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RESUMO

Este trabalho descreve a avaliagdo analitica dos teores de calcio e oxalato em
espécies de Plantas Alimenticias Nao Convencionais (Panc), com énfase na correlagao
entre esses constituintes e na influéncia dos métodos de preparo de amostras e das
técnicas analiticas empregadas, considerando o potencial nutricional dessas matrizes
vegetais e os fatores que podem afetar a biodisponibilidade mineral. Posteriormente, foi
implementada a quantificagao de ferro como um segundo mineral para expandir a analise
elementar e testar as capacidades do método otimizado. As amostras vegetais foram
submetidas a procedimentos padronizados de preparo, incluindo limpeza, secagem,
moagem e homogeneizagdo, garantindo representatividade e repetibilidade. A
determinacdo de calcio foi realizada apos extragdo assistida por ultrassom, técnica
selecionada por apresentar maior eficiéncia e menor consumo de reagentes quando
comparada a métodos convencionais de preparo de amostra, sendo a quantificagao
conduzida por espectrometria de absorgdo atdmica por chama e por espectrometria de
emissao atdbmica por chama. A otimizagdo do preparo de amostras foi conduzida por
meio de um planejamento fatorial fracionario 2°7', no qual foram avaliados fatores
experimentais relacionados as condicdes de extracdo e a técnica instrumental,
permitindo a identificagdo das variaveis mais significativas e de suas interagbes com
reducdo do numero de ensaios experimentais. Os métodos espectrométricos
apresentaram excelente desempenho analitico, com curvas analiticas lineares em toda
a faixa de trabalho avaliada, coeficientes de determinacao superiores a 0,99 e desvios
padrao relativos inferiores a 5%, indicando elevada preciséo. Os limites de detecgao (0,7
mg L-1 de Cae 0,2 mg L' de Fe) e quantificagéo (2,1 mg L' de Cae 0,6 mg L' de Fe)
obtidos mostraram-se adequados para a analise das matrizes vegetais, e 0s ensaios de
recuperacao apresentaram valores proximos a faixa ideal, evidenciando boa exatidao e
baixa influéncia de efeitos de matriz. A comparagao entre os resultados obtidos para
calcio pelas duas técnicas espectrométricas, revelou forte correlagao linear, confirmando
a equivaléncia analitica dos métodos nas condigdes otimizadas. Os teores de calcio
determinados nas espécies analisadas situam-se em faixas expressivas, variando

conforme a espécie vegetal e o método de preparo (cozimento), com valores



comparaveis ou superiores aos relatados para hortalicas convencionais, evidenciando o
potencial dessas Panc como fontes alternativas do mineral. O mesmo se observou para
o ferro, que demonstrou comportamento conciso e coerente com os teores reportados
na literatura para diferentes técnicas analiticas. Paralelamente, o oxalato foi determinado
por titulometria redox, por permanganometria e por espectrofotometria de absorgao
molecular na regiao do ultravioleta-visivel, métodos que apresentaram boa concordancia
entre si. As curvas analiticas para oxalato também exibiram coeficientes de determinacéao
elevados, superiores a 0,99, e precisdo adequada, com desvios padrédo relativos
inferiores a 5%, além de validagdo estatistica satisfatoria por analise de variancia,
indicando significancia da regressao e auséncia de falta de ajuste. Os teores de oxalato
encontrados variaram entre as espécies analisadas, situando-se em faixas que podem
influenciar de maneira distinta a biodisponibilidade do calcio, dependendo da raz&o entre
esses constituintes. A analise conjunta dos resultados permitiu observar que espécies
com elevados teores de calcio nem sempre apresentam maior potencial nutricional
efetivo, uma vez que concentragbes mais altas de oxalato podem limitar a absor¢éo do
mineral. Assim, a correlagédo entre os teores de calcio e oxalato mostrou-se fundamental

para uma interpretagdo mais realista do valor nutricional das Panc estudadas.

Palavras-chave: espectrometria, calcio, ferro, Panc (plantas alimenticias nao

convencionais), preparo de amostra, planejamento de experimentos.



ABSTRACT

This work describes the analytical evaluation of calcium and oxalate content in
species of Unconventional Food Plants (PANC), emphasizing the correlation between
these constituents and the influence of sample preparation methods and analytical
techniques employed, considering the nutritional potential of these plant matrices and the
factors that can affect mineral bioavailability. Subsequently, iron quantification was
implemented as a second mineral to expand the elemental analysis and test the
capabilities of the optimized method. The plant samples were subjected to standardized
preparation procedures, including cleaning, drying, grinding, and homogenization,
ensuring representativeness and repeatability. Calcium determination was performed
after ultrasound-assisted extraction, a technique selected for its greater efficiency and
lower reagent consumption compared to conventional sample preparation methods, with
quantification conducted by flame atomic absorption spectrometry and flame atomic
emission spectrometry. Sample preparation optimization was conducted using a 2°™
fractional factorial design, in which experimental factors related to extraction conditions
and instrumental technique were evaluated, allowing the identification of the most
significant variables and their interactions with a reduction in the number of experimental
trials. The spectrometric methods showed excellent analytical performance, with linear
analytical curves throughout the evaluated working range, coefficients of determination
greater than 0.99, and relative standard deviations less than 5%, indicating high precision.
The limits of detection (0.7 mg L™ of Ca and 0.2 mg L™ of Fe) and quantification (2.1 mg
L™" of Ca and 0.6 mg L™ of Fe) obtained were adequate for the analysis of plant matrices,
and the recovery assays showed values close to the ideal range, demonstrating good
accuracy and low influence of matrix effects. The comparison between the results
obtained for calcium by the two spectrometric techniques revealed a strong linear
correlation, confirming the analytical equivalence of the methods under optimized
conditions. The calcium levels determined in the analyzed species are within significant
ranges, varying according to the plant species and the preparation method (cooking), with
values comparable to or higher than those reported for conventional vegetables,
highlighting the potential of these unconventional edible plants (PANC) as alternative

sources of the mineral. The same was observed for iron, which showed consistent



behavior consistent with the levels reported in the literature for different analytical
techniques. In parallel, oxalate was determined by redox titrimetry, permanganometry,
and molecular absorption spectrophotometry in the ultraviolet-visible region, methods that
showed good agreement with each other. The analytical curves for oxalate also exhibited
high coefficients of determination, greater than 0.99, and adequate precision, with relative
standard deviations of less than 5%, in addition to satisfactory statistical validation by
analysis of variance, indicating significance of the regression and absence of lack of fit.
The oxalate levels found varied among the analyzed species, falling within ranges that
can distinctly influence calcium bioavailability, depending on the ratio between these
constituents. The combined analysis of the results showed that species with high calcium
levels do not always present greater effective nutritional potential, since higher oxalate
concentrations can limit mineral absorption. Thus, the correlation between calcium and
oxalate levels proved fundamental for a more realistic interpretation of the nutritional
value of the studied unconventional food plants (PANC). Keywords: spectrometry,
calcium, iron, PANC (unconventional food plants), sample preparation, experimental

design.

Keywords: spectrometry, calcium, iron, NCEP (non-conventional edible plants),

sample preparation, experimental design.
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1 INTRODUGAO

O Brasil é um pais que possui uma grande riqueza de espécies vegetais devido
as suas variadas caracteristicas climaticas e geoldgicas que proporcionam ambientes
distintos nos quais a biodiversidade é abundante. Devido a essa grande biodiversidade
algumas espécies vegetais com potencial alimenticio e nutricional ainda ndo sao
totalmente conhecidas ou ainda n&o foram devidamente exploradas. Como é o caso das
Panc (plantas alimenticias ndo convencionais), também designadas como plantas
alimenticias da agrobiodiversidade, que s&do nativas, cultivadas ou espontaneas, exdéticas
e silvestres, que possuem uma ou mais por¢cdes que podem ser consumidas na
alimentacdo humana (Padilha et. al, 2023; Kelen et. al, 2015).

Nesse sentido, as Panc despertam interesse como possiveis alimentos fontes de
nutrientes, principalmente as que ja sdo consumidas em detrimento da cultura regional
do local onde s&o nativas ou cultivadas. Desse modo, as Panc podem contribuir na
geragao de renda e na sustentabilidade, se inseridas na alimentagdo diaria (Jacob,
2020), como também no fortalecimento da seguranca alimentar e seguranga nutricional
(Domene et al. 2023), devido aos seus possiveis teores nutricionais.

Dentre os principais nutrientes provenientes da alimentacdo estdo os minerais,
que sao essenciais para a manutencdo e funcionamento do organismo, como por
exemplo, calcio, sodio, potassio e magnésio que estdo associados a formagao de ossos
e dentes, comunicagdo entre as células nervosas, regulacdo das fungbes nervosas,
contragdes dos musculos, dentre varias outras fungbes (Schieferdecker, et al., 2015). A
relevancia nutricional dos minerais pode ser vista através das recomendacbes de
ingestdo diaria estabelecidas por organizagdes internacionais (World Health
Organization, 2004). Para adultos, a ingestao diaria recomendada de calcio situa-se em
torno de 1000 mg dia™, podendo chegar a 1200 mg dia™" para idosos e mulheres acima
de 50 anos, devido ao maior risco de perda de massa 6ssea. O magnésio apresenta IDR
(indice diario recomendado) entre 310 e 420 mg dia™, dependendo do sexo e da faixa
etaria, estando associado a fungdo muscular, a transmissao nervosa e ao metabolismo
energético. Para o ferro, as recomendag¢des variam de 8 mg dia™ para homens adultos

a 18 mg dia™' para mulheres em idade reprodutiva, refletindo diferencgas fisioldgicas e
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perdas menstruais, enquanto o potassio e o sédio apresentam valores de ingestéao
adequada préximos a 3400 mg dia™ e 1500 mg dia™, respectivamente. Apesar dessas
recomendacdes bem estabelecidas, dados populacionais (FAO, 2015), indicam que uma
parcela significativa da populagdo nao atinge as IDR de minerais essenciais,
especialmente calcio e magnésio, o que reforca a importancia de identificar fontes
alimentares alternativas e de avaliar ndo apenas o teor total desses nutrientes nos
alimentos, mas também fatores que podem comprometer sua biodisponibilidade, como
a presenca de compostos antinutricionais.

No entanto, a deficiéncia nutricional € um dos maiores problemas relacionados a
alimentacédo na atualidade. Estima-se que a deficiéncia de nutrientes atinja mais de 2
bilhdes de pessoas em todo o mundo, superando até mesmo os numeros de casos de
diversas doencas relacionadas a fome, como a desnutricdo crbénica (795 milhdes), e
também a obesidade (1,5 bilhdes) (FAO, 2015). Além disso, a Pesquisa de Orgamentos
Familiares (POF) 2017-2018 revelou que a maior parte da populagao brasileira apresenta
a deficiéncia de pelo menos um nutriente, dentre eles, com alta taxa de inadequagao
esta o calcio, cujo a deficiéncia pode causar diversos danos ao organismo humano, além
de predispor o desenvolvimento de osteoporose (Zillotti et. al, 2003; Weinsier,
Krumdieck, 2000).

Nesse contexto, as Panc podem ser uma alternativa para suprir a deficiéncia de
calcio. Uma vez que, a dieta dos brasileiros muitas vezes nao contempla as quantidades
necessarias de alimentos ricos neste mineral devido a alguns fatores, como por exemplo,
intolerancia a lactose, custo dos produtos alimenticios, disponibilidade dos alimentos,
tradigdes locais e familiares, falta de conhecimento nutricional, preferéncias sensoriais,
entre outros (Lloyd et. al, 1995; Lennermas et. al, 1997; Nestle, 2007).

