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RESUMO
Realizou-se o enriquecimento de ferro em cultivares hidropdnicos de alface (Lactuca sativa) e
determinacdo de ferro através de métodos de especiacdo quimica. As mudas de alface
provenientes de cultivo convencional foram replantadas em solugéo nutritiva comercial com
adicdes de Ferro nas concentracdes de 0,03 g/L (Controle); 0,042 g/L; 0,06 ¢g/L e sem adicdo
de Ferro (denominado Branco). O caminho metodoldgico realizado foi inteiramente
casualizado com 14 tratamentos de 2 repeticdes, totalizando 7 unidades experimentais. A
solugdo nutritiva e o crescimento da alface foram monitoradas num periodo de 65 dias em
termos de pH, condutividade e oxigénio dissolvido. O estudo dos resultados da extracdo de
ferro (folhas+raizes) foi realizado no laboratorio. Primeiramente, as amostras foram secas em
estufas com ventilacdo e, aplicou-se a metodologia sequencial com 5 extratores: Extrator A
(cloreto de calcio 1,0 mol/L); Extrator B (acido acético 0,1 mol/L com acetato de amdnio 5%
m/v [pH=5,0]); Extrator C (acido acético 0,5 mol/L); Extrator D (NaOH pH 12) e Extrator E
(HCI 2,0 mol/L). A quantificacdo de ferro foi realizada pela técnica instrumental
espectrofotométrica utilizando-se 0 método o-fenantrolina. O rendimento de ferro enriquecido
foi baixo devido a falhas operacionais principalmente na solucdo nutritiva como falta do
bombeamento da solugdo, concentracdo inadequada de alguns micro-macro nutrientes e
dosagem de volume inadequada na sua reposicao durante o cultivo além da grande exposicao

a radiacdo solar.

Palavras-chaves: Hidroponia; Enriquecimento; Ferro; Alface.
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1 INTRODUCAO
A falta de ferro no organismo tanto em criancas, mulheres e gestantes causa anemias
profundas, e tem o risco até de 6bito (DA SILVA; COELHO, 2018). A anemia é uma das
manifestacdes mais comuns de doengas, principalmente em paises subdesenvolvidos, tendo
resultado a reducdo do numero de celulas vermelhas, ou da hemoglobina no sangue.
Segundo Pedrosa; Aragdo Neto, 2017 a Organizacdo mundial da Saide (OMS)
define anemia nutricional como a condicdo na qual o contedldo de hemoglobina do

sangue esta abaixo dos valores considerados normais para a idade, 0 sexo, 0 estado
fisiologico e a altitude, semconsiderar a causa da deficiéncia.

O ferro € um micronutriente essencial ao corpo humano. Os adultos contém de 3 a 4
g de ferro, sendo que a maior parte esta na hemoglobina, pigmento dos glébulos vermelho. O
restante esta presente no figado, como reserva, e em menor quantidade nos rins, baco e outros
orgdos (ABREU et al.; 2017). Ele desempenha um papel muito importante no transporte de
oxigénio e na respiracdo celular e pode ser encontrado em alimentos como cereais, hortalicas
de folhas verdes, leguminosas, carne, figado (MARTINS; BASILIO; SILVA, 2019).

Diversos estudos na literatura vém apresentando o potencial do cultivo de plantas
pelo sistema hidrop6nico. De acordo com o levantamento realizado para o periodo entre 2016
a
2021, aplicando o termo “sistema hidroponico” encontrou-se 2.980 referéncias no banco de
dados Google Académico, com destaque para o tomate e a alface. No banco de dados Scielo
encontrou-se 50 referéncias com as mesmas hortalicas como destaque.

De acordo com a etimologia grega, o termo hidroponia (hydro = &gua e ponos =
trabalho) quer dizer ‘trabalho coma dgua’, ou seja, emprega técnicas para cultivar plantas sem
0 uso do solo, de forma que 0s nutrientes minerais essenciais sdo fornecidos as plantas na
forma de uma solugdo nutritiva (MARROCOS et al., 2007).

