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BLOEDORN, Yasmin Ribeiro. Caracterizacdo Elementar e Avaliagdo das
Propriedades Bioativas em Amostras de Microgreens e Vegetais Crescidos por
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RESUMO

A constante busca por parte dos consumidores por produtos alimenticios que
propiciem maior longevidade vem sendo maior ao longo dos anos. Desta forma, o
consumo de alimentos funcionais e nutracéuticos vem crescendo a cada ano por
proporcionarem diversos beneficios a saude. Os microgreens sao considerados
vegetais nutritivos devido ao seu alto teor de minerais, bem como a presenca de
compostos bioativos em sua composi¢cdo. Sendo assim, o presente trabalho tem
como objetivo a quantificacdo elementar de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn, em
amostras de microgreens e seus correspondentes crescidos por Espectrometria de
Emiss&o Optica com Plasma Induzido por Micro-ondas. O desenvolvimento da etapa
de preparo de amostra foi realizado através de uma otimizagcdo multivariada. Desta
forma, a partir do planejamento experimental se obteve a condi¢cdo 6tima de trabalho
proposta para todos os analitos, sendo utilizado 0,5 g de amostra na presenca de 14
mL de HNOs (1 mol L1), a mistura foi encaminhada para o banho ultrassénico por 10
minutos a 60°C. A exatiddo do método proposto foi avaliada através do uso de
Materiais de Referéncia Certificados e recuperagbes que variaram de 81 a 113%.
Ademais, valores de desvio padréo relativos inferiores a 10% foram obtidos. A fim de
complementar a avaliagdo destes alimentos foram realizadas determinacdes
referentes ao seu perfil bioativo. Sendo que, os compostos fendélicos e a atividade
antioxidante foram encontrados em altas concentracbes para as amostras
analisadas, obtendo destaque para os microgreens nas duas determinacdes, as
quais apresentaram maiores concentragcdes. O teor de clorofila nas amostras
apresentou concentracbes superiores para 0s vegetais crescidos na comparacéo
com 0s microgreens, 0 que ja era previsto devido ao desenvolvimento e a
intensidade da coloracdo desses alimentos. A partir deste estudo foi possivel
verificar que o método proposto para a determinacdo de metais se apresentou
simples, de baixo custo e com boa frequéncia analitica, podendo ser utilizado para
analises de rotina para a determinacdo das concentracfes dos analitos de interesse
nas amostras analisadas. Também, o presente trabalho possibilitou verificar a partir
da quantificacdo dos compostos bioativos nas amostras, que 0S microgreens e seus
correspondentes crescidos, sdo considerados uma excelente fonte de compostos
fendlicos, possuindo um alto poder antioxidante que auxilia nas atividades essenciais
da célula assim como seu processo de envelhecimento, resultando em que uma
alimentacdo baseada nesses alimentos proporciona diversos beneficios a saude,
assim como na prevencdo de doencas crénicas e degenerativas. Sendo alimentos
considerados uma fonte densa de nutrientes essenciais para a manutencdo do
organismo, assim como na suplementacdo da alimentacdo humana.

Palavras-chave: Microgreens, Vegetais, Ultrassom, Planejamento experimental,
Compostos Bioativos, MIP OES, UV-Vis.
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1. Introducéo

O interesse por novos alimentos funcionais e nutracéuticos vem se
destacando, impulsionados pelo crescente interesse da sociedade em uma
alimentacdo mais saudavel ja que estes alimentos se caracterizam por oferecer
varios beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua composi¢cao quimica
(Ministério da Saude, 2009). Os consumidores estdo em constante busca por
produtos alimenticios saudaveis, neste aspecto os microgreens sédo produtos de
especialidade emergente que tem atraido cada vez mais atencdo dos consumidores
e pesquisadores (Chen et al., 2020; Kyriacou et al., 2016; Kowitcharoen et al., 2021).
Os microgreens sao uma classe de vegetais considerados alimentos devido
ao seu alto teor nutritivo devido ao seu alto teor de minerais e a presenca de
compostos bioativos em sua composi¢do (Paradiso et al., 2018; Sharma et al.,
2020). Estes alimentos referem-se a vegetais imaturos colhidas em nivel do solo
entre a primeira e terceira semana ap0s a semeadura, quando o cotilédone, que é
considerado o embrido da planta, responsavel pela fonte de nutrientes da mesma
esta totalmente desenvolvido e as primeiras folnas comegam a surgir (Fuente et al.,
2019; Canhoto, 2017). O interesse por microgreens também foi despertado a partir
da divulgacdo dos resultados de Xiao et al. (2012), indicando que estes podem
apresentar concentracbes maiores, entre 4 e 40 vezes, em relagdo a alguns
nutrientes e vitaminas quando comparado ao vegetal maduro (Weber, 2017; Xiao et
al., 2012). Estudos também relatam uma maior quantidade de minerais como Ca,
Mg, Fe, Mn, Zn, Se e Mo, vitaminas, antioxidantes e fitonutrientes como o acido
ascorbico, B-caroteno, a-tocoferol e filoquina em relacdo aos seus correspondentes
maduros, sendo assim considerados como um bom transportador de componentes
biologicamente ativos (Fuente et al., 2019; Sharma et al., 2020).

Com isso, fica evidente a importancia deste tipo de amostras em estudos de
andlise elementar para o conhecimento da composicéo nutricional dos microgreens
e seus correspondentes crescidos. A preparacdo da amostra € um passo essencial
na analise quimica e para se obter um resultado satisfatorio € fundamental o
desenvolvimento de métodos que proporcionam juntamente com as técnicas de
analise resultados rapidos, precisos e exatos (Louzada et al., 2022). Para a maioria

das técnicas espectrométricas se faz necessario a conversdo do estado sélido da
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amostra a sua forma liquida para que a mesma possa ser introduzida no
equipamento, outra importante vantagem é a minimizacdo da matriz da amostras
apos o processo de preparo de amostras. Sendo assim, métodos de preparo de
amostra baseados na decomposicdo acida, extracdo por ultrassom, solubilizacéo
alcalina ou calcinacdo em mufla, podem ser consideradas op¢des de adaptacdo da
amostra para analises instrumentais (Krug, 2010).

Um fator de extrema importancia para o preparo de amostras, € a otimizacao
das condicbes a serem utilizadas. Tradicionalmente, os processos de otimizag&do das
condi¢Bes ideias de trabalho séo realizadas através do monitoramento univariado,
gue consiste na variacao de um fator por vez e a observacao da sua influéncia sobre
a resposta experimental. Assim, enquanto o nivel de um fator é alterado, os niveis
dos demais sdo mantidos constantes, como consequéncia esta técnica é limitada em
questdo da avaliacdo dos efeitos de interacdo entre as variaveis, onde nao
possibilita esta observacdo. Uma alternativa a essa técnica é a otimizacao
multivariada, uma poderosa ferramenta para analisar a influéncia que cada variavel
tem sobre o sistema, bem como o efeito da sinergia delas. Assim, a partir desta
otimizacao, é possivel obter, através das otimizacdes, condi¢cdes 6timas de trabalho,
que ao serem aplicadas produzem a melhor resposta possivel para cada analito,
garantindo a este uma maior sensibilidade e melhores caracteristicas analiticas,
melhorando o desempenho e a compreensdo de um sistema (Pereira-Filho et al.,
2020; Novaes et al., 2017).

A escolha da técnica analitica ideal € de suma importancia para quantificacéo
dos analitos, sendo que esta escolha dependera das espécies de interesse, custo,
praticidade e confiabilidade, assim como sensibilidade e detectabilidade da técnica.
A técnica de espectrometria e emissao 6ptica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES) é considerada uma interessante alternativa, por apresentar
caracteristicas de analise multielementar e pela utilizagdo de nitrogénio retirado do
ar atmosférico para a manutencdo do plasma, diminuindo significativamente os
custos das analises quando comparados com outras técnicas multielementares
como a espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) (Agilent Technologies, 2016; Le&o et al., 2017; Diniz et al., 2017; Bonemann et
al., 2021, Louzada et al., 2022).



15

Para a determinacdo dos compostos bioativos foi utilizada a técnica de
espectrofotometria na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis), é caracterizada por
fornecer informacfes que possibilitam a identificacdo de ions metalicos e grupos
funcionais organicos, permitindo quantificar, identificar, caracterizar qualitativamente
e quantitativamente materiais e substancias quimicas através de reacbes de

complexacéo (Pratiwi; Nandiyanto; 2022).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Dietas Alimentares

O interesse por novos alimentos frescos, funcionais e nutracéuticos vem se
destacando, impulsionados pela crescente conscientizacdo da populacdo em relacéo
a uma alimentacdo saudavel, ja que estes alimentos se caracterizam por oferecer
varios beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua composi¢cao quimica
(Sharma et al., 2020; Kyriacou et al., 2016; Kowitcharoen et al., 2021; Ministério da
Saude, 2009). Um problema nutricional especifico que € relativamente comum em
paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento é a desnutricdo mineral. Mais de
60, 30 e 15% dos sete bilhdes de pessoas do mundo possuem deficiéncia em Fe, Zn
e Se, respectivamente. Neste conceito, a desnutricdo mineral é considerada como
um dos mais importantes desafios globais para a humanidade (Weber, 2017).

Dietas saudaveis sao essenciais para esse requisito nutricional, conforme
estabelecido por Neufeld et al., (2021) no qual uma dieta saudavel consiste “na
promocado da saude e na prevencdo de doencas, fornecendo uma adequacdo sem
excesso, de nutrientes e substancias promotoras da saude e evita 0 consumo de
substancias nocivas a saude. Uma dieta rica em frutas e vegetais fornecem uma
abundéancia de compostos bioativos, como o acido ascorbico (vitamina C),
carotendides (compostos da provitamina A), filoquinona (vitamina K1) e tocoferdis
(vitamina E), que sdo conhecidos por seus beneficios protetores contra o cancer e
doencas cardiovasculares (Xiao et al., 2012).

Partindo deste contexto, os microgreens sdo produtos de especialidade

emergente que tem atraido cada vez mais atencdo dos consumidores e
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pesquisadores, ja que podem ser considerados uma fonte densa de nutricdo devido
a biofortificacdo, ja que possui potencial de producdo praticamente em qualquer
ambiente (Weber, 2017; Chen et al., 2020).

2.2. Composic¢ao dos Microgreens

O conceito de microgreens originou-se na Califérnia no final dos anos 80,
desde entdo vem ganhando cada vez mais popularidade, devido a sua densidade de
nutrientes e propriedades (Enssle, 2020; Kyriacou et al., 2016; Xiao et al., 2016).
Microgreens sdo uma classe de vegetais pequenos, frescos e comestiveis,
considerados alimentos nutritivos devido ao seu alto teor de minerais e a presenca
de compostos bioativos em sua composi¢cédo (Paradiso et al., 2018; Sharma et al.,
2020). Estes alimentos séo cultivados a partir de sementes de leguminosos, cereais,
pseudocereais, oliaginosas, vegetais e ervas, conforme apresentado na Tabela 1
(Ebert, 2022). Em geral, as familias de Brassicaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae,
Lamiaceae, Apiaceae, Amarillydaceae, Amaranthceae e Cucurbitaceae possuem as

espécies mais exploradas (Kyriacou et al., 2016).

Tabela 1. Informacdes dos Microgreens

Grupo Familia Nome Cientifico Nome Comercial

Amaryllidaceae Allium cepa Cebola
Brassicaceae Brassica oleracea L. Couve
Brassicaceae Brassica juncea Mostarda

vegertals

Brassicaceae Raphanus sativus Rabanete
Brassicaceae Brassica oleracea var. capitata f. rubra Repolho Roxo
Brassicaceae Eruca sativa L Racula

Conforme apresentado na Figura 1, oS microgreens possuem uma
diversidade de sabores e texturas que provém da diversidade genética, 0s
microgreens podem diferir em sabor que pode variar de simples a temperado,
picante ou até amargo. Basicamente, seu sabor deve ser forte e concentrado
(Weber, 2017).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Lineu
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Figura 1. Amostras de diferentes espécies de microgreens.
(1) Repolho Roxo, (2) Cebola, (3) Rabanete, (4) Ricula, (5) Mostarda, (6) Couve.

O interesse por microgreens também foi despertado a partir da divulgagcéo dos
resultados de Xiao et al. (2012), indicando que estes podem apresentar
concentracbes maiores, entre 4 e 40 vezes, em relacdo a alguns nutrientes e
vitaminas quando comparado ao vegetal maduro (Weber et al., 2017). Estudos
também relatam uma maior quantidade de minerais (Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Se e Mo),
vitaminas, antioxidantes e fitonutrientes como acido ascorbico, B-caroteno, a-
tocoferol e filoquina, em relagdo aos seus correspondentes maduros, sendo assim
considerados como um bom transportador de componentes biologicamente ativos
(Fuente et al., 2019; Sharma et al., 2020). Pesquisadores mostraram que o nivel de
nutrientes em microgreens € até nove vezes maior do que o0s encontrados em
vegetais maduros, assim como também possuem antioxidantes e varios polifendis
em contraste aos seus equivalentes vegetais totalmente cultivados (Xiao et al.,
2012).

