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Resumo

SILVA, Sandy Araujo. Desenvolvimento de método analitico para analise
multielementar e determinacdo da fracdo bioacessivel em lentilha e ervilha
por MIP OES. Orientador: Anderson Schwingel Ribeiro. 2023. 88 f. Tese
(Doutorado em Quimica) — Programa de Pds-Graduacdo em Quimica, Centro de
Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2023.

As leguminosas sao alimentos altamente nutritivos, pois sao ricas em vitaminas,
fibras, proteinas, minerais e compostos bioativos. Além dos beneficios
nutricionais, o cultivo de leguminosas gera um aumento na produtividade
agricola de forma sustentavel. Por isto, desde 2018 € celebrado no dia 10 de
fevereiro o Dia Mundial das Leguminosas, para enfatizar os seus beneficios e
incentivar o seu consumo. Diante disso, o presente estudo tem como objetivo
desenvolver um método analitico para as determinacdes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, V e Zn em amostras de lentilha e ervilha (in natura e cozida) e avaliar
as fracOes bioacessiveis de Ba, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Para isto, foi utilizado um
meétodo de preparo de amostras utilizando a decomposicdo acida com sistema
de refluxo, no qual parametros como massa de amostra, volume de H20z2,
temperatura e tempo de decomposicao foram otimizados, fixando-se um volume
de 5 mL de HNOs. Assim, as condi¢cdes mais adequadas foram 1 g de amostra,
temperatura de aquecimento do bloco digestor em 150° C, 4 horas de
decomposicdo e um volume de H20235% (v/v) de 5 mL a 120°C. A quantificacéo
dos elementos foi realizada utilizando a espectrometria de emissdo Optica com
plasma induzido por micro-ondas (MIP OES). O método proposto mostrou-se
eficiente, obtendo-se um baixo teor de carbono residual para as amostras de
lentilha e ervilha (in natura e cozida). A exatiddo do método foi avaliada atraves
de testes de adicao e recuperacao, andlise de material de referéncia certificado
CRM-Agro C1003a e andlise da mistura do CRM-Agro C1003a com a amostra
de lentilha. As maiores concentracdes totais obtidas nas amostras de lentilha e
ervilha foram para K, Mg, Fe e Zn. ApGs as amostras passarem pelo processo
de cozimento houve uma diminuicdo e/ou um aumento significativo nas
concentracdes de alguns elementos. As diminuicbes das concentracdes podem
ser devido ao processo de lixiviacdo durante o cozimento, ja o aumento das
concentracbes pode estar relacionado com a presenca de fatores
antinutricionais. As maiores porcentagens bioacessiveis na lentilha cozida foi
para Mg, Mn, Zn e Cu, ja na ervilha cozida foi para Mg e Cu. A analise de
correlacdo de Pearson entre os teores de polifendis e concentracdes
bioacessiveis demonstrou que os polifendis podem gerar um efeito inibitério na
bioacessibilidade de alguns elementos, principalmente do Fe, o qual obteve
fracOes bioacessiveis <LD para todas as amostras, exceto a amostra 2 de
ervilha. As fracdes bioacessiveis dos minerais para ambas as amostras ficaram
abaixo da ingestao diaria recomendada, porém elas podem contribuir juntamente
com outros alimentos a complementar a quantidade de ingestdo diaria
recomendada dos minerais.

Palavras-chave: Leguminosas; decomposicdo &cida; elementos essenciais;
elementos ndo essenciais



Abstract

SILVA, Sandy Araujo. Development of analytical method for multielementary
analysis and determination of bioaccessible fraction in lentil and pea by
MIP OES. Advisor: Anderson Schwingel Ribeiro. 2023. 88 f. Tese (Doutorado em
Quimica) — Programa de POs-Graduacdo em Quimica, Centro de Ciéncias
Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2023.

Legumes are highly nutritious foods because they are rich in vitamins, fibers,
proteins, minerals and bioactive compounds. In addition to nutritional benefits,
the cultivation of legumes generates an increase in agricultural productivity in a
sustainable way. Since 2018, World Legumes Day is celebrated on February 10th
with the aim of emphasizing the benefits and encouraging their consumption.
Therefore, the present study aims to develop an analytical method for the
determinations of Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V and Zn in lentil and pea samples
(in natura and cooked) and to evaluate the bioaccessible fractions of Ba, Cu, Fe,
Mg, Mn and Zn. For this, the acid decomposition with reflux system as sample
preparation method was used and the conditions of sample mass, H202 volume,
temperature and decomposition time were optimized, fixing a volume of 5 mL of
HNOs. The most appropriate conditions were 1 g of sample, heating temperature
of the digester block at 150° C, 4 hours of decomposition and 5 mL of H202 35%
(v/v) at 120°C. The quantification of the elements was performed using the
Microwave Induced Plasma Optical Emission Spectrometry (MIP OES)
technique. The proposed method proved to be efficient, obtaining a low residual
carbon content for lentil and pea samples (fresh and cooked). The accuracy of
the method was evaluated through addition and recovery tests, analysis of CRM-
Agro C1003a certified reference material and analysis of the CRM-Agro ¢c1003a
mixture with lentil sample. The highest total concentrations obtained in lentil and
pea samples were for K, Mg, Fe and Zn. After the samples go through the cooking
process, there was a decrease and/or a significant increase in the concentrations
of some elements. Decreases in concentrations may be due to the leaching
process during cooking, while increased concentrations may be related to the
presence of antinutritional factors. The highest bioaccessible percentages in the
cooked lentil was for Mg, Mn, Zn and Cu, while in the cooked pea it was for Mg
and Cu. Pearson's correlation analysis between polyphenol contents and
bioaccessible concentrations showed that polyphenols can generate an inhibiting
effect on the bioaccessibility of some elements, especially for Fe, which obtained
bioaccessible fractions lower than the analyte detection limits for all samples,
except pea sample 2. The bioaccessible fractions of the minerals for both
samples were below the recommended daily intake, but they can contribute
together with other foods, to complement the amount of recommended daily
intake of the minerals.

Keywords: Legumes; acid decomposition; essential elements; non-essential
elements.
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1. Introducéo

As leguminosas sdo culturas de plantas da familia fabaceae e fazem parte
da dieta humana a varios anos (Igbal et al., 2006; FAO, 2019). Do ponto de vista
nutricional as leguminosas sdo consideradas excelente fonte de proteinas,
vitaminas, minerais, fibras, compostos bioativos, entre outros (Ojeda et al., 2018;
Lisiewska et al., 2008; Venkidasamy et al., 2019).

Em alguns paises, leguminosas como lentilha e ervilha sédo consideradas
uma das principais fontes de ingestdo de proteinas, seja por questdes culturais
ou econdmicas (Igbal et al., 2006; Joshi et al., 2017). Quando comparada com
as fontes de ingestdo de proteinas de origem animal, as leguminosas tornam-se
mais atrativas devido ao baixo custo (Igbal et al., 2006; Joshi et al., 2017). Além
disso, o consumo dessas leguminosas tem sido associado a reducao de algumas
doencas como diabetes, cancer, doengas cardiovasculares, entre outras (Joshi
et al., 2017; Ojeda, 2016).

A lentilha e a ervilha apresentam diversos elementos minerais em sua
constituicdo como Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, Ca, Mg e Na, 0s quais sdo essenciais
para as funcdes fisioldégicas do corpo (Karakoy et al., 2012; Kumar&Pandey,
2020). No entanto, quando ha uma deficiéncia ou excesso desses minerais no
organismo pode causar diversas disfuncdes e até mesmo doencas (Zoroddu et
al.,, 2019). Ademais, as leguminosas podem apresentar elementos
potencialmente toxicos oriundo de diversas fontes como solo, &gua,
agroquimicos, processamento, entre outros (Fowler e al., 2015). No entanto,
apesar dos seus beneficios nutricionais, as leguminosas possuem um alto teor
de fibras e compostos antinutricionais (acido fitico, oxalatos, polifendis, entre
outros), os quais podem inibir a absorcao de alguns minerais (Ojeda, 2016).

Diante disto, se faz cada vez mais necessario o desenvolvimento de
meétodos analiticos que apresentem simplicidade e baixo custo para
determinacao elementar em alimentos. No entanto, apenas a determinacdo da
concentracdo total dos elementos ndo € o suficiente para avaliar a
essencialidade ou toxicidade dos elementos. Para isto, € necessario avaliar a

sua bioacessibilidade, no qual é definida como o quanto de um
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elemento/composto é liberado do alimento, ficando disponivel para posterior
absorcao pelo intestino (Versantvoort et al., 2005; Thakur et al., 2020).

Dentre os métodos de preparo de amostras de alimentos, a utilizacdo da
decomposicao acida com sistema de refluxo torna-se uma alternativa viavel aos
meétodos tradicionais, pois possui um menor custo, simplicidade e evita a perda
de elementos e reagentes por volatilizacdo (Oreste et al., 2013). Ja para os
ensaios de bioacessibilidade os métodos in vitro tém sido bastante utilizados
como alternativa aos métodos in vivo, visto que possuem um baixo custo,
consome menos tempo, apresentando simplicidade e reprodutibilidade, sem as
restricbes éticas pelo uso de animais (Minekus et al., 2004; Thakur et al., 2020).

Dentre as técnicas para a determinacdo elementar em amostras de
alimentos, destaca-se a espectrometria de emissao Optica com plasma induzido
por micro-ondas (MIP OES), visto que é uma técnica multielementar, segura e
de baixo custo, pois ndo utiliza gases de custo elevado e/ou inflamaveis para
operacao do plasma, possuindo também uma boa sensibilidade para um grande
namero de elementos (Agilent Technologies, 2015).

Assim, conforme beneficios nutricionais citados anteriormente que o
consumo de lentilha e ervilha podem trazer para a saude humana e dado a
importancia de avaliar as concentragdes totais e bioacessiveis dos elementos, 0
presente estudo tem como objetivo desenvolver um método analitico para as
determinacdes das concentracdes totais dos elementos e determinar as fracées
bioacessiveis nas amostras de lentilha e ervilha por MIP OES, assim como a
determinacao do teor de compostos polifendlicos.

2. Revisao bibliogréfica
2.1 Leguminosas

Sédo culturas de plantas da familia Fabaceae, sendo constituidas por
19.000 espécies (Igbal et al., 2006; Ojeda, 2016). Algumas dessas espécies
como a Lentilha (Lens culinaris Medik), Gréo de bico (Cicer arietinum L.) e Ervilha
(Pisum sativum L.) fazem parte da dieta humana ha muitos anos (FAO, 2019).

As sementes secas comestiveis das leguminosas também podem ser

chamados de pulses, cuja palavra vem do latim Puls que significa “sopa grossa”,
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pois ao serem cozidos os graos produzem um caldo/sopa grossa, justificando o
termo pulses (IBRAFE, 2022). Feijao, Ervilha seca, Lentilha e Grao de bico sao
alguns exemplos de pulses. A soja e o0 amendoim também s&o leguminosas,
porém ndo podem ser chamados de pulses, pois possui grande quantidade de
gordura em sua composicao (Venkidasamy et al., 2019; APN, 2016).

De acordo com a FAO (Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacéo
e Agricultura), em 2014 a produgao mundial de leguminosas foi de 77 milhGes
de toneladas, sendo 21 milhdes de toneladas a mais em relagdo a 2001 (FAO,
2017). Assim, em 2016, foi declarado pela Assembleia Geral das Na¢des Unidas
(AGNU), como o Ano Internacional de Pulses e das Leguminosas, a fim de
conscientizar a populacdo sobre seus beneficios como a redugcdo da
desnutricdo, da fome, da pobreza, e o aumento da sustentabilidade dos sistemas
agricolas e alimentar (FAO, 2019). Tal evento foi tdo bem-sucedido que em 2018
a FAO designou o Dia Mundial das Leguminosas, celebrado no dia 10 de
fevereiro em todo mundo, com o objetivo de aumentar a conscientizagao sobre
os beneficios nutricionais das leguminosas e sua contribuicdo para sistemas
alimentares sustentaveis (ONU NEWS, 2021).

As leguminosas desempenham um papel fundamental na dieta humana,
devido a sua riqueza de nutrientes como vitaminas, proteinas, fibras, minerais e
compostos bioativos (Ojeda et al., 2018; Lisiewska et al., 2008; Clemente&Olias,
2017; Venkidasamy et al., 2019). Devido ao seu elevado teor de proteinas, as
leguminosas podem ser um potencial alimento de base proteica para dietas
vegetarianas e veganas (Venkidasamy et al., 2019; IBRAFE, 2022). Além disso,
quando comparadas com outros alimentos ricos em proteinas, as leguminosas
apresentam uma menor quantidade de gorduras e em geral, suas proteinas sao
de facil digestdo quando comparadas com a carne de porco por exemplo
(IBRAFE, 2022).

Em alguns paises, elas sao consideradas a fonte mais acessivel e barata de
ingestao de proteinas, seja por questdes culturais e/ou econémicas (Igbal et al.,
2006; Joshi et al.,, 2017). As proteinas vegetais vém cada vez mais sendo
utilizadas na substituicdo das proteinas de origem animal, sendo utilizadas
também como ingredientes funcionais para formulac¢éo de novos produtos, como

por exemplo os suplementos proteicos veganos (Sé et al.,2020).
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Além dos seus beneficios nutricionais, as leguminosas possuem uma
capacidade de fixac&o biolégica de nitrogénio. Quando as culturas das mesmas
sao cultivadas em um sistema de rotacdo com outras culturas, acaba gerando
beneficios para cultivos organicos, como a melhora na fertilizagéo e a reducéo
da utilizagéo de fertilizantes nitrogenados (Farooq et al., 2017; Jezierny et al.,
2010). Esses beneficios acarretam o aumento da produtividade agricola e na
contribuicdo para o meio ambiente (FAO,2019).

O consumo de leguminosas tem sido associado a reducao e/ou prevengao
de algumas doencas como diabetes, cancer, osteoporose, doencas
cardiovasculares, entre outras (Joshi et al., 2017; Ojeda, 2016). Por exemplo, as
fibras sollveis presente nesses alimentos geram um efeito hipocolesterolémico,
ou seja, ajuda a diminuir os niveis de colesterol no sangue e regula os niveis de
glicose no sangue. Ja as fibras insolaveis, quando fermentadas no intestino
grosso formam cadeias curtas de acidos graxos, 0s quais podem impedir o
desenvolvimento de células tumorais no célon (Ojeda, 2016). Ja compostos
fendlicos podem prevenir o desenvolvimento de algumas doengas crbnicas

causadas pelo estresse oxidativo (Maksimovic et al., 2010).

2.1.1 Lentilha

A lentilha (Lens Cullinari Medik) € umas das leguminosas mais antigas e
faz parte da dieta humana ha muitos anos (Chahota et al., 2019; FAO, 2019).
Com origem Asidtica, a lentilha é cultivada em todo mundo, sendo a quarta
cultura mais importante (Nleya et al., 2004; Karakoy et al., 2012). Os maiores
produtores s&o o Canada, india, Turquia, Australia e EUA (FAOSTAT, 2022). A
india € um dos maiores consumidores, ja 0 Canada além de ser o maior produtor
é também um dos maiores exportadores de lentilha (Nleya et al., 2004,

Nascimento&Bagolin, 2022).

Em 2020, a producao mundial de lentilhas foi de aproximadamente 6,5
milhndes de toneladas (FAOSTAT, 2022). No Brasil, a area de cultivo é
considerada muito pequena de 1.200 a 1.500 kg/ha na regido do Cerrado, assim
a maior parte da lentilha consumida no Brasil € importada. S6 em 2021 foram
importadas 15,6 mil toneladas, principalmente do Canada.
(Nascimento&Bagolin, 2022).
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As sementes de lentilhas sdo constituidas basicamente pelo revestimento
da semente, cotilédones e embrido (Bhaty, 1988). Elas possuem um diametro
que varia de 2 a 9 mm, encontrando-se nas cores cinza, verde, marrom,
vermelha e preta. As lentilhas também sao divididas em dois grupos:
microsperma que compreende as sementes pequenas com tamanhos que
variam de 2 a 6 mm, e macrosperma que compreende as sementes grandes
variando entre 6 a 9 mm, sendo esta ultima mais apreciada no Brasil (Vieira,
2001; Nleya et al., 2004).