Os nutrientes necessérios para o desenvolvimento e producdo da planta séo
fornecidos por meio da solucdo nutritiva ou agua enriquecida, contendo varios
nutrientes. A solucdo possui como elementos principais 0 nitrogénio, potéssio,

fésforo, magnésio e calcio dissolvidos na forma de sais (CORNACHINI; COLETTI,
2011).

O conjunto de técnicas chamado hidropénica foi criado hd muito tempo e, em 1930,

William Frederick Gericke (n. 1882), professor e nutricionista vegetal da Universidade da



California, realizou os primeiros trabalhos hidropdnicos visando o comércio, e desde entdo as
técnicas foram se aprimorando assim como as diferentes solugdes nutritivas em busca de
alimentos enriquecidos (BEZERRA NETO; BARRETO, 2012).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Ferro na alimentacdo humana

Dentre 0s elementos essenciais ao organismo encontra-se o ferro, pois esta espécie
quimica desempenha um papel ativo no metabolismo, como transporte de oxigénio e didxido
de carbono no sangue e destruicdo de peroxido de hidrogénio e sintese de DNA (TEIXEIRA,
2014).

O metabolismo do ferro é complexo porque este elemento esta envolvido em muitos
aspectos da vida, na funcdo das hemécias, na atividade da mioglobina, como um componente
ativo dos citocromos envolvidos no processo de respiracdo celular e geracdo de energia
(TEIXEIRA, 2014), no crescimento celular atuando na sintese de acidos nucléicos, sintese de
neurotransmissores cerebrais, cofator em reacdes enzimaticas e outros processos metabdlicos
(LEMOS, etal., 2012).

A quantidade de ferro estocado no organismo depende da idade, sexo da superficie
corporal e também de situacbes onde se pode encontrar a escassez ou excesso de ferro.
Criancas e mulheres possuem concentragdes estocadas de ferro menores, quando comparadas
aos homens conforme a Tabela 1 (LEMOS et al., 2012).

Tabela 1 — Recomendacdes dietéticas de ferro



Ciclos de vida UL EAR RDA /Al

Lactentes

0 - 6 meses 40 ND 0,27*

7 - 12 meses 40 6,9 1
Criancas

1-3anos 40 3 7

4 - 8 anos 40 4.1 10
Mulheres

9-13 anos 40 57 8

14 - 18 anos 45 7,9 15

19 - 30 anos 45 8,1 18

31-50 anos 45 8,1 18

51 -70 anos 45 5 8

>70 anos 45 5 8
Gestantes

<18 anos 45 23 27

19 - 30 anos 45 22 27

31-50 anos 45 22 27
Lactantes

<18 anos 45 T 10

19 - 30 anos 45 6,5 9

31 -50 anos 45 6,5 9
Homens

9-13 anos 40 59 8

14 - 18 anos 45 y % 4 "

>19 anos 45 6 8

EAR Recomendacdo Média Estimada . RDA/AI Ingestdo Dietética Recomendada. UL Limite Superior
Toleravel de Ingestéo.

Fonte: Bortolinil&Fisberg, 2010

Apesar disso 0 organismo humano conserva o ferro de forma muito eficiente,
praticamente 90% dele é recuperado e reutilizado, sendo excretado principalmente pela bilis
(LEMOS etal., 2012).

As fontes alimenticias de ferro sdo bastante variadas desde carnes, cereais, até as
leguminosas como a alface (TABELA 2) permitindo “identificar a participagdo dos nutrientes
na dieta e estimar a sua adequacao frente aos padrdes de referéncia a fim de promover habitos
alimentares saudaveis” (DA SILVA etal., 2019).

Tabela 2 — Fonte de ferro em alimentos proteicos, folhosos e vegetais

Alimentos Quantidade Ferro (mg)
Carne de gado cozida(largato) 1 bife médio 19
Carne de gado cozida(contrafilé sem gordura) 1 bife médio 24
Carne de gado cozida(patinho sem gordura) 1 bife médio 30
Frango cozido(coxa sempele) 2 unidades grandes 0,8
Frango cozido (peito sem pele) 1 pedago médio 0,3
Frango cozido (sobrecoxa sem pele) 2 unidades pequenas 1,2
Agrido cru 100 g 31

Alface (hidrop6nica) 100 g 8,76 a 50,06
Alface, roxa, crua 100 g 25
Caruru, cru 100 g 45
Cebolinha, crua 100 ¢ 31
Salsa, crua 100 ¢ 3,2
Taioba, crua 100 g 19



Abobora, semente assada 100 g 14,9

Tahine 100 g 9,0
Gergelim, semente 100 g 54
Castanha do Brasil 100 g 2,3

Fonte: Bortolinil&Fisberg, 2010; Lobo, 2015; Gongalves et al., 2016.