Posto isso, ndo sé a quantificacdo de calcio como também a de inibidores
nutricionais, como os fitatos e oxalatos sdo de um interesse crescente entre
pesquisadores da ciéncia dos alimentos. Entretanto, o acervo literario acerca dos teores
minerais presentes nas espécies de PANC ainda é pequeno ou muitas vezes apresentam
metodologias complexas para a extragao e quantificacdo do mineral célcio e de seus
inibidores de absorgcdo. Além disso, quanto aos métodos de analise, sabe-se da

importancia de se planejar inicialmente um ensaio quimico para interpretar os dados de
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forma eficaz, de maneira que os resultados sejam representativos para todo o conjunto
de fatores do preparo de amostras e condigdes experimentais. Pois a influéncia de varios
fatores sobre o experimento, como por exemplo temperatura, pressédo, volume dos
reagentes, composigao da amostra, entre outros, sao importantes para entender os
processos que estdo sendo monitorados a fim de maximizar os ganhos de um
determinado sistema de analise (Silva et. al 2023).

Sabendo disso, ferramentas quimiométricas podem ser usadas tanto para otimizar
as condi¢des de realizagdo de experimentos, quanto para melhorar a interpretacéo dos
resultados obtidos. Tendo em vista que a quimiometria € uma area da quimica que utiliza
conhecimentos de matematica e estatistica para a identificacdo de informacgdes
relevantes de um problema em estudo (Lavine. Workman, 2002; Kjeldahl. Bro, 2010;
Pereira Filho, 2018).

Um exemplo dessas ferramentas sdo os planejamentos fatoriais, que sao
empregados em virtude de extrair o maximo de informagcdo com o menor numero de
experimentos possivel. Dessa forma, os planejamentos fatoriais podem suprir a
necessidade de métodos de estatisticas multivariadas que possibilitam a interpretagcéo
dos resultados de forma conjunta sem prejudicar ou encobrir efeitos e interagdes
importantes entre as variaveis de um sistema (Silva et. al 2023; Breitkreitz et. al 2014;
Barros Neto et. al 2010; IUPAC, 2024),

Nesse contexto, esse trabalho se propde a quantificacdo do teor de calcio e ferro
em cinco espécies de Panc: Taioba (Xanthosoma sagittifolium), Bertalha (Basella alba),
Caruru (Amaranthus deflexus), Peixinho da Horta (Nematanthus gregarius) e Ora Pro
Nobis (Pereskia aculeata) por espectrometrias de Absorcao (F AAS) e de Emissao (F
AES) atbmica por chama, além disso determinou-se os teores de oxalato (inibidor
nutricional) presente em cada uma delas por titulagées redox de permanganometria com
a finalidade de tracar o perfil nutricional do Ca em cada uma das espécies avaliadas
analiticamente apds usar um planejamento fatorial fracionario 25! para a otimizag&o dos

meétodos de preparo de amostra e analises.
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1.1 ELEMENTOS DE INTERESSE NESSE ESTUDO

Minerais como Ca, Cu, Fe, Mn e Zn sao nutrientes essenciais para conservagao
e renovacgao dos tecidos, para o bom funcionamento das células nervosas e por
participarem de muitas reagdes que ocorrem no organismo (lbourki et al., 2023). Esses
elementos atuam como componentes estruturais, cofatores enzimaticos e agentes
reguladores de processos fisioldégicos fundamentais, sendo indispensaveis para o
crescimento, desenvolvimento e manutengdo da saude (Rodrigues et al., 2025). A
ingestdo inadequada desses minerais pode resultar em disturbios metabdlicos,
comprometimento do sistema imunolégico e aumento da suscetibilidade a doengas
cronicas.

Entre os principais fatores antinutricionais presentes em alimentos de origem
vegetal destacam-se os oxalatos (Franceschi, Nakata., 2005; Siener et al., 2006; Huang,
Huang, Liebman, Al-Wahsh., 2015), compostos orgénicos capazes de formar sais
insoluveis com minerais divalentes, especialmente calcio e ferro, reduzindo sua absorgéo
intestinal. A presencga de oxalato nos alimentos ndo implica necessariamente em prejuizo
nutricional; contudo, quando em concentragdes elevadas, pode comprometer a
biodisponibilidade mineral e, em casos extremos, estar associada a formacao de calculos
renais em individuos predispostos (Sanchez, Zuniga, Meneses., 2019). Dessa forma, a
quantificagao simultadnea de minerais essenciais e de oxalato torna-se fundamental para
uma avaliagao mais realista do valor nutricional de espécies vegetais, particularmente no
caso das plantas alimenticias ndo convencionais.

Nesse contexto, o estudo dos teores de calcio, ferro e oxalato em Panc adquire
relevancia tanto do ponto de vista nutricional quanto analitico, uma vez que essas
espécies apresentam grande variabilidade composicional, influenciada por fatores
genéticos, ambientais e pelo método de preparo de amostra (Barreira et al., 2021).
Assim, a caracterizagdo quimica dessas plantas contribui para o melhor entendimento
de seu potencial nutricional e fornece subsidios cientificos para sua insergéo segura e

consciente na alimentacdo humana.
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1.2 CALCIO

O calcio destaca-se por ser o mineral mais abundante no organismo humano,
estando majoritariamente associado a formagao e manutengao de ossos e dentes, além
de desempenhar papel fundamental na contragédo muscular, na coagulagao sanguinea e
na transmissao de impulsos nervosos (Schieferdecker, et al., 2015; Naves et al., 2007).
A deficiéncia de calcio ao longo da vida pode levar a redugao da densidade mineral 6ssea
e aumentar o risco de fraturas e osteoporose, especialmente em populacbes mais
vulneraveis, como idosos e mulheres pés-menopausa (World Health Organization, 2004;
Weinsier. Krumdieck, 2000). Apesar de sua importancia, a ingestdao de calcio pela
populacdo brasileira ainda se encontra abaixo das recomendacdes nutricionais
(Pesquisa de Orcamentos Familiares POF 2017-2018), o que refor¢a a necessidade de

identificar e valorizar fontes alimentares alternativas desse mineral.

1.3 FERRO

O ferro € um micronutriente essencial para o metabolismo humano, sendo
componente fundamental da hemoglobina, da mioglobina e de diversas enzimas
envolvidas no transporte de oxigénio e nas reacgdes de oxirredugcdo. Sua caréncia
constitui a principal causa de anemia ferropriva em escala global, na qual ha redug¢ao na
quantidade de hemoglobina ou de eritrocitos, resultando na diminui¢do da capacidade
do sangue de transportar oxigénio pelo organismo (Campos-Rosa et al., 2022).
Conforme reportado pela a Sociedade Brasileira de Pediatria no CONSENSO SOBRE
ANEMIA FERROPRIVA (2018), essa condigao afeta especialmente criangas, gestantes
e mulheres em idade reprodutiva, com consequéncias que incluem fadiga, prejuizo
cognitivo e comprometimento imunoldgico. A biodisponibilidade do ferro dietético varia
conforme sua forma quimica: o ferro heme, presente em alimentos de origem animal, é
absorvido com maior eficiéncia do que o ferro ndo heme, predominante em alimentos
vegetais. A absorgao do ferro ndo heme é fortemente modulada por fatores dietéticos,
como a presencga de antinutrientes (oxalatos, fitatos e polifendis), que se ligam ao ferro

no intestino e formam complexos dificeis de absorver; por outro lado, compostos
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promotores de absorgdo, como a vitamina C, podem aumentar significativamente sua
biodisponibilidade (Oliveira, Naozuka., 2021). Assim, a determinagao apenas do teor total
de ferro em alimentos vegetais pode superestimar seu potencial nutricional real,
reforcando a importancia de considerar as interagdes bioquimicas entre o ferro e os
componentes da matriz alimentar para avaliar adequadamente sua disponibilidade

bioldgica.

1.4 TECNICAS ANALITICAS PARA A DETERMINAGAO DE METAIS

As técnicas analiticas para determinagao de metais evoluiram consideravelmente,
oferecendo um leque de abordagens capazes de atender diferentes requisitos de
sensibilidade, seletividade e capacidade multielementar. Entre as técnicas instrumentais
mais consolidadas estdo a espectrometria de absorcao atdémica (AAS), que pode ser
empregada tanto em chama (F AAS) quanto com atomizacgao eletrotérmica (GF AAS) e
ainda por geragao de hidretos (HG AAS) sendo esses dois ultimos modos, amplamente
utilizados para quantificagédo de metais em concentragdes de trago e ultra trago com boa
precisdo e robustez experimental.

Outro segmento de técnicas de destaque sdo as espectrometrias com plasma
indutivamente acoplado, em particular a ICP OES (/nductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry) e a ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry),
que permitem andlises multielementares simultdnea com limites de detecgao
extremamente baixos e ampla faixa linear de resposta, sendo consideradas como
métodos de referéncia em analise avangadas. Revisdes recentes (Veskovi¢, Onija.,
2025) demonstram que o ICP-MS, em especial, alcanga limites de deteccdo na faixa
abaixo de ug L™ e é capaz de realizar especiagao quimica quando acoplado a técnicas
de separacgao, como a cromatografia liquida, o que é fundamental para aplicagdes em
toxicologia, ambiental e farmacéutica, onde a forma quimica do elemento influencia
diretamente sua toxicidade e biodisponibilidade.

Métodos eletroanaliticos, como as técnicas de voltametria de redissolugdo
anddica, oferecem alternativas sensiveis e de menor custo para detec¢cdo de ions

metalicos em solug¢des, com limites de detecgdo comparaveis em alguns casos as
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técnicas espectrométricas, sendo especialmente uteis em analises de campo ou quando
recursos instrumentais mais sofisticados n&o estdo disponiveis (Munoz; Almeida;
Angnes, 2017).

Além disso, revisdes criticas (Ogrizek; Krofli¢; Sala, 2022) apontam para técnicas
complementares de espectrometria de massas acoplada a lasers (LA-ICP-MS) e
ativacdo neutrénica instrumental (INAA) como ferramentas valiosas quando se busca
perfis elementares com alta resolugao espacial ou quando a preparacdo de amostras
liquidas n&o é simples.

Em suma, a escolha da técnica analitica apropriada depende de fatores como a faixa de
concentragdo dos metais de interesse, a complexidade da matriz, os requisitos de
deteccdo e a necessidade de analise multielementar ou especiacdo quimica,
contribuindo para uma analise mais abrangente e confiavel em diferentes areas da

quimica an1alitica moderna.

1.5 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O planejamento experimental constitui-se em ferramenta metodolégica de triagem
fundamental para a investigacgao cientifica, pois permite estruturar a coleta de dados de
modo a minimizar o numero de ensaios sem sacrificar a validade das conclusdes, dentro
de um limite de experimentos estabelecido pela fragcdo utilizada. Nesse sentido,
delineamentos fatoriais sdo empregados para identificar, de forma eficiente, fatores que
influenciam nas respostas esperadas, além de detectar interacbes relevantes entre
variaveis (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

Quando o numero de fatores cresce, os planejamentos fatoriais fracionarios (2<°)
surgem como estratégia pragmatica de triagem: ao admitir que interacbes de ordem
superior sdo, em geral, pouco significativas, esses delineamentos “confundem” efeitos
de alta ordem com efeitos principais, permitindo executar apenas uma fracdo dos
experimentos do fatorial completo sem perda substancial de informacé&o sobre os fatores
mais influentes (Tedfilo; Ferreira, 2006). Essa abordagem torna-se particularmente util
em fases iniciais do projeto, quando o objetivo € selecionar variaveis candidatas para

etapas subsequentes de otimizagdo, ao passo que, apos a triagem, recorre-se a



25

planejamentos de superficie de resposta (por exemplo CCD ou Doehlert) para estimar
parametros 6timos e modelar curvaturas nas regides de interesse (Barros Neto;
Scarminio; Bruns, 2010). Assim, o uso combinado de fracionamento para triagem e de
métodos de otimizagdo para refinamento constitui um fluxo légico e eficiente para

experimentos complexos, assegurando rigor estatistico e economia de recursos.
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2 OBJETIVOS

Quantificar os teores de calcio, ferro e oxalato em plantas comestiveis néo
convencionais (Panc) utilizando planejamento fatorial para a otimizagéo do preparo da

amostra.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver e otimizar o preparo de amostras de Panc para a determinacao de
calcio por F AAS e F AES, utilizando planejamento fatorial fracionario 2°~* como
método de triagem experimental,

2. Validar o método analitico proposto quanto aos parametros de precisao, exatidao,
linearidade e limite de deteccéo;
Aplicar e validar o método desenvolvido para a determinacéo de ferro por F AAS;
Avaliar o perfil mineral das espécies vegetais com base na concentragéo de calcio
e ferro determinadas;

5. Quantificar o teor de oxalato por titulometria redox e espectrofotometria UV-Vis

para estimar sua interferéncia na biodisponibilidade de calcio;
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3 METODOLOGIA

Nesta segdo serdo descritos os recursos metodoldgicos que tornaram viaveis a

execugao deste trabalho.