Do ponto de vista nutricional, a lentilha € considerada um alimento com
elevado valor nutritivo, € rica em proteinas, vitaminas, fibras, carboidratos,
compostos antioxidantes e minerais como Fe, Zn, Cu, Mn, P, K, Ca, Mg e Na
(Ojeda et al., 2018; Karakoy et al., 2012). Apesar das varidveis como genotipo,
clima, fatores ambientais e sistema de cultivo, em geral, sua composi¢ao varia
de 21 a 31% de proteina (Nleya et al., 2004; Bhaty, 1988; Joshi et al., 2017).
Devido a esse elevado teor de proteinas, a lentilha é considerada uma das fontes
de proteinas de origem vegetal mais acessivel e barata quando comparado com
as de origem animal (Igbal et al., 2006).

A lentilha pode ser consumida na forma de sopas, gréos inteiros com
acompanhamento de outros alimentos e como ingredientes no processamento
de pdo, macarrdo, lanches, bolo e formula infantil. As sopas sdo comuns em
paises da Europa e América do Norte. No Brasil é geralmente consumida na
forma de grédos inteiros acompanhado de arroz e na forma de sopas
(Kumar&Pandey, 2020; Bhaty, 1988; Karakoy et al., 2012; Joshi et al., 2017;
Vieira, 2001). Embora a lentilha seja um alimento benéfico para a saude, no
Brasil ela é ainda menos consumida, onde boa parte da populacdo a consome
apenas no Réveillon como uma tradi¢do (Nascimento&Bagolin, 2022). Dentre as
leguminosas a mais consumida no Brasil € o feijao, no entanto o Guia Alimentar
para Populacéo Brasileira destaca a importancia de consumir diferentes tipos de
feijdo e leguminosas como lentilha, ervilha e grao-de-bico para amplificar o
aporte de nutrientes (GAPB, 2014; IBRAFE, 2022).
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2.1.2 Ervilha

A ervilha (Pisum Sativum L.) assim como a lentilha, faz parte da dieta
humana ha muitos anos, sendo cultivada desde 6.000 aC (FAO, 2019; Grant et
al., 2003). Com origem do Oriente Médio, a ervilha pode ser consumida na forma
de graos secos ou verdes, sendo as ervilhas de graos verdes consideradas

hortalicas (Nascimento et al., 2016).

Os maiores produtores de ervilhas secas sdo o Canada, seguido pela
Russia, Franca, China e india, respectivamente (FAOSTAT, 2022). Além de ser
um dos maiores produtores, o Canada também € um dos maiores exportadores
de ervilha seca (Ojeda, 2016). Para ervilhas verdes, os maiores produtores sédo
a China, india e EUA. De acordo com a FAO, em 2020 a produc&o mundial de
ervilhas secas e verdes foi de aproximadamente 14,6 e 19,9 milhGes de
toneladas, respectivamente (FAOSTAT, 2022).

No Brasil a quantidade de ervilhas em graos produzidas em 2021 foi de
3.062 toneladas. Os maiores produtores do pais estdo nos Estado de Minas
Gerais (2.347 toneladas), Distrito Federal (280 toneladas), Paranid (203
toneladas), Rio Grande do Sul (161 toneladas) e Sdo Paulo (71 toneladas),

conforme pode ser observado na Figura 1 (IBGE, 2022).

Parana Minas Gerais ® S&o Paulo

Rio Grande do Sul Distrito Federal

280

161

203
71

2.347

Fonte: IBGE - Produc&o Agricola Municipal

Figura 1 - Quantidade produzida (toneladas) de ervilha em grao por Unidade de Federacdo em
2021.
Fonte: Adaptado de IBGE, 2022.



22

De acordo com suas caracteristicas morfolégicas, as sementes das
ervilhas podem ser esféricas ou ovaladas, lisas ou rugosas, com coloracao que
varia em tons de verdes. As ervilhas podem ser encontradas na forma de graos
secos reidratados e enlatados ou ervilha partida, na forma de ervilha verde/fresca
debulhada, enlatada ou congelada, e na forma de vagens comestiveis também
chamadas de “ervilha torta” (Nascimento et al., 2016). Dentre estas, as ervilhas
congeladas vém cada vez mais ganhando popularidade, pois o processo de
congelamento mantém as caracteristicas do produto por periodos mais longos
do que a fresca (Carvalho, 2007). Além disso, o atual estilo de vida de grande
parte da populacéo requer praticidade no preparo das refeicdes, e os alimentos
congelados atendem a esse requisito, visto que necessitam de um tempo de
preparo curto, além da pronta disponibilidade em casa (Yonny et al., 2018).

As ervilhas destinadas ao congelamento apdés a colheita, sao transportadas
imediatamente para a indastria. A primeira etapa ao chegar na industria é fazer
uma primeira selecéo e controle de qualidade dos grdos. A segunda etapa € a
sopragem, onde 0s graos passam por ventoinhas para retirada de impurezas
mais leves. Apds, 0s gréos passam pela lavagem, onde eles séo lavados com
hipoclorito de sodio e depois enxugados para remover impurezas e repor o grau
de umidade que possa ter diminuido durante o transporte. A proxima etapa € a
classificacéo, onde os graos sao classificados de acordo com o seu tamanho por
peneiras de diversos diametros. Feita a classificacdo, os grdos de ervilha
passam pelo processo de branqueamento, que consiste huma rapida imersao
em agua quente para que ocorra a inibicdo da atividade das lipoxigenases. Em
seguida, vem a etapa do congelamento, onde € utilizado o método Individually
Quick Frozen (congelamento individual rapido) que consiste em uma esteira
perfurada que passam sopros de ar gelado congelando rapidamente as ervilhas
uma por uma. Para manter a forma, textura e sabor das ervilhas, esse
procedimento deve ser feito rapidamente. Por fim, apés serem embalados os
graos de ervilhas devem ser armazenados a uma temperatura de -18°C com
umidade relativa de 80 a 90% (Gaspar et al., 2008; Nascimento et al., 2016).

Assim como a lentilha, a ervilha também é considerada uma excelente
fonte de proteinas, podendo variar de 21,2 a 32,9% dependo dos fatores

ambientais e genéticos. E considerada também uma boa fonte de vitaminas
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como (tiamina, riboflavina e niacina), minerais como Ca, Fe, P, Mg, K, Zn e Mn,

carboidratos e fibras (Kumar&Pandey, 2020; Nascimento, 2016).

2.1.3 Fatores antinutricionais

O consumo de leguminosas incluindo lentilhas e ervilhas podem trazer
beneficios para a saude, devido ao seu elevado teor de nutrientes, conforme
citado anteriormente. Porém, apesar dos seus beneficios, as leguminosas
apresentam fatores antinutricionais (Ojeda, 2016). De acordo com Nikamaram et
al., (2017) fatores antinutricionais sdo compostos naturais que afetam a
utilizacdo dos nutrientes no organismo humano, principalmente proteinas,
vitaminas e minerais que se ligam a esses compostos, reduzindo a sua absorcao

no trato gastrointestinal.

Os principais compostos antinutricionais presentes nas leguminosas sao
o acido fitico, compostos fendlicos (taninos condensados), oxalatos e inibidores
de protease e amilase. O &cido fitico tem efeito inibitério na absor¢éo de minerais
como Fe, Zn, Ca e Mg, devido sua capacidade de formar complexos insolUveis
de minerais-fitato (Nikamaram et al., 2017; Ojeda, 2016). Compostos fendlicos
afetam a digestibilidade das proteinas e a disponibilidade de vitaminas e
minerais, principalmente de Fe e Ca (Joshi et al., 2017; Ojeda, 2016). Assim
como também os oxalatos que se ligam aos catios metdlicos divalentes como
Ca, Mg e Fe (Nikamaram et al., 2017). Ja os inibidores de protease e amilase
reduzem a digestibilidade das proteinas e carboidratos (Ojeda, 2016).

No entanto, conforme ja relatado na literatura, existem diversas formas
de pré-tratamento que reduzem ou eliminam esses fatores antinutricionais,
aumentando a qualidade nutricional das leguminosas. Imerséo, cozimento,
germinacdo e descascamento, sao alguns exemplos de pré-tratamentos
utilizados (Nikamaram et al., 2017; Ojeda, 2016; Ramirez-Cardenaz et al., 2008;
Wang et al., 2008).

Cabe ressaltar também, que em baixas concentracdes esses cOmpostos
podem ser benéficos para saude, atuando como antioxidantes e anti-
inflamatorios. Por exemplo, o acido fitico e os compostos fendlicos possuem
propriedades benéficas como acao protetora frente ao cancer e na prevencao de

doencas cardiovasculares (Millar et al., 2019; Ramirez-Céardenaz et al., 2008).
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2.1.4 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo os principais constituintes antioxidantes de
frutas, vegetais e grdos, e sdo conhecidos por reduzirem o dano oxidativo
associado a varias doencas como cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e
distarbios neurais (Han&Baik, 2008; Xu et al., 2007).

Sua estrutura quimica consiste basicamente em anéis aromaticos com
varios grupos hidroxila e sédo divididos em varias classes, como flavonoides,
acidos fendlicos, taninos (hidrolisaveis e condensados), estilbenos e lignanas
(Ignat et al., 2011).

A lentilha e a ervilha séo ricas em compostos fendlicos. Porém, a lentilha é
a que possui um maior teor fendlico quando comparado com outras leguminosas,
como ervilhas amarelas e verdes, gréo-de-bico, feijao rim vermelho e soja preta
e amarela. Além disso, de acordo com alguns estudos, esses compostos estdo
presentes em maior concentracdo no revestimento das sementes das lentilhas
do que nos cotilédones (Dhull et al., 2020; Ojeda, 2016).

Embora os compostos fendlicos sejam benéficos para a saude, eles
também podem atuar como um antinutriente, conforme ja explicado
anteriormente no item 2.1.3. Por isto, é importante a realizacdo de estudos que

avaliem a influéncia desses compostos na bioacessibilidade dos minerais.

2.2 Elementos essenciais e nao essenciais

Os elementos essenciais sao elementos que sdo vitais ao bom
funcionamento do organismo humano. Cada um deles é responsavel por
desempenhar diferentes fungbes no organismo, como ativacdo de reacgdes
enzimaticas, regulacdo da funcdo celular, crescimento e manutencdo, entre
outras funcbes. Elementos essenciais podem ser classificados como
macrominerais (P, K, Na, Mg e Ca) e microminerais/oligoelementos (Mn, Fe, Cu,

Zn, Se, Co e Mo) (Mlyniec et al., 2014; Karakoy et al., 2012).

A deficiéncia desses elementos no corpo humano pode causar disfuncdes
e gerar algumas doencas, como por exemplo, anemia, afetar o sistema

imunolégico, comprometer as fungbes reprodutivas, inibicdo de crescimento,
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problemas neuroldgicos, entre outros. Apesar da essencialidade desses
elementos, quando em elevadas concentracdes eles podem tornar-se toxicos ao
organismo, causando disturbios neuroldgicos, doencas respiratérias, doencas
cardiovasculares, entre outros (Halder et al., 2020).

Ja os elementos ndo essenciais como As, Cd, Cr, Hg e Pb sdo elementos
gue ndo desempenham nenhuma funcédo biolégica conhecida no organismo
humano, e podem ser toxicos mesmo em baixas concentragdes. A presenca
desses elementos no organismo pode ser prejudicial, causando disfungdes
renais e hepaticas, cancer, fraturas 0sseas, dentre outras doencas (Shaheen et
al., 2020; Khaneghah et al.,2020).

A principal fonte de ingestéo dos elementos essenciais e ndo essenciais é
através dos alimentos (Fowler et al., 2015). Neste sentido, as leguminosas como
lentilha e ervilha sdo exemplos de alimentos que s&o ricos em minerais. Diante
disto, torna-se de fundamental importancia obter informacdes ndo sé das
concentragbes totais dos elementos essenciais e ndo essenciais presentes
nestes alimentos, mas também, o quanto desses elementos estdo disponiveis

para posterior absor¢do no organismo.

2.3 Determinacao elementar

2.3.1 Preparo de amostras

Para a realizacdo de uma analise elementar a maioria das técnicas
analiticas requer a introducao de amostras no equipamento de analise na forma
de uma solucdo aquosa. Para isto, é necesséria a diluicdo ou a dissolucéo total
ou parcial das amostras, a fim de romper algumas ligacfes e estrutura cristalina

dos solidos, liberando os analitos em solucéo para analise (Oliveira, 2003).

Dentre toda a sequéncia analitica necessaria para a determinacéo
elementar, a etapa de preparo de amostra € a mais importante (Oliveira, 2003;
Krug, 2004). Por isto, é de fundamental importancia obter métodos de preparo
de amostras que forneca bons resultados, com menor tempo, minima
contaminacgao, baixo consumo de reagentes e menor geracao de residuos.

Os métodos utilizados para o preparo de amostra podem ser divididos em
via seca e via Umida. A decomposi¢cao por via seca consiste na eliminacdo da

matéria organica atraves da oxidacao proveniente do oxigénio do ar, resultando


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S092422441930932X#!//"/""
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em residuos inorganicos (cinzas) soluveis em acidos apropriados. Ja a
decomposicdo por via umida consiste na utilizacdo de um agente oxidante
juntamente com uma fonte de energia. Como agente oxidante pode ser utilizado
acidos como HNOs, HCI, H2SO4, HCIO4 e HF ou uma mistura destes, assim como
outros agentes oxidantes como H202. As decomposi¢cdes podem ser realizadas
em sistemas abertos (chapa de aquecimento, mufla, bloco digestor, entre outros)
ou em sistemas fechados (sistema a alta pressao, forno micro-ondas, entre
outros) (Oliveira, 2003; Korn et al., 2008).

Diversos métodos de preparo de amostras vém sendo relatados na
literatura para decomposicdo de amostras de leguminosas, 0s quais utilizam
decomposicdes por via seca com forno mufla e por via Umida com digestdes

acidas em sistemas abertos ou fechados, como apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1. Métodos de preparo de amostras para analise elementar para diferentes tipos de leguminosas

Método de preparo Amostra

Analito

Técnica

Referéncia

Soja, feijao e amendoim
Sistema aberto
(mufla)
Lentilha, grao de bico

e feijao

Mn, Fe, Cu, Zn, Cr, Cd,
Pb e Ni

Fe, Zn, Mn, Cu, Ca e Mg

FAAS

FAAS
GF-AAS

Akinyele&Shokunbi, 2015

Ojeda et al., 2018

Lentilha e gréo de bico

Sistema aberto

(bloco digestor)
Lentilha, feijao, grao de

bico, fava e ervilha

B, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Ni, P, Se, Se Zn

Cu, Cr, Fe, Zn, Al, Ni, Pb
e Cd

ICP OES

GF-AAS

Vandemark et al., 2018

Cabrera et al., 2003

P, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn
e Mo
P, K, Ca, Mg, S, Na, Fe,
Cu,Mn,Ni, ZneB
P, K, Ca, Mg, Na, Fe, Mn,
Zn,CueB

ICP-MS

ICP OES

ICP OES

Koplik et al., 2004

Alkaltham et al., 2022

Varol et al., 2020

Ervilha
Sistema fechado Lentilha
(micro-ondas)
Grao de bico
Sistema de refluxo Feijao

(bloco digestor)

Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K,
Li, Mg, Mn, Mo, Pb e Zn

MIP OES

Pereira et al., 2020
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No entanto, os trabalhos citados na Tabela 1 utilizam métodos de preparo
de amostras que apresentam diversas desvantagens, como a decomposic¢ao por
via seca em forno mufla, que pode causar a perde elementos por volatilizacdo e
risco de contaminacdes das amostras. J4 as decomposic¢des acidas utilizando
sistemas abertos, também possuem diversas desvantagens, como perdas de
elementos e reagentes por volatilizacéo, elevado tempo de decomposicéo, maior
quantidade de reagente, maior risco de contaminacéo, entre outros (Oliveira,
2003; Korn et al., 2008).

A fim de compensar esses inconvenientes, a utilizacdo de sistemas
fechados vem sendo cada vez mais empregado, principalmente a decomposicao
assistida por radiagdo micro-ondas, conforme pode ser observado na Tabela 1.
Cada vez mais destaca-se pela maior eficiéncia na decomposi¢cédo das amostras
devido a utilizacdo de temperaturas superiores a temperatura de ebulicdo dos
acidos, baixo risco de perdas de elementos por volatilizacdo, menor consumo de
reagentes e baixo risco de contaminacéo (Oliveira, 2003).

Apesar das vantagens da decomposicdo assistida por radiacdo micro-
ondas existem limitacBes que devem ser consideradas, dentre elas a limitacédo
da quantidade de massa de amostra, que deve ser pequena para nao elevar a
pressao interna e causar riscos de explosdes dos frascos, além do seu elevado
custo (Krug, 2016).

Diante disso, torna-se importante o desenvolvimento de métodos
alternativos que sejam eficientes como sistemas fechados e com o baixo custo
e simplicidade dos sistemas abertos.