2.2 Biofortificacdo de Ferro na alimentacdo humana

A justificativa para uso da biofortificacdo em alimentos, desde o surgimento da
técnica, se da devido ao seu potencial no combate as deficiéncias por micronutrientes, gque
atingem grande parte da populacdo mundial (GRACIANO, 2019).

Dessa maneira, a biofortificagcdo consiste no enriquecimento nutricional dos
alimentos durante a producdo no campo, podendo ser realizada de duas formas: pelo
melhoramento genético (convencional ou transgenia) ou pelo manejo da cultura
(GRACIANO, 2019).

Rodrigues (2021) estudou a avaliacdo dos efeitos de bactérias benéficas
(Pseudomonas putida) e doses de zinco (0, 10, 20 e 30 mg/dm®) sobre a produtividade na
alface Vanda, visando a biofortificacdo agrondmica, ou seja, a biofortificacdo pelo manejo na
cultura. Concluiu que a aplicacdo de Zn de 30 mg/dm? é recomendada para biofortificacdo da
alface Vanda, representando 6% na recomendacdo de ingestdo didria de Znem uma por¢édo de
50 g da alface biofortificadas.

2.3 Bio — disponibilidade e acessibilidade - de ferro para o organismo

O ferro tem habilidade em aceitar e doar elétrons que o torna imprescindivel para
diversas reacdes biologicas. No corpo humano pode ser encontrado em dois principais
reservatorios, como ferro funcional, encontrado na hemoglobina, mioglobina e enzimas; e
como ferro ndo funcional, armazenado no figado, no baco e na medula 6ssea. Também sendo
possivel classifica-lo em ferro-heme e ferro ndo-heme.

A espécie ferro-heme € encontrado na hemoglobina, mioglobina e algumas enzimas.
O heme é sintetizado em todas as células nucleadas, sendo que a maior quantidades é
produzida pelo tecido eritroide. JA& o ferro ndo-heme é aquele que é proveniente
predominantemente dos alimentos de origem vegetal, em alguns alimentos de origem animal e
nas enzimas nao - heme (RODRIGUES, 2018; GROTTO, 2010)

Para a caracterizacdo das propriedades nutricionais dos alimentos, muitas vezes

negligencia-se o fato de que nem toda a quantidade de um determinado nutriente presente em



um alimento é liberado para uma possivel absor¢do no intestino humano. Para se entender o
motivo de tal fato € necessario a introducdo dos conceitos de biodisponibilidade e
bioacessibilidade (TEIXEIRA 2014).

Biodisponibilidade refere-se a fragdo de um nutriente em um dado alimento que é
disponivel para ser usado nas fungdes fisiologicas ou para ser estocado: Isto é,
somente certas quantidades de todos os nutrientes de um alimento serdo usados
efetivamente pelo organismo em processos metabdlicos (TEIXEIRA 2014).

Bioacessibilidade refere-se a quantidade de um determinado nutriente presente em
um alimento que ¢é liberada no trato gastrointestinal durante a digestdo. Nem todo o
contetdo deste nutriente presente no alimento € liberado durante a digestdo, sendo
que o conteudo liberado é considerado a fracdo hioacessivel para a absorcéo pelo
organismo (TEIXEIRA 2014).

De acordo com Lemos et al. (2012) em sua revisdo sistematica a respeito da
biofortificacdo de ferro em alimentos, a eficacia da suplementacdo de ferro em alimentos
fortificados é uma medida preventiva que pode proporcionar o conhecimento adequado sobre
0s beneficios do uso de alimentos fortificados aos profissionais da area da saude e da
populacdo geral, para que seja incorporado na alimentacdo da populacdo brasileira como
alternativo alimentar a sadde.