3.1 VIDRARIAS E UTENSILIOS

Foram utilizadas vidrarias e demais utensilios, de precisdo volumétrica ou nao,
gque comumente sdo empregados em laboratérios preparatorios e estdo disponiveis no
Laboratério Baccan, onde o projeto foi desenvolvido. Tais materiais foram higienizados
com agua e sabao neutro e, em seguida, descontaminados em acido nitrico 10% v v',
em tempo de 12 a 24h. Por fim os materiais foram enxaguados com agua deionizada e

secos a temperatura ambiente.

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Para a quantificacdo do calcio por extracdo assistida por ultrassom, foram
preparadas solugdes padrdes a partir de um padréo de 1000 mg L' de calcio (SpecSol).
No preparo de amostras, acido nitrico HNO3 (65% v v'' P.A, Alphatec), acido cloridrico
HCI (37% v v'' P.A, Anidrol) e perdéxido de hidrogénio H202 (30% v v-!, Synth), todos de
grau analitico, foram empregados em meio aquoso, usando agua deionizada (18.2 Qm).

Também foi utilizado EDTA (Dinamica ®) como agente quelante.

Para a determinacado do teor de oxalato por extracdo via umida e quantificacao
por permanganometria, foi necessario o preparo das solugdes padrao a 2,0 mol L' de
acido sulfarico H2S04 (98,08% v v' P.A Reagen), permanganato de potassio KMnOa4
(Cinética Reagentes e Solugdes L.T.D.A) a 0,02 mol L', acido oxalico H2C204 1000 mg
L-' (Isofar Produtos Quimicos L.T.D.A) e agua deionizada foram utilizadas.

3.3 EQUIPAMENTOS

Para o desenvolvimento deste trabalho os seguintes equipamentos e acessorios
foram necessarios: Espectrédmetro de absorgdo atdmica com chama (F AAS) (Thermo
Fisher Scientific, Solaar iCE 3500, EUA), o fotbmetro de chama (F AES) (Digimed, DM-
64-4E, Brasil) e demais equipamentos disponiveis ho Departamento de Quimica da UFJF
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tais como: banho ultrassénico (Elga, EImasonic Select, Alemanha), phmetro de bancada
(Mettler Toledo, Five Easy, China), balanga analitica (Mettler Toledo, ME204, China),
Estufa (Odontobras, EL1.3, Brasil) e deionizador (Elga, 18.2 Qm, Purelab Select-Q,
Inglaterra) utilizados para o preparo das amostras. Além disso também foram usados:
Espectrofotometro UV-Vis (Ocean Optics USB4000), Banho de Ultrassom (Elma,
Elmasonic Select), Bomba de Vacuo (Solab SL 60) e Chapa de Aquecimento (Thelga),
que estavam disponiveis nas dependéncias do Departamento de Quimica, onde o projeto

foi executado.
3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Cerca de 500 g de cada uma das cinco espécies (Taioba, Caruru, Peixinho da
Horta, bertalha e Ora pro nobis) foram coletadas e fornecidas pelo Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Juiz de Fora, oriundas de cultivo préprio na horta

do mesmo Departamento.
3.5 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 25

Foi elaborado e realizado um planejamento fatorial fracionario com 5 fatores
(Técnica, tempo de reagao, aquecimento, mistura reagente e agente quelante) para
estabelecer um método robusto para o preparo das diferentes amostras de plantas,
previamente as analises. Através de uma triagem desses fatores (variaveis) realizada
pelo planejamento, na qual cada um dos fatores é variado em 2 niveis (+ e -). Alguns dos
niveis de variagao fatorial foram escolhidos a partir das informagdes concebidas por
testes preliminares, como os das misturas reagentes e temperaturas envolvidos nos
processos de solubilizagao e extragao dos analitos. Enquanto outros niveis de variagcéo

foram escolhidos devido ao uso das diferentes técnicas de analise (-; F AES e +; F AAS)

3.6 PREPARO DE AMOSTRA E QUANTIFICAGAO DO CALCIO POR F AAS E F AES

Para a quantificacdo do calcio, as amostras de Panc foram desidratadas e secas
em estufa durante 2 horas a 105°C, em seguida, pulverizadas em um mixer utilizado
como moinho de facas. Apods isso, foram pesadas 16 amostras compostas de 1 g

contendo aliquotas de aproximadamente 0,200 g de cada uma das cinco espécies de
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Panc estudadas. Seguindo o planejamento fatorial fracionario 2%', apresentado na
Tabela 1. as amostras foram submetidas a extracéo assistida por ultrassom. Para isso,
as amostras foram acondicionadas em tubos falcon, onde foi adicionado a mistura
reagente equivalente para cada ensaio de acordo com o planejamento: 2,00 mL de HNOs
concentrado + 6,00 mL de HCI concentrado (v v-') e a segunda mistura 4,00 mL de H202
29% (v v'') + 6,00 mL de HCI concentrado. Depois foram adicionados 100 mg do agente

quelante EDTA as amostras correspondentes.

Tabela 1 — Ordem dos experimentos para otimizar o método de analise.

. Equipamento  Tempo Aquecimento Mistura Agente
Ensaio (E) (T) (min) (A) reagente quelante
(MR) (Q(EDTA)
1 F AES (-) 15 (-) sem (-) HNOs + HCI(+) com (+)
2 F AAS (+) 15 (-) sem (-) HNOs + HCI(+) sem (-)
3 F AES (-) 30 (+) sem (-) HNOs + HCI(+) sem (-)
4 F AAS (+) 30 (+) sem (-) HNOs + HCI(+) com (+)
5 F AES (-) 15(-) com (+) HNO3 + HCI(+) sem (-)
6 F AAS (+) 15 (-) com (+) HNOs + HCI(+) com (+)
7 F AES (-) 30 (+) com (+) HNO3 + HCI(+) com (+)
8 F AAS (+) 30 () com (+) HNOs + HCI(+) sem (-)
9 F AES (-) 15 (-) sem (-) H>0, + HCI (-) sem (-)
10 F AAS (+) 15 (-) sem (-) H>02 + HCI () com (+)
11 F AES (-) 30 () sem (-) H>0, + HCI (-) com (+)
12 F AAS (+) 30 () sem (-) H>0, + HCI (-) sem (-)
13 F AES (-) 15(-) com (+) H>0, + HCI (-) com (+)
14 F AAS (+) 15 (-) com (+) H>O0, + HCI () sem (-)
15 F AES (-) 30 () com (+) H>0; + HCI (-) sem (-)
16 F AAS (+) 30 (+) com (+) H>0, + HCI (-) com (+)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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3.7 CONDIGOES INSTRUMENTAIS PARA A QUANTIFICAGAO DE CALCIO

As andlises das amostras foram feitas por F AAS e F AES, com base nas
condi¢bes recomendadas pelos fabricantes dos equipamentos para a analise de
solugdes aquosas. Os parametros instrumentais principais sdo mostrados na Tabela 2
para F AAS e na Tabela 3 para F AES.

Tabela 2. Par&dmetros Instrumentais utilizados para determinacédo de Ca por F AAS.
Ca

]
Comprimento de Onda (nm) 317,933

Corrente da lampada (mA) 10

Resolugao espectral (nm) 0,5

Faixa de Trabalho (mgL') 1,0 -20,0?
Vazao do acetileno (L/min) 4,0

Mistura Gasosa Acetileno - 6xido nitroso

Fonte: Manual do Espectrémetro, 2004; (a) Moreira, 2023.

Tabela 3. Parémetros Instrumentais empregados na determinacao de Ca por F AES,
conforme as recomendacdes do fabricante do equipamento.

Ca

I |
Faixa de trabalho (mg L") 1-100

Volume de aspiragao (mL/min) 7,0

Mistura gasosa Butano - ar comprimido

Fonte: Manual do Espectrémetro. Disponivel em www.digimed.ind.br Acesso em 05 de
abril de 2024.
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3.8 CONDIGOES DE PREPARO DE AMOSTRA E QUANTIFICAGAO DO FERRO POR
F AAS

Foram pesados 1 grama de amostra de cada uma das cinco espécies de Panc
avaliadas, que entdo foram submetidas as mesmas etapas de secagem e pulverizagao
descritas no item 3.6. Posteriormente o processo de extragéo assistida por ultrassom foi
aplicado conforme o resultado mais assertivo para a determinacéo do calcio, obtido do

planejamento fatorial fracionario 251

Essa estratégia foi tomada como parte da avaliagcdo de parametros como
seletividade, precisédo e exatidao referentes a metodologia empregada neste estudo de
caso. Os resultados elucidando a escolha das variaveis aplicadas para a quantificacao

do ferro serdo expostos e discutidos no item 3.9.
3.9 CONDIGCOES INSTRUMENTAIS PARA A QUANTIFICAGAO DE FERRO

Os parametros instrumentais principais sdo mostrados na Tabela 4. As analises
das amostras foram feitas por F AAS, assim como para calcio, com base nas condi¢des
recomendadas para a analise de solugdes aquosas, pelos fabricantes dos equipamentos.
Por se tratar da mesma matriz, ndo foram necessarias muitas alteragdes nas condigdes
de analise, limitando-se somente aos parametros opticos do equipamento e a mistura

gasosa, que ndo é a mesma para os dois elementos estudados.
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Tabela 4. Parametros Instrumentais empregados na determinacao de Fe por F AAS.

Fe
I | 1
Comprimento de Onda (nm) 248,3
Corrente da lampada (mA) 10
Resolugao espectral (nm) 0,22
Faixa de Trabalho (mg L") 0,5-5,0
Vazio do acetileno (L min-1) 1,1-1,3
Mistura Gasosa Acetileno - ar comprimido

Fonte: Manual do Espectrémetro, 2004; (a) Moreira, 2023.

3.10 VALIDAGAO ANALITICA

A validagao do método proposto foi aplicada por meio da avaliagao de parametros
de mérito como exatidao, preciséo e linearidade. Para o calculo ou obtencéo dos limites
de deteccdo e quantificagdo foram utilizadas solugdes do branco analitico,
correspondente ao procedimento de preparo das amostras (extracao). Estes brancos
foram analisados pelas técnicas de F AAS e F AES empregando as condi¢gdes de preparo

otimizadas.

A partir dessas analises, foram calculadas as caracteristicas de desempenho da
quantificagao do calcio: coeficiente angular e linear das curvas analiticas, os valores de
LD e LQ e os coeficientes de determinacédo. Além disso, empregou-se a analise da
variancia (ANOVA) para avaliar a regressao e falta de ajuste das curvas analiticas

estabelecidas.

O limite de detecgdo foi calculado pela Equacdo 1, de acordo com as
recomendacdes do INMETRO (INMETRO, 2020).
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_ @39

LD = == Eq. (1)

s = desvio-padrao das leituras de solugdes do branco analitico;

a = inclinagcao da curva analitica

Ja o LQ foi determinado pela Equagéo 2, sendo que apds seu calculo o valor
encontrado foi testado utilizando amostras independentes, para confirmar se o valor
estimado €& representativo e corresponderia a leituras com precisdo adequada
(INMETRO, 2020).

(10.s)
i Eq. (2)

LQ

Por fim, a linearidade foi definida avaliando-se o coeficiente de correlagéo linear
das curvas analiticas, construidas com no minimo cinco niveis de concentragdo e em
triplicatas auténticas. (INMETRO,2020). A exatiddo determinada deu-se por meio de
ensaios de adi¢cdo e recuperagdo de analito, sendo feita pela adigdo de diferentes
concentragdes do analito na amostra antes do preparo e, em seguida, realizando com as
amostras adicionadas (ou fortificadas) todo o procedimento analitico (INMETRO, 2020).
O calculo utilizado para obter o valor de recuperagdo, em porcentagem, € obtido pela

Equacao 3.