Uma dessas alternativas é a digestdo acida com sistema de refluxo. Em
2013, Ferreira et al., apresentaram uma alternativa aos métodos convencionais
chamada sistema de refluxo com dedo frio. O dedo frio € um tubo de vidro que é
inserido dentro dos tubos de digestdo que séo utilizados para decomposicao
acida com aquecimento em bloco digestor. Dentro do dedo frio é colocado agua
para resfriar a parte superior do tubo, a fim de causar o refluxo e condensacao

das espécies volateis, como apresentado na Figura 2 (Ferreira et al., 2013).
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Figura 2 — Desenho esquematico do sistema de refluxo, onde (A) é dedo frio (B) tubo de digestéo
(C) sistema de digestdo com dedo frio.
Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2013.

No entanto, esse sistema apresenta alguns inconvenientes. O dedo frio
nao permite um refluxo continuo de agua, o que prejudicaria a condensacao ja
que ao longo do tempo a agua nao estaria mais fria, ademais nao ha um alivio
da pressao, podendo ocorrer projecdes para fora do tubo (Oreste et al., 2013).

A fim de contornar esses inconvenientes, Oreste et al., (2013) adaptaram
o sistema de refluxo com uma recirculacdo de agua continua e um encaixe de
teflon com um pequeno orificio para alivio da pressdo, como apresentado na

Figura 3.
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Figura 3 — Desenho esquematico do dedo frio acoplado ao tubo digestor, onde (1) entrada de

agua (2) saida de agua (3) encaixe de PTFE (4) saida para gas e (5) tubo de digestéo.
Fonte: Adaptado de Oreste et al., 2013

Assim, o sistema consiste em tubo de digestdo no qual é inserido o dedo
frio através de um encaixe de teflon que possui uma ranhura lateral para o alivio
da pressdo. O dedo frio possui uma recirculacdo de agua continua com
temperatura controlada por um banho termostatizado, a fim de resfriar a parte
superior do tubo causando o refluxo e a condensacdo das espécies volateis.
Assim como as espécies volateis, os &cidos utilizados também sao
condensados, dispensando a necessidade de reposi¢cao dos reagentes durante
a decomposicdo. Logo, o sistema de refluxo com dedo frio torna-se uma
alternativa viavel aos sistemas convencionais, evitando a perda de elementos
por volatilizacdo, menor consumo de reagentes ja que ndo ha necessidade de
reposicao dos mesmos durante a decomposi¢cao, minimo risco de contaminacao
e exploséao, simplicidade e baixo custo (Oreste et al., 2013).

Além disso, esse sistema permite a decomposicado de diversos tipos de
amostras, com matrizes organicas e inorganicas, sendo bastante aplicado para
diferentes matrizes alimentares. Dentre estas, amostras de arroz (Oliveira et al.,

2016), suco de frutas (Pereira et al., 2017), peixes (Alves et al., 2018), peito de
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frango (Pinto et al., 2019), produtos de cana-de-agucar (Sampaio et al., 2020),

feijdo (Pereira et al., 2020), péssego (Louzada et al., 2022), entre outras.

2.3.2 Ensaio de bioacessibilidade

Sabe-se que a determinacdo elementar € indispensavel, pois garante
informacgdes sobre a essencialidade ou toxicidade dos elementos presentes nos
alimentos. No entanto, a maioria das determinacdes elementares visa a
quantificacdo da concentracao total dos analitos, ndo considerando o quanto que
sera liberado no organismo humano para posterior absorcdo. Para isto, €
necessario avaliar a bioacessibilidade, a qual é definida como o quanto de um
elemento/composto é liberado do alimento, ficando disponivel para posterior

absorcdao pelo intestino (Versantvoort et al., 2005; Thakur et al., 2020).

Os métodos utilizados para avaliar a bioacessibilidade podem ser in vitro
ou in vivo. Apesar dos métodos in vivo fornecerem informacgfes mais especificas,
eles apresentam diversos inconvenientes como alto custo, maior tempo de
analise e restricdes éticas pelo uso de cobaias. Como alternativa a esses
inconvenientes, os métodos in vitro vém sendo bastante empregado, visto que
possuem um baixo custo, menos tempo, simplicidade, reproduzivel e sem
restricdes éticas (Minekus et al., 2004; Thakur et al., 2020).

Os métodos in vitro simulam as condicfes fisiologicas e os eventos que
ocorrem durante a digestéo gastrointestinal, considerando as areas de digestao
como boca, estomago e intestino para a simulagao (Minekus et al., 2004).

A primeira etapa do sistema digestivo € na boca, que tem como funcéo
reduzir o tamanho de frac6es do alimento, formando o bolo alimentar através da
mastigacao e salivagdo. A saliva € constituida por 4gua, eletrélitos (ions sodio,
magnésio, potassio, calcio, fosfato e bicarbonato) e enzimas (Imunoglobulina A,
a-amilase, mucina, entre outras) que modificam parcialmente as estruturas e
composicdes alimentares. A segunda etapa é no estdbmago, que tem como
fungdo o armazenamento, mistura, moagem e esvaziamento. O bolo alimentar é
misturado e digerido com enzimas secretadas (pepsina) e acido cloridrico, moido
pelos movimentos antrais formando o quimo e esvaziado no duodeno. A Ultima
etapa € no intestino delgado, que tem como fun¢cdo a decomposi¢cdo das

macromoléculas e absor¢cdo de agua e nutrientes. Essa decomposi¢cao ocorre
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devido a produgdo do suco pancreético que atua na digestdo das proteinas,
lipidios e carboidratos, pela bile que atua na emulsificacdo dos lipidios e pelo
suco entérico (Minekus et al., 2004; Li et al., 2020). Dessa forma, simula-se entéao
as condi¢des do sistema digestorio, a fim de avaliar a fragdo bioacessivel dos
elementos presentes nos alimentos.

Alguns minerais presentes nos alimentos de origem vegetal sdo
conhecidos por apresentarem uma baixa bioacessibilidade, quando comparado
com os de origem animal, devido a presenca de fatores antinutricionais (Zhang
et al., 2018). Diante disto, e dada a importancia do consumo das leguminosas
para a saude humana, os estudos de bioacessibilidade mineral utilizando
métodos in vitro vem aumentando nos ultimos anos, conforme pode ser

observado na Tabela 2.

Tabela 2: Bioacessibilidade de minerais utilizando métodos in vitro em amostras

de leguminosas

Amostra Analito Referéncia

Feijdo branco, gréo de Ca. Fe e Zn Sahuquillo et al., 2003
bico e lentilha ’

Feij&o, ervilha e lentilha Fe, Zn, Ca e Mg Suliburska&Krejpcio, 2011
Feijao Cu, Zn, Fe, Mn, Ca, Mg, Paredes, 2017
KeP
Ervilha, tremocgo, lentilha  Fe, Mg, K, Ca, P, Zn, Mn Zhang et al., 2018
e Cu
Lentilha, grao de bico e Ojeda et al.,2018
fgeijéo Fe, Zn, Cu, Mn, Ca e Mg )

Feijao Cu, Fe,Mn e Zn Pereira et al., 2020

No entanto, os estudos de bioacessibilidade mineral em amostras de
leguminosas ainda s&o escassos, principalmente quando se trata de ervilhas
frescas e congeladas. Até o presente momento ainda néo foram relatados na
literatura informac¢des sobre a bioacessibilidade de minerais ou elementos
potencialmente toxicos em amostras de ervilha congelada, evidenciando a

importancia deste estudo. Além disso, nem todos os trabalhos citados na Tabela
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2 realizaram os estudos de bioacessibilidade em amostras cozidas, o que é de
fundamental importancia, pois o consumo dessas amostras de leguminosas é

feito na sua forma cozida.

2.3.3 Técnicas de espectrometria atdmica para anélise elementar

Para determinacdo elementar em amostras de alimentos, podem ser

utilizadas diversas técnicas analiticas, dentre elas as de espectrometria atbmica.

A técnica de espectrometria de absor¢gdo atbmica consiste na absor¢éo da
energia radiante pelos atomos gasosos no estado fundamental (Welz, 1999). A
espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F AAS) € a técnica mais
simples e bastante utilizada para determinacdes de elementos na faixa de mg/L,
com menor tempo de analise, boa precisao, facil de manusear e com baixo custo.
Porém, essa técnica apresenta algumas desvantagens como o uso de gases
inflamaveis e apresentar baixas sensibilidades em comparacdo com outras
técnicas. A espectrometria de absorcao atbmica com forno de grafite (GF AAS)
€ mais utilizada em determinacdes que requer faixas de concentracdes na ordem
de ug/L, pois apresenta uma alta sensibilidade, além de utilizar baixos volumes
de amostra. No entanto, apresenta algumas limitacdes como o elevado tempo
para andlise, alto custo dos tubos de grafite, analista altamente qualificado, entre
outros (Krug et al., 2006; Agilent Technologies, 2016).

Ja4 as técnicas de espectrometria de emissdo atbmica consistem na
propriedade dos atomos ou ions (quando excitados) de emitir radiacbes em
comprimento de onda especifico (Skoog, 2009). A espectrometria de emissao
Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) possui como principal
vantagem a possibilidade de andlise multielementar de maneira simultanea,
além de uma ampla faixa linear de trabalho, podendo ser utilizado em
determinacdes que requerem faixas de concentracdes de ug/L a mg/L. Porém,
apresenta um elevado custo, pois utiliza um plasma de argbnio com consumo
acima de 15 L/min e sensibilidade menor que GF AAS e da espectrometria de
massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (Agilent Technologies,
2016).

Dentre as técnicas multielementares, a ICP-MS é a que possui maior

sensibilidade, além da capacidade de determinacdo de is6topos. Porém, uma



34

das principais desvantagens € o seu alto custo (Agilent Technologies, 2016) e
muito susceptivel a interferéncias, principalmente do entupimento nos cones de
amostragem na interface do equipamento, provocada por depdsitos de residuos
oriundos das solu¢des com consideraveis concentracdes de solidos dissolvidos,
comuns nos estudos de bioacessibilidade. Em vista disso, a técnica de MIP OES
torna-se uma alternativa viavel para determinacbes multielementares e sera

apresentada no topico seguinte.

2.3.4 Espectrometria de emissédo Optica com plasma induzido por
micro-ondas (MIP OES)

Apesar das técnicas multielementares serem mais vantajosas para analise
de vérios elementos, elas possuem como principal desvantagem um elevado
custo, devido a utilizacdo de gases caros para manutencao do plasma, como por

exemplo, o argbnio.

Uma alternativa a esse inconveniente €& a utilizacdo da técnica
multielementar MIP OES. Essa técnica consiste em um plasma de nitrogénio
sustentado por uma fonte de micro-ondas, essa fonte € produzida por um
magnetron que opera a 2,45 MHz. Para ignicdo do plasma € utilizado um
pequeno fluxo momentaneo de argbnio auxiliar; apés a ignicdo, o plasma alterna
automaticamente para o nitrogénio que se mantem de modo continuo durante
toda a operacdo. Além disso, o0 nitrogénio utilizado é proveniente do ar
atmosférico obtido através de um gerador de nitrogénio (Agilent Technologies,
2014).

Assim, a técnica de MIP OES apresenta-se como uma alternativa viavel
para as determinacdes multielementares, visto que possui um menor custo e
mais seguranca, pois ndo necessita de gases de custo elevado/inflamaveis como
as outras técnicas. Alto desempenho, com sensibilidade superior a técnica de F
AAS, pois a fonte de plasma de nitrogénio atinge temperatura (~5000 K) superior
a chama usada em AAS. Além da sua robustez e confiabilidade, podendo ser
aplicada em amostras de alimentos, bebidas, agricolas, geoquimicas e
ambientais (Agilient, 2016; Agilient, 2015).

O instrumento de MIP OES consiste basicamente em um sistema de

introducdo de amostra, fonte de excitagédo, plasma, sistema 6ptico e um sistema
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eletrdnico para o processamento dos dados (Jankowski & Reszke, 2010), como

apresentado na Figura 4.

Monocromador Mecanismo de acionamento
com detector de CCD do comprimento de onda

Pré-o6ptica

S

Guia de onda Plasma

Sistema de introduc&o de amostra Tocha

Figura 4 — Principais componentes do MIP OES.
Fonte: Agilient, 2016.



36

3. Objetivo

3.1 Objetivo geral

O presente estudo tem como objetivo desenvolver um método analitico
para as determinacdes das concentracdes totais dos elementos e determinar as
fracOes bioacessiveis nas amostras de lentilha e ervilha por MIP OES, assim

como a determinacéo do teor de compostos polifendlicos.

3.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um método de preparo de amostras de lentilha e ervilha utilizando

a decomposicao acida com sistema de refluxo para analise por MIP OES;

- Validar o método através da andlise de um material de referéncia certificado e
testes de adicdo e recuperacao;

- Aplicar o método para a determinacédo da concentracdo total de Al, B, Ba, Cu,
Fe, K, Mg, Mn, V e Zn em amostras in natura e cozida;

- Avaliar e comparar o efeito do cozimento das amostras nas concentracfes dos
elementos;

- Simular as condic¢des do trato gastrointestinal utilizando método de preparo de
amostras in vitro para determinacao da fracdo bioacessivel de Ba, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn por MIP OES;

- Avaliar a exatidao dos resultados de bioacessibilidade pelo estudo de balanco
de massas;

- Determinar o teor de compostos polifendlicos nas amostras de lentilha e ervilha
por espectrometria de UV-Vis, a fim de avaliar a influéncia destes compostos na
fracdo bioacessivel dos elementos;

- Avaliar a contribuicdo no consumo das amostras para a ingestdo diaria

recomendada (IDR) através das concentracdes bioacessiveis.
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4. Materiais e Métodos

4.1 Amostras

Para este estudo, foram analisadas trés diferentes marcas de lentilha
seca (denominadas 1, 2 e 3) e trés diferentes marcas de ervilha verde congelada
(denominadas 1, 2 e 3), adquiridas no comércio local da cidade de Pelotas,
conforme mostrado na Figura 5 A e B. De acordo com os rotulos das embalagens
das trés diferentes marcas de lentilha e ervilha, cada marca foi produzida em

locais distintos.

Figura 5 - (A) Amostra de lentilha (B) Amostra de ervilha congelada

Na analise da lentilha in natura, triturou-se as amostras com o auxilio de
um moedor de graos, sendo armazenadas em frascos de polipropileno a
temperatura ambiente até o momento das analises. Para analise da lentilha
cozida, as amostras foram cozidas em sistema de ebulicdo seguindo a
metodologia adaptada de Hefnawy (2011). Antes do cozimento as amostras
passaram por um pré-tratamento, onde as sementes de lentilha foram
embebidas em a4gua desionizada em uma propor¢éo de 1:10 (p/v) por 12 horas
a temperatura ambiente. Ap@s, retirou-se a agua e as sementes foram lavadas
trés vezes com 600 mL de agua desionizada. As sementes foram entdo
colocadas em um bécker de vidro com agua desionizada na proporcao 1:10 (p/v)
em chapa de aguecimento a uma temperatura de 100 °C por 100 minutos, até
gue os graos estivessem cozidos e macios. Apdés 0 cozimento, retirou-se o

excesso remanescente de agua e as amostras foram homogeneizadas com um
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processador domeéstico. As amostras foram entdo armazenadas em frascos de
polipropileno e congeladas em freezer a -18 °C até o momento das analises.

Ja na andlise da ervilha in natura, as amostras foram secas em estufa a
70 °C por 12 horas, conforme descrito por Genis et al., (2021). Apos, triturou-se
as amostras com o auxilio de um moedor de gréos, sendo armazenadas em
frascos de polipropileno a temperatura ambiente até o0 momento das analises.
Para andalise da ervilha cozida, as amostras foram cozidas em sistema de
ebulicdo seguindo a metodologia de Carvalho (2007). Assim, as amostras foram
cozidas com agua fervente (desionizada) a uma proporcao de 10 g de amostra
para 100 mL de agua em um bécker de vidro por 7 minutos em chapa de
aquecimento. Apds 0 cozimento, retirou-se 0 excesso remanescente de agua e
as amostras foram homogeneizadas com um processador. As amostras foram
entdo armazenadas em frascos de polipropileno e congeladas em freezer a -

18 °C até o momento das analises.

4.2 Materiais

As amostras in natura foram trituradas utilizando um moedor de graos
(Hamilton Beach) e as cozidas utilizando um processador (Philips Walita). Uma
chapa de aquecimento (Magnus, Piracicaba, SP, Brasil) foi utilizado para o
processo de cozimento das amostras. Para pesar as amostras utilizou-se uma
balanca analitica Ohaus Adventurer modelo AR 2140 (Pine Brook, EUA), com
uma resolucao de 0,1 mg e tara maxima de 210 g. O teor de umidade e a
secagem das amostras foram realizados em uma estufa de esterilizacéo e
secagem (modelo 1.2, Odontobras, Brasil).