Mesmo que haja um indicador da quantidade do mineral ferro para consumo diario
pelos seres humanos, isto ndo pode ser um fator significativo para o aumento de consumo por
suplementos vitaminicos e minerais. Por isso, ha a necessidade de criagdo de um programa
acessivel com alimentos fortificados destinado, principalmente, a classes sociais mais afetadas

por uma qualidade nutricional diaria.

2.4 Especiacdo Quimica de ferro nos alimentos

A quantidade de ferro que a planta e que o corpo humano absorvem pode ser obtida
através de uma analise de especiacdo quimica, que consiste em um estudo sobre a
guantificacdo das diferentes espécies quimicas de um elemento quimico que compde a
amostra (JARDIM; KONIG; PEARSON, 1983).

As raizes das plantas absorvem Fe da solugdo do solo mais prontamente como ions
Fe?* (ferroso), mas também, em alguns casos, como fons Fe** (férrico). A natureza quimica do
Fe permite que ele desempenhe papel essencial em rea¢6es de oxidacéo e reducdo, respiracao,
fotossintese e reacBes enzimaticas. Por exemplo, o Fe é um importante componente de

enzimas usadas por bactérias fixadoras de nitrogénio.



A concentracdo de Fe nos tecidos foliares varia entre as espécies de plantas, mas
geralmente situa-se entre 50 ppm e 250 ppm (base em peso seco). Se a concentracdo de Fe for
menor do que 50 ppm, geralmente h& sinais de deficiéncia (FIGURA 1), ao passo que efeitos

toxicos podem ser observados quando a concentracdo excede 500 ppm (FIGURA 2).

Figura 1 — Deficiéncia de Ferro em plantas
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Deficiénda de ferro em soja (esquerda), sorgo (no melo) e trigo (direita).

Fonte: IPNI, 2022

Figura 2 — Sintomas de toxidez de Fe em plantas jovens de Eugenia uniflora L., 45 dias apds tratamento com
diferentes concentrages de FEEDTA
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Controle + FeEDTA 1,0 mM + FeEDTA 2.0mM
Fonte: Jucoski et al., 2016.

Segundo Andrade, Alves e Takase (2005):

Para especiacdo em amostras solidas, inicialmente deve ser
aplicado um método de extracdo, que pode ser seletivo ou sequiencial.
Um elemento pode estar presente em um sélido sob a forma de
espécies adsorvidas na superficie, como precipitados, em sitios de
troca idnica nas superficies das particulas, como co-precipitados,
ocluidos ou como compostos de coordenacdo. Quando a extracdo
seqliencial € aplicada, estd baseada na progressdo de extratores
fracos, como a agua, até um extrator forte, como um &cido
concentrado.

Os primeiros extratores geralmente sdo aqueles com propriedades
de troca ibnica, deslocando ions de sitios idnicos especificos, sendo
representados por solucdes idnicas, como o cloreto de magnésio e de
calcio e nitrato de sodio.



Ao residuo separado deste primeiro extrator sdo utilizados
extratores com propriedades de dissolucdo de carbonatos, ja que
metais ligados a carbonatos sdo sensiveis a variacdo de pH. Estes sdo
representados por solucdo tampdao de acido acético/acetato de amonia
pH 5,0. Os extratores com propriedades de reducdo acida continuam
0 processo de extracdo (no mesmo residuo filtrado) e promovem a
dissolucéo de oxi-hidratos de ferro e manganés, tendo como exemplo
a solucédo diluida de acido acetico.

Por fim, dois Gltimos extratores sdo utilizados: primeiro aqueles
que enfraquecem a ligacdo do metal com compostos organicos e
sulfetos, representados por solucbes acidas de perdxido de
hidrogénio, solucdes de hidroxido de sodio pH 12,0, pois permitem a
degradacdo da matéria organica, por hidrdlise ou oxidacéo,
facilitando a liberac@o dos metais; e segundo séo utilizados extratores
que promovem a dissolucdo dos silicatos e minerais, representados
por &cidos fortes, como HCI 2,0 mol/L.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Realizar adicdes de ferro no cultivo de alface hidropdnica para produzir um alimento, comum

as mesas brasileiras, com maior teor de ferro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