Além de minerais e propriedades bioativas, os microgreens sao ricos em
fiboras e sdo fontes de proteinas, sendo estas também superiores as fontes dos
vegetais convencionais. As proteinas de origem animal possuem alto valor bioldgico
em comparacao as proteinas vegetais. Em contrapartida, populacdes de baixo poder
aquisitivo tém acesso limitado a alimentos de origem animal, tornando os vegetais
em questdo, alimentos que podem contribuir para a ingestdo de nutrientes, além de
ser uma alternativa para as pessoas que possuem habitos e dietas restritas (Kinupp;
Barros, 2008).

Alguns estudos apresentam um consideravel teor de proteinas nos
microgreens. Renna et al. (2018) relatam um teor médio de 1,8-1,9 g por 100 g de
peso fresco, Ghoor et al. (2020) destacou o teor de proteina variando entre 1,8-4,4 g

por 100 g de peso fresco (Renna et al., 2020), de acordo com o Ministério da Saude,
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para um adulto a ingestdo diaria recomendada é de 50 g de proteina. Desta forma,
as hortalicas sdo consideradas uma abundante fonte complementar de proteinas,
onde seu teor pode variar dependendo do seu gendtipo e condicbes de cultivo
(Kinupp; Barros, 2008).

As condi¢bes de crescimentos dos microgreens podem variar de acordo com
a espécie. Geralmente referem-se a vegetais imaturos, aqueles colhidos em nivel do
solo entre a primeira e terceira semana apdés a semeadura, entre 7 e 21 dias,
guando o cotilédone, que é considerado o embrido da planta, responsavel pela fonte
de nutrientes da mesma, estd totalmente desenvolvido e as primeiras folhas
comecgam a surgir, conforme apresentado na Figura 2 (Fuente et al., 2019; Canhoto,
2017). Durante a germinacdo, ocorrem mudancas bioquimicas no interior da
semente incluindo a sintese de compostos bioquimicos, fazendo com que a
guantidade de nutrientes aumente rapidamente (Kowitcharoen et al., 2021). No
processo de germinacdo ocorre a ativacdo das enzimas hidroliticas liberando os
nutrientes tornando os mesmos biodisponiveis, além das vitaminas que sao

sintetizadas e acumuladas nas plantas (Ebert, 2022).

coleoptile
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Figura 2. Processo de germinacg&o dos microgreens.
Fonte: Zhao et al., (2011)

2.3. Elementos Essenciais
Grande parte dos elementos quimicos que compdem a tabela periddica esta
presentes no organismo humano, esses elementos aparecem combinados a
diversas substancias que desempenham diferentes funcdes (Massabni, 2006). Os

minerais sdo elementos inorganicos requeridos como nutrientes essenciais como
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carbono (C), nitrogénio (N), oxigénio (O) e hidrogénio (H), os quais juntos compdem
cerca de 96% do peso do corpo humano. Além disso, os minerais sdo subdivididos
em macronutrientes e micronutrientes que fazem parte do restante da composicéo
corporal do ser humano (Massabni, 2006; Godswill et al., 2020; Tasgin, 2017).

Os elementos essenciais sdo uma classe de nutrientes importantes para a
saude humana, pois as mesmas participam de diversas reacdes enzimaticas, além
de representarem grande importancia em diversos sistemas do corpo humano (como
sistema imunoldgico, cardiovascular, cerebral, respiratorio, entro outros). Todavia,
esses elementos ndo podem ser sintetizados bioquimicamente por organismos
vivos, e, portanto, devem ser ingeridos através de alimentos que possuam
consideraveis quantidades dos mesmos, como por exemplo, através da ingestédo de
leites, ovos, carnes, frutas, verduras e leguminosas, ou em alguns casos até mesmo
fazendo o uso de suplementos. Consequentemente, o0 conhecimento da
essencialidade dos elementos torna-se de extrema importancia, uma vez que o bom
funcionamento do corpo humano depende dos niveis de concentracdo destes
elementos (Godswill et al., 2020; Xiao et al., 2012).

A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) para estes elementos é baseada em
valores que variam para diferentes géneros e idades, mas devem ser suficientes
para cobrir as perdas de elementos essenciais. A falta de elementos essenciais pode
ser prejudicial & saude, ou seja, um desequilibrio na concentracéo de alguns destes
elementos podem causar drasticos danos a saude como (Massabni, 2006).

Os elementos minerais essenciais sdo melhores obtidos a partir de fontes
alimentares. Sendo divididos em macroelementos como calcio, magnésio, fésforo,
potassio e sodio, que sao essenciais para adultos em uma concentracdo de até 100
mg/dia, j& os microelementos sdo definidos como sendo ferro, zinco, cobre e
manganés, que sdo requeridos em menores quantidades equivalentes a 15 mg/dia,
ambos desempenhando papéis cruciais em varios processos bioldgicos tanto para
as plantas quanto para os seres humanos (Xiao et al., 2016).

A deficiéncia desses elementos no organismo humano pode causar diversos
distarbios metabdlicos e danos aos 6rgaos, levando a doengas cronicas e agudas. A
importancia da ingestéo correta do Mg e do K no metabolismo 6sseo, em uma dieta

saudavel, pode contribuir para otimizar a saude 0ssea, enquanto a deficiéncias dos
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mesmos pode acarretar diversos problemas na saude (Xiao et al., 2016). Dentro da
faixa de ingestdo diaria recomendada para cada elemento essencial existem
intervengdes, quando se ha baixa ingestdo de determinado elemento, pode haver
riscos de o individuo obter o desenvolvimento de um quadro de deficiéncia, em
contrapartida, o excesso da ingestdo de algum elemento ultrapassando o limite
recomendado pode haver sintomas de toxicidade (Becking, 2007). A auséncia de
alguns elementos essenciais no corpo humano pode ocasionar sérias doengas como
anemia, no caso de deficiéncia em ferro, retardamento do crescimento de criancgas,
por falta de zinco, e ma formacdo 6ssea em criancas, por falta de célcio (Massabni,
2006).

2.4. Compostos Fendlicos

As plantas produzem uma larga e diversa escala de componentes organicos
que sdo divididos em metabdlitos priméarios e secundarios (Vizzoto et al., 2010). Os
compostos fendlicos sdo originados do metabolismo secundério das plantas, sendo
essenciais para 0 seu crescimento e reprodugao, pois ocorre uma protecao contra
possiveis ameacas climaticas e predadores, além de também auxiliar na coloracao
das plantas (Shahidi; Naczk, 2004). A diversidade estrutural dos compostos fendlicos
deve-se a grande variedade de combinacdes que acontece na natureza, razao por
que alguns dos compostos resultantes sdo chamados de polifendis (Rodrigues,
2012).

Os compostos bioativos podem ser definidos como nutrientes e ndo nutrientes
presentes na matriz alimentar, encontrados principalmente em alimentos funcionais
como os de origem vegetal, animal e até mesmo em medicamentos. Estes
compostos podem produzir efeitos fisiolégicos benéficos a saude, assim também
como suas propriedades nutricionais que contribuem para a prevencdo e o
tratamento de doencas como cancer e diabetes. Também, podem ser utilizados na
composicao de farmacos, como em suplementos alimentares, ou ingeridos por meio
da alimentacdo (Cazarin et al., 2021). Os compostos bioativos podem ter diversas
classificagdes conforme ilustrado na Figura 3, podendo ser dividida em quantificacdo

total do seu conteudo, quantificacdo individual e por classes de compostos, ja que
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nos tecidos vegetais, os fendlicos estdo amplamente distribuidos (Schafranski, 2019;
Rodrigues, 2012).

Isoflavonas®
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© Carotenoides

Figura 3. Subdivisdo de compostos bioativos presente em alimentos de origem vegetal.
Fonte: HORST & LAJOLO, 2007.

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo um grupo de compostos que
possuem caracteristicas estruturais um anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais. Essas estruturas englobam uma vasta
gama de substancias, desde moléculas mais simples como acidos fendlicos com um
anico anel aroméatico, compostos bifendis como o acido elégico, flavonoides que
possuem uma estrutura de 2 a 3 anéis aromaticos como € o exemplo dos taninos,

entre outros, conforme ilustrado na Figura 4 (Rodrigues, 2012).
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Figura 4. Estruturas quimicas dos principais compostos fenélicos.
Fonte: Janiques et al., 2013.

Diversos fatores podem influenciar na quantidade de compostos fendlicos
presentes nos alimentos. A producdo de metabdlitos secundarios é o resultado de
complexas interacfes entre biossintese, clima, transporte, estocagem e degradacao
dessas moléculas; cada um desses processos é governado por genes e, portanto,
influenciado por trés fatores principais: hereditariedade (cultivar), ontogenia (estadio
de desenvolvimento da planta e do fruto) e ambiente (Pineli, 2009). Como a maioria
dos fitoquimicos bioativos possui capacidade antioxidante, o somatoério desses
potenciais confere a capacidade antioxidante total. Além disso, 0os compostos
antioxidantes presentes nas frutas e hortalicas podem produzir sinergismo ou
inibicdo entre si (Rodrigues, 2012).

A atividade antioxidante de compostos fendlicos ocorre devido as
propriedades redutoras presente em suas estruturas quimicas. Essas caracteristicas
estruturais possuem um papel essencial na neutralizacdo, no sequestro dos radicais
livres e na quelacdo de metais de transi¢cdo, atuando na etapa de iniciagdo como no
desenvolvimento do processo oxidativo. Nessas reacdes ocorrem a formagédo de
intermediarios relativamente estaveis, esta estabilidade se da devido a possibilidade
de ressonancia, e dependendo do substituinte presente na sua estrutura quimica
(Sousa, 2007).

Existem diversos métodos de determinacdo dos compostos fendlicos. O mais
utilizado consiste na metodologia contendo o reagente Folin-Ciocalteu. Os polifendis
disponiveis em extratos vegetais reagem com o reagente especifico do complexo
redox Folin-Ciocalteu para ocorrer a formacdo de um complexo azul que pode ser
guantificado por espectrofotometria de luz visivel (Hudz et al., 2019).

O reagente folin € uma mistura de acidos fosfomolibidico e fosfotingstico,
onde o molibdénio e o tungsténio encontram-se em estados de oxidacdo 6*
formando um complexo que possui coloracdo amarela, que é determinado por
NazMoOs - 2H20 que, na presenca de agentes redutores, como é o caso dos
compostos fendlicos, resulta na formacdo dos complexos molibdénio-tungsténio
[(PMoW1104)#], observados na coloracdo azul, que apresenta estado de oxidacédo
dos metais entre 5+ e 6+. E, a partir desta mudanca de coloracdo permite a

quantificacdo das espécies redutoras presentes nas matrizes das plantas. Com a
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mudanca na coloracdo quando ocorre a formacdo dos complexos é possivel a
quantificacdo do teor de compostos fendlicos em uma amostra utilizando a
espectrofotometria e, como padrdo, o acido galico que € caracterizado por ser um
acido fendlico (Rodrigues, 2012. Hudz et al. 2019).

Esse padrao fendlico, quando em meio basico sofre desprotonagéo gerando o
anion fenolato, conforme ilustrado na Figura 5. A patrtir disto, ocorre uma reacdo de
oxirreducdo entre este anion fenolato e o reagente de Folin-Ciocalteau, e assim o
molibdénio que € componente do reagente sofre uma reducdo e o meio reacional

altera sua coloracado, de amarelo para azul (Oliveira et al., 2009)
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Figura 5. Reacéo de reducdo do molibdénio, componente presente no reagente de Folin-Ciocalteau
pelo &cido galico.
Fonte: Oliveira et al., 2009.

2.5. Atividade Antioxidante

A oxidacdo é um processo metabdlico que auxilia na producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais da célula (Roesler et al., 2007). Agentes
antioxidantes atuam de maneira significativa na manutencdo da saude e protecédo, e
trazem beneficios restaurando o equilibrio fisiolégico e modulacdo das vias
bioldgicas (Barbosa et al., 2019). Desta maneira, o desequilibrio entre a geracéo de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante no
organismo, ou seja, 0 excesso de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio
(ERN) pode causar um desequilibrio no sistema do organismo, causando um
estresse oxidativo. O estresse tem sido associado a diversas doencas crbnicas e
degenerativas e esta envolvido no processo de envelhecimento celular, conforme

ilustrado na Figura 6. Essas moléculas de antioxidantes como a vitamina A, C e E,
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sdo produzidas pelo organismo ou podem ser consumidos através da alimentacéo,
com a ingestdo de frutas e legumes. Desse modo, 0s produtos naturais tém sido
relatados como uma otima fonte antioxidante (Barbosa et al., 2019; Roesler et al.,

2007).
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Figura 6. Fontes e respostas celulares proveniente da atuacdo das espécies reativas de oxigénio
(ERO) e nitrogénio (ERN).
Fonte: Vasconcelos et al., 2007.

Os compostos antioxidantes apresentam substituintes que atuam como
doadores de elétrons ou de hidrogénio presente em sua estrutura possuem
capacidade de realizar ressonancia do radical formado ou da capacidade quelante
de metais. Dentre os antioxidantes naturais pode-se citar os tocoferois, vitamina C,
carotenoides e compostos fendlicos (Silveira et al., 2018). Estudos clinicos e

epidemioldgicos tém mostrado evidéncias de que antioxidantes fendlicos de cereais,
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frutas e vegetais s&o os principais fatores que contribuem para a baixa e significativa
reducdo da incidéncia de doencas cronicas e degenerativas encontradas em
populacdes cujas dietas sdo altas na ingestdo desses alimentos (Roesler et al.,
2007). H4 um crescente interesse de pesquisadores no desenvolvimento de
substancias antioxidantes, principalmente a partir de produtos naturais como plantas
(Oliveira, 2015).