Para a decomposicdo das amostras utilizou-se um bloco digestor
convencional modelo MA-4025 (Marconi, Brasil) com tubos de digestéo acoplado
ao sistema de refluxo com dedo frio. O dedo frio possui uma recirculagéo de agua
interna com temperatura controlada (15 °C) através de um banho termostatizado
modelo Q-214M2 (Quimis, Brasil).

Nos estudos de bioacessibilidade utilizou-se um banho Dubnoff com
agitacdo e aquecimento modelo Q226M2 (Quimis, Brasil), uma centrifuga

modelo 5804 (Eppendorf, Alemanha) e pHmetro modelo pHS-3B (PHtec, Brasil).



39

Para analise dos compostos polifendlicos também foi utilizado um banho Dubnoff

com agitacdo e aguecimento modelo Q226M2 (Quimis, Brasil).

4.3 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau de analitico. Para o preparo
das solugdes utilizou-se agua desionizada obtida através de um destilador em
vidro modelo MAO78/5 (Marconi, Brasil) e eluida em um desionizador modelo
CS1800 Evolution (Permution, Curitiba, PR, Brasil). Foi utilizado HNO3 65%
(m/m) (Synth, Brasil) apos ser bidestilado em um destilador de quartzo MA-075
(Marconi, Brasil) e H202 35% (v/v) (Exodo Cientifica, Brasil) para a decomposicéo
das amostras. Para avaliar o teor de acidez da solucdo resultante da
decomposicdo das amostras foi utilizado uma solucdo de NaOH (Vetec, Brasil)
padronizado com biftalato de potassio (Synth, Brasil), utilizando a fenolftaleina
como indicador. Para a bioacessibilidade utilizou-se a-Amylase, Pepsina, Bile e
Pancreatina 3x (Sigma, EUA), CaClz(H20)2 (Vetec, Brasil), (NH4)2CO3 (Synth,
Brasil), KCI (Merck, Alemanha), NaCl (Merck, EUA), MgCl2(H20)s (Sigma, EUA),
NaHCOs (Synth, Brasil), HCI (Qhemis, Brasil), KH2PO4 (Sigma-Aldrich, EUA),
NaOH (Vetec, Brasil).

As curvas de calibragdo e os ensaios de adigcdo e recuperagdo foram
realizados a partir da diluicdo de uma solucdo estoque multielementar para ICP
(Sigma Aldrich, Alemanha), contendo 100 mg L de cada analito. Ja para as
curvas de calibracéo utilizadas para determinacdo do teor de carbono residual
das amostras, foi realizada a partir de uma solucao estoque de dextrose (Synth,
Brasil).

Para avaliar o teor de compostos polifendlicos utilizou-se CH3OH (Sigma-
Aldrich, SP, Brasil), HCI (Merck, Darmstadt, Alemanha), Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich, SP, Brasil) e Na2COs (Sigma-Aldrich, SP, Brasil).

Um material de referéncia certificado de folhas de tomate (CRM-Agro
C1003a) foi utilizado para avaliar a exatiddo do método.

Os materiais e vidrarias utilizados foram previamente descontaminados

através da imersdo em uma soluc¢éo de HNO3 10% (v/v) por 48 horas.
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4.4 Instrumentacao

Para determinacdo das concentracfes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V
e Zn, assim como a determinacao do teor de C, foi utilizado um espectrémetro
de emissédo 6ptica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) da Agilent
Technologies, modelo MP AES 4200 (Melbourne, Austrélia), como apresentado
na Figura 6. O equipamento possui um nebulizador OneNeb, camera de
nebulizacao ciclénica e uma bomba peristaltica com uma tubulacéo para aspirar
a amostra e outra para o descarte do residuo. O plasma foi mantido com gés
nitrogénio obtido do ar atmosférico através de um gerador de nitrogénio (modelo
4107 da Agilent Technologies) com vazées de 20 L min! para o gas de plasma

e 1,5 L min'! para o gas auxiliar.

Figura 6 - Espectrdometro de Emiss&o Optica com Plasma Induzido por Micro-ondas (MIP OES).
Fonte: Adaptado Agilent, 2016.

As medidas foram realizadas em triplicada com tempo de integracédo de 3
segundos, velocidade da bomba peristéltica de 15 rpm, tempo de estabilizacéo
de 15 segundos e correcdo de fundo automatica. Na Tabela 3 é apresentado as

demais condi¢des operacionais do MIP OES.
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Tabela 3: Parametros operacionais do MIP OES para determinacéo

multielementar

Analito Comprimento  Posicédo de visualizagéo Vazéo de
de onda (nm) do plasma (mm) nebulizacdo (L min)

Al 396,152 -10 1

B 249,772 10 0,4
Ba 455,403 10 0,65

C 193,027 0 0,75
Cu 324,754 0 0,6

Fe 371,993 0 0,75

K 766,491 10 1

Mg 285,213 10 0,7
Mn 403,076 0 0,85

\% 309,311 10 0,55
Zn 213,857 0 0,55

Para determinacdo dos compostos polifendlicos utilizou-se um
espectrofotdbmetro UV-Vis (modelo UV1100, Pré-Analise, Cotia, SP). As leituras

de absorbancia foram realizadas utilizando um comprimento de onda de 750 nm.

4.5 Teor de umidade, acidez e so6lidos totais dissolvidos

As determinacbes dos teores de umidade, acidez e sélidos totais
dissolvidos foram realizados de acordo com os procedimentos descritos pelo
Instituto Adolfo Lutz (1AL, 2008).

4.6 Preparo da amostra

Para a decomposicédo das amostras pesou-se 1 g de amostra de lentilha
in natura (~ 0,88 g de massa seca) em tubos de digestédo e adicionou-se 5 mL
de HNOs3 65% (m/m). Os tubos ficaram em repouso por 12 h (overnight).
Posteriormente, o sistema de refluxo com dedo frio foi acoplado aos tubos de
digestdo, os quais foram levados ao bloco digestor a 150 °C por 2 h. ApGs o

resfriamento dos tubos a temperatura ambiente, adicionou-se H202 35% (v/v) em
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duas etapas. Na primeira etapa adicionou-se 2,5 mL e os tubos foram levados
ao aquecimento a 120 °C por 1 h, na segunda etapa adicionou-se mais 2,5 mL
e os tubos foram levados ao aquecimento por mais 1 h. Ao final, a solucdo
resultante foi transferida para frascos de polipropileno e avolumadas a 50 mL
com agua desionizada. Para andlise das amostras, as mesmas foram filtradas

com um papel filtro quantitativo e diluidas 2,25 vezes.

Para a decomposicdo das amostras de lentilha cozida, ervilha in natura e
ervilha cozida utilizou-se 0 mesmo procedimento, porém com massas de 3,6;
0,88 e 3,4 g respectivamente, correspondente a 0,88 g de massa seca. Todas
as amostras foram decompostas em triplicata e os brancos analiticos foram

preparados da mesma forma.

4.7 Teor de carbono residual

Na determinacéo do teor de carbono residual foi utilizado uma solucéo de
5% (m/v) de dextrose. A curva de calibracéo foi construida com concentraces
que variaram de 0,05 a 1 % (m/v) e as determinacdes foram realizadas

utilizando-se a técnica de MIP OES.

4 8 Bioacessilidade

Para os ensaios de bioacessibilidade utilizou-se um método de digestédo
gastrointestinal in vitro, adaptado de Minekus et al., (2004). Este estudo foi
realizado apenas para as amostras de lentilha e ervilha cozidas, visto que o

consumo dessas leguminosas € feito em sua forma cozida.

Logo, para a simulagdo da primeira etapa do sistema digestivo (boca),
pesou-se 5 g de amostras em frascos de polipropileno e adicionou-se 4 mL de
saliva (Amylase, KCI, KH2PO4, NaHCO3, MgCl2(H20)s, (NH4)2CO3 e HCI) nas
amostras de lentilha e 8 mL de saliva nas amostras de ervilha, e 1 mL de CaCl:
7,5 mM. Apo6s verificar o pH, ajustou-se o0 mesmo com NaOH até pH 7.
Posteriormente, as amostras foram levadas ao banho Dubnoff com agitacéo a
uma temperatura de 37 °C por 10 min.

Para a simulacdo da segunda etapa (digestédo estomacal), adicionou-se
9,1 mL de suco gastrico (Pepsina, KCI, KH2PO4, NaHCOs3, NaCl, MgClz(H20)s,
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(NH4)2COs e HCI), 700 uL de CaClz 2 mM e ajustou-se o pH a 3 com HCI. Apos,
as amostras foram levadas ao banho Dubnoff com agitagéo, a 37 °C por 2 h.

Para a simulacao da ultima etapa (digestéo intestinal), adicionou-se 18,5
mL de suco intestinal (Pancreatina, bile, KCI, KH2POs4, NaHCOs, NaCl,
MgCl2(H20)s e HCI), 1,35 mL de CaCl2 9 mM e ajustou-se o pH a 7 com NaOH.
Apds, as amostras foram levadas ao banho Dubnoff com agitacéo, a 37 °C por
2 h.

Ao final, as amostras foram colocadas em um banho de gelo por 20 min,
para inativacdo das enzimas. Apds, as amostras foram centrifugadas a 11.000
rpm por 20 min, a fim de separar a parte liquida (fragéo bioacessivel) da parte
sélida (fracdo ndo bioacessivel) que corresponde a parte que seria excretada
pelo organismo, como mostra a Figura 7. Posteriormente, a fracao bioacessivel
foi filtrada e diluida 3 vezes para posterior analise utilizando o MIP OES. J& a
parte solida (fracdo ndo bioacessivel) foi decomposta utilizando o método de
preparo de amostra para determinacao total descrito no item 4.6, para avaliar a

exatidao dos resultados de concentracéo através do balanco de massa.

50ml

A5

Figura 7 - Fracao bioacessivel (sobrenadante) e fracdo ndo bioacessivel (parte sélida).

4.9 Analise de polifenois
Na determinacdo do teor de polifendis totais, foi utilizado uma
metodologia adaptada de Louzada et al., (2022). Assim, para a extragcao dos

compostos fendlicos, pesou-se aproximadamente 581 mg das amostras cozidas
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em frascos de polipropileno. Apos, adicionou-se 5 mL de solucao extratora 50%
(v/v) contendo metanol e HCI 1,2 mol L e os frascos foram levados ao banho
Dubnoff a 90 °C por 3 horas. Ao resfriar em temperatura ambiente, o volume dos
frascos foi completado até 10 mL com metanol puro e os mesmos foram
centrifugados a 5.000 rpm por 5 min. Dessa forma, o sobrenadante obtido apds
a centrifugacéo é o extrato de polifenol.

Em seguida, 300 uL dos extratos de polifenois foram misturados com 750
uL de reagente de Folin-Ciocalteu 1:1 (v/v) (Folin-Ciocalteu e H20 desionizada).
Apds 5 min, adicionou-se 750 uL de Na2COs 20% (m/v) e os frascos foram
avolumados a 6 mL com agua desionizada. Para completar a reacdo, as
solucdes ficaram em repouso por 30 mim a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz.

Para quantificagdo dos polifendis totais foi utilizado um espectrofotdmetro
com absorbancia em 750 nm. As curvas de calibracdo foram preparadas em
meio de acido galico com uma faixa linear de 0 a 14 mg L e os resultados foram
expressos em miligramas de acido gélico equivalentes por 100 gramas de
amostra seca (mg GAE/100 g).

4.10 Parametros de mérito

Os parametros de mérito avaliados neste estudo foram faixa linear de
trabalho, linearidade, limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ), precisdo e
exatiddo. Os célculos utilizados para avaliacdo desses parametros foram
baseados nas orientacdes do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (INMETRO, 2020).

4.10.1 Faixalinear de trabalho e linearidade

A faixa linear utilizada para Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn foi de 0,1
a5,0mg L1, parao Cde 0,05a1 % (m/v). Alinearidade foi avaliada através do
coeficiente de correlacdo linear (R) da curva de calibracdo. A linearidade é

considerada satisfatoria quando os valores de R s&o maiores ou iguais a 0,99.
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4.10.2 Exatiddo

A exatiddo do método foi avaliada através de ensaios de adicdo e
recuperacédo do analito em trés niveis de concentracdo, nas amostras de lentilha
e ervilha in natura. As concentracdes adicionadas foram feitas com base na faixa

de calibragao da curva analitica.

Um material de referéncia certificado de folhas de tomate (CRM-Agro
C1003a) tambeém foi utilizado para avaliar a exatiddo do método. Assim como
também, uma mistura desse CRM com a amostra de lentilha in natura. Para isto,
foi utilizado 50% de massa do CRM e 50% de massa da amostra de lentilha, ou
seja, foi utilizado 0,44 g de CRM e 0,44 g de amostra com base na massa seca.
O calculo da porcentagem de recuperacdo dessa mistura € apresentado na

equacao 1 e foi realizado conforme descrito por Pereira et al., (2020).
N VD N
Recuperacéo (%) = VR x 100 Equacéo 1

Onde:
VD = Valor detectado para a mistura do CRM mais amostra de lentilha
VR = Valor de referéncia para a mistura do CRM mais amostra lentilha, obtido
através dos resultados do CRM nas condi¢cBes do método e correlacionado com
a massa pesada (0,44 g).

A exatiddo do método sera considerada aceitavel obtendo-se recuperacdes
na faixa entre 80 e 120% (FDA, 2020).

4.10.3 Exatidao da bioacessibilidade

A exatiddo do ensaio de bioacessibilidade foi realizada através do balanco
de massa, o qual considerou-se a concentracao total do analito, a concentracéo
bioacessivel e a concentracdo néo bioacessivel. O célculo de porcentagem de
recuperacao é apresentado na equacéao 2 e foi realizado conforme descrito por
Souza et al. (2019).

(CB+CNB)
—

Recuperacéo (%) = CT

100 Equacéao 2

Onde:
CB = Concentracédo do analito bioacessivel

CNB = Concentracdo do analito ndo bioacessivel
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CT = Concentracgao total do analito na amostra

411 Tratamento estatistico

Os resultados das concentragdes totais para amostras in natura e cozidas
foram submetidas a andlise de variancia ANOVA e ao teste Tukey para
comparagao das médias ao nivel de significancia de 5 % entre as diferentes
marcas analisadas. Para avaliar a diferencga estatisticamente significativa entre
as amostras in natura e cozidas foi utilizado o teste T de Student a um nivel de
significancia de 5 %. Analises de correlacéo de Pearson também foram utilizadas
a fim de correlacionar concentragbes bioacessiveis com o teor de polifendis.

Todos os testes foram realizados utilizando o software Statistica 7.0.

5. Resultados e Discussao
5.1 Teor de Umidade

A composicdo fisico-quimica consiste na proporcdo dos grupos
homogéneos de substancias presentes nos alimentos, fornecendo o valor

nutricional dos mesmos (Silva et al., 2007).

Dentre os parametros fisico-quimicos, a umidade representa a quantidade
de agua presente nos alimentos, seja umidade de superficie que se refere a 4gua
livre ou a umidade de adsorc¢éao, referente agua ligada encontrada no interior do
alimento (AL, 2008). Logo, os teores de umidade encontrados nas amostras de
lentilha e ervilha (in natura/cozida) estdo expressos na Tabela 4, esses valores
sao extremamente importantes para auxiliar na interpretacéo dos resultados de
concentracdo dos analitos em funcdo da massa seca e permitir a correta
comparacao das diferentes amostras antes e apds o seu cozimento. Além disso,
o teor de umidade presente no alimento influencia significativamente na etapa
de preparo de amostras, diluindo os reagentes e consequentemente afetando o

processo de mineralizacéo acida das amostras.
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Tabela 4: Teor de umidade em % para a lentilha e ervilha (in natura/cozida)

Amostras X + SD (RSD, %)
Lentilha in natura 11,4+£0,1 (0,9
cozida 75,8 £0,4 (0,5)

Ervilha in natura 70,5+ 0,7 (1,0)
cozida 74,2 + 0,2 (0,3)

X = Média; SD = Desvio padrdo; RSD = Desvio padrio relativo em %

Através dos resultados é possivel observar que os teores obtidos para
lentilha in natura e cozida foram concordantes com os valores expressos na
Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO), que reporta um teor de
umidade de 11,5% para lentilha in natura e 76,3% para lentilha cozida (TACO,
2011). Ja para a ervilha néo foi possivel comparar os teores encontrados neste
estudo com a TACO, pois a mesma reporta apenas os teores de umidade para
ervilha em vagem e ervilha enlatada. Para ervilha congelada a United States
Department of Agriculture (USDA) reporta um teor de umidade de 79,98% para
ervilha in natura e de 79,52% para ervilha cozida (USDA, 2016). A diferenca
entre os teores de umidade obtidos e teores relatados pela USDA pode ser
devido as diferentes condicbes climaticas, transporte e armazenamento, visto
gue a umidade é um fator que depende diretamente dessas condi¢des (Carvalho,
2007). Além disso, o processo de congelamento utilizado também pode

influenciar nos teores de umidade.