»  Construir uma estufa do sistema de plantio hidroponico para o cultivar de alface crespa
em local adequado no IFG- Campus Inhumas utilizando medicfes condizentes com o
experimento; O Realizar célculos estequiométricos para preparar as solucdes nutritivas;

* Diferenciar a solugdo nutritiva-mée, ou seja, com todos os nutrientes exceto o ferro, da
solucdes fortificadas, ou seja, solucdes nutritivas-méde com adicdo de ferro;

* Registrar diariamente as analises de pH, condutividade e oxigénio dissolvido das solugdes
de cultivo da alface como também aspectos fisicos do desenvolvimento da alface (cor,
tamanho daraiz e folha, doencas aparentes);

* Realizar aextracdo sequencial de ferro por aplicacdo da metodologia de Andrade, Alves e
Takase (2005) para especiacao;

. Executar andlises estatisticas dos parametros fisicos e

quimicos estudados; 0O Divulgar os resultados.
4 METODOLOGIA
4.1 Materiais
0 Reagentes para a solucdo nutritiva
Nitrato de Céalcio Ca(NO3), HIDROPONIC solavel em agua

[Embalagem n° 1, contém 750 g/1000 L de N (15,5%), Ca
(18,5%), CaO (25,5%)]

Fertilizante Mineral Misto HIDROPONIC solivel em agua
[Embalagem n° 2, contém 517 ¢/1000 L de N (12%); K,O
(45%), S (1,2%)]
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Fosfato Monoaménico HIDROPONIC solivel em agua
[Embalagem n° 3, contém 150 ¢/1000 L de N (12%), P,0s (61%)]

Sulfato de Magnésio Heptahidratado HIDROPONIC soltuvel em 4gua [Embalagem n° 4,
contém 450 ¢/1000 L de Mg (9%), S (11%)]

Micro Light HIDROPONIC soltvel em agua [Embalagem
n° 5, contém 10 ¢/1000 L de Boro (4,10%); Cu-EDTA
(4,09%); Mn-EDTA (4,09%); Mo (0,916%), Ni (0,814 %),
Zn-EDTA (1,60%)]

Fe- EDTA HIDROPONIC solivel em &gua [Embalagem n°
6, conttm 30 ¢/1000 L de Ferro (6%), Fe 0-0 isbmero

(4,8%), EDDHA (50%)]

0 Equipamento para monitoramento da solugdo nutritiva

Medidor multiparametros (sonda de oxigénio dissolvido, sonda de
condutividade/salinidade, eletrodo de pH, termdmetro) para analise
da solucdo nutritiva (marca AKROM, modelo kr8405).

4.2 Construcéo da estufa

A construgédo da estufa foi feita com canos de PVC %, Emendas de cano %, cola, abragadeiras

de nylon, e tela sombrite nas laterais (FIGURA 1). A montagem consistiu em uma estrutura



sob a forma de casa nas dimensdes de 2,0 m x 1,0 m x 1,40 m com espago suficiente para a

armazenagem das mudas.

Figura 1. Estrutura da estufa

(@) Armagdo com tubos PVC (b) Tela d‘e sombrite nas laterais
Fonte: Propria autora

Os materiais para construcdo da estufa foram adquiridos com recursos do PROAPP
Edital 06/2014. A cobertura do teto ndo foi realizada devido a demora na compra do material
(lona transparente 150 micra).

O plantio foi realizado no dia 13 de julho de 2015 por volta das 18 horas. O cultivo
perdurou até o dia 01 de setembro de 2015 por voltas 17 horas, com duracdo total de 36 dias.
A estufa estava localizada em frente ao Laboratorio de Energia e Meio Ambiente e 0s
cultivares hidrop6nicos armazenados em garrafa PET e mantido sobre a grama. A luz solar
incidiu diretamente nas mudas da parte superior da estufa por ndo haver cobertura de teto
mas, nas laterais a luz era reduzida pela tela mosqueteiro preta que havia em volta.