Recuperagio (%) = % .100 Eq. (3)

Onde:
C1: concentragao do analito na amostra fortificada

C2: concentrac&o do analito na amostra néao fortificada
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C3: concentracéo do analito adicionado a amostra fortificada (INMETRO, 2020).

3.11 QUANTIFICAGAO DO OXALATO POR TITULAGOES REDOX DE
PERMANGANOMETRIA

A partir da metodologia adaptada de Pinheiro et al. 2021, as amostras foram
lavadas com agua deionizada e secas com papel toalha para posteriormente serem
pesadas e maceradas em um cadinho de porcelana. O material macerado foi transferido
para um béquer de 100 mL onde foram adicionados 50 mL de H2SO4 2,0 mol L. As
amostras foram aquecidas a 100 °C em banho-maria durante uma hora para a extragao
do acido oxalico (H2C204). Ap0ds resfriar a temperatura ambiente, a mistura resultante foi
filtrada em um kitassato usando um funil de porcelana, bomba de vacuo e papel de filtro
e levada a repouso por 24 horas dentro de tubos Falcon. Feito isso, foi pipetado o volume
de 1,00 mL do filtrado e transferido para um erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de
solugédo H2S04 a 2,0 mol L e fenolftaleina. Foi utilizada a permanganometria para a
determinagao dos teores de oxalato. Para isso, uma solugdo padrao de permanganato
de potassio (KMnOQs) 0,02 mol L' foi preparada para a titulagdo das amostras. O ponto
final da titulacao foi aferido quando o titulado, solugao incolor, apresentou a permanéncia

da coloracgao rosa claro.

3.12 DETERMINAGAO DO OXALATO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

Inicialmente foi preparada uma solugdo padrao de acido oxalico 1000 mg L', que
deu origem a solugdes de 10, 30, 60, 90, 120 e 160 mg L' para que a curva de
padronizagao fosse construida. Em seguida, foram pipetados 0,50 mL da solugdo de
amostra, transferindo-a diretamente para uma cubeta e completando o volume com 2,50
mL de H2SO4, 2 mol L' e 1 mL de KMnO4 0,003 mol L-!. Em seguida, o espectrofotdmetro
foi calibrado, definindo o “zero de absorbancia” com o porta cubetas vazio e calibrado.
Posteriormente, foi lido o branco e as amostras nos comprimentos de onda de 650 a 450

nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. Nessa etapa foi identificado o comprimento
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de onda de maxima absorbancia, no qual os valores obtidos foram usados para os

calculos. Todo o procedimento foi realizado em duplicata.
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4 RESULTADOS GERAIS E DISCUSSAO

Neste topico sdo apresentados e discutidos, inicialmente, as condi¢gdes analiticas
de desempenho instrumental alcangadas para realizar a determinagcédo e quantificagao
do calcio por F AAS. Os estudos de validagdo da curva analitica e a construcéo e
avaliagdo do Planejamento Fatorial Fracionario 2°' foram realizados utilizando o software
Microsoft Excel 365. Apos a avaliacdo das variaveis do Planejamento e suas
significancias para a extragao e quantificagao do analito, sdo apresentados os resultados
do teste de adicao e recuperacdo e a comparagao entre F AAS x F AES no que diz
respeito a quantificacdo do calcio nas condi¢des indicadas pelo Planejamento Fatorial
Fracionario 2%', como também para a melhor condicdo encontrada para ambas as
técnicas, ou seja, o ensaio que obteve a melhor resposta entre os dois equipamentos.
Além disso, foi feito um estudo de validacdo da eficiéncia da Extracdo Assistida por
Ultrassom (EAU), método escolhido para extrair o calcio das amostras nos estudos. Essa
validacao foi feita comparando a EAU com resultados obtidos através da calcinagao em
forno do tipo mufla, que € um método classico bem estabelecido, no qual ndo sobra
residuos da amostra e a obtengéo do analito n&o volatil em forma livre € considerada de
alta eficiéncia. Os experimentos por EAU e forno mufla realizados para esse estudo
seguiram as condigdes experimentais obtidas do ensaio de melhor desempenho do
Planejamento Fatorial Fracionario 2%, a fim de se garantir uma padronizagéo entre os

meétodos para compara-los a 95% de confianga.

Os resultados obtidos ao longo deste trabalho indicam que as metodologias
adotadas foram adequadas para a determinagéo de calcio, ferro e oxalato nas espécies
de Panc avaliadas, permitindo ndo apenas a quantificacdo desses constituintes, mas
também uma interpretacéo integrada de seus efeitos no perfil nutricional das amostras.

Para o ferro, a extragédo assistida por ultrassom seguida de determinagao por F
AAS apresentou desempenho analitico satisfatério, evidenciado pela boa linearidade da
curva analitica (R? = 0,995) e por limites de detecg¢do e quantificacdo de 0,19 mgL™" e
0,58 mg L™, respectivamente, valores compativeis com a faixa de concentragao

esperada para matrizes vegetais (Rodrigues; Pereira-Filho; Pereira, 2024). Os ensaios
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de recuperacdo, com valores entre 97,3 % e 101,4 %, associados a baixos desvios
padrdo, reforcam a confiabilidade do método, assim como a analise do material de
referéncia de folhas de espinafre, cujo resultado (4,27 = 0,45 mg g') mostrou boa
concordancia com o valor certificado. Esses dados indicam que o procedimento foi capaz
de fornecer resultados precisos e exatos mesmo em matrizes complexas, como folhas

vegetais.

Quanto ao oxalato, os resultados evidenciaram diferengas marcantes entre as
espécies estudadas, com teores variando de 23,5 mg 100 g para a ora-pro-nobis até
114,5 mg 100 g™" para o caruru. A taioba também apresentou teor elevado (97,7 mg 100
g™"), enquanto bertalha (87,8 mg 100 g™") e Peixinho da Horta (33,1 mg 100 g™") exibiram
valores intermediarios ou mais baixos. Esses dados confirmam a elevada variabilidade
do oxalato entre Panc, reforgando que generalizagdes sobre seu potencial antinutricional
devem ser feitas com cautela. A comparagao entre os métodos de permanganometria e
espectrofotometria UV-Vis mostrou concordancia satisfatéria na maioria das amostras,
com RSDs geralmente inferiores a 6%, indicando boa precis&do. Entretanto, observou-se
uma maior discrepancia para a ora-pro-noébis (RSD = 16,1%), sugerindo influéncia mais
pronunciada de efeitos de matriz ou interferéncias espectrais nessa espécie, o que

aponta para limitacées do método instrumental para algumas espécies vegetais.
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4.1 AVALIAGAO DO DESEMPENHO ANALITICO PARA A DETERMINAGAO DO
CALCIO

A Tabela 5 apresenta os parametros de desempenho alcancados para a

quantificagao do calcio por Espectrometria de Absorgao Atémica por Chama F AAS.

Tabela 5. Figuras de mérito para a quantificacdo de calcio por F AAS.

Elemento 2Sensibilidade PIntercepto LD (mgL') °LQ (mgL") R?

1 1 [ I
Ca 0,038 +0,001 -0,029+0,01 0,710 2,134 0,9997¢

8coeficiente angular da curva analitica. beoeficiente linear da curva analitica. Cvalores de LD dentro dos
parénteses em % m/m de calcio. Ycoeficiente de determinacso.
Fonte: Autoria Prépria

O valor de Ca quantificado para os 16 experimentos mostrou-se maior que o LQ,
0 que indica que a quantificagéo foi realizada com coeréncia. Além disso, foi empregada
a analise de variancia (ANOVA) para avaliar a regressao e falta de ajuste da curva

analitica (Tabela 6).

Tabela 6 — ANOVA e Validacdo do modelo da curva analitica.

Fonte de Soma Graus de Média F F (5%)

Validagao Quadratica liberdade Quadratica Calculado tabelado
I ] ] 1 1 ] 1

R > 0,0185 2 (p-1) 0,0020 Fat0=

egressao : - : -

g P MQR/MQr = 4’1 0
49,41
Residuos 0,0003 15 (n-p) 0,0003

Variancia Explicada = 99,0%. MQR (Média Quadratica da Regressao), MQr (Média Quadratica do
Residuo), p (Numero de parametros no modelo); n (Numero total de observagoes) F2,10 (Teste F tabelado
para os graus de liberdade utilizados)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A linearidade da curva analitica do calcio foi expressa usando o coeficiente de
determinagéo (R? = 0,999), indicando uma 6tima relagao linear. Contudo, para validagéo
de procedimentos analiticos € recomendado que a linearidade seja avaliada por métodos
estatisticos de analise de variancia (ANOVA), conforme aplicado por Silva et. al 2023 e
Souza et. al 2020. Foi aplicado o teste F para verificar a significancia da regressao, uma
vez que um Fcalculado Maior que 0 Ftabelado indica uma regressdo linear adequada e,
consequentemente, um modelo matematico que represente satisfatoriamente o
experimento. O modelo apresenta um Fcaiculado (49,414) maior que 0 F2,1otabelado (4,10)
indicando uma regresséo linear ideal. Desse modo, pode se considerar, com 95% de
confianga, que a curva analitica esta significantemente adequada e bem ajustada para a

quantificagao do calcio.

4.2 AVALIAGAO DAS VARIAVEIS APLICADAS NO FATORIAL FRACIONARIO 25

Foi construido um Planejamento Fatorial Fracionario 25! para elaborar a triagem
de cinco variaveis experimentais com o objetivo de descartar aquelas que ndo sao
significativas para o objetivo do experimento, ou seja, o resultado esperado, a partir de
uma avaliacéo quantitativa sobre a influéncia de cada uma sobre a resposta de interesse
e também a de possiveis interferéncias provocadas por interagdes de alguns fatores
sobre outros. O planejamento construido e as concentragdes de calcio (mg g') obtidas
pelas técnicas espectrométricas (F AES e F AAS) sdo apresentados na Tabela 4. A
Tabela 8 foi construida com base na Matriz X do planejamento fracionario 25" (Tabela 7)
e apresenta as cinco variaveis e os dois niveis de avaliagao (positivo (+) e negativo (-)),
obtendo-se 16 experimentos; nela estdo expressas as concentragdes em mg g de Ca

obtidas dos experimentos
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Tabela 7 — Matriz X de sinais das variaveis da matriz do planejamento fatorial

fracionario.

Ensaios Meédia 1 2 4 Z:l 1,2 13 14 15 23 24 25 34 35 4,5
1 + - - - - + + + + - + + - + - -
2 + + - - - - - - - - + + + + + +
3 + - + - - - - + + + - - - + + +
4 + + + - - + + - - + - - + + - -
5 + - - + - - + - + + - + + - - +
6 + + - + - + - + - + - + - - + -
7 + - + + - + - - + - + - + - + -
8 + + + + - - + + - - + - - - - +
9 + - - - + - + + - + + - + - + -
10 + + - - + + - - + + + - - - - +
11 + - + - + + - + - - - + + - - +
12 + + + - + - + - + - - + - - + -
13 + - - + o+ o+ o+ - - - - - - + o+ 4
14 + + - + + - - + + - - - + + - -
15 + - + + + - - - - + + + - + - -
16 + + + + + + + + + + + + + + + +

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 8 — Planejamento Fatorial dos experimentos com as respostas obtidas.