5.2 Otimizacdo do método de preparo de amostra

Para garantir condicbes mais adequadas de trabalho para etapa de
preparo de amostras, otimizou-se parametros como massa de amostra, tempo
de decomposicdo, temperatura de aquecimento e o volume de H202. As
otimizagdes foram realizadas em func¢éo dos teores residuais de acidez e soélidos
totais dissolvidos, visto que o fabricante do MIP OES recomenda um teor de
acidez de no maximo 5% (v/v) e um teor de sélidos totais dissolvidos de no

maximo 3% (m/v), a fim de preservar os componentes do equipamento.
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Todas as otimizacdes foram realizadas utilizando a amostra de lentilha in

natura da marca 1.

5.2.1 Otimizacdo da massa de amostra

Para otimizacdo da quantidade de amostra variou-se as quantidades em
0,750, 1,0 e 1,5 g, fixando um volume de 5 mL de HNOs, pois este volume € 0
minimo possivel para que o sistema de refluxo funcione corretamente. As
amostras ficaram em repouso durante 12 h (overnight), pois com o aquecimento
direto ocorre uma efervescéncia nas amostras produzindo muita espuma,
causando depoésitos nas partes frias do sistema que levam a dificuldades de
decomposicdo e podendo inclusive provocar perdas de amostra para fora do
tubo digestor. Com o repouso, ocorre uma pré-decomposicao a frio e evita que

apo0s o0 aquecimento ocorra esse inconveniente.

Logo, pesaram-se diferentes massas de amostras nos tubos de digestéo
e adicionou-se 5 mL de HNOs, deixando as amostras em overnight. Apos, 0s
tubos foram levados ao bloco digestor por 3 h a 150 °C, pois essa temperatura
ja foi bastante empregada em decomposi¢des acidas utilizando o sistema de
refluxo, como por exemplo em amostras de produtos de cana-de-agUcar
(Sampaio et al., 2020) e peixes (Alves et al., 2018). Os resultados da otimizacao
da massa de amostra em funcdo da acidez e sélidos totais dissolvidos estdo

expressos na Figura 8.
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Figura 8 - Teor de acidez e sdlidos totais dissolvidos em funcao de diferentes massas de amostra.

Como é possivel observar através do grafico da Figura 8, quanto maior a
massa de amostra, menor € o teor de acidez e consequentemente maior o teor
de sdlidos totais dissolvidos. Para as quantidades de massas (0,75 e 1,0 g), o
teor de sélidos ficou dentro do recomendado (méximo 3% (m/v)). J& para o teor
de acidez, apenas a maior massa (1,5 g) ficou dentro do recomendado (méaximo
5% (v/v)). Porém, as decomposicfes utilizando 1,5 g de amostra ndo foram
eficientes, resultando em grandes quantidades de residuos de facil visualizacao
na solugéo resultante da decomposicéo.

J4 as decomposicdes utilizando 0,750 e 1 g de amostra, ficaram
visualmente melhores. Logo, foi escolhida a massa intermediaria (1 g) a fim de
garantir uma melhor representatividade da amostra com uma eficiente

decomposicao.

5.2.2 Otimizacao do tempo e temperatura

Para a otimizacdo do tempo de decomposicdo e a temperatura de
aquecimento do bloco digestor, utilizou-se 1 g de amostra e 5 mL de HNOs
variando-se o tempo em 2, 3 e 4 horas, e a temperatura em 150, 180 e 200 °C.

Os resultados da otimizacéo estdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5: Efeito do tempo e da temperatura em funcao do teor de acidez e

solidos totais dissolvidos

Temperatura Tempo Acidez Solidos totais
(°C) (h) % (VIV) dissolvidos % (m/v)
2 5,66 2,2
150 3 5,48 2,0
4 5,19 1,3
2 5,66 19
180 3 5,13 1,8
4 5,07 1,7
2 5,58 2,5
200 3 5,34 2,3
4 5,28 2,1

Como é possivel observar, conforme aumenta-se a temperatura do bloco
digestor h4 uma pequena diminuicdo no teor de acidez e sodlidos totais,
independentemente do tempo. Porém, em 200 °C a acidez e os sélidos comecam
a aumentar, provavelmente devido ao fato de que em elevadas temperaturas o
processo de condensacdo do acido seja maior, reagindo menos com a amostra.
Além disso, o retorno do acido para a solucao ap0s o processo de condensacéo
€ na forma de uma solucdao fria, e como ha um aumento na condensacédo acaba
gerando continuamente essa solucao fria, podendo prejudicar a decomposicao
das amostras.

Apesar da temperatura de 180 °C obter o menor teor de acidez e soélidos,
visualmente ndo houve diferenca na decomposicao entre a temperatura de 180
e 150 °C. Ademais, a diferenca do teor de acidez e sdlidos entre as duas
temperaturas foi pequena (décimos). Ja em relacdo ao tempo, conforme
aumenta-se o tempo, diminuem os teores de acidez e soélidos, mas essa
diferenca também € considerada pequena.

Logo, fixou-se o tempo de 2 horas e a temperatura de 150°C, afim de se
evitar a perda de elementos volateis, visto que temperaturas acima de 150 °C
pode causar a perda de alguns elementos volateis, conforme ja relatado por

Oreste et al. (2013) em estudo realizado para determinacdes de Hg.
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5.2.3 Otimizacao do volume de H20:2

A fim de garantir uma decomposicdo mais eficiente foram testados
diferentes volumes de H20: utilizado como um oxidante auxiliar. Para esta
otimizacgdo, pesou-se 1 g de amostra nos tubos de digestéo e adicionou-se 5 mL
de HNOs, ficando em overnight. Posteriormente, os tubos foram levados para
decomposicdo a 150 °C por 2 h. Apds, os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e foram adicionados 3, 4 e 5 mL de H202 em duas etapas. Na primeira
etapa apds as 2 h de decomposicao e resfriamento dos tubos, adicionou-se
metade da quantidade de H202e o0 mesmo foi levado ao agquecimento por mais
1 h a 120°C. Apos, foi adicionado a outra metade do H202 e levou-se ao
aguecimento por mais 1 h, totalizando 4 horas de decomposicdo. Assim, 0s

resultados dessa otimizacao podem ser observados através da Figura 9.
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Figura 9 - Efeito dos diferentes volumes de H202 em fung&o do teor de acidez e solidos totais
dissolvidos

Como é possivel observar, a partir de 4 mL o teor de acidez se manteve
estavel, obtendo-se uma acidez de 4,5 % (v/v) tanto para 4 mL quanto para 5
mL. Porém, com a utilizacdo de 5 mL de H202 a decomposicéo foi visualmente
mais eficiente, obtendo-se uma solucao resultante mais limpida. Por isto, fixou-
se um volume de 5 mL de H202, no qual obteve-se uma solucéo resultante com
um teor de acidez de 4,5 % (v/v) e 0,5 % (m/v) de sdlidos totais dissolvidos.

Sendo assim, através das otimizagbes o método de preparo de amostra

consiste em pesar 1 g de amostra nos tubos de digestdo e adicionar 5 mL de
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HNOs3s, deixando os tubos em overnight. Posteriormente, os tubos séo levados
ao bloco digestor por 2 h a 150 °C. Apds o resfriamento dos mesmos, sdo
adicionados 2,5 mL de H20:2 e levados ao aquecimento por mais 1 h a 120 °C. E
por fim, sdo adicionados mais 2,5 mL de H202 e levados ao aguecimento por
mais 1 h, totalizando 4 horas de decomposi¢cdo. Para decomposicdo das

amostras de ervilha utilizou-se 0 mesmo procedimento.

5.3 Teor de carbono residual

A fim de avaliar a eficiéncia da decomposicéo das amostras foi realizado
a determinacéo do teor de carbono residual. O teor médio de carbono residual
encontrado nas solugdes resultantes das amostras de lentilha in natura foi de
0,08 % (m/v) e 0,11 % (m/v) para lentilha cozida. Ja para a ervilha in natura os
teores ficaram abaixo do limite de quantificacéo (LQ), e para ervilha cozida foi de
0,07 % (ml/v). Logo, através dos baixos valores de carbono residual obtidos,
confirma-se que a decomposi¢ao acida com sistema de refluxo foi eficiente para

decomposigcao dessas amostras.

5.4 Parametros de mérito

As curvas de calibracdo foram construidas em meio de acido nitrico a 2%
(v/v). Assim, parametros de mérito como faixa linear de trabalho, linearidade,
coeficiente de correlacéo linear e limites de deteccdo e quantificacdo para as
determinacdes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn, estdo apresentados na
Tabela 6. J& os parametros de mérito para o C estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 6: Parametros de mérito para Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn obtidos
pelo MIP OES.

a

Analito R Faixa Linear LD’ LQ" LD™ LQ™
(L mg™)

Al 8.154 0,999 0,1-5,0 0,001 0,004 0,127 0,511

B 8.023 0,998 0,1-5,0 0,009 0,03 1,150 3,835

Ba 115.479 0,999 0,1-5,0 0,0001 0,0002 0,012 0,025
Cu 55.331 0,999 0,1-5,0 0,0004 0,001 0,051 0,128

Fe 3.691 0,999 0,1-5,0 0,005 0,015 0,639 1,917
K 21.639 1 0,1-5,0 0,002 0,007 0,255 0,894
Mg 72.996 0,999 0,1-5,0 0,001 0,002 0,127 0,255
Mn 12.136 0,999 0,1-5,0 0,001 0,002 0,127 0,255
\Y 33.888 0,999 0,1-5,0 0,006 0,02 0,766 2,556
Zn 25.845 0,999 0,1-5,0 0,003 0,009 0,383 1,150

a: inclinagédo da curva; R: coeficiente de correlagéo linear; faixa linear (mg L"; LD: Limite de
deteccgao; LQ: Limite de quantificagao; * Instrumental; ** Método

Tabela 7: Parametros de mérito para determinacéo de C por MIP OES.

Faixa Linear
Analito a R LD (% m/v LQ (% m/v
(% mv) (% m/v) Q (% miv)

C 4.031 0,994 0,056-1 0,01 0,06

Como é possivel observar, em ambas as tabelas se obteve uma boa
linearidade com coeficiente de correlagéo linear (R) > 0,99 em uma ampla faixa
linear. Além disso, os limites de deteccao (LD) e quantificacao (LQ) mostraram-
se adequados para a determinacgéo das concentra¢des totais de Al, B, Ba, C, Cu,

Fe, K, Mg, Mn, V e Zn nas amostras de lentilha e ervilha.

5.4.1 Avaliacéo da exatiddo e precisdo

Devido a auséncia de um material de referéncia certificado especifico para
lentilha ou ervilha, utilizou-se um CRM de folhas de tomate (CRM-Agro C1003a)
para avaliar a exatiddo e precisdo do método desenvolvido. Assim como

também, uma mistura desse CRM com a amostra 1 de lentilha in natura, para
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obter a presenca da matriz na avaliacdo da exatiddo do método. Os resultados
da andlise do CRM e do CRM com a amostra estdo expressos nas Tabelas 8 e

9 respectivamente.

Tabela 8: Concentragdes de Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn no CRM-Agro C1003a em
mg kg

X + SD (RSD, %)

Analito  Valor certificado Valor determinado Recup:)eragéo
Cu 1.130 + 140 1.109 £ 18 (1,6) (9/;)
Fe 1.120 £ 190 1.221 + 36 (3,0) 109
K 43.300 £ 3.800 48.152 + 3.545 (7,4) 111
Mg 4.110 + 360 4.237 +71(1,6) 103
Mn 470 + 69 539 + 8 (1,5) 115
Zn 375+50 44,7 £ 2,0 (4,5) 119

X = Média; SD = desvio padrao; RSD = desvio padrio relativo

Tabela 9: Concentragdes de Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn no CRM-Agro C1003a com
a amostra 1 de lentilha em mg kg*

X+SD
Analito Amostra CRM Valor Valor Rec.
referéncia determinado (%)
(CRM + Amostra) (CRM + Amostra)

Cu 5,75+ 0,01 5545+ 9,0 560+ 9 558 + 35 100
Fe 72 +3 610,5 + 18,0 682,5+ 21,0 570 + 38 83

K 4.433+77 24.076+1.773 28.509 + 1.850 29.063 + 3.682 102

Mg 488 + 3 2.119+ 36 2.607 + 39 2.397 + 41 92
Mn 7,67 £0,01 270t 4 278 £ 4 282 + 17 101
Zn 18,5+ 0,7 22,4+0,9 41 +2 41 +1 100

X = Média; SD = desvio padréo

De acordo com os resultados, é possivel observar através da Tabela 8
que se obteve boas recuperagdes na avaliacdo do CRM, variando de 98 a 119 %
e desvio padrao relativos (RSDs) inferiores a 7,5 %. Ja as recuperagdes obtidas

na avaliagdo da mistura do CRM com a amostra também foram adequadas,
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variando de 83 a 102 % conforme mostrado na Tabela 9, demostrando assim
uma boa exatidao e precisao do método.

Além disso, foi realizado um estudo complementar, com os ensaios de
adicdo e recuperagao do analito, pois alguns analitos como Al, B, Ba e V n&o
estavam disponiveis no certificado do material de referéncia utilizado neste
estudo. Os ensaios de adigao e recuperacao foram feitos em trés niveis de
concentragdo (0,5; 0,75 e 1 mg L) baseados na faixa de calibragdo da curva
analitica. Os resultados sdo apresentados ja multiplicado pelo fator de diluigéo
das amostras, conforme mostrado na Tabela 10 para lentilha e na Tabela 11 para

ervilha.
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Tabela 10: Concentragbes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn ap0s

diferentes adicées em mg L! na amostra 1 de lentilha in natura.