Segundo dados meteoroldgicos da estacdo de Anapolis (WEATHER SPARK, 2015),
situada a 67,8 km de Inhumas, a temperatura do ar no periodo de plantio variou entre 29 —
33°C, com poucas nuvens, sem ocorréncia de chuva, clima seco e ventos em média de 10
kmvh.
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4.3 Limpeza das mudas de alface

A espécie de alface escolhida foi a Lactuca Sativa, popularmente conhecida como
alface crespa e foramadquiridas com um sitiante local, armazenadas em badeja de isopor feita
para plantio em solo (FIGURA 2).

Figura 2 - Limpeza das mudas de alface crespa

Fonte: Propria autora

Ao adquiri-las, alfaces foram retiradas da bandeja e realizada a limpeza de suas raizes

com é&gua para que nao tivesse nenhum residuo de terra de adubacao.

4.4 Preparo da Solug&o nutritiva

Em um frasco de 5 litros preparou-se a solucdo nutritiva fazendo-se o ajuste somente
para 4 litros com éagua destilada.
Embalagem 1: Nitrato de Calcio - pesou-se cerca de 3,0 g, dissolveu-se em 500 mL de agua
destilada morna a 40 °C. Apds a completa solubilizacdo, transferiu todo este conteddo para o

frasco de 5 L (pesou-se 2,9868 g — ideal na precisao).
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Embalagem 2: Fertilizante Mineral Misto - pesou-se cerca de 2,0 g, dissolveu-se em 500 mL
de agua destilada temperatura ambiente. Apos a completa solubilizagéo, transferiu todo este

conteldo para o frasco de 5 L (pesou-se 2,0648 g — ideal na preciséo).

Embalagem 3: Fosfato Monoamdnico — pesou-se cerca de 0,6 g, transferiu todo este contetdo

solido para o frasco de 5 L (pesou-se 0,5868 g — ideal na precisao).

Embalagem 4: Sulfato de Magnésio Heptahidratado — pesou —se 1,8 g, transferiu todo este

contetdo solido para o frasco de 5 L (pesou-se 1,03 g, este valor ficou 43% abaixo do ideal).

Embalagem 5: Micros Light — pesou-se cerca de 0,04 g, transferiu todo este contetdo s6lido

para o frasco de 5 L (pesou-se 0,0206 g este valor ficou 49% abaixo do ideal).

Embalagem 6: Fe- EDTA — pesou-se diferentes massas para realizar o estudo de
enriquecimento. Transferiu-se cada contetdo sdlido para frascos distintos e, em seguida

realizou-se a diluicdo final para 4 litros, sendo depois separado 2 L para cada duplicata A e B.

Branco da amostra - sem adicionar Fe-EDTA

Recomendado para hidroponia - Controle = 0,1200 g Fe-EDTA (0,03 g¢/l)
Fortificacdo 1 (F1) = 0,1680 g Fe-EDTA (0,042 g/l)

Fortificacdo 2 (F2) = 0,2400 g Fe-EDTA (0,06 g¢/l)

M w Do

4.4.1 Método de plantio

Em garrafas PET de 2 L fez-se dois furos centrais e longitudinais; o primeiro para o cultivo da

alface e o segundo para as medi¢fes analiticas (FIGURA 3).

Figura 3 - Indicacdo do posicionamento da alface e das medicdes analitica na garrafa PET

Fonte: Propria
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A raiz da alface foi enrolada em algoddo para proteger a muda do atrito com o corte
feito na garrafa PET e para sua melhor fixacdo. Em cada garrafa PET adicionou-se 2 L de

solucdo nutritiva com Fe conforme os tratamentos experimentais, (FIGURA 4).

Figura 4 - Distribuicdo e identificacdo da fortificacdo de ferro na alface

o - B ‘A B
sem add Ferro c(Fe)=0,03g/L  c(Fe)=0,043mdL c(Fe)=0,060g/L

BRANCO RECOMNEDADO F1 F2
Fonte: Prépria

A cada semana houve o ajuste para 2 litros das solucdes nutritivas sendo possivel
assim observar a coloragdo das solucdes e ser feito o controle dos pardmetros de pH, oxigénio,
condutividade. N&o houve bombeamento da solucdo nutritiva e nem de ar (a compra dos

materiais ndo foram aprovados).

