxalato mostrou capacidade de interagcdo com o calcio e o
ferro, através de reagdes de complexagdo (Ca?*" e Fe**) e precipitagdo (Ca*"). Como
uma fragdo dos oxalatos foi dissolvida (lixiviados) em agua; e, sendo o oxalato um
anion derivado de acido fraco, a extragado do oxalato seria dificultada em meio com

maior acidez, devido a formacao de acido oxalico e a particao deste entre o sdlido e
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a solugao. Finalmente, ensaios de adsorc¢ao foram realizados com ions Ca, Cu e Mg,
sendo confirmada a forte interacdo entre o oxalato presente no espinafre e os ions
calcio, apesar das sucessivas, exaustivas e sequenciais lavagens da amostra com
agua e solugdes acidas. Ainda, pdde ser constatada, nesta etapa da investigagéo, a
possibilidade de enriquecer em 100% os teores de calcio e magnésio em amostras
do espinafre consumido no Brasil. Porém, diferentemente do que foi observado para
0 magneésio, ndo pode ser garantida a disponibilidade do calcio adsorvido para
assimilagao pelo organismo. O maior fator de enriquecimento foi observado para os

ions cuprico (até 60 vezes maior que o original).
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