Agente Ca

Ensaio Equipamento Tempo Aquecimento Mistura quelante (mg

(min) reagente (EDTA) a)
1 F AES 15 sem HNO3 + HCI com 60,94
2 F AAS 15 sem HNO3 + HCI sem 63,47
3 F AES 30 sem HNO3 + HCI sem 62,21
4 F AAS 30 sem HNO3 + HCI com 72,03
5 F AES 15 com HNOs3 + HCI sem 65,75
6 F AAS 15 com HNO3 + HCI com 59,75
7 F AES 30 com HNOs + HCI com 62,63
8 F AAS 30 com HNO3 + HCI sem 66,12
9 F AES 15 sem H202 + HCI sem 58,262
10 F AAS 15 sem H202 + HCI com 62,68
11 F AES 30 sem H202 + HCI com 65,43
12 F AAS 30 sem H202 + HCI sem 72,03
13 F AES 15 com H202 + HCI com 67,90
14 F AAS 15 com H202 + HCI sem 65,73
15 F AES 30 com H202 + HCI sem 64,78
16 F AAS 30 com H202 + HCI com 76,79°

aensaio com o menor teor de Ca (mg g') obtido; ® ensaio com o maior teor de Ca (mg g-') obtido.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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4.3 AVALIAGAO DOS EFEITOS DAS VARIAVEIS

Foi realizado o calculo dos efeitos de cada variavel e dos efeitos das suas
interacdes e para isso, foi necessario transpor a Matriz X e multiplica-la pelo vetory, que
€ a coluna com as respostas da concentragdo de calcio. Apos isso, a multiplicacéo da
Matriz X Transposta pelo vetor de respostas (X! x y) foi dividida pela metade do nimero
de experimentos diferentes realizados, obtendo-se os valores dos efeitos das variaveis
e de suas interagdes. Os efeitos se referem a subtragdo entre duas médias, a média do
nivel superior (+) menos a média do nivel inferior (-), encontrando-se a diferenga entre
elas. Como a metade dos experimentos € realizada em cada nivel, os valores dos efeitos

sao divididos pela metade do numero de ensaios realizados.

X
Efeitos = —Z (Eq. 4)

%
2°

O efeito da média foi obtido dividindo a multiplicagao (Xt x y) (Eq. 4) pelo numero

total de experimentos, obtendo assim o efeito global médio (Eq. 5).

Xt

*
=<

Efeito da média = (Eq. 5)

N
T

A estimativa da incerteza para cada efeito foi analisada com 95% de confianga
através das interagdes dos efeitos de maior ordem e considerando um grau de liberdade
para cada um desses efeitos, totalizando 10 graus de liberdade (t student = 2,228). O
efeito da interagao das variaveis tempo e aquecimento (Xra) foi o que apresentou o maior
valor dentre as interacdes, ficando muito acima quando comparado com os demais, e
por isso, a estimativa da incerteza foi calculada somente com as outras 9 interagcdes dos
efeitos de maior ordem. E considerando um grau de liberdade para cada um desses

efeitos, totalizando 9 graus de liberdade (t student = 2,262).
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4.4 AVALIAGAO DA SIGNIFICANCIA DOS EFEITOS

A Figura 1 mostra os efeitos significativos das variaveis avaliadas. Nela, as
variaveis que ultrapassam o limite critico calculado, representado pela linha vermelha,
sdo consideradas significativas para a extragao e quantificacédo do calcio das amostras
avaliadas.

Figura 1 — Representagao grafica da significancia das variaveis estudadas e de suas
interacdes.

5=1234

A-MR
MR

E-T
E-A
E-MR
E-Q
T-A
T-MR
T-Q

A-Q
MR-Q

A(Aquecimento), E (Equipamento F AAS ou F AES), T (Tempo), Q (Agente Quelante - EDTA), MR (Mistura
Reagente).

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Pode-se observar que somente a interagdo entre as variaveis tempo de extragao
(T) e aquecimento (A) foram significativas e positivas para a extragcado e quantificagao do
calcio pelas técnicas de espectrometria de absor¢cédo e emissdo atdbmica por chama.
Nota-se também uma tendéncia da variavel equipamento (E) em se aproximar do limite
de significancia, visto que valores maiores de calcio foram quantificados ao utilizar a
espectrometria de absorgao atdmica por chama (F AAS). Porém isso ndo ocorre de
maneira significativa pois os valores das concentragbes obtidas se mantém proximos

entre si independente da técnica utilizada, como mostrou a Tabela 4, indicando que o
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meétodo de preparo de amostra desenvolvido aplica-se satisfatoriamente em ambas as
técnicas avaliadas, atingindo os limites de detecgéo e de quantificagéo esperados.

A significancia de cada efeito foi calculada a partir da multiplicacao do t student, 2,262
(95 % de confianga) pela estimativa do erro padréao do efeito. Para isso, a varidncia de
cada efeito e a variancia conjunta foram obtidas para o calculo da estimativa da incerteza,

como mostram as equacdes de 6 a 9.

Var individual = (X;;)? (Eq. 6)
Onde:
X;j: efeitos das interagGes entre as variaveis.
Var conj.= Média [(X12)%+...+(X45)?] (Eq. 7)
sexp = /Var conj. (Eq. 8)
Onde:

s exp: estimativa do erro padréo do efeito.

Significancia dos efeitos = t student (0.05) X sexp (Eq. 9)

E de se esperar que o aquecimento durante o tempo de reacdo influencie
positivamente e permita uma maior extracdo de um analito ndo volatil ao utilizar o
procedimento de extragdo assistida por ultrassom. Durante o processo de sonicagao, a
aplicacdo de ondas ultrassbnicas em amostras liquidas com particulas sélidas em
suspensao provoca reagdes quimicas e fisicas relevantes, como o aumento da area de
superficie de contato (solido/liquido), causado pela fragmentagao de particulas, facilitada
pelo colapso de microbolhas de gas aquecido. Durante esse fenbmeno, de acordo com
Suslick et al., (1999) o colapso das microbolhas produzidas pelo efeito do ultrassom
resulta em temperaturas instantadneas da ordem de 5200 K na fase gasosa e 1900 K na
interface gas/liquido, com taxa de aquecimento e resfriamento da ordem de 10" Ks™'. E
além disso, geralmente sédo aplicadas temperaturas no entorno de 60 °C nos banhos de

ultrassom, sendo fundamentais para otimizar a eficiéncia da extracdo. Nos
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procedimentos de amostragem de suspensdes com agitacdo ultrassbénica uma fracao
significativa do analito é extraida para a fase liquida, melhorando, em alguns casos, a
precisdo e a exatidao (Suslick et. al, 1999).

A variavel Mistura Reagente (MR) ndo se mostrou significativa para a extragao e
quantificagdo do calcio nestes experimentos, sendo ambas as combinacdes
empregadas, satisfatérias para o procedimento assistido por ultrassom, levando a
desempenho semelhantes. Isso pode ser explicado por tanto na solugéo de agua régia
(HNOs + HCI 1:3) quanto para a de HCI + H202, o acido cloridrico libera ions de cloreto
em alta concentracdo, que formam complexos solluveis em solu¢gdo aquosa com os ions
metalicos resultantes.

A variavel Agente Quelante (Q), (aqui usados 0,5 g) de acordo com os dados
obtidos do planejamento fatorial fracionario, também n&o se mostrou significativa para
os resultados. O que pode ser explicado pelo teor de complexos soluveis formados a
partir dos ions metalicos resultantes da degradagdo da amostra com os ions de cloreto
dos reagentes empregados estarem influenciando uma competicdo ou uma baixa taxa
de ligagao destes ions com os atomos de nitrogénio e grupos carboxilicos do EDTA para
a formacao dos quelatos. Além disso, a constante de formacao (Kr) do complexo Ca-
EDTA (CaY?") é da ordem de 109, o que, apesar de indicar uma interacgao significativa,
pode nao ser suficiente para garantir uma complexacéo eficiente em determinadas
condi¢cdes experimentais, como por exemplo, sob o efeito do pH do meio, visto que a
constante de formacao (Kr) € dependente do pH. Nas solugbes das amostras, o pH é de
= 2, 0 que acaba influenciando na baixa complexacéo, pois o complexo CaY?* €& mais
estavel em pH entre 10 e 11 (alfa4 = 0,36), que é onde o EDTA esta quase totalmente
na forma Y*~. No meio acido das solu¢des das amostras os grupos carboxilicos (-COOH)
e grupos amino (-NH;) do EDTA ficam protonados, interferindo negativamente na
complexacgao, pois as carboxilas ficam estaveis como -COOH ao invés de -COO™, que é
a forma que se liga aos ions metalicos, assim como as aminas, que quando protonadas
se apresentam como NH;*, perdendo a capacidade de coordenar com o cation metalico.
Nesse sentido, apesar do complexo Ca-EDTA ser relativamente estavel, outros metais

com EDTA possuem estabilidades superiores em pH mais baixo, como Fe?*(log Kr =
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14,3) , Fe®* (log Kr = 25,1) ou Cu?* (log K+ = 18,8). Isso indica que, nessas condigdes,
o calcio pode nao ser complexado, especialmente se houver outros ions competindo. O
valor da constante reflete a estabilidade do complexo formado: quanto maior o K, mais
favorecida é a formagao do quelato. No entanto, a presenca de ions competitivos e a
possivel complexacdo prévia do calcio com outros ligantes presentes na matriz da
amostra podem reduzir a efetividade do EDTA na quantificagdo. Dessa forma, nos 16
ensaios realizados a presenga ou a auséncia do EDTA nao foi significativa para a

quantificagao do calcio.

4.5 TESTES DE ADIGAO E RECUPERAGAO DO METODO OTIMIZADO

Os testes de adicao e recuperacao foram realizados para calcio e para ferro,
adicionando-se diferentes proporgcdes do analito em amostras previamente a etapa de
preparo, sendo elas, 15, 20 e 25 mg L' para célcio e 0.5, 1.0 e 1.5 mg g™ para ferro. Os
ensaios seguiram o procedimento analitico com a finalidade de validar a exatiddo do
método desenvolvido como parte complementar de sua otimizagdo. A recuperacao
média foi de 98% para o calcio e os demais percentuais de recuperagao variaram de 87
a 109 %, adequando-se a uma faixa aceitavel, com desvios padrdo maximos inferiores
a 2%, como mostra a Tabela 9. Os dados contidos na Tabela 9 indicam uma boa exatidao
e repetibilidade. Assim, demonstrando a eficiéncia da EAU para a quantificacao de calcio

nas cinco amostras de PANC estudadas.

Tabela 9 — Valores médios do ensaio de adi¢ado e recuperacgao de calcio em amostras
fortificadas (n = 3).

Amostra
Adicdo Ca (mg L") Resultado (mg L") Recuperagio (%)
Composta
1 15 14,7 £ 1,60 98
2 20 19,2 £ 0,32 96
3 25 25,1 £ 0,01 101

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Os ensaios de fortificacdo de ferro obtiveram uma variacédo de recuperagao entre 97,3 a
101,4% com desvio padrdao maximo inferior a 0,02. Valores satisfatorios para atestar uma
boa exatiddo acompanhada também de alta repetibilidade. A Tabela 10 contém os

valores obtidos para as recuperacdes de Fe nas amostras fortificadas.

Tabela 10 — Valores médios do ensaio de adi¢ao e recuperacgao de ferro em amostras
fortificadas (n = 3).

Amostra Adicdo Fe (mg L") Resultado (mg L-') Recuperagio (%)

1 0,5 0,5+ 0,005 97,9
2 1,0 1,0 + 0,006 101,0
3 1,5 1,5+0,014 100,4

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

4.6 AVALIAGAO DA RELAGAO F AAS X F AES

A avaliagdo da relacdo entre os ensaios realizados usando as técnicas de
espectrometria atdmica estudadas foi feita a partir da analise da linearidade entre os
conjuntos de dados com testes estatisticos como a analise de correlacdo de Pearson
(Equacao 10) e teste t pareado (Equagéo 11), para uma comparagdo mais robusta, além
das informacdes de significAncia de cada técnica como variaveis obtidas do

planejamento fatorial fracionario.
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Figura 2 — Distribuigao linear entre os ensaios de quantificacdo de Ca por F AES e F

AAS.
F AES x F AAS _—
y =2.0797x - 14,168
RE=0.9
. “

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O gréfico que ilustra a linearidade entre as técnicas de F AES e de F AAS é
mostrado na Figura 2. A partir do grafico foram calculados os coeficientes de
determinacéo R? e de correlagdo r, bem como paradmetros de desvio padrdo e RSD (%).
A Tabela 11 apresenta os resultados das avaliagbes estatisticas que comprovam a
equiparidade das técnicas avaliadas para a determinagdo de calcio nas condi¢cdes de

preparo de amostras desenvolvido.

n . .
2i—1(Xraas:i — Xraas)(Xragsit — XFaAES)

r:

. . (Eq. 10)
\/ St (Xraasi— Xraas)? * Z ((XFagsi — XFags)?