4.4.2 Monitoramento da solucdo nutritiva

Durante o periodo de crescimento das alfaces que durou 65 dias, iniciado no dia 13
de julho de 2015 até 15 de setembro de 2015 (QUADRO 1), executou-se 0 monitoramento do
pH, condutividade (mV/cm) e oxigénio dissolvido (g/L) das soluges nutritivas e, também
anotacdo quanto ao aspecto visual das folhas de alface, no periodo vespertino, por volta das

15:00 h, ndo fazendo-o nos finais de semana.

Quadro 1 - Datas dos monitoramentos

Semana Data Dia Semana Data Dia
2a 13/jul/15 1 sabado 15/ago/15 34
14/jul/15 domingo 16/ago/15
15/jul/15 2a 17/ago/15




16/jul/15 4 18/ago/15
17/jul/15 19/ago/15 38
sébado 18/jul/15 20/ago/15
domingo 19/jul/15 21/ago/15
2a 20/jul/15 8 sabado 22/ago/15
21/jul/15 domingo 23/ago/15
22/jul/15 2a 24/ago/15 43
23/jul/15 25/ago/15
24/jul/15 12 26/ago/15
sabado 25/jul/15 27/ago/15
domingo 26/jul/15 28/ago/15 47
2a 27/jul/15 sabado 29/ago/15
28/jul/15 16 domingo 30/ago/15
29/jul/15 2a 31/ago/15
30/jul/15 01/set/15 51
31/jul/1s 19 02/set/15
sabado 0l/ago/15 03/set/15
domingo 02/ago/15 04/set/15
2a 03/ago/15 sébado 05/set/15
04/ago/15 23 domingo 06/set/15
05/ago/15 2a 07/set/15 57
06/ago/15 08/set/15
07/ago/15 09/set/15
sébado 08/ago/15 10/set/15
domingo 09/ago/15 11/set/15 61
2a 10/ago/15 29 sabado 12/set/15
11/ago/15 domingo 13/set/15
12/ago/15 2a 14/set/15
13/ago/15 3a 15/set/15 65
14/ago/15

Fonte: Propria autora




4.5 Preparo da alface para extragao sequencial

No laboratorio de alimentos do campus apos a colheita foram separadas folhas e talos
das alfaces porém, ambas as amostras foram secas em estufa com ventilagdo forcada por 48 h.
a 50 °C (FIGURA 5). Apo6s esse periodo, as amostras foram moidas e armazenadas em

dessecador.

Figura 5 - Estufa com as amostras frescas prontas para comegar a secagem.

Fonte: Propria

4.5.1 Preparo da extragéo sequencial e total

A extracdo de ferro se deu por metodologias de extracdo sequencial (ANDRADE;
ALVES; TAKASE, 2005) para amostras de solo. Cerca de 1,6 g de amostra seca (folha
+tronco+ raiz) foram suspensas em um volume de 25 mL de cada extrator sequencial ficando
em contato durante 1 hora com agitacdo rotacional constante, depois foram deixadas em
repouso para decantacdo e posterior filtragdo (filtro 102 micra). O filtrado foi separado para
analise imediata de ferro e o residuo foi submetido ao proximo extrator. A sequéncia de
extracOes segue abaixo e ndo pode ser alterada:

» Extrator 1 - propriedades de troca de i6nica: solucdo de cloreto de célcio 1,0 mol/L; >
Extrator 2 - propriedades de dissolucdo de carbonatos: solucéo de acido acético 0,1 mol/L
com acetato de ambnio 5% m/v [pH=5,0];

» Extrator 3 — propriedades de reducéo acida: solu¢do de acido acético 0,5 mol/L;

» Extrator 4 - propriedades de enfraguecimento da ligacdo metalica com compostos
organicos e sulfetos: solucdo de NaOH pH 12;

» Extrator 5 — propriedades de dissolucdo dos silicatos e minerais: solu¢cdo de HCI 2,0
mol/L.