Assim, uma das técnicas utilizada para detectar a capacidade antioxidante de
compostos € o método baseado na eliminacdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPHe), conforme apresentado na Figura 7 (Oliveira, 2015). O método
de DPPH foi desenvolvido por Blois em 1958 (Silveira et al., 2018).
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Figura 7. Molécula de 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (radical DPPHe)
Fonte: OLIVEIRA, 2015.

A molécula de DPPH+ é bastante conhecida por caracterizar-se como um
radical organico livre estavel e que possui estabilidade na auséncia de luz (Silveira et
al., 2018). Os radicais livres, por apresentarem um elétron desemparelhado, séo
instaveis e muito reativos, portanto, tem tempo de vida muito pequeno. No caso do
DPPH, observa-se uma certa estabilidade, que pode ser explicada pelo fato de sua
estrutura possuir ligacdes duplas alternadas nos anéis benzénicos, sofrendo assim
efeito de ressonancia, muito eficaz para estabilizar carga eletrénica por dispersa-la
por toda molécula. Dessa forma, a espécie radicalar DPPH se torna mais estavel e
menos reativa. Além disso, os grupos NO2 no anel picri-hidrazila auxiliam na
estabilizacdo do elétron desemparelhado, descentralizando-o, pois sdo grupos
retiradores de elétrons. Esses efeitos eletronicos associados explicam o fato do
DPPH ser um radical livre relativamente estavel, e por essa caracteristica

revolucionou as  pesquisas com radicais livres  (Oliveira, 2015).
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O DPPH age como um capturador de radicais livres ou de substéancias
neutras que possuem a capacidade de estabiliza-lo, substancias com capacidades
antioxidantes possuem essa capacidade, ou seja, 0 método de sequestro de radicais
livres estd baseado na habilidade dos antioxidantes presentes nas amostras se
ligarem no radical (Oliveira, 2015; Silveira et al., 2018).

Quando ocorre a captura com o DPPH, resulta em uma reacédo de
oxirreducado, na qual a solucdo metandlica de DPPH que apresenta uma coloracéo
violeta e absorve em um comprimento de onda referente a 515 nm, é reduzido
através de um antioxidante ou de um radicalar (Re¢) resultando na formacédo do
difenil-picril-hidrazina (DPPH-H). Entdo, quando o radical é reduzido, o elétron que
anteriormente se encontrava desemparelhado do nitrogénio se emparelha com
elétrons que foram doados pelo radical hidrogénio de um antioxidante presente na
estrutura, o que resulta em uma alteracdo da coloracdo da solucédo, tornando-a
amarela, e desta forma ocorreu a formacdo do DPPH-H reduzido e estavel,
conforme a Figura 8. O grau desta descoloracdo € avaliado pelo decréscimo da
absorbéancia, permitindo a capacidade de sequestrar o radical livre (Oliveira, 2015;
Silveira et al., 2018).
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Figura 8. Reducéo do radical DPPH pelo antioxidante.
Fonte: Mairlland — ChimActive.

A capacidade antioxidante pode ser expressa em porcentagem de DPPH-
remanescente no meio reacional, descrita na equacdo 1, isto corresponde a
porcentagem de DPPH consumido pelo antioxidante presente nas amostras, sendo a
quantidade necesséria para decrescer a concentragéo inicial de DPPH em 50% e é
determinada concentragao inibitoria (ICso). Desta maneira, quanto maior 0 consumo
de DPPHe+ por uma amostra, menor sera a sua ICso e maior sera a sua capacidade
antioxidante (Oliveira, 2015).
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2.6. Clorofila

A fotossintese é um processo basico da substancia de circulacdo de energia
na natureza. E um fator dependente de luz, sendo ela a energia solar e entdo é
transmitido como energia de excitacao para os centros de reacéo dos fotossistemas
(Pavlovic et al., 2004). As clorofilas sédo os pigmentos naturais mais abundantes
presentes nas plantas e ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos
vegetais. As diferencas aparentes na cor do vegetal sdo devidas a presenca e
distribuicdo variavel de outros pigmentos associados, como 0s carotenoides, 0s
quais sempre acompanham as clorofilas. Atualmente os pigmentos clorofilianos sé&o
de grande importancia comercial, podendo ser utilizados tanto como pigmentos
quanto como antioxidantes (Streit et al., 2005). A clorofila € considerada um
composto antioxidante que estd presente e armazenado no cloroplasto de plantas
gue possuem folhas verdes e estando presente principalmente nas folhas, caules,
flores e raizes (Kamble et al., 2015).

As clorofilas sdo moléculas formadas por complexos derivados da porfirina,
tendo como atomo central o Mg (magnésio) conforme a Figura 9. Esse composto é
uma estrutura macrociclica assimétrica totalmente insaturada constituida por quatro
anéis de pirrol. Esses anéis numeram-se de | a 4 de acordo com o sistema de
numeracao de Fisher. As clorofilas a e b encontram-se na natureza numa proporgao
de 3:1, respectivamente, e diferem nos substituintes de carbono C-3. Na clorofila a, o
anel de porfirina contém um grupo metil (-CHs) no C-3 e a clorofila b (considerada

um pigmento acessorio) contém um grupo aldeido (-CHO), (Streit et al.,, 2005).
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Figura 9. Estrutura quimica da clorofila a e b.
Fonte: Streit et al., (2005).

Os pigmentos fotossintéticos presentes e a sua abundancia variam de acordo
com a espécie. A clorofila a (Chl’ a) esta presente em todos 0s organismos que
realizam fotossintese oxigénica. E o pigmento utilizado para realizar a fotoquimica (o
primeiro estagio do processo fotossintético) auxiliando na producdo de energia para
a planta, a clorofila a costuma ser encontrada em maiores quantidades que a
clorofila b (Kamble et al., 2015). A coloracdo verde caracteristica das plantas se da
através da clorofila juntamente com pigmentos acessérios como carotenoides e
outros tipos de clorofila. Estes pigmentos auxiliam na absorcéo e na transferéncia da
energia radiante para os centros de reacgao.

A estabilidade da clorofila b deve-se ao efeito atrativo de elétrons de seu
grupo aldoxila no C-3. A clorofila b é sintetizada através da oxidagdo do grupo metil
da clorofila a para um grupo aldeido. A clorofila b é convertida em clorofila a através
de uma enzima chamada clorofila a oxigenase, que catalisa a conversao do grupo
metil ao grupo. Ao considerar a importancia da clorofila para a fotossintese, as
plantas devem otimizar a absor¢céo de luz e a fotossintese, ajustando seu conteudo e
proporcdes de clorofila para auxiliar no crescimento e na sobrevivéncia a longo
prazo (Streit et al., 2005).
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2.7. Preparo de Amostras

A determinagdo elementar a partir do uso de amostras com matrizes
complexas, como séo considerados os alimentos, exige uma etapa de preparo de
amostra que antecede a analise instrumental. A sequéncia analitica possui diversas
etapas consiste em um conjunto de etapas que deve ser considerada para a
realizacdo das analises, dentro desta sequéncia, o preparo de amostras é a etapa
mais critica, pois engloba diversos problemas e demanda a maior parte do tempo do
analista, assim como é a etapa em que podem ocorrer 0S maiores erros e
contaminacgdes (Krug, 2019).

Levando em consideracdo a natureza de cada matriz de amostra € necessario
um estudo preliminar para determinacdo do preparo de amostra ideal para que a
mesma seja introduzida no equipamento de analise. Esta etapa € caracterizada
como sendo uma etapa critica de toda a sequéncia analitica, pois € responsavel pela
conversdo da amostra em uma solugao ou suspensdo adequada para que a analise
seja realizada, além de garantir a preservacéo da espécie quimica de interesse para
sua total quantificacdo (Krug, 2019; Gomes, 2021; Oliveira, 2003). A preparacao da
amostra é um passo essencial na andlise quimica, e para se obter um resultado
satisfatorio, € fundamental o desenvolvimento de métodos que proporcionam
juntamente com as técnicas de andlise resultados rapidos, precisos e exatos
(Louzada et al., 2022). Esta etapa é responsavel por 30% dos erros de analise e
ocupa 60% do tempo da sequéncia analitica. Os métodos séo divididos em via seca
e via Umida (Krug, 2019; Oliveira, 2003).

O preparo de amostra por via seca é considerado um processo mais simples,
no qual a amostra € submetida a um processo de calcinacdo em elevadas
temperaturas para torna-la facilmente sollUvel. Este processo rompe as ligacbes
guimicas entre a matriz da amostra e as espécies de interesse (Krug, 2019; Gomes,
2021). Porém, este método de preparo de amostra acarreta alguns inconvenientes,
como a perda de analitos por volatilizacéo, riscos de contaminacao, alto gasto de
energia e tempo elevado para a queima de determinadas amostras (Krug, 2019).

Ja o preparo de amostras por via Umida sdo métodos que consistem na
destruicdo ou separacdo da espécie quimica de interesse através do rompimento

das ligacbes da matriz organica com o uso de reagentes, normalmente na presenca
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de éacidos e aplicacdo de uma fonte externa de energia. Geralmente utilizam-se
acidos como o HNOsz, HCI, H2SOs4, entre outros, ou a mistura deles, além de
possibilitar a adicdo de agentes oxidantes como o H202 que auxiliam na
decomposicdo da matriz (Oliveira, 2003; Krug, 2019).

Além disso, os métodos de decomposicdo da amostra podem ser realizados
em sistemas fechados, permitindo a manutencéo de elementos volateis em solucéo,
visto que ndo ocorre perdas de analitos e ndo ha necessidade de reposicdo dos
reagentes. No entanto, uma desvantagem deste sistema € o risco de exploséo, pois
estes sistemas possuem alta pressdo interna como pode ser destacada a
decomposicao acida assistida por micro-ondas. Outro método é a utilizacdo de
sistemas abertos como muflas, chapa de aquecimento e blocos digestores. Estes,
normalmente sao utilizados para a decomposicdo de grandes quantidades de
amostra, além de possuirem um custo-beneficio e uma simplicidade maior quando
comparados aos sistemas fechados de decomposicédo. Em contrapartida apresentam
algumas desvantagens como a perda de analitos por volatilizagdo, maiores riscos de

contaminacgao pelo ambiente e necessidade da reposicao dos reagentes.
2.8. Extracao assistida por Ultrassom

A maioria dos métodos de preparo de amostras envolve a completa
destruicdo da matriz organica, fazendo o uso na maioria das vezes, de acidos com
propriedades oxidantes e de peroxido de hidrogénio a temperaturas elevadas. No
entanto, muitos destes processos requerem equipamentos laboratoriais complexos,
pode ocorrer aumento no risco de contaminacdo ou perdas de analitos por
volatilizacdo, ou ainda adsorcao destes analitos nos frascos de digestdo (Mendivelso
et al, 2019). Uma alternativa para os métodos de preparo de amostras ja
mencionados, € a utilizacdo da extracdo atraves da energia ultrassOnica, que nao
utiliza medidas dréasticas de decomposi¢do da matriz da amostra, pois a extracao
ocorre sob leves condi¢cdes, como em baixas temperaturas, menores tempos de
extracdo, essas condicoes ja se fazem adequadas para a extragdo dos componentes

da matriz da amostra (Machado et al., 2016; Pereira-Filho et al., 2020).
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Em vista disso, torna-se muito importante o desenvolvimento de novos
métodos analiticos que visem a etapa de preparacdo de amostra, sendo que estes
métodos devem ser mais rapidos, de baixo custo e que seja condizente com o0s
principios da quimica verde. A extracdo assistida por ultrassom € uma alternativa a
estas técnicas (Mendivelso et al., 2019).

As ondas ultrassonicas sdo ondas mecanicas que possuem uma frequéncia
acima de 20 kHz, a sonicagdo de um liquido que possui esta frequéncia decorre de
uma agitacdo e do aquecimento do meio, assim podendo ocorrer a cavitacao
acustica. O banho ultrassénico € um equipamento habitualmente encontrado em
laboratérios de andlises quimicas e bioquimicas (Krug, 2019; Gouda et al., 2021). A
utilizacdo do banho ultrassdnico para a etapa de preparo de amostras consiste na
sonicacdo de uma mistura solido-liquido resultando na formacdo de bolhas de
cavitacdo podendo levar a degradacdo do material (Krug, 2016). O fenbmeno de
cavitacao tem inicio na fase de rarefacdo das ondas acusticas, quando moléculas de
gases e vapores presentes no liquido sdo direcionadas para o interior dos nucleos
produzidos pela interrupcdo do meio devido as abruptas mudancas de pressao
ocorridas quando uma onda acuUstica passa da fase de rarefacdo para a de
compressdo. Quando essas microbolhas presentes na etapa de compressdo da
onda acustica leva a formacdo de cavidades, assim fazendo com que poucas
moléculas dos gases que estao contidas nas bolhas sejam expulsas do seu interior e
direcionada para o liquido. Com o passar dos ciclos essas microbolhas aumentaram
suas dimensdes e ocorre um colapso, essa perturbacdo do sistema resulta em um
brusco aumento de temperatura e pressdo produzindo microjatos (Krug, 2016;

Gouda et al, 2016), conforme lustrado na Figura 10 abaixo.
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Figura 10. Fenémeno de cavitagao no banho ultrassénico.
Fonte: Johansson et al., 2018.