Onde:
Xraas,i € Xraes,i: s@0 os valores individuais das concentragbes obtidas por F AAS e F
AES.

Xraas e XrFaes: sdo as médias das concentragdes obtidas de cada método.
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Tabela 11 — Correlacéo entre a relagcdo F AES e F AAS.

Desvio Teste t Analise de
Meé Média Ca ~ RSD correlagao
étodo (mg g') Padrao da (%) pareado de Pearson
diferenca a=0,05 ("
F AES 63,400 1,09 3,26
2,99 0,213
F AAS 67,400 2,03 6,10

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O valor encontrado para o Teste t pareado sugere que ha uma diferenga
significativa a 95% de confianga entre o uso das técnicas de F AAS e F AES na
determinagao do calcio, pois o valor calculado é maior que t critico (2,365), ou seja, fora
da regiao de aceitagao, logo tende-se a rejeitar a hipétese nula e constatar diferenga
entre os resultados obtidos das duas técnicas. No entando, a analise de correlagao de
Pearson, também calculada, indica uma correlagao fraca e positiva, uma vez que seu
coeficiente varia de -1 a 1 e o valor calculado foi 0,213. Ou seja, embora o Teste t pareado
indica a diferenga entre as duas técnicas, elas ndo estdo fornecendo resultados muito
discrepantes, ha variacbes que podem ser decorrentes de diferengcas nos principios
analiticos de cada uma, em outras palavras, quando uma técnica detecta mais calcio, a
outra tende a detectar um pouco mais também, mas essa relagao nao é forte. Durante o
calculo do coeficiente da correlagdao de Pearson também obtém-se o p-valor, usado para
testar hipéteses e avaliar a probabilidade de se obter correlagdo entre os objetos
analisados. Neste caso, o valor de p encontrado foi de 0,613, (p > 0,05) indicando que
mesmo que a hipotese nula fosse aceita ndo ha nao evidéncias estatisticas suficientes
para afirmar que existe uma correlagao real. Ou seja, a relagao entre F AES e F AAS
avaliada no Teste t como significativa ndo pode, sozinha, afirmar que uma das técnicas
tenha sido mais significativa para a quantificagdo do calcio do que outra. Isso corrobora
com os resultados obtidos do planejamento fatorial fracionario 2%'. Dessa forma outras
formas de avaliagao dessa variavel podem ser feitas, como por exemplo, aumentando o

N amostral.
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4.7 COMPARAGAO DA EFICIENCIA DA EXTRAGAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A quantificacdo do calcio também foi realizada em amostras preparadas através
da calcinacdo em forno do tipo mufla para fins de comparacao da eficiéncia da extracao
assistida por ultrassom com um método classico bem estabelecido. Para isso, foram
preparadas 9 amostras de 1 g de amostra composta das 5 espécies vegetais avaliadas
(Taioba, Bertalha, Caruru, Peixinho da Horta e Ora Pro Nobis) e levadas a calcinagédo na
mufla a 550°C durante uma hora e meia para a obtencdo das cinzas. Apos isso, as cinzas
foram solubilizadas em baldo volumétrico de 50,00 mL de solugdo de HNO3 2% (v v') e
fitradas em tubos falcon para posterior analise por F AAS. O resultado médio da

quantificagdo do calcio nas amostras obtidas das cinzas foi de 69,38 (mg g™').

Os experimentos foram analisados por F AAS no mesmo dia que os ensaios do
planejamento fatorial fracionario 2°', com a mesma calibragdo e caracteristicas de
precisdo e exatidao da curva analitica, avaliadas por Sensibilidade, Intercepto, LD (mg
L"), LQ (mg L"), R? e ANOVA que podem ser conferidos nas Tabelas 5 e 6. Os teores
de calcio obtidos dessas amostras estdo préximos aos quantificados dos extratos
assistidos por ultrassom, a comparagao entre os métodos foi feita através dos
parametros de desvio padrao e RSD entre os teores quantificados, como mostra a
Tabela 12.

Tabela 12 — Cinzas vs Extragao Assistida por Ultrassom (EAU).
Desvio RSD Testet
Padrao (%) a=0,05

Método Média Ca (mg g)

Cinzas 69,38 1,35 3,42
0,0031
EAU 65,41 1,87 3,19

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Na da Tabela 12 é possivel comparar as concentragdées de calcio das amostras
obtidas do método de cinzas por calcinacdo em forno mufla e com os valores obtidos a
partir da extragdo assistida por ultrassom, para atestar a eficiéncia da EAU perante ao
método classico e analisar alguns pontos relevantes. Em termos de concentragdo média
do analito, o método de cinzas obteve uma média de 39,38 mg g, enquanto a EAU
apresentou um valor ligeiramente inferior, de 35,31 mg g-'. Essa diferenga sugere que o
método de cinzas pode proporcionar uma extracao levemente mais eficiente de calcio.
Contudo, a proximidade dos valores indica que a EAU é uma alternativa valida e capaz
de extrair quantidades de calcio compativeis ao método de cinzas.

A anadlise dos parametros de desvio padrdao e RSD (Coeficiente de Variagéo)
revela que o método de cinzas apresenta um RSD de 3,42%, enquanto a EAU o RSD
levemente inferior, de 3,19%. Esse valor de RSD proximo demonstra que a EAU mantém
uma repetibilidade consistente e similar ao método de cinzas, ou seja, possuem precisao
equivalente. O que favorece seu uso como alternativa. Além disso, a EAU apresenta
vantagens operacionais, uma vez que € um método geralmente mais rapido e com menor
consumo energético em relagdo ao forno mufla. Para estudos que demandam maior
agilidade ou que buscam métodos alternativos ao processo de calcinagdo completo das
amostras, a EAU pode ser uma opcao atrativa, uma vez que também é um método
simples e cada vez mais difundido, além de as amostras n&o ficarem confinadas dentro
do forno durante o processo de preparo, o que permite um maior controle e vigilancia do
comportamento reacional, como também o fato de que os valores quantificados de calcio
se aproximam dos obtidos pelo método tradicional.

Para fins de comparacdo mais robustos entre a EAU e o método de cinzas por
calcinacdo em forno mufla, foi realizado o teste t para avaliar a concordéncia entre os
dados obtidos dos experimentos utilizando as duas técnicas no nivel de confianga de
95%, a partir da férmula do teste t para médias de duas amostras independentes, como

mostra a Equacao 11.
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2 2
Eq. 11
51,5 (Eq. 11)

Onde:
Xxqe x,: médias das amostras (método de cinzas e EAU, respectivamente).
s; e s, desvios padrdo das amostras.

nys e ny . quantidade de amostras.

Com isso, o valor de t calculado € de aproximadamente 0,0031. Os graus de
liberdade foram calculados a partir da férmula conforme a Equacgao 12. Foi usada a
variancia agrupada devido a homogeneidade das variancias avaliadas por um teste F
para igualdade entre variancias, dessa forma, a hipdtese nula (Ho: 01°= 02°) é aceita,
garantindo que as variancias séo estatisticamente iguais, justificando o uso da forma

agrupada, reduzindo o erro padrao do teste t tornando-o mais eficiente.

B
ny np
+

Os graus de liberdade obtidos sao aproximadamente 19 (18,99), para estes graus

de liberdade o valor de t critico (tiupeiado) € de 2,093. Como o valor de t calculado é
menor que o tabelado, pode-se afirmar que ndo ha uma diferenca estatisticamente
significativa entre os métodos de cinzas e EAU para a extragao de calcio das amostras
a um nivel de confianga de 95%. Dessa forma, ambos os métodos podem ser
considerados comparaveis em termos de eficiéncia para a extracdo do analito para as

amostras vegetais.
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4.8 AVALIAGAO DO DESEMPENHO ANALITICO DA QUANTIFICAGAO DE FERRO

A Figura 3 representa a curva de calibragao construida para as quantificagdes de ferro
por F AAS.

Figura 3 — Curva de calibragéo para analise de Fe nos lotes de Panc por F AAS.

Curva de calibragéo para analise de Fe nos lotes de
O O

Panc ]:::'95.-:::“

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)

A Tabela 13 apresenta os parametros de desempenho alcancados para a quantificacao

do ferro por Espectrometria de Absor¢cao Atdmica por Chama F AAS.

Tabela 13 — Figuras de mérito para a quantificagcao de ferro por F AAS.
Elemento aSensibilidade PIntercepto  °LD (mgL') °LQ (mgL) R?

| | 1 |
Fe 0,020 + 0,001  0,0011+ 0,02 0,19 0,58 0,995¢

8coeficiente angular da curva analitica. beoeficiente linear da curva analitica. Svalores de LD dentro dos

parénteses em % m/m de ferro. deoeficiente de determinago.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)
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A determinacao do ferro para os experimentos realizados mostrou-se maior que o
LQ, o que indica que a quantificagédo foi realizada com boa confiabilidade. Além disso,
foi empregada a analise de variancia (ANOVA) para avaliar a regresséo e falta de ajuste

da curva analitica (Tabela 14).

Tabela 14 — ANOVA e Validacdo do modelo da curva analitica.

Fonte de Soma Graus de Média F F (5%)
Validagdo Quadratica liberdade Quadratica Calculado tabelado
I 1 I I I | 1
Regressao 0,0016 2(p-1) 0,0016 MQR/MQr = F210=4,10
17,01

Residuos 0,0004 15 (n - p) 0,0003

Variancia Explicada = 99,0%. MQR (Média Quadratica da Regress&o), MQr (Média Quadratica do
Residuo), p (Numero de parametros no modelo); n (Numero total de observagdes)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A linearidade da curva analitica do ferro foi expressa usando o coeficiente de
determinagéo (R? = 0,997), indicando uma boa relagéo linear. Foi aplicado o teste F para
verificar a significancia da regressao, o modelo apresenta um Fcaiculado (17,01) maior que
0 F210tabelado (4,10) indicando uma regresséo linear ideal. Desse modo, pode se
considerar, com 95% de confianga, que a curva analitica esta significantemente correta

e bem ajustada para a quantificagdo do ferro.

4.9 DETERMINAGAO DE FERRO E CALCIO EM AMOSTRAS DE PANC

Foram realizados experimentos de quantificagdo de ferro e calcio em amostra de Panc
de diferentes seis lotes diferentes (de A a F) para atestar a aplicagdo do método quanto
a seletividade e as suas precisdes, exatidao e repetibilidade. As curvas de calibragao

usadas nas analises se encontram nas Figuras 3 para ferro e Figura 4 para o calcio. Da
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curva de calibracao de ferro foi possivel obter os parametros de desempenho alcangados

para a quantificagao por F AAS representados na Tabela 15.

Tabela 15 — Figuras de mérito para a quantificagcao de ferro por F AAS.
Elemento 2Sensibilidade ‘Intercepto °LD (mgL") °LQ (mgL') R?

| | | | 1 1
Ca 0,073 + 0,001 -0,029 * 0,01 0,820 2,152 0,997¢

dcoeficiente angular da curva analitica. beoeficiente linear da curva analitica. Cvalores de LD dentro dos
parénteses em % m/m de calcio. deoeficiente de determinacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Todas as figuras de mérito expressam boa regresséao e linearidade, o que indica
uma boa confiabilidade dos resultados obtidos nesta analise. Os resultados médios dos

analitos obtidos em cada espécie de Panc em relacdo m/m sao mostrados na Tabela 16.

Figura 4 — Curva de calibragao para quantificagdo de Ca nos lotes de Panc por F AAS.