Analito Adicdes Encontrado Recuperacéao

(mg L™ X + SD (RSD, %) (%)

0 0,79 £ 0,01 (1,3) -

Al 1,125 1,86 + 0,03 (1,6) 95
1,687 2,68 £ 0,04 (1,5) 112
2,25 3,06 £ 0,11 (3,6) 101

0 0,087 + 0,001 (1,1) -

B 1,125 1,03 +0,01(1,0) 84
1,687 1,43+ 0,01 (0,7) 80

2,25 1,90 + 0,07 (3,7) 81

0 0,067 £ 0,001 (1,5) -

Ba 1,125 1,13 + 0,03 (2,6) 94
1,687 1,43+ 0,02 (1,4) 81

2,25 2,04 £ 0,02 (1,0) 88

0 0,20 £ 0,01 (5,0) -

Cu 1,125 1,24 + 0,02 (1,1) 92
1,687 1,60 + 0,13 (8,1) 83

2,25 2,08 £ 0,05 (2,4) 83

0 2,5+0,1(4,0) -
Fe 1,125 3,65 £ 0,07 (1,9) 102
1,687 3,92 £ 0,14 (3,6) 84

2,25 4,34 + 0,06 (1,4) 82

0 156 £ 3 (1,9) -
K 50 215,0 + 3,5 (1,6) 118
75 236,0 + 3,5 (1,5) 107
100 256,5 + 2,1 (0,8) 100

0 17,17 £ 0,11 (0,6) -
Mg 7,5 25,9+0,5(1,9) 116
11,25 29,0+0,4 (1,4) 105
15 33,0+ 0,3(0,9) 105

0 0,27 £ 0,01 (3,7) -

Mn 1,125 1,32+ 0,02 (1,5) 93
1,687 1,66 + 0,13 (7,8) 82

2,25 2,10 £ 0,02 (1,0) 81

0 0,30 £ 0,01 (3,3) -

Vv 1,125 1,36 + 0,03 (2,2) 94
1,687 1,72+0,14 (8,1) 84

2,25 2,20+ 0,02 (0,9) 84

0 0,65+ 0,02 (3,1) -

Zn 1,125 1,65 + 0,03 (1,8) 89
1,687 2,0+0,1 (5,0 80

2,25 2,46 + 0,05 (2,0) 80

X = Média; SD = Desvio padrdo; RSD = Desvio padrao relativo em %.
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Tabela 11: Concentragdes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn ap6s diferentes

adigdes em mg L' na amostra 1 de ervilha in natura

Analito Adicdes Encontrado Recuperacéao

(mg L™ X + SD (RSD, %) (%)

0 0,125 £ 0,001 (0,8) -
Al 1,125 1,33 £ 0,01 (0,8) 107
1,687 2,02 £ 0,09 (4,5) 112
2,25 2,68 + 0,08 (3,0) 114

0 0,067 + 0,001 (1,5) -
B 1,125 1,38 + 0,03 (2,2) 117
1,687 2,05+ 0,11 (5,2) 118
2,25 2,71+ 0,17 (6,3) 117

0 0,067 £ 0,001 (1,5) -

Ba 1,125 1,12 + 0,01 (0,9) 94
1,687 1,64 + 0,05 (3,0) 93

2,25 2,16 £ 0,02 (0,9) 93

0 0,15+ 0,01 (6,6) -

Cu 1,125 1,21+ 0,01 (0,8) 94
1,687 1,73 + 0,06 (3,5) 94

2,25 2,25+ 0,07 (3,1) 93

0 1,04 + 0,04 (4,0) -

Fe 1,125 2,0+£0,1 (5,0 85
1,687 2,77 £ 0,06 (2,2) 102
2,25 3,52+0,25(7,1) 110

0 66,0 £ 5,3 (8,0) -
K 50 123,3+ 7,0 (5,6) 115
100 186,0 + 3,0 (1,6) 120
150 221,0 + 15,5 (7,0) 103

0 26,2+ 0,1(0,4) -
Mg 3,75 30,7 £0,1 (0,3) 120
7,5 34,3+0,4(1,2) 108

11,25 37,4+ 0,6 (1,6) 99

0 0,25 £ 0,01 (4,0) -

Mn 1,125 1,35+ 0,01 (0,7) 98
1,687 1,91+ 0,09 (4,7) 98

2,25 2,46 + 0,06 (2,4) 98

0 0,13+ 0,01 (7,7) -

Vv 1,125 1,15+ 0,01 (0,8) 91
1,687 1,68 + 0,11 (6,5) 92

2,25 2,08 £ 0,06 (2,8) 87

0 0,56 £ 0,04 (7,1) -

Zn 1,125 1,55+ 0,08 (5,2) 88
1,687 2,10 £ 0,01 (0,5) 91

2,25 2,49 + 0,11 (4,4) 86

X = Média; SD = Desvio padrdo; RSD = Desvio padrao relativo em %.

Como é possivel observar, nas Tabelas 10 e 11 foram obtidas boas

recuperacoes para todos os analitos, as quais variaram de 80 a 118 % na lentilha

e de 85 a 120 % na ervilha, com RSDs sempre inferiores a 8,2 %. Assim, 0s

resultados obtidos neste estudo indicam a boa exatidao e precisdo do método
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desenvolvido.

5.5 Determinacdo da concentracdo total em lentilha in natura e

cozida

Apés o desenvolvimento do método de preparo de amostras, aplicou-se o
mesmo para determinacao de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn em amostras
de lentilha in natura e cozida utilizando o MIP OES, nos quais os resultados
foram expressos com base na massa seca. Os resultados séo apresentados na
Tabela 12.
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Tabela 12: Concentragdes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn nas trés diferentes marcas de lentilha in natura e cozida em mg

kg’
X+SD (RSD)
Analito Marca 1 Marca 2 Marca 3
In natura Cozido In natura Cozido In natura Cozido

Al 44,7 +0,8(1,8)* 11,1+ 0,9 (8,1) 12,1+1,0(8,3)° <LD 16,3+ 0,9 (5,5)° <LD

B 4,97 £ 0,01 (0,2)° 5,09 + 0,02 (0,4)® 7,8+1,0(12,8)2 5,10 + 0,01 (0,2)® 5,67 £0,01(0,2)*" 6,34 +0,02(0,3)"
Ba 3,83 +0,01(0,3)° 3,8+0,1(2,6)8 2,84 + 0,01 (0,3)¢" 3,8+£0,1(2,6)8 4,25 + 0,01 (0,2)* 5,0+0,1(2,0"
Cu 11,50 + 0,01(0,1)* 10,27 + 0,02 (0,2)" 8,51 + 0,01 (0,1)* 7,36 + 0,01 (0,1)¢ 10,0 £ 0,1(1,0)° 9,8 +0,1(1,0)®
Fe 144 + 6 (4,2)* 84,0+ 2,5(3,0)8 74,7 +£1,6(2,1)° 74,8 £ 0,7 (0,9)¢ 78 £ 2(2,5)" 90 +1(1,1)”

K 8.866 + 153 (1,7) 7.171 £ 213(3,0)8 9.615 + 307 (3,2)? 7.235 + 26 (0,3)® 9.052 + 167(1,8)*"  7.892 + 74(0,9)*
Mg 975,5+6,1(0,6)? 993 +2(0,2)® 787 £6(0,7)¢ 976,3 £ 0,7 (0,1)¢ 860,3+10,2(1,2)* 1040 +5(0,5)"
Mn 15,34 £ 0,01 (0,1)2 16,0 + 0,7 (4,4)"® 12,77 £0,01(0,1)* 14,5+0,7(4,8)® 14,7 + 0,8 (5,4)* 17,1+ 0,8 (4,7)*

Vv 16,61 + 0,01 (0,1)? <LQ 5,67 + 0,01 (0,2)° <LQ 5,70 £ 0,01 (0,2)° <LQ
Zn 37,0+ 1,3(3,5)" 36,5+ 1,5(4,1)8 38,3 +1,4(3,6)” 35,7+ 1,2(3,4)"8 46,0 £1,0(2,2)? 49,0+ 1,0(2,04

X= média; SD= desvio padréo; RSD= desvio padrao relativo (%)

<LD = concentragéo abaixo do limite de detec¢ao

<LQ-= concentracéo abaixo do limite de quantificacdo

Diferentes letras minusculas na mesma linha apresentam diferenca significativa entre as diferentes marcas de lentilha in natura, de acordo com o teste Tukey (p < 0,05) e

diferentes letras maiusculas na mesma linha apresentam diferencga significativa entre as diferentes marcas de lentilha cozida.

"Apresentam diferenca significativa entre as amotras in natura e cozida para cada marca de lentilha, de acordo com o teste t de Student (p < 0,05)
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Como ¢é possivel observar, as maiores concentragdes determinadas nas
amostras de lentilha foram para K, Mg, Fe e Zn.

O K contribui para a osmolaridade intracelular e para atividade no sistema
nervoso, sendo importante para o crescimento normal e para construcao
muscular (Zoroddu et al., 2019; Pohl et al., 2013). As concentracdes de K obtidas
neste estudo variaram de 8.866 a 9.615 mg kg™' na lentilha in natura e de 7.171
a 7.892 mg kg na lentilha cozida. Concentragdes proximas a essas também
foram relatadas por Wang et al., (2009), Hefnawy (2011) e Ray et al., (2014), os
quais relatam concentragdes de 8.435 a 9.430 mg kg™!, 9.600 mg kg’ e 8.802 a
10.024 mg kg' de K para lentilha in natura, respectivamente. Ja as
concentracdes de K para as amostras cozidas neste estudo, foram superiores
as concentragdes relatadas por Wang et al., (2009) de 4.565 a 6.430 mg kg' e
Hefnawy (2011) de 4.200 mg kg

O Mg atua como cofator em mais de 300 reacdes enzimaticas que regulam
as reacgfes bioquimicas do corpo, sendo também fundamental para estrutura
0ssea e muscular (Zoroddu et al., 2019; Grober et al.; 2015). As concentragbes
de Mg variaram de 787 a 975,5 mg kg™ na lentilha in natura e de 976,3 a 1.040
mg kg™ na cozida. Sendo estas, proximas as concentragdes relatadas por Wang
et al., (2009) para lentilha in natura (993 a 1.090 mg kg'') e Suliburska&Krejpcio
(2011) (865 mg kg™). Para lentilha cozida Wang et al., (2009) também relatam
concentragbes proximas de 795 a 1.035 mg kg’ de Mg, assim como Hefnawy
(2011) com concentracédo de 1.180 mg kg~ de Mg.

O Fe é um elemento essencial para a homeostase celular e diversas
reacles bioldgicas, participando também da formacdo de diversas proteinas
(Grotto, 2010). As concentragbes de Fe variaram de 74,7 a 144 mg kg’ na
lentilha in natura e de 74,8 a 90 mg kg™ na cozida. Cabrera et al., (2003) relatam
concentracdes de 64,6 a 74,7 mg kg, Wang et al., (2009) de 62,5 a 91,8 mg kg
' e Ray et al., (2014) de 75,6 a 100 mg kg’ de Fe na lentilha in natura. Para
lentilha cozida as concentragdes de Fe obtidas neste estudo foram superiores
as relatadas por Hefnawy (2011), Lazarte et al., (2015) e Wang et al., (2009).

O Zn é um micronutriente essencial, pois atua em inumeras fungdes
corporais como replicacdo, transcricdo e sintese proteica. Além disso, 0 zinco

possui um papel importante na fungéo imune e cicatrizagdo de feridas (Lin et al.,
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2017; Mlyniec et al., 2014). As concentragdes de Zn variaram de 37 a 46 mg kg
" na lentilha in natura e de 35,7 a 49,0 mg kg™' na cozida. ZIA-UL-HAQ et al.,
(2011) relatam concentragdes de Zn variando de 39 a 46 mg kg™' na lentilha in
natura e Hefnawy (2011) uma concentragdo de 43 mg kg™!, sendo estas proximas
as determinadas neste estudo. Para lentilha cozida também foram determinadas
concentragbes de Zn proximas as relatadas por Lazarte et al.,, (2015) que
variaram de 30,3 a 40,2 mg kg-' e por Hefnawy (2011) com concentragdo de 34
mg kg

O Mn também é um micronutriente essencial que atua como cofator em
varias enzimas (Zoroddu et al.,, 2019). As concentragbes de Mn variaram de
12,77 a 15,34 mg kg na lentilha in natura e de 14,5 a 17,1 mg kg™ na lentilha
cozida. Wang et al., (2009) e Ray et al., (2014) também relataram concentracdes
semelhantes, variando de 10 a 15 mg kg e de 12,2 a 14,8 mg kg' de Mn em
lentilha in natura, respectivamente. Para lentilha cozida, as concentragdes de Mn
ficaram préximas as reportadas por Hefnawy (2011), 18 mg kg™'.

O Cu atua como redutor de algumas enzimas e é importante para o
desenvolvimento dos tecidos conjuntivo e dos ossos (Fraga, 2005). As
concentragdes de Cu variaram de 8,51 a 11,50 mg kg™' na lentilha in natura e de
7,36 a 10,27 mg kg™' na cozida. Resultados semelhantes aos do presente estudo
também foram relatados por outros autores, Wang et al., (2009) ao avaliar
diferentes variedades de lentilha in natura obtiveram concentra¢des de Cu de 7,9
a11,3mg kg e de 8,6 a 12,4 mg kg™' para lentilha cozida. Hefnawy (2011) relata
uma concentragédo de Cu de 10 mg kg™! para lentilha in natura e 7,3 mg kg™ para
lentilha cozida.

Apesar de ndo ser tdo conhecido quanto os minerais essenciais citados
acima, pesquisas recentes revelam que o boro também pode ser um nutriente
essencial para animais e humanos (Khaliq et al.,, 2018). Para o B, as
concentracdes variaram de 4,97 a 7,8 mg kg™ na lentilha in natura e de 5,09 a
6,34 mg kg’ na lentilha cozida. Vandemark et al., (2018) relatam uma
concentragdo média de 7,97 mg kg de B na lentilha in natura.

O V também possui uma fungdo no organismo pouco conhecida, no
entanto, alguns estudos relatam a sua associagdao na manutencéo das fungdes

normais do corpo e suas propriedades antidiabéticas (Peixoto, 2006; Mukherjee
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et al., 2004). As concentragées de V variaram de 5,67 a 16,61 mg kg™' na lentilha
in natura e para a cozida as concentragbes ficaram abaixo do limite de
quantificacéo (LQ) do método. Até o momento n&o foi encontrado na literatura
estudos sobre os teores de V em amostras de lentilha.

O Al é um elemento ndo essencial, visto que nao possui nenhuma funcao
bioldgica conhecida, podendo ter efeito toxico e acumulativo causando diversas
doencas (Silva et al., 2012). As concentragOes de Al variaram de 12,1 a 44,7 mg
kg™' na lentilha in natura, para lentilha cozida a concentragdo de Al foi de 11,1 mg
kg na amostra 1, nas demais amostras as concentragées ficaram abaixo do LD.
Concentragdes proximas a estas foram relatadas por Cabrera et al., (2003)
variando de 8,3 a 45,8 mg kg' de Al para lentilha in natura.

O Ba também €é um elemento ndo essencial que dependendo da
solubilidade dos seus compostos ha agua ou no estdbmago podem causar efeitos
nocivos a saude (ATSDR, 2007). As concentragdes de Ba variaram de 2,84 a
4,25 mg kg na lentilha in natura e de 3,8 a 5 mg kg™' na lentilha cozida.

Ao avaliar as trés diferentes marcas de lentilha in natura, é possivel
observar que houve uma diferencga significativa (p < 0,05) nas concentragdes de
Al, Ba, Cu e Mg para as trés amostras. Ja para o Fe e V houve diferenga
significativa (p < 0,05) para a amostra 1, para o K e Mn na amostra 2, 0 Zn apenas
para amostra 3 e o B para as amostras 1 e 2. Na lentilha cozida houve uma
diferenca significativa (p < 0,05) nas concentragdes de Cu, Fe e Mg para as trés
amostras. Para B, Ba, K e Zn houve diferenga significativa (p < 0,05) para a
amostra 3, e Mn entre as amostras 2 e 3. Essa diferenga encontrada nas
concentracdes dos elementos entre as diferentes amostras de lentilha, justifica-
se devido ao fato, de que por se tratar de diferentes marcas, elas podem ser
produzidas em locais distintos. Assim, a fertilidade do solo, as caracteristicas
genéticas da planta e do ambiente no qual cresce, pode influenciar na
composi¢cao mineral desse tipo de amostra, conforme descreve Ramirez-
Cadernaz et al., (2008).

Apés as amostras de lentilha passarem por um tratamento térmico para fins
de cozimento, observou-se que houve uma diminui¢céo significativa (p < 0,05)
nas concentragdes de alguns elementos como Al (amostra 1), Cu (amostra 1 e
2), Fe (amostra 1), K (amostra 1 e 2) e Zn (amostra 2), com reducdes de 75%
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para Al, de 11 a 13,5% para o Cu, 42% para o Fe, de 19 a 25% para Ke de 7%
para o Zn. Tal fato pode ser explicado devido ao processo de lixiviagao que
ocorre durante o cozimento, no qual os minerais soluveis sao carregados para
agua de cocgao (Alves et. al. 2011). Alguns autores também observaram uma
diminui¢cdo nas concentracdes desses elementos apds o processo de cozimento
da lentilha. Wang et al., (2009) relataram uma diminuigdo nas concentragdes de
K e Zn, com redugdes média de 37% e 9%, respectivamente. Ojeda et al., (2018)
uma diminuigdo na concentragdo de Cu, com redugédo média de 80,2%. Hefnawy
(2011) uma diminuigao significativa ao utilizar o processo de cozimento em
ebuligdo de K, Cu e Zn, com reducgdes de 56%, 27% e 21%, respectivamente.

Ja para B (amostra 3), Ba (amostra 2 e 3), Fe (amostra 3), Mg (amostra 2
e 3) e Mn (amostra 2 e 3) houve um aumento significativo (p < 0,05) nas
concentracdes apos o cozimento, aumento de 12% para B, 18 a 34% para Ba,
15% para o Fe, 21 a 24% para Mg e 13,5 a 16,3% para Mn. Alguns autores
também relataram um aumento nas concentragdes de alguns elementos apos o
processo de cozimento, Wang et al., (2009) relataram um aumento significativo
médio de 9% para Ca, 13% para Cu e 6% para Mn em lentilhas. Pereira et al.,
(2020) um aumento na concentragdo de Co em amostras de feijdo e Paredes
(2017) um aumento significativo médio de 5% para Mn, 18% para Ca e 9% para
Mg em amostras de feijao.

Sabe-se que leguminosas como lentilha e ervilha possuem alguns fatores
antinutricionais como acido fitico, taninos, polifendis e inibidores de protease e
amilase. No entanto, estudos relatam que o cozimento e outras formas de
processamento podem reduzir ou eliminar esses fatores antinutricionais,
aumentando a qualidade nutricional desses alimentos (Ojeda, 2016; Joshi et al.,
2017).