A presenca de materiais solidos no meio faz com que haja uma deformacéao
das bolhas de cavitacdo, estando relacionado a intensificacdo da producdo de
bolhas por haver uma perda de uniformidade na distribuicAo de moléculas
dissolvidas nas proximidades dos solidos, assim como interacdes de reflexdo das
ondas com as particulas sélidas. Essas bolhas assumem um elevado grau de
esfericidade e os microjatos ocorrem em todas as dire¢des, quando o sistema possui
particulas sélidas em suspensao, a geometria referente as bolhas passam a ter outra
conformacao, ja que o sélido atrai essas bolhas para si, garantindo a agitacdo do
meio. Nos procedimentos de amostragem de suspensdes com agitacao ultrassénica
€ comum que uma fracdo significativa do analito seja extraida para a fase liquida,
melhorando, em alguns casos, a precisado e a exatidao (Krug, 2016; Gouda et al.,
2016).

Assim, utilizando a extracdo assistida por ultrassom para ao preparo de
amostras o procedimento ocorre através do rompimento das paredes das células,
fazendo com que seus compostos sejam liberados de suas matrizes por intermédio
das microbolhas, ou seja, o fenbmeno de cavitacdo. Como consequéncia desta
cavitacdo, uma maior dispersao da fase solida no liquido é alcancada e a interface
do contato € melhorada, permitindo a obtencdo de maiores rendimentos em menor
tempo e quantidade de solvente (Prieto et al., 2022).

Em geral, a agitacdo ultrassdnica diminui o tempo de extracdo quando

comparada aos métodos de agitacdo manual, mecénica, magnética ou até mesmo
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por vortex. Entretanto, a extragdo quantitativa depende fortemente da ligacdo dos
analitos com a matriz. Neste sentido, embora os métodos assistidos por ultrassom
sejam promissores, € recomendavel que as variaveis que influenciam a extracdo dos
analitos sejam empirica e rigorosamente avaliadas para diferentes tipos de amostras
antes da utilizagcdo dessa estratégia (Krug, 2019). Além disso, a extracdo das
amostras € realizada com acidos diluidos, oferecendo vantagens como a reducao de
interferéncias nas técnicas de espectrometria atbmica, que sdo causadas pela
acidez excessiva dos materiais digeridos, e, permitindo o desenvolvimento de
métodos mais verdes, menor geracao de residuos e sem reducdo da eficiéncia do
método (Louzada et al., 2022).

2.9. Planejamento Experimental

O uso de ferramentas estatisticas € de grande importancia para diversas
areas, e para quimica néo € diferente. O desenvolvimento de técnicas analiticas e
obtencao de resultados abre uma grande margem para uso dessas ferramentas. O
uso da quimiometria pode trazer diversos beneficios para o desenvolvimento de
métodos, bem como a utilizacdo da otimizacdo multivariada (planejamento
experimental) (Costa et al., 2006). A otimizacdo possui como objetivo melhorar o
desempenho de um processo com intuito de obter o maximo de beneficios possiveis
atraves do sistema (Novaes et al., 2017).

Convencionalmente, a realizacdo dos processos de otimizacdo se da através
do monitoramento de uma variavel por vez, com a observacdo de sua influéncia
sobre a resposta experimental, este processo de otimizacdo € denominado
univariada. Desta maneira, a otimizacdo ocorre com a alteracdo de uma Unica
variavel envolvida no procedimento e as demais sdo mantidas com um valor
constante, como decorréncia este método pode haver algumas imperfeigbes, nem
sempre uma variavel exerce uma determinada influéncia nos resultados quando
isolada, j& com a ocorréncia de interacdo entre dois fatores pode-se obter uma
diferenca significativa, que ira alterar os finais resultados. Por consequéncia, quando
este tipo de otimizacé&o é utilizado nao é possivel a total observacéo das informacdes

disponiveis sobre o método, a exploragdo desta éarea de dominio ¢é
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menor e pode acarretar resultados equivocados da melhor condicdo de trabalho
(Gomes, 2021; Novaes et al., 2017; Costa Junior et al., 2019).

Uma alternativa a este método de otimizagcdo, que vem crescendo, S80 0 Uso
de ferramentas quimiométricas como o0 planejamento de experimentos ou DoE
(design of experiments), que sédo ferramentas multivariadas que vém sendo bastante
utilizadas para a otimizacdo de meétodos analiticos. A otimizacdo multivariada
possibilita a interpretacdo de resultados no qual s&o considerados todos o0s
parametros experimentais envolvidos na etapa de preparo de amostra (Costa et al.,
2016). Baseia-se em um modelo matematico que permite estabelecer a significancia
e a relevancia estatistica para os efeitos estudados apresentando o efeito das
possiveis interacdes entre as variaveis em evidéncia (Novaes et al., 2017; Costa et
al., 2006). A principal vantagem dessa ferramenta é o melhor desempenho em
compreender o sistema, possibilitando estudar as varidveis de forma individual, a
sinergia entre elas, podendo misturar o efeito de mdultiplas varidveis ao mesmo
tempo. No entanto, a otimizacdo multivariada pode conter alguns inconvenientes tais
como numero elevado de experimentos, maior tempo de conclusdo e alto uso de
reagentes, dentre essas circunstancias hd o surgimento de variacdes do
planejamento multivariado, destacando-se a o Planejamento Fatorial Completo. O
planejamento é formado pela combinacdo de trés partes, sendo um planejamento
formado por dois niveis fracionario ou completo, por pontos axiais, que sao pontos
extremos fora da area de trabalho escolhida e por pontos centrais (Novaes et al.,
2017; Gomes, 2021; Bezerra, 2019).

A aplicacdo de um procedimento de otimizagdo multivariado resulta em uma
avaliacdo dos resultados através de andlise de variancia (ANOVA), andlise de
superficie de resposta e andlise dos gréaficos de Pareto, assim possuindo uma alta
eficiéncia para a exploragédo do sistema. A aplicacdo deste procedimento no preparo
de amostras ocorre a definicdo de variaveis independentes, que séo os fatores que
passam diretamente pelo processo de otimizacao, ou seja, pode ocorrer a influéncia
entre as mesmas como o volume de acido da solucédo, tempo, temperatura entre
outras. Ja as variaveis dependentes, que sao representadas pelas respostas obtidas

podem ser acompanhadas devido ao teor de solidos, acidez residual em conjunto
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com as respostas do equipamento de andlise (Novaes et al., 2017; Gomes, 2021;
Bezerra, 2019).

2.9.1. Planejamento Fatorial Completo

Em um planejamento fatorial séo investigadas todas as variaveis de interesse
e o efeito das suas interacbes com a resposta obtida, no qual a quantidade de
experimentos a ser realizada é descrito pela combinacao de n fatores em dois niveis,
assim o planejamento sera constituido por 2" experimentos. Para os niveis,
geralmente utiliza-se sinais (+) para o nivel mais alto e (-) para o nivel mais baixo de
sua designacdo, enquanto n é descrito por varidveis quantitativas referente as
concentracdes, tempo, temperatura, por exemplo. Estas respostas que serdo obtidos

através da multiplicacdo dos fatores, conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Exemplificagcdo do DoE.

Média Variaveis Interacoes
X1 X2 X3 X11 X12 X23 X123
+ - - - + + + -
+ - + + + - + -
+ + - + + - - -

X12, X13 € X23 Sao interacdes de segunda ordem, x123 representa terceira ordem, assim os
indices indicam os fatores que estao sendo multiplicados

As respostas utilizadas para acompanhar o planejamento, ndo costumam ser
Unicas, desta forma ha necessidade de encontrar uma condi¢cdo de trabalho que seja
ideal e maximize todos os elementos envolvidos no mesmo conjunto de dados.
Assim, uma forma de trabalhar estas diversas respostas € aplicando a funcdo da
desejabilidade. Esta func&o proposta por Derringer e Suich (1980), ocorre a
transformacdo de cada resposta em uma escala admensional de desejabilidade,
correlacionando todas as respostas do planejamento (Teodfilo e Ferreira, 2006;
Gomes, 2021). A escala da desejabilidade possui uma variagdo que vai de O
referente a uma resposta inaceitavel, a 1 que é a resposta desejavel para o
planejamento. Com todas as desejabilidades individuais (di) € possivel que se defina
a desejabilidade global (D), definida geometricamente pela equacdo 2 (Tedfilo e

Ferreira, 2006).
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Foérmula da desejabilidade:
Osey<L

= i
Di= +—L Equacao 2

Osey>U

y= resposta;

L= menor valor aceitavel;
T= valor alvo;

t= peso (varia de 1 a 0);

U= maior valor aceitavel.

Com isso, se faz necessario um ponto em que todas as respostas apresentem
valores aceitaveis, permitindo a otimizacdo simultdnea das varias respostas
baseadas na funcdo de desejabilidade global. Para uma interpretacdo dos
resultados, utiliza-se os graficos de Pareto, os quais consistem na interacdo das
variaveis analisadas e seus efeitos em formato de barras horizontais, que sao
calculados a partir de seu valor de efeitos e seu desvio padrao obtidos no momento
da otimizacao, identificando as interacbes que foram significativas (Pereira-Filho,
2015).

Além dos gréficos de Pareto, sdo obtidos graficos de superficie de resposta. A
superficie de resposta obtida permite comparar os valores 6timos em relagcédo a cada
variavel que satisfaca simultaneamente, e na medida do possivel, todas as
respostas consideradas. Desta forma, a metodologia de superficie de resposta
(MSR) é muito utilizada para interpretar as relacdes entre as respostas e os efeitos
dos fatores. Esta metodologia pode ser entendida como uma combinacdo de
técnicas de planejamento de experimentos, assim como analise de regressao e
métodos de otimizagdo, onde se baseia no ajuste de modelos mateméaticos
empiricos aos dados experimentais obtidos através de uma determinada matriz
experimental, com o objetivo de descrever o comportamento dos dados e realizar

previsdes estatisticamente validas (Novaes et al., 2017).
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2.10. Técnicas Espectrométricas

Diferentes técnicas espectrométricas sao utilizadas na determinacdo
elementar, sendo estas aplicadas a analise de uma ampla variedade de amostras. A
escolha da técnica ideal a ser utilizada depende do objetivo do trabalho, quais os
analitos de interesse que se deseja quantificar, bem como a sensibilidade desejada,
a detectabilidade e precisdo necessaria para cada estudo em desenvolvimento. Ha
uma gama de variedade de técnicas para determinacdo elementar, assim a escolha
deve ser baseada em alguns parametros, como a faixa de concentracdo do analito,
espécie de analito a ser determinado, estado da amostra, entre outros (Agilent
Technologies, 2016; Karlsson et al., 2015). Neste contexto, pode-se destacar
técnicas instrumentais como a espectrometria de absor¢do atbmica em chama (F
AAS), espectrometria de absorcdo atomica em forno de grafite (GF AAS),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP MS),
espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e
espectrometria de emissao optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES)
(Gonzales e de la Guardia, 2013).

As técnicas espectrométricas que seguem o principio da absorcdo atbmica
convencional como o F AAS e o GF AAS, utilizam como fonte de radiacdo lampadas
de catodo oco que apresentam, para cada elemento analisado, comprimento de
onda especifico. Sao técnicas monoelementares o que resulta em um maior tempo
de analise em comparacdo as técnicas instrumentais multielementares (Balaram,
2020; Gomes, 2021, Gonzales e de la Guardia, 2013; Scherdien, 2022). As técnicas
qgue utilizam plasma como fonte de atomizacdo como o ICP OES e o MIP OES,
costumam se destacar, pois possuem diversas vantagens como diminuicdo no
tempo de analise ja que se trata de técnicas multielementares, disponibilidade de
varias linhas espectrais intensas para cada elemento, maior energia na sua
atomizacao devido ao gas de manutencdo do plasma. A técnica de ICP OES possui
maior destaque devido a sua alta sensibilidade, assim como baixos limites de
deteccdo, mas em contrapartida apresenta um alto custo operacional pela utilizacao
do plasma de argbénio (Gomes, 2021; Scherdien, 2022). Com isso, a técnica de MIP
OES é uma alternativa, como relatado por Muller et al. (2020), a qual destaca a

grande aplicabilidade desta técnica em diferentes alimentos. Considerado uma
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interessante alternativa, ndo sO por apresentar caracteristicas de analise
multielementar, o que resulta em uma diminuicdo no tempo de andlise e o consumo
da amostra, mas também por utilizar nitrogénio retirado do ar atmosférico para a
manutencdo do plasma, diminuindo significativamente os custos das analises
(Agilent Technologies, 2016; Leé&o et al., 2017; Diniz et al., 2017; Bonemann et al.,
2021; Louzada et al., 2022).

2.10.1. Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por
Micro-ondas (MIP OES)

Neste contexto, a técnica de MIP OES vem ganhando visibilidade e se
tornando uma alternativa a outras técnicas de espectrometria. Nesta técnica, € no
plasma onde ocorre a formacédo de micro-ondas que sdo responsaveis por transmitir
a energia para os elétrons que estdo presentes nas moléculas dos gases, esta
energia promove a perturbacéo do sistema ocorrendo a colisdo ionizante e 0 mesmo
fica parcialmente ionizado, ocorrendo assim o plasma induzido por micro-ondas,
onde atuam com frequéncia na regidao de GHz (Agilent Tchenologies, 2016; Muller et
al., 2020).