Curva de calibragéo para anélise de Ca nos lotes de

panc [reomze s

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 16 — Teor m/m de calcio e ferro por espécie de Panc

Amostras  [Ca] (mg g') [Fe] (mg g') IDR Ca*(mg) IDR Fe* (mg)

Taioba 1,3+0,14 0,02 + 0,001
Ora Pro
62,4 +0,93 1,06 +0,021
Nobis
Caruru 34+0,10 0,05+0,002 1000-1200* 8-18*
Bertalha 1,4+0,29 0,03+0,001
Peixinho da
1,3+0,11 0,07 + 0,003
Horta

*ingestao diaria recomendada (IDR) para adultos de 18 a 59 anos.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A partir das analises realizadas por espécie, de forma individual, foi possivel
compreender o comportamento das amostras compostas usadas nos ensaios de
otimizagdo. Para calcio, consta-se que aproximadamente 82% do teor encontrado na
amostra composta avaliada na melhor condicdo definida pelo planejamento fatorial
(76,79 mg g') advém da Ora Pro Nobis (64,44 mg g') . Enquanto Taioba e Peixinho
apresentam as menores taxas de calcio do conjunto de dados ( = 1,7%). As Figuras 5 e

6 comparam os teores de calcio e ferro entre as espécies.



Figura 5 — Comparacao visual do teor de calcio por espécie de Panc.

Ca (mg/g)
Bertalha ; 141:2% Peix"“]h;:azim =
Taioba ; 1,30; 2%

Caruru ; 3.39; 5%

Ora Pro Nobis ;
62,44 ; 89%

m Taioba = Ora Pro Nobis = Caruru m Bertalha m Peixinho da Horta

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 6 — Comparacao visual do teor de ferro por espécie de Panc.
Fe (mg/g)

Bertalna ; 0,029 ; Peixinho da Horta ;

2% “-I 0,065 6%

Caruru ; 0,054 ; 4% Taioba : 0,019 : 2%

ra Pro Nobis ;
1,059 ; 86%

m Taioba a Ora Pro Nobis = Caruru m Bertalha m Peixinho da Horta

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Os dados obtidos demonstram que a Ora Pro Nobis detém os maiores teores de

calcio e de ferro dentre as cinco espécies avaliadas, o que condiz com dados dispostos

na literatura atual, como em Barreira et al. (2021) que avaliaram a composicao

centesimal, vitaminas e minerais da Pereskia aculeata (Ora Pro Nobis), destacando seu
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elevado potencial nutricional. Como também relatam Rodrigues et al. (2025) ao investigar
a composi¢ao mineral e elementos trago em plantas alimenticias ndo convencionais
usando ICP-OES e técnicas quimiométricas, tendo reportado concentragdes de 69,6 mg
g' de Ca e 1,32 mg g de Fe também para a Ora Pro Nobis, valores equiparaveis aos
aqui quantificados (62,4 mg g”' de Ca e 1,06 mg g™' de Fe). Dessa forma, pode-se estimar
que ha coesao entre os dados obtidos com os dispostos na literatura. Além disso, o uso
de diferentes técnicas e abordagens analiticas indica bons parametros de exatidao.
Dessa forma, € possivel investigar a capacidade nutricional dessas plantas baseada em
seu perfil mineral, e ainda, inibidores nutricionais, contribuindo para a ampliacao das
informacgdes disponiveis sobre essas espécies de Panc que, embora estejam ganhando
uma certa notoriedade, pesquisas como essa envolvendo essas € outras espécies ainda
s&o escassas na literatura.

Ainda sobre os dados obtidos, os teores totais de Fe nas Panc variam de 0,019 +
0,00 mg g' a 1,059 + 0,021 mg g’ para as amostras de Taioba e Ora Pro Nobis,
respectivamente. Vale ressaltar que ndo existem valores de Material Certificado de
Referéncia (CRM) para esses vegetais folnosos em questédo, isso ressalta a relevancia
e a contribuicdo desta determinagdo para a literatura cientifica nutricional. Para obter-se
mais uma forma de avaliacdo da exatidao das analises, além dos ensaios de adicéo e
recuperagao e comparacao literaria, foi usado um CRM de folhas de espinafre, cujo valor
€ conhecido e atestado, assim pbde-se obter de uma matriz semelhante, resultados
comparaveis (4,27 + 0,45 mg g'), a 95% de confianga (tcal (n=3, a=0,05) = 2,36; ttab (n =3, a =
0,05) = 2,76), mostrados na Tabela 17. As altas recuperagdes encontradas também no

CRM indicam uma boa exatiddo do método.

Tabela 17 — Resultados obtidos para o CRM em analise de ferro por F AAS

Material Certificado de folhas de espinafre (Spinacia oleracea) NIST.

Valor certificado (mg g) Valor obtido (mg g') R (%)

4,28 4,27 £ 0,45 99,6+ 1

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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410 QUANTIFICAGAO DO OXALATO POR TITULAGOES REDOX DE
PERMANGANOMETRIA

Ap0s a realizagao das titulagdes redox de permanganometria descritas no item 3.11 e
seguindo a Equacao 13, foram obtidos os valores das concentragdes de oxalato, em

mol L.
2Mn0; + 5C,02~ + 16H* — 2Mn** + 10C0, + 8H,0 (Eq 13).

Os resultados obtidos para as concentragbes em mol L' e em massa (mg) sdo

reportados por espécie na Tabela 18.

Tabela 18 — Concentragdo de oxalato em mol L-' e massa em mg para 1,5 g de

amostra.

Amostra Concentragido de oxalato (mol L-')Massa de oxalato (mg)
Taioba 3,40x10* + 3,0x10" 1,50 £ 0,05
Caruru 4,00x10%+ 2,1x10" 1,76 £ 0,05

Bertalha 3,00x104+ 1,9x10" 1,32 £ 0,05

Ora Pro Nobis 8,00x10°+ 1,8x10"" 0,35+ 0,05
Peixinho da Horta 1,20%104 + 2,2x10" 0,53 £ 0,05

%ER inferior a 3,0 % para todas as amostras.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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A partir destes valores, foi feita a conversao para se obter o teor de oxalato em

uma porcao de 100 g de cada amostra. Estes dados sao apresentados na Tabela 19. A

conversao foi feita de acordo com a Equacao 14.

Tabela 19 — Concentragdo em mol L' e massa (mg em 100 g).

Amostra Concentragdo em mol L' massa mg 100 g™
Taioba 2,22 x 102+ 2,9x10" 97,68 + 0,50
Caruru 2,60 x 102+ 2,2x10"" 114,53 £ 0,50
Bertalha 1,99 x 102+ 2,0x10" 87,83 £ 0,50

Ora Pro Nobis 7,52 x 103+ 1,9x10" 23,47 £ 0,50
Peixinho da Horta 5,33 x 103+ 3,0x10" 33,08 + 0,50

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Concentragéo (mol L~) x 100 (mg) (Eq 14).

massa (mg)

4.11 DETERMINAGAO DO OXALATO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

ApOs realizar a construgdo da curva de padronizacédo descrita no item 3.12, os

seguintes resultados das concentragdes de oxalato obtidas, em mol L, e a absorbancia

dos procedimentos experimentais sdo mostrados na Tabela 20.

Tabela 20. Absorbancia e concentragdo de oxalato em mol L.

Amostra Absorbancia Concentragio de oxalato (mol L)

P1
P2
P3
P4
P5
P6

0,73
0,84
0,99
1,13
1,32
1,56

2,16x103+ 0,15
2,02x103+ 0,13
1,86x103+ 0,24
1,69%x103+ 0,18
1,47x103+ 0,15
1,19x103+ 0,17
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A curva de padronizagao é representada na Figura 7. A partir dos resultados obtidos
para a curva de padronizagao da espectrofotometria UV-Vis, foram iniciados os testes
com as amostras de Panc. Apds as leituras de cada Panc no espectrofotémetro,
seguindo as mesmas propor¢cbes de volumes descritos no item 3.12, foram
determinados os seguintes resultados de absorbancia, concentragdo em mol L' e

massa em mg de oxalato de cada amostra, listados na Tabela 21.

Figura 7 — Curva analitica de oxalato por Espectrofotometria UV-Vis.

Curva analitica do oxalato ¥ =709+ 255

------

Absorbancia (525 nm)

Concentragao (mol/L)

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 21 — Absorbancia, concentragdo em mol L' e massa em mg para 1,5g de

amostra.

Amostra AbsorbanciaConcentragao (mol L') Massa (mg)

Taioba 1,94 2,24x103+ 0,24 0,66 +0,0019
Caruru 1,96 2,83x103+0,29 0,65+ 0,0021
Bertalha 1,87 2,16x103+ 0,21 0,71+ 0,0018

Ora Pro Nobis 2,53 2,29%x103+ 0,21 0,29 £ 0,0016
Peixinho da Horta 2,26 3,27x103+ 0,31 0,46 + 0,0024

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
A partir destes valores, foram realizados calculos de propor¢ao para se obter o
teor de oxalato em uma porg¢ao de 100 g de cada amostra. Estes dados sao apresentados

na Tabela 22 usando a mesma conversao descrita pela Equacao 14.

Tabela 22. Concentragdo em mol L' e massa em mg para 100 g de amostra.

Amostra Concentragido (mol L) Massa (mg 100-)
Taioba 3,07x10" 91,25+0,2
Caruru 5,06x10" 116,22 £ 0,2
Bertalha 2,51x10" 81,82 +0,2

Ora Pro Noébis 1,48x10" 18,68 £ 0,2
Peixinho da Horta 2,17x10" 30,41 0,2

Os valores de oxalato obtidos, permitiram comparar o método de
permanganometria, com a espectrofotometria UV-Vis, os dados comparativos séo

dispostos na Tabela 23.
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Tabela 23 — Comparagédo das massas de oxalato quantificadas por permanganometria
(titulagado) e espectrofotometria UV-Vis (instrumental - inst).
Amostra titulagdao (mg 100 g') E. UV-Vis (mg 100 g') ER (%)

Taioba 97,68 91,25 4,8
Caruru 114,53 116,22 1,0
Bertalha 87,83 81,22 5,5

Ora Pro Nébis 23,47 18,68 16,1
Peixinho da Horta 33,08 30,41 59

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os resultados apresentados na Tabela 24 permitem uma analise distinta entre
precisdo e exatidao dos métodos empregados para a determinagdo de oxalato nas
amostras avaliadas. A baixa variabilidade observada para a maioria das amostras,
refletida em valores de RSD inferiores a 6% para taioba, caruru, bertalha e Peixinho da
Horta, indica elevada precisdo do método espectrofotométrico UV-Vis, demonstrando
boa repetibilidade e controle das condi¢gées experimentais.

No entanto, a comparagdo direta com os resultados obtidos por
permanganometria, evidencia diferengcas sistematicas nos valores médios,
caracterizadas principalmente por uma tendéncia de subestimacéao dos teores de oxalato
pelo método instrumental. Esse comportamento aponta para possiveis limitagbes do
método UV-Vis, possivelmente decorrentes de interferéncias da matriz vegetal,
sobreposicdo espectral ou variagdes na eficiéncia da reagédo analitica utilizada para a
deteccdo do analito. A amostra de ora-pro-ndbis destaca-se nesse contexto por
apresentar ndo apenas menor exatiddo, mas também comprometimento da precisao,
conforme evidenciado pelo RSD de 16,1%, sugerindo maior sensibilidade do método
instrumental a complexidade dessa matriz especifica.

Assim, embora a espectrofotometria UV-Vis apresente desempenho satisfatério em
termos de precisao para a maioria das amostras analisadas, os resultados indicam que
sua exatidao pode ser dependente da matriz, reforcando a necessidade de avaliagbes
adicionais, como estudos de recuperacdo, correcdo de efeitos de matriz ou uso de

métodos comparativos, para assegurar a confiabilidade dos valores obtidos.
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Dessa forma, a permanganometria mantém-se como um método mais robusto para
quantificagao absoluta, enquanto o método UV-Vis se mostra adequado para analises
de rotina e estudos comparativos, desde que suas limitagdes sejam devidamente
consideradas. A Tabela 24 apresenta os parametros de desempenho alcancados para a

quantificagao do oxalato por Espectrofotometria de Absor¢cdo Molecular UV-Vis.