De acordo com Ramirez-Cardénaz et al., (2008), apés o cozimento houve
uma acentuada redugéo no teor de taninos em diferentes cultivares de feijoes,
com reducgdes de 64 a 83% em relagao aos feijdes crus, 0 mesmo foi observado
para os teores de fitatos que obtiveram uma diminui¢ao apds o cozimento. Uma
reducao significativa nos teores de acido fitico, taninos e atividade inibidora de
tripsina em amostras de lentilha apds o cozimento, também foi relatada por Wang
et al., (2009). Oliveira et al., (2017) em estudo sobre o efeito do cozimento em

amostras de feijao, relatam que devido a elevadas temperaturas utilizadas no
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processo de cozimento, ocorre modificagcbes na composigado de antinutrientes
que inibem a absorgéo de elementos essenciais. Além disso, os autores também
relatam que o cozimento pode causar a desnaturagédo das proteinas e por isto,
interagdes entre proteinas e elementos essenciais podem ser estabelecidas ou

perdidas.

5.6 Determinacao da concentracédo total em ervilhain natura e cozida

O mesmo método de preparo de amostra desenvolvido para a amostra de
lentilha, também foi aplicado para determinagéo de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
V e Zn para as amostras de ervilha in natura e cozida utilizando o MIP OES. Os
resultados foram expressos com base na massa seca e estdo apresentados na
Tabela 13.
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Tabela 13: Concentracdes de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn nas trés diferentes marcas de ervilha in natura e cozida em mg

kg
X+SD (RSD)
Analito Marca 1 Marca 2 Marca 3
In natura Cozido In natura Cozido In natura Cozido
Al 7,10 £ 0,01 (0,1) <LD <LD <LD <LQ <LQ
B 3,83 £0,01(0,3)° <LQ <LQ <LQ 5,77 £ 0,01 (0,2)? <LQ
Ba 3,83+0,01(0,3)* 5,0+0,1(2,0" 3,83+0,01(0,3)* 4,01+0,01(0,2)" 2,54 +£0,01(0,4) 2,67 +£0,01(0,4)°
Cu 8,4 +0,7(8,3)? 6,7 £ 0,7 (10,4)» 4,7+0,1(2,1)* 5,0£0,1(2,0)8 59+0,1(1,7)*” 3,5+0,1(2,8)°
Fe 59 + 3(5,1)* 71,0 +2,0(2,8)" 54,0 +£ 0,7 (1,3) 73,2+2,3(3,1)7 60,0 £ 1,3(2,2)? 51+4(7,8)8
K 3750 + 301 (8,0)° 4584+ 103(2,2)8 6045 + 170(2,8)"" 4964 + 125(2,5) 6804 + 138(2,0)* 2661 + 86(3,2)°
Mg 1488 £ 5(0,3)? 1594 + 59 (3,7)" 1291 + 21 (1,6) 1569 + 11 (0,7)" 1363 + 32 (2,3)* 1037 + 43 (4,1)®
Mn 14,1 +0,1(0,7)* 16,0 £0,1(0,6)8 18,7 £ 0,7 (3,7)* 24,5+ 0,7(2,8)* 14,4 + 0,8 (5,5)° 13,3+0,1(0,7)¢
\Y, 7,2+0,1(1,4) 7,6 +£0,1(1,3)" 6,0 £ 0,1(1,6)* 7,6 +£0,1(1,3)" 7,6 £0,7(9,2)* 4,89 + 0,01 (0,2)®
Zn 32,0 £2,2(6,8)° 40,3+ 2,0(5,0)8 42,7+ 0,7 (1,6)* 51,5+2,0(3,8)" 41 + 2 (4,8)* 26,0+ 0,8(3,1)¢

X= média; SD= desvio padrao; RSD= desvio padrao relativo (%)

<LD = concentragéo abaixo do limite de detec¢ao

<LQ-= concentracéo abaixo do limite de quantificacdo

Diferentes letras minusculas na mesma linha apresentam diferenca significativa entre as diferentes marcas de ervilha in natura, de acordo com o teste Tukey (p < 0,05) e

diferentes letras maiusculas na mesma linha apresentam diferencga significativa entre as diferentes marcas de ervilha cozida.

" Apresentam diferenca significativa entre as amotras in natura e cozida para cada marca de ervilha, de acordo com o teste t de Student (p < 0,05).
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De acordo com os resultados, observou-se que assim como na lentilha, as
maiores concentragdes encontradas na ervilha foram para K, Mg, Fe e Zn.

Para o K, as concentrages variaram de 3.750 a 6.804 mg kg™! na ervilha
in natura e de 2.661 a 4.964 mg kg na ervilha cozida. Makhlouf et al., (1995)
relatam concentragbes de 1.757 a 3.236 mg kg™' de K em ervilhas congeladas in
natura.

Para o Mg, as concentragdes variaram de 1.291 a 1.488 mg kg™' na ervilha
in natura e de 1.037 a 1.594 mg kg™' na ervilha cozida. Erba et al., (2019) para
ervilhas secas, relatam uma concentragdo de 958 mg kg-' de Mg na ervilha in
natura e de 855 mg kg™ na ervilha cozida. As concentragdes de Mg encontradas
neste estudo foram superiores as relatadas por Erba et al., (2019) e inferiores as
relatadas por Rahim et al., (2019), que obtiveram concentra¢cbées de Mg variando
de 1.562,32 a 2.034,28 mg kg -! em diferentes gendtipos de ervilha in natura.

Ja para o Fe, as concentragbes variaram de 54 a 60 mg kg™ para a ervilha
in natura e de 51 a 73,2 mg kg™' para a ervilha cozida. Para ervilhas secas Erba
et al.,, (2019) relatam uma concentragdo de 62 mg kg™' de Fe para a ervilha in
natura e de 40 mg kg™' para ervilha cozida. Ja Bouzari et al., (2015) relatam uma
concentragcao proxima da concentragao minima obtida neste estudo, 54,5 mg kg~
' de Fe para ervilhas congeladas in natura.

Para o Zn, as concentragdes variaram de 32 a 42,7 mg kg™ na ervilha in
natura e de 26,0 a 51,5 mg kg™ na ervilha cozida. Bouzari et al., (2015) relatam
uma concentracédo de 28,3 mg kg™' de Zn na ervilha congelada in natura. Erba et
al., (2019) para ervilhas secas, relatam uma concentracdo de 38 mg kg™' de Zn
na ervilha in natura e de 32 mg kg™! na ervilha cozida. Ja Cabrera et al., (2003)
relatam concentragdes de 32,6 a 40,3 mg kg™’ de Zn em ervilhas verdes frescas
in natura, sendo estas préximas as concentragdes obtidas neste estudo.

Para o Mn, as concentragdes variaram de 14,1 a 18,7 mg kg™' na ervilha in
natura e de 13,3 a 24,25 mg kg'' na ervilha cozida. Rahim et al., (2019) relatam
concentragdes de 10,83 a 20,67 mg kg' de Mn em ervilhas in natura.

Para o Cu, as concentragdes variaram de 4,7 a 8,4 mg kg-' na ervilha in
natura e de 3,5 a 6,7 mg kg™ na ervilha cozida. Bouzari et al., (2015) relatam uma
concentragéo de Cu de 2,7 mg kg™! para ervilha congelada e 2,8 mg kg™! para
ervilha fresca. Assim, as concentracdes de Cu encontras neste estudo foram

superiores aos relatados por Bouzari et al., (2015). Ja Rahim et al., (2019)
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relatam concentragdes de Cu que variam de 6,55 a 10,13 mg kg™! em ervilha in
natura.

Para o B, as concentragbes variaram de 3,87 a 5,77 mg kg™' na ervilha in
natura, ja na ervilha cozida as concentragdes ficaram abaixo do LQ. Rahim et
al., (2019) relatam concentragdes de 7,52 a 10,61 mg kg de B em ervilha in
natura, sendo estas superiores as concentragdes obtidas neste estudo.

Para V, as concentragdes variaram de 6,0 a 7,6 mg kg-' na ervilha in natura
e de 4,89 a 7,6 mg kg'' na ervilha cozida. Assim como na lentilha, para ervilha
também n&o foi encontrado estudos sobre os teores de V presente nessas
amostras.

Para o Ba, as concentragdes variaram de 2,54 a 3,83 mg kg-' na ervilha in
natura e de 2,67 a 5,0 mg kg'' para ervilha cozida. Ndo foram encontrados na
literatura informacgdes sobre os teores de Ba presente em amostras de ervilha.

Ja para Al, a concentragao foi de 7,10 mg kg™’ para amostra 1 e para as
demais amostras as concentragdes de Al ficaram abaixo do LD na ervilha in
natura. Para ervilha cozida, as concentra¢des ficaram abaixo do LD (amostra 1
e 2) e abaixo do LQ na amostra 3. Cabrera et al., (2003) relatam concentra¢des
de Al que variam de 4,0 a 7,7 mg kg™ em ervilhas verdes frescas. Assim, a
concentracao de Al obtida neste estudo foi semelhante a concentragdo maxima
relatada por Cabrera et al., (2003).

Ao comparar as trés diferentes marcas de ervilha congelada in natura, é
possivel observar que houve uma diferenga significativa (p < 0,05) nas
concentracbes de Cu, K e Mg para as trés amostras analisadas. Nas
concentragdes de Fe, Mn e V houve uma diferenga significativa (p < 0,05) para
a amostra 2. Para o B, houve diferengas significativas para as amostras 1 e 3.
Ja o Ba e o0 Zn apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) paras as
amostras 3 e 1, respectivamente. Na ervilha cozida, houve diferengas
significativas (p < 0,05) nas concentragdes de Ba, Cu, K, Mn e Zn para as trés
amostras. J& as concentragdes de Fe, Mg e V apresentaram diferengas
significativas (p < 0,05) apenas para a amostra 3. Conforme ja relatado
anteriormente, essa diferenca nas concentragcdes dos elementos entre as
diferentes amostras, justifica-se devido ao fato, de que as amostras séao
produzidas em locais distintos, conforme especificado nos roétulos das

embalagens. E como descreve Ramirez-Cardenaz et al., (2008), a fertilidade do
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solo, as caracteristicas genéticas da planta e do ambiente no qual cresce, pode
influenciar na composi¢cao mineral desse tipo de amostra. O que justifica
também, as diferengas nas concentragdes de alguns elementos encontrados
neste estudo com os reportados na literatura. Além disso, devido a escassez
sobre os teores de minerais e de elementos potencialmente téxicos encontrados
na literatura para ervilha congelada, foram feitas comparagdes com ervilhas
secas e frescas. No entanto, conforme descreve Nascimento et al., (2016)
dependendo da finalidade a que se destinam (producao de ervilha seca, ervilha
verde enlatada/congelada, ervilha de debulhar ou ervilha-vagem) sao utilizados
diferentes tipos de cultivares. Cabe ressaltar também, que a ervilha congelada
apos a colheita, passa pelo processo de branqueamento antes do congelamento.
Dessa forma, pode ocorrer a lixiviagdo dos minerais, os quais podem ser
extraidos na agua usada no processo de branqueamento (Bouzari et al., 2014).
O que pode justificar as diferengas nas concentragdes obtidas neste estudo com
as concentragcbes relatas na literatura para amostras de ervilhas secas ou
frescas.

Assim como na lentilha, para a ervilha também houve um aumento e/ou
uma diminuicdo nas concentragdes dos elementos apds o processo de
cozimento, aos quais ja foram discutidas anteriormente. Apés o processo de
cozimento, observou-se um aumento significativo (p < 0,05) nas concentragdes
de Ba (amostra 1, 2 e 3), Cu (amostra 2), Fe (amostra 1 e 2), Mg (amostra 2),
Mn (amostra 1 e 2), V (amostra 1 e 2) e Zn (amostra 2), com aumentos de 5 a
30% de Ba, 6,4% para Cu, 20 a 36% de Fe, 22% para Mg, 14 a 31% para Mn, 6
a 27% para V e 21% para Zn. Observou-se também uma diminuig&o significativa
nas amostras cozidas (p < 0,05) para Cu (amostra 3), K (amostra 2 e 3), Mg
(amostra 3), V (amostra 3) e Zn (amostra 3), com redugdes de 41% para Cu, 18
a 61% para K, 24% para Mg, 36% para V e 37% para o Zn. De acordo com Wang
et al., (2008) o cozimento afetou todos os minerais analisados em amostras de
ervilha forrageira, havendo um aumento significativo nas concentragcbes de Ca
(5,4 a 33,2%), Cu (13,6 a 34,3), Mn (5,6 a 9,6%) e P (6,8 a 17,3%) € uma
diminuigdo significativa nas concentragbes de Fe (4,6 a 21,7%), K (34,9 a
51,6%), Mg (3,8 a 8,2%) e Zn (3,6 a 15,5%). Erba et al., (2019) também relatam
uma diminuigdo nas concentragdes de Fe (35%), Mg (11%) e Zn (16%) apds o

cozimento de ervilhas secas nao germinadas.
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5.7 Determinacgéo da fragdo bioacessivel das amostras de lentilha e

ervilha

Os estudos de bioacessibilidade foram realizados apenas para as
amostras de lentilhas e ervilhas cozidas, visto que essas leguminosas s&o
consumidas na forma cozida. Assim, foram determinadas as fracdes
bioacessiveis de Ba, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn. Para Al, B, K e V nao foi possivel
realizar os estudos de bioacessibilidade, pois K esta presente em elevadas
concentragcdes nos sais utilizados durante a digestdo gastrointestinal in vitro.
Para as amostras de lentilha, Al e B ndo obtiveram resultados satisfatorios
durante a avaliagdo da exatiddao do método de digestao gastrointestinal in vitro,
e o V obteve concentragdes abaixo do LQ. Para as amostras de ervilha, o V ndo
obteve resultados satisfatorios durante a avaliagcdo da exatiddo do método e o Al

e B obtiveram concentragdes abaixo do LD e LQ.

Os limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método para a
determinacgéo da fragdo bioacessivel, em mg kg!, foram de 0,004 e 0,008 para
Ba; 0,016 e 0,041 para Cu; 0,206 e 0,619 para o Fe; 0,041 e 0,082 para Mg;
0,041 € 0,082 para Mn e 0,124 e 0,372 para Zn respectivamente. A fim de avaliar
a exatiddo dos resultados, realizou-se o balanco de massa, no qual foi
determinada as concentracbes da fracdo bioacessivel e da fragdo néao
bioacessivel. Para o balanco de massa foi utilizado a amostra 1 de lentilha e a
amostra 2 de ervilha. Os resultados estdo expressos na Tabela 14 e 15

respectivamente.
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Tabela 14: Concentracdo total, bioacessivel e ndo bioacessivel de Ba, Cu, Fe,

Mg, Mn e Zn na amostra 1 de lentilha cozida em mg kg™’

X+SD (RSD)

Analito CT CB CNB BM
(%)

Ba 38+0,1 1,24 + 0,01 (0,8) 2,53+ 0,01 (0,4) 99
Cu 10,27 £ 0,02 6,2+ 0,1 (1,6) 2,53 £ 0,01 (0,4) 85
Fe 84,0£25 <LD 80,5 + 6,6 (8,2) 96
Mg 993+ 2 985,5 + 26,3 (2,6) 192 + 18 (9,3) 118
Mn 16,0 £ 0,7 13,6 + 0,1 (0,7) 5,0 £ 0,1 (2,0) 116
Zn 365+1,5 23,0+ 1,7 (7,4) 16,4+ 0,1 (0,6) 108

X= média; SD= desvio padrao; RSD= desvio padrao relativo (%)

CT = Concentragao total; CB = Concentragao bioacessivel; CNB = Concentragéo nao bioacessivel; % BM
= Porcentagem do balango de massa; <LD = valor abaixo do limite de detecgdo do método.