Apds o0 equipamento entrar em operacdo, 0 gas € substituido por N2 que é
retirado do ar atmosférico, a alimentacdo do plasma ocorre por via de um
compressor de ar e um gerador de N2, diminuindo significativamente o custo das
andlises, além de se tratar de uma técnica multielementar o que diminui o tempo
gasto nas analises (Agilent Technologies, 2016; Ledo et al., 2017; Diniz et al., 2017;
Bonemann et al., 2021; Louzada et al., 2022).

Conforme apresentado na Figura 11, o equipamento € constituido por um
sistema de introducdo de amostra, possui também uma fonte de excitacéo utiliza-se
um gerador de micro-ondas, assim como um sistema de alimentacdo do gas do

plasma e um sistema Optico de computador (Agilente Tchnologies, 2016).
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Figura 11. Principais componentes do MIP OES.
Fonte: Agilent Tchnologies, 2016

A introducdo da amostra no equipamento de emissdo Optica com plasma
induzido por micro-ondas é feita através do uso de uma bomba peristéltica, que
possui a funcdo de levar a amostra até o nebulizador pneumatico onde a amostra é
convertida em aerossol com o auxilio do gas nitrogénio, conforme descreve a Figura
12.

Aerossol da amostra

Bomba Peristaltica

o

Amostra

Descarte Gas de nebulizagao

Figura 12. Sistema de introdu¢@o de amostras do modo convencional
Fonte: Agilent Tchnologies, 2016.

De acordo com a Figura 13, desta forma, no nebulizador ocorre a
homogeneizagéo das particulas do aerossol, condensando as de maior didmetro e
deixando passar para o plasma um aerossol mais finamente disperso. Quando o

aerossol atinge o plasma é convertido em atomos, moléculas e ions pelas etapas de
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dessolvatagcdo, vaporizacdo, atomizacdo e ionizagdo. A radiacdo emitida pelo
plasma € dirigida para o detector de dispositivo de carga acoplada (CCD) que medira
simultaneamente os espectros de sinal de fundo, garantindo precisao e bons imites

de quantificacéo (Agilent Tchnologies, 2016).

Plasma
Espectréometro Quantificagdo

Atomos Luz 7 <y
‘ Excitados emitida z—] > &

Amostra na forma
de aerossol

Figura 13. Diagrama esqueméatico do espectrofotdbmetro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado.
Fonte: Agilent Tchnologies, 2016.

Considerando todos estes fatores, a técnica de MIP OES vem sendo
considerada uma interessante alternativa, podendo ser aplicada em analises de
rotina, possuindo ampla aplicacdo em diversas matrizes, como em amostras de
alimentos, ambientais, agricolas, minerais, farmacéuticas, dentre outras (Muller et
al., 2020).

2.10.2. Espectrometria de Absorcédo naregido do Ultravioleta e Visivel
(UV-Vis)

A Espectrofotometria UV-VIS é definida como uma técnica analitica capaz de
determinar a presenca e/ou concentracdo de um analito de interesse, baseando-se
em medidas de absorgdo/transmissdo de radiacdo eletromagnética, nas regides
ultravioleta e visivel do espectro eletromagnético. A absorcao de energia depende da
estrutura eletrénica da molécula, e por isso, a espectroscopia de absor¢do na regido
do UV-Vis, tem ampla aplicacdo na caracterizacdo de diversas espécies organicas e
inorganicas. pois cada composto quimico possui um comprimento de onda

caracteristico para cada molécula, sendo possivel a identificacdo do composto
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quimico através do seu “espectro de absorcao”, a instrumentacado base desta técnica

esta apresentada na Figura 14 (Janior et al., 2013; Skoog, 2002).

munmunuunnmuuaumnun

Figura 14. Espectrémetro de absorcdo na regido Ultravioleta e Visivel (UV-Vis).
Fonte: Perkin Elmer, 2011.

O principio da técnica de espectroscopia de baseia-se nas medidas de
absorcdo de radiacdo eletromagnética nas regides do visivel e do ultravioleta do
espectro. Entdo desta maneira, mede-se a quantidade de luz absorvida pela amostra
relacionando com a concentragcdo em que o analito se encontra na solugdo. Em uma
solucéo, a espécie absorvente é circundada pelo solvente e a natureza da banda da
absorcdo molecular torna-se indistinta, pois as colisbes tendem a desdobrar as
energias dos estados quanticos, originando picos de absor¢cdo suavizados e
continuos.

A lei da absorcdo molecular esta associada a Lei de Lambert-Beer, onde
revela que quantitativamente esta grandeza depende da concentracdo das
moléculas absorvidas com o caminho éptico que a luz ira percorrer. A medida que a
luz atravessa o caminho éptico, o analito absorve a radiacéo eletromagnética, onde
um decréscimo de intensidade ocorre na propor¢ao que o analito € excitado. Desta

forma, o equipamento possui os componentes descritos na Figura 15 (Skoog, 2002).

Cubeta
—T

Meonocromador

Fonte de luz
Detector
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Figura 15. Diagrama esquematico de um instrumento espectroscopico.
Fonte: Siqueira, 2018.

Os espectrofotdmetros, em geral, possuem uma fonte estavel e continua de
energia radiante, que é encontrada como uma lampada de deutério ou tungsténio
que ird produzir a radiacao na faixa completa do equipamento. Essa energia passara
pelo monocromador que sao determinados como dispositivo essencial em
espectrofotometros, que possui a funcdo de selecionar o comprimento de onda que
se tem interesse durante a analise, é constituido por uma fenda de entrada, de um
elemento de dispersdo de radiacdo e de uma fenda de saida, este elemento de
dispersédo pode ser o prisma ou uma rede de difracao.

Apéds a selecao do comprimento de onda, a radiagdo passa pelo recipiente
gue contém a amostra, ou seja, as cubetas, que possuem 1 cm para que colabore
com a Lei de Lambert-Beer. A radiacdo selecionada passard pela amostra, que
absorverd a quantidade necesséria de energia e o restante saird diretamente para o
detector. Este componente apresentard a cor complementar ao comprimento de
onda escolhido e assim apresentando no sistema de leitura a absorbancia que da
amostra organica.

Esta técnica € utilizada, neste caso, por se tratar de amostras que possuem
coloracdo e sua absorbancia possa ser medida através da intensidade desta
coloracdo. Desta maneira, quando um foco de luz monocromatico incide sob a
substancia colorida, a intensidade da luz absorvida € proporcional a concentracédo da
espécie colorida (Skoog, 2002).
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

O presente estudo tem como finalidade a determinagdo da concentracéo total
de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn em amostras de microgreens para posterior
comparacao aos seus correspondentes crescidos, utilizando a técnica de MIP OES.
Assim como a determinagdo complementar de compostos bioativos presentes em

sua composicao.

3.2. Objetivos Especificos

° Desenvolvimento de método analitico de preparo de amostra que seja
simples, rapido, com custo acessivel e eficiente para a determinacdo das
concentracfes de elementos essenciais em amostras de microgreens e seus
correspondentes crescidos para posterior comparagao;

° Verificacdo da exatiddo do método a partir de materiais de referéncia
certificados;

° Comparagdo do teor de minerais nas amostras de microgreens e seus
correspondentes crescidos;

° Quantificacdo dos compostos fendlicos presentes na composicdo das
amostras;

° Determinacado do potencial antioxidante nas amostras;

° Determinacdo do teor de clorofila presente nas amostras vegetais.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Instrumentacéo

Um espectrometro de emissédo oOptica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES) modelo Agilent 4200 (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia)
equipado com um nebulizador OneNeb séries 2 e uma camara de nebulizacdo
ciclénica, foi utilizado para a determinacdo das concentracfes dos elementos
essenciais como Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn. O nitrogénio que é utilizado para a
manutencdo do plasma € proveniente do ar atmosférico a partir de um compressor
(modelo MSV12 da Schulz, Joinville, Brasil), o qual € convertido por um gerador de
nitrogénio (modelo 4107 da Agilent Techonologies, Melbourne, Australia) com
vazdes de 20 L mint e 1,5 min* para o gas de plasma e de 1,5 min™ para o gas
auxiliar (nebulizac&o). Para que ocorra a igni¢cado do plasma, foi utilizado um pequeno
fluxo de Ar com pureza de 99,996% (Agilent Technologie, California).

As medidas das amostras foram realizadas em triplicata, onde a bomba
peristaltica possui uma velocidade de 15 rpm e tempo de aspiracdo de 15 s, a
estabilizacdo em 15 s e cada tempo de leitura de 3 s, com uma correcdo automatica
dos sinais de fundo por meio de uma diminui¢éo dos valores dos brancos.

Todas as amostras de microgreens e seus correspondentes crescidos, antes
das extracdes, foram cortadas em pequenos pedagcos com o auxilio de uma tesoura
de uso doméstico, previamente descontaminada. As amostras foram pesadas
utiizando uma balanca analitica (modelo AR 2140 da Ohaus Adventurer,
Parsippany, EUA). Para a extracdo das amostras foi utilizado o banho ultrassonico
(modelo S40H da Elmassonic, Alemanha). E para a quantificacdo dos compostos
bioativos foi utilizado um equipamento de espectrébmetro UV-Vis do modelo Lambda
25 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts) e para a extracdo das clorofilas, utilizou-

se uma centrifuga (Quimis).

4.2. Reagentes e Padrdes

Todos os reagentes utilizados possuem grau de pureza analitico. Nas
solucbes preparadas utilizou-se agua desionizada, a qual foi obtida através de um

destilador de vidro (modelo MA-075 da Marconi, Piracicaba, Brasil) seguido de sua
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desionizag&o a partir de uma coluna com resina mista catiénica e aniénica (modelo
CS1800 da Permution, Curitiba, Brasil).

As solucdes dos analitos foram preparadas a partir de uma solucéo estoque 6
para ICP OES (Sigma — Aldrich, Alemanha) de 100 mg L de cada analito. Para a
etapa de preparo de amostra foi utilizado acido nitrico (HNOs3) (Dinamica, Brasil) que
passou por um processo de bidestilacdo abaixo do seu ponto de ebulicdo em um
destilador de quartzo, (modelo MA-075, Marconi, Brasil). Para a etapa de filtragéo
utilizou-se papel filtro quantitativo C42 (faixa azul), diametro 125 mm (Unifil,
Alemanha). Também utilizou-se para a extracdo de clorofila, acetona P.A ACS
(CsHeO) (Exodo Cientifica), para a extracdo dos demais compostos bioativos foi
utilizado metanol P.A —ACS (CHsOH) (Dinamica, Brasil). Para as reacoes referente
aos compostos fendlicos foi utilizado o reagente Folin-Ciocalteu’s Phenol 2 N e
carbonato de sédio (Na2COs3) (Sigma Aldrich, Brasil), para a quantificagdo foi
utilizado acido galico. Na determinacédo de antioxidantes foi utilizado o radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) Sigma Aldrich e a quantificacdo ocorreu por meio do
reagente Trolox (Sigma — Aldrich, Alemanha).

Os materiais de referéncia certificado utilizados para avaliar a exatiddo
método, foram a folha de tomate (CRM-Agro C1003a) produzido pelo Laboratorio de
Radioisotopos — Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Séo
Paulo (USP, Piracicaba, SP); cana-de-acucar (CRM-Agro C1005a) elaborado pelo
Laboratério de Radiois6topos — Centro de Energia Nuclear na Agricultura da
Universidade de Séao Paulo (USP, Piracicaba, SP) e folha de espinafre (CRM 15702)
fabricado pelo National Institute of Standards and Technologies. Todos os materiais
e vidrarias ficaram 48 horas em um banho de descontaminacdo com HNO3 10%v/v,
apos o tempo determinado foram enxaguadas com agua desionizada e secos a
temperatura ambiente.

Todas as solugdes resultantes que foram analisadas pelo equipamento (MIP
OES), quando se fez necessario foram diluidas, isto devido ao fato de ndo ser
recomendado a solugcdo das amostras ultrapassarem 3% de m/v de solidos
dissolvidos e 5% v/v de acidez, de acordo com as recomendacdes dispostas pelo

fabricante do equipamento (Agilent Technologies, 2016).
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4.3. Amostras

As amostras analisadas de microgreens e seus correspondentes crescidos
foram adquiridas no comércio local da regido (Pelotas/RS, Brasil). As mesmas foram
lavadas com agua desionizada e cortadas com o auxilio da tesoura para a obtencao
de uma superficie de contato maior no momento da extracdo. As amostras foram
acondicionadas em frascos de polipropileno (PP) de 50 mL, sendo estas
identificadas e armazenadas a -16°C em um refrigerador para posterior analise.

As amostras obtidas dos dois estados de crescimento de cada vegetal sdo
rabanete, repolho roxo, couve, rlcula, mostarda (pertencentes a familia

Brassicaceae), cebola (familia Amaryllidaceae).
4.4. Otimizacéo da Condi¢cdes de Extracdo dos Metais

Para uma melhor avaliacdo da etapa de preparo de amostra e quantificacao
dos analitos de interesse através de uma extracdo acida em amostras de
microgreens e seus correspondentes crescidos, foi proposto um planejamento de
otimizacdo multivariado. O trabalho foi baseado no estudo designado por Pereira
Filho et al., (2020), sendo realizado um planejamento fatorial do tipo Delineamento
de Composto Central Rotacional (DCCR) 23, com trés réplicas do ponto central e 6
pontos axiais totalizando assim 17 experimentos. As variaveis estudadas foram a
concentracdo do &cido nitrico (mol L), o tempo de sonificacdo (minutos) e a

temperatura (°C) em dois niveis, apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Variaveis e niveis estudados no planejamento multivariado para a

otimizacao das condicdes de extracao.

Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Concentragéo (mol L) 0,32 1,0 2,0 3,0 3,68
Tempo (minutos) 3,3 5 7.5 10 11,7
Temperatura (°C) 40 50 60 70 80

A partir dos ensaios aleatérios designados pelo planejamento, foram

realizadas leituras de cada solucao resultante com o intuito de observar a
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maximizagdo da intensidade do sinal das intensidades de cada analito dentro dos
parametros de interesse, e desta maneira aplicando a formula de desejabilidade. As
respostas foram analisadas posteriormente pela andlise de variancia, onde contou
com o auxilio de graficos de Pareto e superficie de respostas, esses modelos
combinados a maior desejabilidade estabeleceram a melhor condi¢ao de trabalho de
extragdo para todos os analitos de interesse. Para a analise destes dados foi
utilizado o software Statistica 7.0 (Statsoft, 2004).

4.5. Condicdes Experimentais

4.5.1. Extracdo dos Metais

A etapa de preparo de amostras para a determinacdo elementar nas amostras
através do uso de uma extracdo 4cida assistida por ultrassom prosseguiu-se fixando
as condicdes ideais de trabalho proposta pelo estudo feito a partir do planejamento,
assim, pesou-se 0,5 g de cada amostra vegetal diretamente em tubos de
polipropileno, posteriormente foram adicionados 14 mL de HNOs3 diluido na
concentracdo de 1 mol L™ e levados ao banho ultrassénico a uma temperatura de
60°C por 10 minutos.

Apés o tempo de extracdo, os tubos com as amostras foram retirados do
banho ultrassénico e a solucéo resultante foi filtrada para a posterior analise das

concentracfes dos analitos de interesse por MIP OES.
4.5.2. Extracdo dos Compostos Bioativos

A metodologia do preparo do extrato que foi utilizado para as determinacdes
dos compostos fendlicos totais e do potencial antioxidante das amostras foi descrito
por Antunes et al., (2021). Desta forma, pesou-se 1 g de amostra in natura
diretamente nos tubos de polipropileno, em seguida adicionou-se 5 mL de metanol.
A mistura resultante foi armazenada por 24 horas em temperatura ambiente e na
auséncia de luz, o extrato resultante pode ser utilizado para as demais

determinacdes.
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4.5.3. Determinacdo dos Compostos Fendlicos Totais

Para a determinacdo dos compostos fendlicos totais presentes nas folhas
analisadas, utilizou-se a método de Folin-Ciocalteu descrita por Antunes et al.,
(2021), o qual consiste em retirar uma aliquota de 0,5 mL do extrato obtido na etapa
(4.5.2), acrescentar a 2,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteu (0,2 N), posteriormente,
esta mistura foi deixada em repouso por 5 minutos. Apos o tempo determinado
adicionou-se 2.0 mL da solugdo de Na2COs (7,5%). A mistura foi mantida em
temperatura ambiente por um tempo de 2 horas na auséncia de luz. E, sua
absorbancia foi determinada pelo equipamento UV-Vis a um comprimento de onda
referente a 725 nm.

Para a calibracdo e posterior quantificagdo da concentracdo dos compostos
fendlicos presentes, uma curva de calibracdo de &cido galico foi construida para
calibracdo. Os resultados foram expressos em mg equivalente de acido galico por

100 g de matéria fresca (mg EAG.100g™).
4.5.4. Determinacao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante total € descrita pelo método de sequestro de radicais
livres, o qual baseia-se na habilidade dos antioxidantes presente nas amostras se
ligarem ao radical DPPHe.. A metodologia utilizada para esta determinagéo foi
descrita por Brand-Willians et al., (1995), inicialmente foi necesséario o preparo de
uma solucdo mae do radical, a qual consiste em pesar 24 mg de DPPH e diluir 100
mL de metanol, sendo a solucdo armazenada a -20°C. Desta solucédo preparada,
retira-se uma aliquota de 10 mL e dilui-se em 45 mL de metanol, a qual devera ser
prepara somente no dia das analises, ja que é a solucdo de trabalho, desta forma
sua absorbancia devera ser ajustada de 1,08-1,12 em um comprimento de onda de
515 nm.

Para dar inicio a reacdo de determinagéo de antioxidantes adiciona-se em um
tubo de polipropileno 100 pL do extrato (obtido no item 4.5.2), posteriormente
acrescenta 3,9 mL da solugdo do radical DPPH recentemente preparado e com a
absorbéancia ajustada, a mistura resultante € agitada por 30 segundos com o auxilio

de um vortex e as solugdes sao incubadas por 2h30min em temperatura ambiente e
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na auséncia de luz. Apos o tempo determinado, as solu¢des foram lidas a uma
absorbéancia de 515 nm.
Para a quantificagcdo destas amostras foi realizada uma curva de calibragao

de Trolox. Os resultados foram expressos em pumol de TEAC por g de massa fresca.

4.5.5. Determinacéo do Teor de Clorofila

Para a avaliacdo do teor de clorofila presente nas amostras de microgreens e
seus correspondentes crescidos foi seguida a metodologia descrita por Antunes et
al., (2021). Desta forma, pesou-se 1,0 g de amostra in natura diretamente nos tubos
de polipropileno e adicionou-se 5 mL de acetona 80% (v/v), os tubos foram levados a
centrifuga por 15 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo
de polipropileno e novamente repetido o mesmo procedimento ja descrito
anteriormente, este procedimento foi repetido cinco vezes até que atinja o volume
final de 25 mL do extrato.

O extrato resultante foi submetido a uma leitura de absorbéncia no
espectrofotometro UV-Vis a um comprimento de onda de 647 e 663 nm, referente as

clorofilas ‘a’ e ‘b’. E, seus resultados, foram expressos em mg g de massa fresca.

5. Resultados e Discussoes

5.1. Parametros de Mérito

Os parametros de mérito para a determinacdo multielementar das
concentracOes totais de Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn nas amostras de microgreens e
seus correspondentes crescidos a partir da metodologia de extracdo &cida foram
obtidos por MIP OES, sendo o resultado apresentado na Tabela 4. A faixa linear
utilizada foi de 0,1 a 5,0 mg L%, que foi determinada pela linearidade da curva e os
padroes de calibracdo foram preparadas nas mesmas condi¢des das amostras, ou

seja, um carater acido proporcional.
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Tabela 4. Parametros de mérito para os elementos de interesse obtidos a partir das
leituras por MIP OES.

Curva analitica a LODm) LOQm)
Elementos
(mg LY (L mg™) R2 (mg kg™) (mg kg™)
Ca 0.1-5.0 1132442 0,997 0,84 2,79
Fe 0.1-5.0 14435 0,999 0,07 0,22
K 0.1-5.0 31615 0,999 0,09 0,31
Mg 0.1-5.0 373423 0,999 0,09 0,30
Mn 0.1-5.0 65215 0,999 0,01 0,04
Na 0.1-5.0 53157 0,999 0,19 0,64
Zn 0.1-5.0 23872 0,999 0,28 0,93

a: inclinagdo da curva analitica; LD: limite de deteccéo; LQ: limite de quantificagéo; R%:
coeficiente de correlagao linear.

Através dos resultados obtidos, verifica-se que as curvas de calibracdo para
todos os analitos de interesse apresentam bons coeficientes de correlacéo linear ao
quadrado, com valores superiores a 0,99, como estabelecido pelo Inmetro. Além
disso, o0 método proposto apresentou limites de deteccdo e quantificacdo adequados
ao objetivo do trabalho.

Os limites de deteccdo e quantificacdo apresentados na Tabela 5 disposta
acima, foram realizados seguindo as equacdes de 3 a 6. Os calculos precederam a
partir de dez leituras do branco analitico, considerando os valores obtidos referentes
ao desvio padrédo e valores de Concentracdo Equivalente de Fundo (BEC -
Background Equivalent Concentration) obtido para cada analito (Silva, et al., 2002;
Araujo, 2007; Bonemann, 2019).

C

—ponto da curva
BEC = SBR Equacao 3

SBR = Iponto da curva branco Equagéo 4

branco
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10 * SRDbranco * BEC
LQ; = Equagado 5
100

n. — 3 * SRDbranco — BEC

Equacao 6
100

Sendo:

RSD: Desvio padrao da leitura do branco (n=10)

BEC: Concentracao equivalente do fundo

Cpadrio: Concentracdo de um padréo da curva analitica

lpadrao: Intensidade do sinal de emissao do padrao da curva escolhido
lbranco: Intensidade do sinal de emisséo do branco analitico

SRB: Razao entre o sinal de emisséao e sinal de fundo.
5.2. Otimizacdo Multivariada das Condi¢fes de trabalho

A otimizacdo multivariada foi realizada para a avaliagdo da melhor condigcao
experimental para as amostras de microgreens e seus correspondentes. Desta
forma, as variaveis e os niveis em que o preparo de amostras foi submetido no
planejamento juntamente com os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 5. O
resultado com maior desejabilidade, ou seja, mais préxima de 1 foi utilizada como

melhor condicéao.
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Tabela 5. Variaveis do planejamento multivariado e respostas obtidas expressas em intensidades e suas desejabilidade

global.
Ac. T. Temp. Zn Ca Fe K Mn Mg Na Desejabilidade
1 1 50 6879,68 | 6412804 | 1728,42 | 1259700 | 4514,11 | 1718250 | 2047078 0
2 3 5 50 10763 5977248 | 4054,88 | 1260350 | 4710,1 | 1739010 | 2441296 0,37919
3 1 10 50 9007,22 | 6564111 | 1948,6 | 1290502 | 4936,48 | 1824869 | 2524631 0,2826
4 3 10 50 10824 6169458 | 4416,33 | 1302985 | 4942,02 | 1758377 | 2364460 0
5 1 5 70 11559,9 | 5766802 | 2513,31 | 1236288 | 4560,98 | 1625053 | 2356646 0
6 3 5 70 15960,3 | 6087224 | 4734,58 | 1325813 | 4955,84 | 1728799 | 2502605 0,41509
7 1 10 70 16258,9 | 6234041 | 4060,27 | 1445788 | 5952,43 | 1892022 | 2971231 0,84464
8 3 10 70 16494,3 | 5392267 | 3524,07 | 1241083 4341.,6 1489416 | 2213542 0
9 | 032 7,5 60 11223,6 | 5983440 | 1033,03 | 1349864 | 5056,26 | 1706188 | 2754877 0
10 | 3,68 7,5 60 18683,9 | 6682123 | 3438,31 | 1285652 | 4179,67 | 1461242 | 2629863 0
11 2 3,3 60 16961,7 | 5874992 | 2891,15 | 1379278 | 4780,06 | 1495405 | 2724661 0,48062
12 2 11,7 60 14482,9 | 5699445 | 2160,62 | 1311291 | 4826,31 | 1502579 | 2567333 0
13 2 7,5 43 11937,4 | 6322152 | 2148,23 | 1383214 | 4861,07 | 1517027 | 2641664 0,43182
14 2 7,5 77 7362,79 | 5899762 | 4283,81 | 1281546 | 4288,11 | 1402443 | 2936022 0
15 2 7,5 60 6977,06 | 5804213 | 2884,39 | 1333129 | 5251,26 | 1445493 | 2949014 0,27555
16 2 7,5 60 6724,52 | 5777620 | 2874,38 | 1349628 | 5363,35 | 1462815 | 3033336 0,24028
17 2 7,5 60 6603,53 | 6060709 | 3123,46 | 1375626 | 5475,9 | 1437326 | 2878879 0

Ac: 4cido nitrico (mol LY);
T: tempo (minutos);
Temp: temperatura (°C).
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A partir dos valores encontrados na tabela e do software Statistic, estes foram
avaliados pela ANOVA e os resultados foram observados a partir do grafico de
Pareto originado dos resultados do planejamento. O gréafico gerado esta apresentado
na Figura 16, considerando os efeitos avaliados a 95% de confianca, que sao os
efeitos que excedem a linha tracejada vermelha, ou seja, as barras horizontais que
ultrapassarem esta linha serdo efeitos significativos entre as variaveis observadas.
Todas as variaveis observadas foram realizadas considerando os pontos axiais

propostos pelo planejamento.

Desejabilidade

.. ]

7
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Figura 16. Grafico de Pareto com os efeitos estimados obtido a partir da desejabilidade

global.

Observando o grafico gerado nota-se que nenhuma variavel foi significativa,
guando considerada individualmente. No entanto percebe-se que a interacéo
concentracéo e tempo de sonicacéo possui efeito significativo negativo. Desta forma,
optou-se em utilizar a variavel concentracdo no nivel -1, levando em consideracéo
um meétodo mais ambientalmente amigavel, interpreta-se que a melhor zona de
resposta é obtida quando menor a concentracdo do acido maior o tempo de

sonicacéao da extracao.

Além do grafico de Pareto, foi gerado um grafico de superficie de resposta,

apresentado na Figura 17.
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Figura 17. Grafico de superficie de resposta gerado a partir da desejabilidade global.