Tabela 24 — Figuras de mérito para a quantificagao do oxalato por Espectrofotometria
de Absorg¢ao Molecular UV-Vis.
Analito?Sensibilidade’InterceptoLD (mol L-')LQ (mol L-)*LQ (mol L) ¢ R?
Oxalato 865,05 + 0,01 -2,59+0,01 5,48x10° 1,828 x10* 2,16 x10° 0,99

. . et _ . et _ . ~ *
acoeficiente angular da curva analitica, Pcoeficiente linear da curva analitica, °coeficiente de determinagao, ™.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A determinacado do Oxalato para todos os experimentos mostrou-se maior que o
LQ, o que indica que a quantificacdo demonstra ter boa confiabilidade. Além disso, foi
empregada a analise de varidancia (ANOVA) para avaliar a regressao e falta de ajuste da

curva analitica (Tabela 25).

Tabela 25 — ANOVA e Validacdo do modelo da curva analitica para a quantificagao do

oxalato por Espectrofotometria de Absor¢cao Molecular UV-Vis.

Fonte de Soma Graus de Média
F calculado
variagao quadratica liberdade quadratica tab
Regressio 1,9 x 1072 3 (p—1) 2,0x 103 MQReg/MQRes
Residuos 3,0x10™ 16 (n—p) 3,0x10™ =494 ’

Variancia Explicada = 99,0%. MQR (Média Quadratica da Regresséo), MQr (Média Quadratica do Residuo),

p (numero de parametros no modelo); n (numero total de observagées

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

O modelo apresenta um Fecalculado (49,4) maior que 0 F2,1otabelado (3,2) indicando uma
regressao linear ideal. Desse modo, pode-se considerar, com 95% de confianga, que a
curva analitica esta significantemente correta e bem ajustada para a quantificacdo do

oxalato.
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4.12 CONFORMIDADE E COMPARAGAO DOS TEORES DE OXALATO ENTRE
DEMAIS ESPECIES VEGETAIS

Estudos reportam na literatura a determinagao de oxalato em espécies vegetais
realizada por permanganometria, principalmente em plantas com algumas propriedades
medicinais, com enfoque na producdo de insumos farmacéuticos, como Siener et al.,
(2006), Huang, Huang, Liebman. (2015) e Brandéao Filho et al., (2022). Dentre algumas
das espécies reportadas destacam-se a Anacardium occidentale, Persea americana,
artocarpus heterophyllus e a Psidium guajava que sao plantas alimenticias geradoras de

frutos amplamente consumidos no Brasil: caju, abacate, jaca e goiaba, respectivamente.

Em relagdo as plantas alimenticias que tiveram teores de oxalatos de suas fragbes
comestiveis descritos em outros estudos estdo o espinafre (Spinacia oleracea L) por
Wilson et al. (1982) usando high performance liquid chromatography (HPLC), a couve de
bruxelas (Brassica oleracea var. gemmifera), o brocolis (Brassica oleracea var. italica
Plenck) e a couve-flor (Brassica oleracea var. botrytis) por Korus et al. (2011). E também
a quinoa (Chenopodium quinoa) e a beterraba (Beta vulgaris L) por Liebman. (2015).

Dessa maneira, € possivel tragar uma comparagao entre os teores de oxalato
reportados em plantas alimenticias tradicionais e as Panc avaliadas. A Tabela 26

constata em mg 100g os teores de oxalato e os contrastes entre eles.
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Tabela 26 — Teores de oxalato em Panc e plantas alimenticias tradicionais.

Comparacao entre os teores de oxalato (mg 100g)

Amostras Panc Oxalato (mg 100g') Plantas tradicionais Oxalato (mg 100g-")

Taioba 94,52 Espinafre 1370,0°
Ora Pro Nobis 23,472 Couve-flor 95,0°¢
Caruru 84,52 Couve de Bruxelas 50,0°¢
Bertalha 21,18 Broécolis 67,0°
Peixinho da Horta 31,72 Beterraba 160¢

Fonte: Elaborado pelo autor (2025)., Wilson et al., (1982)°, Korus et al., (2011)¢ e
Liebman. (2015)¢.

A partir da comparagao realizada percebe-se que os teores de oxalato nas Panc
avaliadas sado, em geral, significativamente menores do que em algumas das plantas
tradicionais amplamente consumidas, especialmente o espinafre, que apresenta um
valor acima de 1000 mg 100g™'. E possivel relatar que a bertalha é a Panc com o menor
teor de oxalato (21,1 mg 100g) e que esse valor ¢ inferior ao de varias hortalicas
tradicionais e que a taioba e o caruru tem valores proximos ao da couve-flor, o que
implica que as Panc estudadas podem ser consideradas alternativas de baixo oxalato
em comparagdo com certas hortalicas tradicionais, o podendo ser uma vantagem
nutricional e de seguranca alimentar, especialmente para pessoas que precisam

restringir o consumo de oxalato.
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4.13 CORRELAGAO ENTRE OS VALORES DE CALCIO E OXALATO

Tabela 27 — Teores de calcio e oxalato em amostras de Panc e relacao entre eles.

Correlagdo entre os teores de calcio e oxalato (mg 100g)

Relagao
Amostras Ca (mg 100g-") Oxalato (mg 100g-")
Oxalato/Ca

Taioba 130,1 945 0,72
Peixinho da Horta 131,4 31,7 0,24
Caruru 338,9 84,5 0,25
Bertalha 141,2 21,1 0,15
Ora Pro Nobis 6244.0 23,47 0,001

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Os dados apresentados na Tabela 27 evidenciam que ndo ha uma correlagao
direta entre os teores totais de calcio e oxalato nas amostras avaliadas, 0 que possui
implicagdes nutricionais relevantes. Observa-se que amostras com elevado teor de
calcio, como a ora-pro-nobis (6244 mg 100g™), ndo apresentam necessariamente
concentragdes igualmente elevadas de oxalato, sendo essa na verdade, a menor taxa
de relacédo entre estes componentes (0,001). Outras espécies, como a taioba, que
apresenta o conteudo de calcio consideravelmente inferior, tem valores elevados de
oxalato (94,5 mg 100g), gerando uma taxa de 0,72 em relagdo ao calcio. Esse
comportamento indica que a simples quantificagao do calcio total ndo é suficiente para
avaliar seu potencial nutricional, uma vez que a biodisponibilidade desse mineral
depende fortemente da fragcdo que permanece soluvel e disponivel para absorg¢ao
intestinal.

Do ponto de vista nutricional, o oxalato € reconhecido como um fator
antinutricional, capaz de formar complexos insoluveis com o calcio, reduzindo sua

absorcao; entretanto, os resultados sugerem que essa interagdo varia amplamente
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entre as matrizes vegetais, sendo influenciada pela composi¢cao quimica especifica de
cada alimento. A bertalha e o Peixinho da Horta, por exemplo, apresentam teores de
calcio semelhantes aos da taioba, mas com menores concentragdes de oxalato, o que
pode indicar maior fracdo de calcio potencialmente biodisponivel. Assim, a avaliagao
conjunta de calcio e oxalato mostra-se essencial para uma interpretagéo nutricional
mais realista desses alimentos, especialmente no contexto das panc, recentemente
sendo promovidas como fontes minerais sem consideracao dos fatores que afetam a
absorgéo.

Dessa forma, os resultados reforcam a necessidade de cautela na extrapolacao
de dados de teor total para recomendag¢des nutricionais, destacando a importancia de
considerar ndo apenas a quantidade de calcio presente, mas também a presenca de
compostos que podem limitar sua utilizacdo pelo organismo. Sendo assim, ensaios de
bioacessibilidade e biodisponibilidade devem ser feitos para assegurar com maior

certeza a garantia do perfil nutricional desses alimentos.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Considera-se que as informagdes obtidas a partir deste estudo sdo de grande
interesse quimico e nutricional. Devido a riqueza de dados obtidos dos preparos de
amostras, que permitiram tragcar um perfil nutricional para cinco espécies de Panc
avaliadas, faz-se relevante o aprofundamento dos estudos acerca desses objetos.

Uma informacao importante a ser explorada é a biodisponibilidade de calcio e ferro, para
mensurar, de maneira confidvel, a fracdo desses minerais que permanece soluvel e
disponivel para absorcao intestinal.

Os ensaios de biodisponibilidade estdo sendo estruturados juntamente ao
Departamento de Nutrigdo da UFJF e seguirdo o protocolo INFOGEST'™, para simulagéo
da digestdo in vitro, que consiste na normalizagdo das etapas que mimetizam as fases
oral, gastrica e intestinal, por meio do controle de temperatura, pH, da aplicagdo de
enzimas especificas, solu¢gdes com eletrélitos e agua, sempre em temperatura e tempos
fisiolégicos (Costa-Santos et al., 2024).

Com os resultados ja registrados e juntamente aos que serdo obtidos, pretende-
se divulga-los em peridédicos cientificos de alto impacto que proporcionem boa
visibilidade para as informagcdes do estudo. Além disso, os resultados serao
apresentados em eventos como congressos cientificos de areas tematicas compativeis
com a totalidade tematica do trabalho.

Espera-se ainda aplicar o preparo de amostras desenvolvido para outras espécies
de Panc para ampliar a gama de informagdes sobre essa classe de vegetais,

enriquecendo o acervo literario e explorando os limites das técnicas aplicadas.
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6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que a combinagcdo de planejamento experimental
(planejamento fatorial fracionario 2°7"), extracdo assistida por ultrassom e técnicas
analiticas validadas constitui uma estratégia eficaz e reprodutivel para a determinacgao
de minerais em Panc, além de e compostos antinutricionais. As metodologias
desenvolvidas apresentaram boas figuras de mérito analitico: curvas analiticas muito
lineares (R? > 0,99 para calcio e oxalato; R? = 0,995 para ferro), limites de deteccao
adequados a faixa de interesse e recuperagdes ideais tanto para calcio quanto para ferro,
atestando preciséo e exatiddo do método. A EAU mostrou-se tdo eficiente quanto o
método classico de calcinagdo (mufla) para extragdo do caélcio, oferecendo certas
vantagens operacionais por demandar menor tempo. A analise conjunta dos teores
elementares e moleculares evidenciou que valores totais elevados de calcio nem sempre
podem implicar em uma maior disponibilidade nutricional, pois a presenca de oxalato
pode reduzir significativamente a fragcdo absorvivel; nesse sentido, a Ora-Pro-Nobis
destacou-se por concentrar altos teores de calcio e ferro e relativos teores baixos de
oxalato, fazendo com que se destaque como candidata promissora entre as Panc do
ponto de vista nutricional para a inclusdo na dieta regular diaria ou na fabricagcao de
alimentos. Em conclusdo, é recomendado a complementacdo com estudos de
bioacessibilidade/biodisponibilidade in vitro ou in vivo e a ampliagdo da amostragem
(mais lotes e diferentes condi¢des geograficas e climaticas) para consolidar as
inferéncias nutricionais e apoiar recomendagdes de uso alimentar e politicas de
promocao dessas espécies. As metodologias propostas que foram aplicadas (EAU para
a determinacao mineral de ferro e cobre e a permanganometria e espectrofotometria UV-
Vis para a determinacdo de oxalato) oferecem uma base sdélida e escalavel para
avaliagbes analiticas e nutricionais em matrizes vegetais folhosas, principalmente de

plantas alimenticias ndo convencionais.
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ANEXO A - PROGRESSO ACADEMICO E PRODUGAO CIENTIFICA

1) Disciplinas cursadas

Métodos Espectroanaliticos;

Quimica Analitica Avancgada;

Etica E Seguranga Em Laboratérios De Pesquisa Em Quimica;

Temas Especificos Em Quimica: Validagao Analitica;

Estagio a Docéncia.

2) Participagao em eventos

37° Encontro Regional Da Sociedade Brasileira de Quimica MG. 2025. (Congresso).
36° Encontro Regional Da Sociedade Brasileira de Quimica MG. 2024. (Congresso).
3) Trabalhos apresentados

Caldeira, F. R. G.; Sousa, R. A. . Evaluation of the Potential of Brazilian non-conventional
edible plants (NCEP) as Sources of Mineral Elements. Development of sample

preparation methods and it's application.. 2025. (Apresentagao de Trabalho/Congresso).