Tabela 15: Concentracdo total, bioacessivel e ndo bioacessivel de Ba, Cu, Fe,

Mg, Mn e Zn na amostra 2 de ervilha cozida em mg kg

X+SD (RSD)

Analito cT CB CNB BM
(%)

Ba 4,01+ 0,01 <LD 4,0+0,1(2,5) 100
Cu 50+0,1 3,4+0,1(2,9) 0,64 + 0,01 (1,6) 81
Fe 732+2,3 13,2+ 0,8 (6,0) 50,1 + 2,0 (4,0) 86
Mg 1.569 + 11 982 + 43 (4,4) 469 + 7 (1,5) 92
Mn 24,5+0,7 57 +0,1(1,7) 16,0 £ 0,7 (4,4) 88
Zn 51,5+ 2,0 8,8 + 0,6 (6,8) 40,0 +3,7 (9,2) 95

X= média; SD= desvio padrao; RSD= desvio padréo relativo (%)

CT = Concentragao total; CB = Concentragao bioacessivel; CNB = Concentragédo nao bioacessivel; % BM

= Porcentagem do balanco de massa; <LD = valor abaixo do limite de detecgao do método.
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Através do balango de massa € possivel observar que a soma das

concentragbes bioacessiveis e nao bioacessiveis ficaram préximas as

concentracdes totais para todos os elementos, obtendo-se recuperagdes de 85

a 118% para lentilha e de 81 a 100% para ervilha. Além disso, obteve-se RSDs

inferiores a 9,4 %, demonstrando a boa exatiddo e precisdo do método

empregado para os estudos de bioacessibilidade. Dessa forma, foram

determinadas as concentragdes bioacessiveis para as 3 diferentes marcas de

lentilha e ervilha cozidas, conforme apresentado na Tabela 16.

Tabela 16: Concentragéo da fragao bioacessivel das amostras 1, 2 e 3 de lentilha

e ervilha expresso em mg kg™! e o percentual bioacessivel

Amostra Ba Cu Fe Mg Mn Zn
Lentilha
Marcal 1,24+0,01 6,2+0,1 <LD 985,5 + 26,3 13,6 +0,1 23,0+1,7
(33%) (60%) (99%) (85%) (63%)
Marca 2 1,24+0,01 50+0,1 <LD 1049 + 37 13,0+08 31,2+1,8
(33%) (68%) (107%) (90%) (87%)
Marca 3 1,22+0,01 50+0,1 <LD 1157 £+ 137 135+1,2 33+2
(24%) (51%) (111%) (79%) (67%)
Ervilha
Marca 1 <LD 23%20,1 <LD 911 +51 2,3%+0,1 7,3+0,6
(34%) (57%) (14%) (18%)
Marca 2 <LD 34+0,1 13,2+0,8 982 + 43 57+0,1 8,8+0,6
(68%) (18%) (63%) (23%) (17%)
Marca 3 <LD 20+0,1 <LD 802 + 62 46+0,1 57+0,1
(57%) (77%) (35%) (22%)

De acordo com os resultados obtidos, € possivel observar que as maiores

porcentagens bioacessiveis na lentilha foram para Mg (99 a 111%), Mn (79 a

90%), Zn (63 a 87%) e Cu (51 a 68%). Ja para ervilha as maiores porcentagens

foram para Mg (57 a 77%) e Cu (34 a 68%). Conforme descreve Khouzam et al.,



72

(2011), a bioacessibilidade de um elemento depende da sua solubilidade nas
condi¢gbes intestinais. Para o Cu por exemplo, os autores relatam que os
complexos Cu-fitato permanecem soluveis no pH do lumem intestinal. Assim, a
elevada bioacessbilidade desses elementos pode ser devido a formacédo de
compostos soluveis no trato gastrointestinal.

Para o Fe as fragdes bioacessiveis ficaram abaixo do LD nas amostras
de lentilha. Na ervilha a porcentagem bioacessivel foi de 18% para amostra 2 e
para as demais amostras as fragdes ficaram abaixo do LD. Conforme ja relatado
anteriormente, as leguminosas possuem alguns antinutrientes. Assim, a baixa
bioacessibilidade de Fe observada neste estudo, pode ser devido ao fato de que
fibras, fitatos e polifendis formam compostos insoluveis, prejudicando a absorgéo
de Fe (Oliveira et al., 2019). Além disso, cerais, leguminosas e frutas apresentam
o ferro ndo heme (Fe*3) em sua composi¢édo, no qual possui baixa absorgao
quando comparado com o ferro heme (Fe*?) predominante em alimentos de
origem animal (Louzada et al., 2022). Segundo Hurrell et al., (1999), todos os
tipos de polifendis alimentares podem inibir fortemente a absorgao de ferro néo
heme. Assim como o Fe, o Zn também tende a formar compostos insoluveis,
diminuindo a sua bioacessibilidade. Porém, conforme descreve Khouzam et al.,
(2011) o Zn esta presente exclusivamente no estado divalente, e por isto possui
um menor efeito do que em relagao ao Fe. Cabe ressaltar também, que as fibras
dietéticas tém a capacidade de se ligar aos ions polivalentes, o que pode afetar
a bioacessibilidade dos minerais (Ramirez-Cardenas et al.,, 2008). Ja
Suliburska&Krejpcio (2011) relatam que as fibras dietéticas podem alterar a
atividade das enzimas digestivas.

Em outros estudos também foram relatadas baixas concentragdes
bioacessiveis de Fe para amostras de lentilha (Sahuquillo et al., 2003), legumes
(Khouzam et al., 2011), linhaga e gergelim (Souza et al., 2018). Jacobs et al.,
(2021) também relatam fragcbes bioacessiveis de Fe abaixo do LD em amostras
de casca de uva, assim como Louzada et al., (2022) em polpas de péssego sem
casca.

Para o Ba as porcentagens variaram de 24 a 33 % nas amostras de lentilha.

Ja na ervilha as fragdes bioacessiveis ficaram abaixo do LD, sendo este um fator
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positivo visto que o Ba é considerado um elemento potencialmente téxico
(Nielsen & Ladefoged, 2013).

Ao comparar as concentracgdes totais e bioacessiveis dos elementos nas
amostras de lentilha e ervilha, observa-se que elevadas concentragdes totais
nem sempre reflete em uma elevada fragdo bioacessivel. As concentragbes
totais de Mg, Zn, Ba e Mn nas amostras de ervilha foram superiores as da
lentilha, apesar disto, esses elementos estavam mais bioacessiveis nas
amostras de lentilha. O mesmo observa-se para o Fe que obteve maiores
concentracdes totais para as amostras de lentilha, mas s6 esteve bioacessivel
na ervilha. Embora tenha sido avaliada uma pequena quantidade de amostras
neste estudo, outros autores também obtiveram os mesmos resultados.
Sahuquillo et al., (2003) relatam que o elevado teor de Fe na lentilha, que pode
leva-la a ser considerada uma boa fonte de Fe, ndo se reflete na baixa
bioacessibilidade desse mineral. Zhang et al., (2018) também relatam que o Fe
presente nas cascas de lentilha, obteve o menor percentual bioacessivel do que
as partes descascadas, apesar de possuirem concentracdes totais mais altas.
Assim, as elevadas concentragdes totais nem sempre se correlacionam com
elevadas fragbes bioacessiveis, devido as diferentes quantidades e distribuicdo
dos compostos nutricionais e antinutricionais presente nas leguminosas,
conforme descreve Zhang et al., (2018). De fato, Wang et al., (2008, 2009)
relatam teores de proteinas que variam de 237,5 a 255,5 g kg' em ervilhas
cozidas e de 261,5 a 302,8 g kg™ em lentilhas cozidas. Para fibras totais de 177,2
a 209,1 g kg'' nas ervilhas e de 149,1 a 173,7 g kg™' nas lentilhas e para atividade
inibidora de tripsina e acido fitico de 0,38 a 0,52 mg g' e 6,0 a 7,4 g kg™' nas
ervilhas, e para as lentilhas de 0,39 a 0,72 mg g' e 52 a 8,2 g kg
respectivamente.

Logo, as diferengas das fragées bioacessiveis entre as amostras de
lentilha e ervilha obtidas neste estudo, podem estar relacionadas com as
diferentes quantidades dos compostos que atuam como antinutrientes,
influenciando a bioacessibilidade dos minerais.
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5.8 Determinacéo do teor de polifendis

Assim como nos estudos de bioacessibilidade a determinacao do teor de
polifendis também foi realizada apenas paras as amostras cozidas, pois o intuito
dessa analise foi avaliar a influéncia dos polifendis na bioacessibilidade dos
minerais. Além disso, ja existem diversos estudos na literatura sobre os teores
dos compostos fendlicos em amostras de leguminosas in natura, principalmente
em amostras de lentilha, ja para as amostras cozidas as informacdes ainda sao
escassas. Dessa forma, foram determinados os teores de polifendis totais nas
amostras de lentilha e ervilha cozida, os resultados estdo apresentados na
Tabela 17 e foram expressos em mg equivalente de acido galico (GAE) por 100g

de massa seca.

Tabela 17: Teor de polifendis totais expressos em mg/100g de GAE por

espectrofotdmetro de UV-Vis

Polifendis (mg/100g)

Amostra Marca 1 Marca 2 Marca 3
Lentilha 1.0459+ 326" 1.660,2 + 62,62 1.124,9 + 34,6
Ervilha 487,3+67,4%2 413,5+46,5%2 404 +1¢%

Diferentes letras minusculas na mesma linha apresentam diferenga significativa entre as diferentes marcas

de lentilha e ervilha, de acordo com o teste Tukey (p < 0,05)

Segundo Dhull et al., (2020) a lentilha possui maior teor de compostos
fendlicos quando comparado com grédo-de-bico, ervilhas amarelas e verdes,
feijdo-rim vermelho e soja preta e amarela. Neste estudo também foram obtidos
maiores teores de polifendis totais para as amostras de lentilha, os quais
variaram de 1.045,9 a 1.660,2 mg/100g. J& para ervilha os teores variaram de
404 a 487,3 mg/100g. Ao comparar as trés diferentes marcas de ervilha,
observou-se que n&do houve diferenca significativa entre os teores de polifendis
obtidos, enquanto para lentilha, houve diferenca significativa (p < 0,05) apenas
para amostra 2.

Os compostos fendlicos sdo os principais constituintes antioxidantes de
frutas, vegetais e gréos, e 0 aumento no seu consumo esta associado na

reducdo do risco de doencas cardiovasculares e certos tipos de cancer
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(Han&Baik, 2008). No entanto, esses compostos podem atuar como um
antinutricional, pois afetam a digestibilidade das proteinas e a disponibilidade de
vitaminas e minerais, principalmente de Fe e Ca (Joshi et al., 2017; Ojeda, 2016).
Dessa forma, a fim de avaliar a relacéo entre os polifendis com as concentragoes
bioacessiveis, foi realizado uma analise de correlacdo de Pearson entre as
concentragbes de polifendis e as concentragbes bioacessiveis. Os resultados

sdo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18: Coeficiente de correlacdo de Pearson (r) da relagdo entre a

concentracao bioacessivel e o teor de polifendis nas amostras de lentilha e

ervilha
Amostra Ba Cu Fe Mg Mn Zn
Lentilha +0,39 -0,59 - -0,03 -0,99 +0,45
Ervilha - -0,21 -0,4 +0,22 -0,91 +0,12

Como é possivel observar, para ambas as amostras houve o mesmo
comportamento para todos os elementos, exceto para o Mg. Assim, identificou-
se correlagdes negativas moderadas para Cu na lentilha e fraca na ervilha. Para
o Fe, uma correlagdo negativa moderada na ervilha. Para o Mg, observou-se
uma correlagao muito fraca apenas para lentilha, e o Mn uma correlagao negativa
muito forte para ambas as amostras. Essas correlagbes negativas indicam que
quanto maior a concentracao de polifendis presente nas amostras, menor é a
bioacessibilidade desses elementos, demonstrando que os polifendis podem
gerar efeito inibitério para alguns elementos, principalmente para o Fe. Os
polifendis sdo considerados bons quelantes de Fe*? e Fe*3. Por isto, quando
liberados durante a digestdo, formam complexos insoluveis com Fe no lumen
intestinal, inibindo a bioacessibilidade de Fe (Hurrell et al., 1999; Zhang et al.,
2018). De fato, dentre os minerais analisados neste estudo, o Fe foi o que obteve
um efeito inibitério mais acentuado pelos polifendis. Ja a baixa bioacessibilidade
de Mn e Zn nas amostras de ervilha, podem estar relacionados com a presenca
de outros compostos antinutricionais e/ou pela presenca das fibras dietéticas.

Por exemplo, os fitatos sdo fortamente ligados ao Zn formando complexos
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insoluveis, refletindo em uma baixa bioacessbilidade de Zn (Khouzam et al.,
2011).
5.9 Contribui¢gdo do consumo de lentilhas e ervilhas para ingestao
didria recomendada (IDR)

A avaliacdo da contribuicdo do consumo de lentilhas e ervilhas foi
realizado através da meédia das concentracdes bioacessiveis dos minerais,

obtidas pelas trés diferentes marcas de cada amostra.

O Ba é considerado um elemento potencialmente téxico e o limiar para uma
dose toxica é de 3 a 7 mg/kg (Nielsen & Ladefoged, 2013). Logo, uma porgao de
100 g de lentilha contribui com uma média de 0,12 mg de Ba, sendo este um
fator positivo, pois estda bem abaixo do limite maximo tolerado pelo organismo
humano. Ja para as amostras de ervilha as concentra¢des bioacessiveis ficaram
abaixo do LD.

Para o Cu a ingestao diaria recomendada (IDR) é de 0,9 mg/dia (Brasil,
2005). Logo, uma porcéao de 100 g de lentilha contribui com uma média de 0,54
mg de Cu e a ervilha com uma média de 0,25 mg de Cu.

Para o Fe a ingestao diaria recomendada é de 14 mg/dia (Brasil, 2005).
Logo, uma porgao de 100 g de ervilha contribui com 1,32 mg de Fe.

Para o Mg a IDR é de 260 mg/dia (Brasil, 2005). Assim, uma porcéo de 100
g de lentilha contribui em meédia com 106,4 mg de Mg e a ervilha com 89,8 mg
de Mg.

Para Mn a IDR é de 1,8 mg/dia para mulheres e 2,3 mg/dia para homens
(Institute of Medicine, 2001). Assim, uma porcédo de 100 g de lentilha contribui
em meédia com 1,33 mg de Mn e a ervilha com 0,42 mg.

Ja para o Zn a IDR é de 8 mg/dia para mulheres e 11 mg/dia para homens
(Institute of Medicine, 2001). Logo, uma porg¢ao de 100 g de lentilha contribui em
média com 2,9 mg de Zn e a ervilha contribui com 0,72 mg.

Embora as concentragbes bioacessiveis desses minerais tenham ficado
abaixo da ingestédo diaria recomendada (IDR), foi possivel corroborar através
deste estudo que a lentilha e a ervilha sdo alimentos bastante nutritivos e que
podem contribuir juntamente com outros alimentos a complementar a quantidade

de ingestédo diaria recomendada dos minerais.
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6. Concluséo

O método de preparo de amostra desenvolvido, que utiliza a decomposi¢cao
acida com sistema de refluxo, mostrou-se eficiente para a decomposi¢cdo das
amostras de lentilha e ervilha, obtendo-se baixos teores de carbono residuais
nas solugdes resultantes. Além disso, o método mostrou-se eficiente para
determinacao de Al, B, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, V e Zn utilizando o MIP OES,
obtendo-se LDs e LQs adequados para este estudo, assim como uma boa
exatidao e precisdo, confirmada pelos testes de adigao e recuperacao, analise
do CRM e desvio padréo relativo (RSD).

As maiores concentragdes encontradas nas amostras de lentilha e ervilha
foram para K, Mg, Fe e Zn. Ao passarem por um processo de cozimento,
observou-se que para alguns elementos o tratamento térmico pode aumentar ou
diminuir as concentracdes e que essas variacdes podem ser ocasionadas pelo
processo de lixiviagdo durante o cozimento ou devido a presenca de fatores
antinutricionais, conforme relatado em outros estudos.

Os ensaios de bioacessibilidade utilizando o método de digestao in vitro,
mostrou-se eficiente para determinagéo de Ba, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn, obtendo-
se uma boa exatidao e precisdo através do balanco de massa. As maiores
porcentagens bioacessiveis obtidas nas amostras de lentilha foram para Mg, Mn,
Zn e Cu e para as amostras de ervilha Mg e Cu.

As determinacgdes dos teores de polifendis demonstraram que as amostras
de lentilha obtiveram maiores teores que a ervilha. Ao avaliar as correlagdes
entre as concentragdes bioacessiveis com as concentracbes dos polifendis,
demonstrou-se que a presenga desses compostos nestas amostras pode atuar
como um antinutriente, inibindo a bioacessibilidade de alguns minerais,
principalmente do Fe.

Embora as concentragdes bioacessiveis de Cu, Fe, Mg, Mn e Zn nas
amostras de lentilha e ervilha tenham ficado abaixo da ingestdo diaria
recomendada (IDR), pode-se concluir que essas leguminosas sao alimentos
nutritivos e que podem contribuir juntamente com outros alimentos a

complementar a quantidade de ingestao diaria recomendada desses minerais.
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