De acordo com a desejabilidade global destaca-se o grafico acima, onde é
possivel notar os espacos observaveis do experimento. Dentro desta superficie,
observou-se duas respostas localizadas na area vermelha do grafico, onde uma
poderia favorecer uma concentracdo de acido maior combinado a diminuicdo do
tempo. Por possuir vantagens a utilizacdo do acido mais diluido em relacdo a
diversas questdes relacionadas tanto para as analises no fator de acidez quanto
para a colaboracdo com os principios da quimica verde, optou-se por um &acido mais
diluido com um maior tempo de sonicacdo. Ou seja, elas podem ser interpretadas
utilizando-as em niveis opostos, mostrando um efeito antagonista entre uma e outra,
guanto menor a concentracdo do acido, a extracdo sera favorecida com um maior
tempo.

Desta forma, optou-se em utilizar a variavel concentracéo no nivel -1, levando
em consideracdo um método mais ambientalmente amigavel, interpreta-se que a
melhor zona de resposta € obtida quanto menor a concentracdo do acido maior o

tempo de sonicacao da extracao.

Desta maneira, a partir do que foi observado, fixou-se a variavel concentracéo
do &cido no nivel -1(1,0 mol L), e a variavel tempo em +1 (10 minutos) e a
temperatura permaneceu o ponto central 0O (60°C), visto que esta ndo possui

influéncia no método.
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5.3. Avaliacao da Exatidao

AplOs a otimizacdo do método de extracdo acida por ultrassom para a
determinacdo multielementar nas amostras de microgreens e seus correspondentes
crescidos por MIP OES, avaliou-se a exatiddo da metodologia proposta através do
uso de Materiais de Referéncia Certificado, foram utilizados trés CRMs que
possuiam a matriz mais semelhante a amostra a ser analisada, onde passou pelos
mesmos processos de extracdo das amostras. Foram aplicados de Folha de Tomate
(CRM-Agro C1003a), Folha de Espinafre (CRM-Agro C1570a) e Folha de Cana-de-
acucar (CRM-Agro C1005a). Todas as amostras foram realizadas em triplicata. Os
resultados obtidos de recuperacdo para cada analito estdo dispostos na Tabela 6,

sendo calculados a partir da equacéo 7.

Tabela 6. Resultados analiticos obtidos para a determinacdo de Ca, Fe, K,

Mg, Mn, Na e Zn por MIP OES em diferentes Materiais de Referéncias Certificado.

Folha de Tomate

Analitos
Certificado Encontrado (mg/kg) Recuperacgao (%)
(mg/kg)
Ca 27400 + 4400 30968 + 1580 113
Fe 1120 + 190 940 * 40 84
K 43300 + 3800 43024 + 1683 99
Mg 4110 + 360 3505 + 60 85
Mg 470 = 69 445 + 16 95
Zn 375%5 40,1+2 107
Folha de Espinafre
Ca 15260 + 0,066 13585 + 3265 89
K 29000 £ 0,026 25780 + 2180 89
Mn 7611 6214 81
Na 18210 £ 0,023 15864 + 1351 87

Zn 82,3+3,9 728+ 35 88
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Folha de Cana-de-Acucar

Ca 4378 + 150 4095 + 317 93
K 16190 = 720 15043 = 1004 93
Mg 1517 £ 75 1600 + 139 105
Mn 126 + 6 127+ 3 100
Zn 13,3+ 0,87 10,7+ 0,8 80

Média + desvio padrdo (mg/kg); Recuperagdo (%);

Para as estimac0des dos valores de recuperacao, utiliza-se a seguinte férmula:

R 30 (%) Média das concentragioes ) %100 B 207
ecuperagio * acdo
= ( perag 0 Valor certificado auag

ApoOs a realizacdo dos calculos, foram obtidos valores para as recuperacdes
dos analitos de interesse, variando de 81 a 113% estando dentro da faixa aceitavel
gue é de 80 as 120%, comprovando assim a exatiddo do método desenvolvido para
a andlise dos analitos por MIP OES, conforme ilustrado nos Anexos de A e B para o
CRM de folha de tomate, Anexos C e D para a folha de espinafre e Anexos E e F

para a folha de cana-de-acgUcar.
5.4. Determinacdo da concentracao elementar

Apoés a etapa de preparo de amostras e a avaliacdo da exatiddo do método
proposto, foi aplicada a condicdo 6tima de trabalho para as amostras de microgreens
e seus respectivos crescidos, e 0s valores das concentracdes obtidas estdo

apresentados na Tabela 7.



Tabela 7.

Determinacdo elementar em amostra de microgreens e seus correspondentes crescidos.
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Microgreens

Amostras
Cebola Couve Mostarda Rabanete Repolho Roxo Rucula
Ca 974 + 89 640+ 78 802,52 £ 0,23 855+ 32 938 + 97 638,55 + 39,18
Fe 144+1.4 2,33+0,32 4,75 + 0,003 3,5+0,2 2,98+ 0,70 3,90+0,38
K 2228 + 206 2627 + 216 2992 + 49 2070+ 9 1935+ 18 2693 + 15
Mg 6,42 + 0,03 800 £ 70 5,78+ 0,40 894 + 28 907 £ 59 798 + 15
Mn 13,8+0,9 8,67 0,39 5,96 + 0,43 5,78+ 0,16 8,09+0,74 4,83+ 0,16
Na 575+24 110+ 8 88,2+ 3,6 929+6,5 147+ 7,6 533+11
Zn 3,9+0,23 6,89 + 0,43 5,31+0,49 9,70 £ 0,57 10,3+0,8 8,63 + 0,54
Amostras Vegetais Crescidos
Cebola Couve Mostarda Rabanete Repolho Roxo Rucula
Ca 15821 27,1+£19 1888 + 68 87,2152 42,9+ 0,6 72,2+6,3
Fe 2,1+0,2 6,56 + 0,18 8,05+ 0,62 1,39 +0,01 3,34+£0,25 6,44 + 0,48
K 3456 + 139 60,26 + 2,44 4802 + 63 2550 + 66 2324 + 66,2 32,47 +£1,84
Mg 348 £ 20 4,1+0,2 9,48 + 0,33 68,5+ 0,9 138 £4,7 4,57 + 0,32
Mn 2,66 + 0,19 10,9+0,5 6,69 + 0,37 0,557 + 0,003 2,78 + 0,03 8,77 £ 0,81
Na 6,57 + 0,20 74,8+ 23 38,9+28 78,4 £ 6,7 41,9+ 0,7 389+1,6
Zn 3,22 £ 0,20 5,87 + 0,39 6,6 £0,15 1,51 £ 0,04 2,81+0,18 13,9+ 0,64

Concentracéo expressa em x: (mg kg™); sd: desvio padrao (mg kg™);
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, foi possivel observar
que todos os analitos possuem concentragdes consideraveis em todas as
amostras estudadas. Os valores encontrados a partir deste estudo foram
comparados a valores encontrados na literatura, levando em consideracédo o
trabalho feito por Xiao et al. (2012), no qual os autores ressaltam que o0s
microgreens poderiam apresentar maiores concentracdes de elementos
essenciais em relagéo aos seus correspondentes crescidos. Em contrapartida,
para o presente estudo, observa-se que nem todas as amostras obtiveram este
comportamento.

Para o Ca, observa-se que a maior parte das amostras em questao
possuem concentracdes maiores para 0s microgreens, exceto as amostras de
cebola e couve que apresentaram maiores concentragbes nos vegetais
crescidos, onde sua ingestdo diaria recomendada é de 1000 mg, conforme
mostrado no Anexo G.

Ja para o Fe, as amostras de cebola, couve e rabanete mostraram o
comportamento descrito na literatura, o restante das amostras apresentou o
comportamento inverso, ilustrado no Anexo H. Também levando em
consideracao a quantidade de 14 mg da ingestao diaria do analito.

Considerando o K, a maioria das amostras apresentaram maiores
concentracfes dos analitos analisados nas amostras de vegetais crescidos,
somente a couve e 0 rabanete mostraram maiores concentragbes para 0s
microgreens, 0 que esta dentro do limite de ingestao diaria do analito, que se
refere a 3500 mg, de acordo com o0 Anexo |.

Ja para o Mg, as amostras de couve, rabanete, repolho roxo e a rdcula
disponibilizaram concentrac6es mais elevadas para os microgreens, o restante
das amostras apresentou variacdes, fazendo com que 0s vegetais crescidos
apresentassem maiores concentracdes. Levando-se em consideracdo o seu
limite de ingestdo diaria, a concentracdo deste analito esta dentro do indicado,
nao ultrapassando 260 mg, apresentado no Anexo J.

Para o Mn, quatro amostras apresentaram boas concentracdes dos
respectivos elementos essenciais para 0os microgreens, sendo elas a cebola,
rabanete e o repolho roxo, as outras amostras intituladas couve, rucula e
mostarda apresentaram maiores concentragbes para 0S vegetais crescidos.

7z

Para este micronutriente € sugerido ingestdo de 2,3 mg/dia, estando as
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amostras analisadas dentro do limite recomendado. Conforme descrito no
Anexo K.

Somente o Na seguiu 0 comportamento descrito na literatura, onde todas as
amostras de microgreens analisadas possuiram concentracdes maiores em
comparacao aos vegetais crescidos. Para este analito o limite de ingestédo
diario é representado por 2000 mg/dia, conforme a ilustracdo no Anexo L.

Para o Zn, a maior parte das amostras de cebola, couve, rabanete e
repolho roxo apresentaram maiores concentracdes para 0S microgreens, ja o
restante das amostras mostrou-se com 0 comportamento inverso ao descrito na
literatura. Utilizando a quantidade de ingestdo diaria deste analito, que é
referente a 7 mg, a analise mostrou que para todas as amostras esta dentro
deste limite, de acordo com o Anexo M.

Desta maneira, nota-se que as amostras analisadas n&o seguiram por
completo o comportamento descrito na literatura, de acordo com o trabalho de
Xiao et al., (2012), onde os autores verificaram concentracfes mais elevadas
para todos os analitos de interesse. De fato, todas as amostras, nos dois
estagios analisados, apresentaram altas concentracdes dos elementos em
guestdo, possuindo a maior parte dos mesmos as concentracdes mais
elevadas para os microgreens, em contrapartida em alguns elementos ocorrem
uma variagao referente a esta concentracédo, podendo estar relacionada com o
modo de cultivo de cada alimento. A possibilidade de modular o contetdo
mineral de microgreens, com base na diversidade genética ou em parametros
agronémicos, esta sendo explorada com o objetivo de fornecer suplementacao
adequada ou reduzir a exposicéo da dieta a nutrientes e minerais.

Correlacionando os valores encontrados neste trabalho com o limite de
ingestdo diaria recomendado pelo Ministério da Saude, levando em
consideracdo uma quantidade referente a 100 g de cada amostra, observa-se
gue a ingestdo destes alimentos € essencial para a diminuicdo das deficiéncias
nutricionais, fornecendo uma fonte alternativa de elementos essenciais para
pessoas com habitos nutricionais restritos, ou até mesmo pela populacdo que
possui baixo poder aquisitivo. Estas hortalicas possuem alta concentragcéo dos
elementos essenciais para a manutencédo do corpo humano, fazendo com que
seja essencial o consumo para o auxilio da suplementagdo nutricional
(Ministério da Saude, 2009).
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5.5. Determinacdo dos Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos totais em vegetais sofrem influéncia de diversos
fatores como o tipo de cultivar que cada amostra, o estagio de desenvolvimento
da planta, assim como também, o seu ambiente de cultivo. J& que o teor de
compostos fendlicos altera o sabor e a coloracdo dos alimentos. Neste
trabalho, o teor de compostos fendlicos totais foi quantificado pelo método
Folin-Ciocalteau e os resultados estdo expressos em mg equivalente de acido

galico por 100 g de amostra, apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Contetdo de compostos fendlicos totais obtidos a partir dos

microgreens e seus correspondentes crescidos.

Fendlicos Totais (mg EAG 100 g7%)

Amostras
Microgreens Vegetais Crescidos
Cebola 1497 + 140 998 + 116
Couve 484 + 15 69 £ 22
Mostarda 62+ 14 528 + 22
Rabanete 366 + 357 49,4 £ 0,3
Repolho Roxo 735 + 927 16,2+4,4
Rucula 864+ 13 507 +51

Média + desvio padrédo

A partir dos resultados dispostos acima, é notério que as maiores
concentragfes de compostos fendlicos presente nas amostras, encontram-se
nos microgreens. Observou-se uma grande faixa de variacdo, de 366 a 735
mg/100g enquanto para 0s vegetais crescidos, apesar de ser encontrados em
menor quantidade, apresentou variacdes maiores de 16,2 a 998 mg/100 g de
amostra.

Os resultados obtidos estdo equivalentes aos encontrados na literatura,
ja que alguns pesquisadores apontam que 0S microgreens possuem
propriedades bioativas em maior concentragdo nos microgreens, dentre estes
pesquisadores destacam-se Xiao et al., (2012), Sharma et al., (2020) e Fuente
et al., (2019).

Desta forma, o comportamento para todas as amostras segue o descrito
na literatura, somente a amostra de couve mostrou um comportamento inverso,
apresentando maior concentragdo para 0sS vegetais crescidos, isso pode ser

resultante de alguns fatores agrondémicos no momento do seu cultivo fazendo
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com que o vegetal possa ter sofrido um estresse oxidativo em suas células
fazendo com que ocorra uma menor absorgdo de nutrientes e
consequentemente suas propriedades sao alteradas(Kowitcharoen et al.,
2021).

Em destaque observa-se os microgreens de repolho roxo, onde
apresentou maior concentracdo de compostos fenélicos em relacdo as demais
amostras, esse fato pode ser explicado pela sua coloragcédo roxa, o que ja € um
indicativo de quantidades elevadas de fendlicos. Com menor concentracao,
tém-se mostarda com menor, como foi observada sua coloracdo possui menor
intensidade.

O comportamento descrito na Tabela 8 pode ser observado perante ao
Anexo N.

5.6. Determinagédo da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante nos microgreens e seus devidos
correspondentes crescidos foram estimados com a eliminagdo do radical
DPPHe- através da doacdo de um atomo de hidrogénio, passando para sua
forma reduzida. Assim, é possivel observar a alteracdo de sua coloracdo. Os
resultados expressos em uM TEAC g estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade Antioxidante para as amostras de microgreens e seus
correspondentes crescidos.

Atividade Antioxidante (UM TEAC g7%)

Amostras
Microgreens Vegetais Crescidos

Cebola 17,7+ 2,0 130+1
Couve 42925 168+ 7
Mostarda 98+1,7 198 +8
Rabanete 854+7,6 114 +8
Repolho Roxo 49,9+0,9 298 + 38
Rucula 189 + 70 258 +19

Média + desvio padréo

De acordo com os resultados, € possivel verificar que comparando os
microgreens com 0s vegetais crescidos, este ultimo apresentou maior atividade
antioxidante. Korus et al (2007), afirma que a atividade antioxidante n&o
depende, somente da quantidade, mas também do tipo de compostos bioativos
(taninos, flavondides, acidos carboxilicos C6-C1 e C6-C3, dentre outros)

redutores de radicais livres presente na amostra, conforme o Anexo O.
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Em relagdo aos microgreens, a racula apresentou maior atividade
antioxidante seguido do rabanete. Ja nos vegetais crescidos, o repolho roxo
seguido da rucula foram o0s que apresentaram maiores atividades
antioxidantes. Considerando-se o0 conjunto dos resultados, todas as amostras
apresentaram acdo antioxidante, entretanto a intensidade dessa acao foi
diferenciada, tanto entre as espécies como em funcao do tipo de cultivo. Tendo
isto em vista, € possivel a observacdo que o comportamento descrito na
literatura é comprovado, jA& que as maiores atividades antioxidante é
apresentado nos microgreens, conforme a Tabela 10.

Tabela 10. Porcentagem de inibicéo frente ao radical DPPH.

Amostras Inibigcao (%)
Microgreens Vegetals Crescidos

Cebola 4,6 31,7
Couve 10,9 415
Mostarda 2,8 50
Rabanete 21,2 26,6
Repolho Roxo 12,3 68,5
Rucula 46,6 55,5

Desta forma, temos que quanto menor a porcentagem de inibicdo do
radical, maior ser4d a sua atividade antioxidante presente nas amostras
analisadas, assim observa-se que para 0s microgreens a mostarda possui
maior capacidade antioxidante enquanto para os vegetais crescidos € a cebola,
gue é ilustrado de acordo com o Anexo P.

5.7. Determinacao do Teor de Clorofila

A determinacao do teor de pigmentos fotossintéticos, no caso a clorofila,
em folhas € uma técnica de extrema importancia no estudo do processo de
fotossintese e na medigdo da produtividade da planta. Os calculos referentes a
quantificacdo foram realizados através da maneira descrita por Oliveira et al.,

(2021), referente as equacdes de 8 a 10.
Ch'a’ = 12,25(Abse63) — 2,79(Abse47) Equacio 8
Ch'b' = 21,50(Abses3) — 5,10(Abse47) Equacgio 9

Ch'Total = 7,15(Absee3) + 18,71(Absea7) Equacao 10



A quantificacé@o do teor de clorofila presente em cada amostra esta

apresentada na Tabela 11.

Tabela 11. Determinacgéao do teor de clorofila presente em amostras de

microgreens e seus devidos correspondentes crescidos.

Vegetais Crescidos

Amostras
Ch’a’ Ch’b’ Ch’ Total
Cebola 0,40 + 0,01 0,82 + 0,02 0,66 + 0,02
Couve 0,47 £ 0,02 0,75+ 0,07 0,67 + 0,04
Mostarda 0,45+ 0,04 0,79 + 0,07 0,68 + 0,06
Rabanete 0,0205 + 0,0008 0,037 £ 0,001 0,0185 + 0,0008
Repolho Roxo 0,046 + 0,003 0,082 + 0,006 0,067
0,004
Rucula 0,47 + 0,03 0,82 £ 0,05
0,67 +
0,03
Microgreens
Analitos
Ch’a’ Ch’b’ Ch’ Total
Cebola 0,17 + 0,02 0,29 + 0,03 0,26 + 0,02
Couve 0,052 + 0,003 0,092 + 0,005 0,67 £ 0,03
Mostarda 0,09 + 0,02 0,17 + 0,04 0,1653 + 0,0005
Rabanete 0,07 + 0,01 0,13 + 0,02 0,123 + 0,007
Repolho Roxo 0,14 + 0,01 0,24 + 0,02 0,222 +
0,009
Rucula 0,47 + 0,03 0,82 + 0,05
0,67
+
0,03

Concentragédo: mg g*; desvio padrdo: mg g

De acordo com os resultados expressos acima, observa-se que as
concentracOes de clorofila nas amostras de cebola mostraram-se maiores nos
vegetais crescidos, apresentando uma concentracédo total de 0,66 mg g*
mostrando-se superior a concentracdo dos microgreens, que se encontrou com
0,26 mg g*. Levando em consideracdo que a clorofila é o pigmento verde da
planta, no momento da extracdo observou-se que a cebola dos vegetais
crescidos possuia uma coloragcdo mais intensa que a amostra de microgreens,

isso resultaria em uma maior concentracdo da clorofila presente no vegetal ja

desenvolvido.
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JA para as amostras de couve analisadas nos dois estagios de
maturagéo, apresentaram concentragbes semelhantes, onde quantificou-se
0,67 mg g para as duas amostras, sendo diferenciadas minimamente pelo
desvio padréo onde apresentou maior para 0s vegetais crescidos.

As amostras de mostarda analisadas, foram encontradas maiores
concentracbes de clorofila nos vegetais crescidos onde apresentou
concentracdo de aproximadamente 0,68 mg g, ficando com uma diferenca
consideravel para os microgreens. Neste caso, também foi possivel observar a
diferenca na intensidade da coloracdo de cada vegetal, onde os microgreens
possuiam coloracdo menos intensa em suas folhas quando comparados ao
vegetai ja desenvolvido.

O rabanete e o repolho roxo apresentaram o mesmo comportamento, as
duas amostras apresentaram maiores concentracdes de clorofila nos
microgreens, o comportamento oposto as demais amostras, sendo observadas
concentracdes de 0,123 e 0,222 mg g, respectivamente. Este desempenho
pode ser explicado pelo fato de que estes vegetais quando totalmente
desenvolvidos apresentam coloracfes diferentes dos microgreens, ou seja,
guando essas estdo em desenvolvimento possuem coloracdo verde em suas
folhas, quando o desenvolvimento do vegetal € concluido sua coloracao é
alterada, ndo possuindo mais a coloracdo verde caracteristica da clorofila.

Para as amostras de rucula, apresentaram a mesma concentragao
sendo referente a 0,67 mg g*. As amostras nos dois estagios de maturagéo
apresentam a mesma coloracdo em suas folhas, desta maneira o teor de
clorofila ndo se altera.

Diante todas as amostras analisadas, observa-se que o teor de clorofila
€ predominante nas amostras de vegetais crescidos, o que pode ser levado em
consideracdo o total desenvolvimento da matriz da planta. Somente para as
amostras que alteram suas coloracdes depois de crescidas observa-se o
comportamento inverso, apresentando um teor de clorofila maior nos

microgreens, estes resultados estdo dispostos no Anexo Q.
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6. Concluséao

O método analitico de preparo de amostra proposto baseado na
extracdo acida assistida por ultrassom mostrou-se preciso e exato para o
objetivo do trabalho, apresentando bons valores de recuperacdo dos analitos
de interesse, bem como sensibilidade adequada para analise. Além disso,
trata-se de uma metodologia que apresenta muitas vantagens em comparagao
com os métodos de preparo de amostras convencionais, propicia uma rapida
etapa de extracdo dos analitos, assim como uma boa frequéncia analitica,
sendo um sistema de baixo custo aliado a uma menor geracdo de residuos.
Esta metodologia acarreta uma maior seguranca ao analista, ja que a extracao
€ realizada na presenca de acidos diluidos a baixas temperaturas, reduzindo
também as possiveis interferéncias no equipamento de analise das
concentragcfes, devido ao meio &cido das solugbes, contribuindo de forma
significativa com os principios da quimica verde e para a determinacdo das
concentracfes nas amostras analisadas, além de garantir também a seguranca
do analista durante a realizacédo da analise.

Os estudos realizados para a extracdo de minerais em microgreens e
seus correspondentes maduros a fim de comparacdo mostraram-se adequados
para a quantificacdo das concentracdes dos elementos de interesse. Todas as
amostras estudadas sédo oOtimas fontes de minerais, mas é perceptivel a
existéncia de uma variacado da concentracdo em cada estagio da planta, desta
forma nem todos os elementos apresentam o mesmo comportamento ja dito na
literatura. Apesar da maioria possuir maiores concentragées nos microgreens,
ainda assim em alguns casos ocorrem uma variagdo da mesma. Todas as
amostras possuem boas concentracfes de nutrientes, a variacdo dos mesmos
pode decorrer do gendtipo da planta, como também de diversos critérios no
momento do plantio. Sendo consideradas entdo boas fontes de nutrientes que
auxiliam a suplementacdo humana.

Além disso, na realizacdo da quantificacdo dos compostos bioativos
presentes na matriz do vegetal, mostrou-se que estes compostos apresentaram
boas concentracdes nas amostras analisadas. Desta maneira, a importancia da
guantificacdo destes compostos se da pelo fato de que os mesmos participam

do desenvolvimento nutricional da planta, e alimentos ricos em compostos
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bioativos sdo essenciais para o funcionamento do organismo humano.
Observa-se que para todas as amostras analisadas, os compostos bioativos se
encontram em boas concentragfes, tanto para os microgreens quanto para os
vegetais crescidos. Nota-se que o0 comportamento descrito na literatura é
mantido, onde 0s microgreens possuem maiores concentracdes destes
compostos em relacéo ao seu correspondente crescido.

Assim, o consumo de alimentos de origem vegetal € essencial para a
manutencdo do organismo humano, ja que sao fontes ricas em minerais e
compostos bioativos, o que além de auxiliar na nutricdo contribui para a

prevencao de diversas doencas.
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8. ANEXOS

ANEXO A - Comparacdo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do
meétodo proposto com os valores certificados para o CRM de folha de tomate
(CRM-Agro C1003a) para Ca, Fe, K e Mg.
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ANEXO B - Comparacdo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do
método proposto com os valores certificados para o CRM de folha de tomate
(CRM-Agro C1003a) para Mg e Zn.
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ANEXO C - Comparacdo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do
meétodo proposto com os valores certificados para o CRM de folha de espinafre
(CRM-Agro C1570a) para Ca, K e Na.
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ANEXO D - Comparacédo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do
método proposto com os valores certificados para o0 CRM de folha de espinafre
(CRM-Agro C1570a) para Mn e Zn.
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ANEXO E - Comparacdo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do

meétodo proposto com os valores certificados para o CRM de folha de cana-de-

acucar (CRM-Agro C1005a) para Ca, K e Mg.
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ANEXO F - Comparacdo dos valores de recuperacdo obtidos a partir do
método proposto com os valores certificados para o CRM de folha de cana-de-

acucar (CRM-Agro C1005a) para Mn e Zn.
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ANEXO G - Comparacédo da concentragdo elementar obtida a partir do método

de extracao proposto para o Ca.
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ANEXO H - Comparacéo da concentracdo elementar obtida a partir do método de

extracdo proposto para o Fe.
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ANEXO | - Comparagéo da concentracdo elementar obtida a partir do método de

extracdo proposto para o K.
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ANEXO J - Comparacédo da concentragdo elementar obtida a partir do método de

extracdo proposto para o Mg.
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ANEXO K - Comparacédo da concentragdo elementar obtida a partir do método de

extracdo proposto para o Mn.
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ANEXO L - Comparacao da concentracdo elementar obtida a partir do método de

extracdo proposto para o Na.
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ANEXO M - Comparagéo da concentracdo elementar obtida a partir do método

de extracao proposto para o Zn.
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ANEXO N — Comparacéao da concentracdo de compostos fendlicos presente nas

amostras de microgreens e vegetais crescidos.
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ANEXO O - Comparacéo da atividade antioxidante presente nas amostras de

microgreens e vegetais crescidos.
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ANEXO P — Comparacao da % de inibicdo nas amostras de microgreens e seus

correspondentes crescidos.
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ANEXO Q - Comparacéo do teor de clorofila presente nas amostras nos dois

estagios de maturacao.
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