A determinacdo de ferro de cada extrator foi realizada por espectrofotometria na
regido do visivel (BEL, monofeixe, caminho dptico 1 cm, cubeta quartzo, comprimento de
onda 511 nm) utilizando a metodologia 1,10-fenatrolina conforme Teixeira et al. (2006):
transferiuse para um baldo volumétrico de 25 mL uma aliquota de 10 mL da solugdo de
amostra e acrescentou-se 1 mL da solucdo de acido ascérbico 1% m/v (Vetec, P.A. ACS).
Adiciona-se entdo, 4 mL da solucdo de 1,10-fenantrolina 0,25% m/v (Neon, P.A. ACS,
monihidratada) e 5 mL da solugdo tampéo acetato pH 4,5 (Dinamica). Completou-se o volume
com agua destilada, agitou-se, aguarda-se 10 minutos e mediu-se a absorbancia do complexo
em 511 nm.

Todos os reagentes foram previamente secos antes de aferir a massa necessaria.

4.5.2 Curva Analitica

A verificacdo da sensibilidade instrumental foi realizada por meio de curva analitica

preparada com 7 solugdes de trabalho com concentragdes crescentes de ferro: 0; 1,0; 5,0; 8,0;

50,0; 500,0 e 800,0 Og/L.

Primeiramente, secou-se o sal de ferro, FeSO4.7H,O (Quimica Moderna, teor: 99,0 -
101%), a 110 °C por 30 min., para preparar uma solucdo estoque 1,0 g/L. Em um baldo
volumétrico de 25 mL adicionou-se 0,025 g do sal seco mais 0,5 mL de &cido sulfdrico
concentrado (Exodo P.A., 98%). Ajustou-se 0 volume e reservou-se para 0 preparo das
solucdes de trabalho da curva analitica em o-fenantrolina.

A determinacdo de ferro pelo método o-fenantrolina seguiu a proporgdo dos
reagentes descritas para as amostras de alface: baldo volumétrico de 25 mL; aliquota de
solucdo padrdo de ferro;lmL da solucdo de acido ascorbico;:4 mL da solugdo de 1,10-
fenantrolina; 5 mL da solugdo tampéo acetato, completou-se o volume com agua, agitou-se,
aguarda-se 10 min. e mediu-se a absorbancia do complexo em 511 nm. Utilizou-se um branco

do reagente, preparado da mesma forma que as solugdes padrdes sem a adicdo do analito.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.1 Aspecto visual do crescimento

Percebe-se na foto da Figura 6 (a) que as mudas de alface estdo na fase inicial do
cultivo, apresentavam bom aspecto, boa aceitacdo da solugdo nutritiva, o que favoreceu o bom

crescimento durante as primeiras trés semanas do cultivo. Ja na foto da Figura 6 (b) ultima



semana experimental foi possivel observar que os pés de alface tiveram baixo
desenvolvimento no seu crescimento, diminuicdo de folhas, o que provavelmente foi
ocasionado pelas altas temperaturas, incidéncia direta de raios UV, chuva e insetos devido a
falta de cobertura da estufa.

Figura 6 — Fotografia do cultivar de alface (a)
Primeiras semanas

ropria autora

o

Fonte:

5.1.2 Monitoramento da solucdo nutritiva

O monitoramento do pH (FIGURA 7), condutividade (mS/cm) (FIGURA 8), e
oxigénio dissolvido (mg/L) (FIGURA 9), nas solucbes nutritiva das amostras fortificadas e

controle para alface correspondeu até o 36° dia de seu crescimento no plantio hidropdnico.

Figura 7 - Grafico do monitoramento quimico de pH na solugdo nutritiva
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Fonte: proépria autora

Marrocos et al. (2007) e Carmello (1996) afirmam que o valor mais adequado de pH
para o desenvolvimento das espécies de alface estd entre 6,0 e 6,5. Neste trabalho a variacéo
de pH foi de 4,6 a 8,4.

Figura 8 - Gréfico do monitoramento quimico da condutividade i6nica na solucdo nutritiva
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Fonte: prépria autora

Segundo Barbieri et al. (2010) as maiores produtividades de alface ocorrem com a
condutividade elétrica variando entre 0,75 e 1,5 mS/cm para condi¢des de temperatura
tropical; neste trabalho a condutividade se encontrava entre 1,98 a 29,45 mS/cm.

Barbieri et al. (2010) diz que se a condutividade igualar ou ficar menor a 0,5 mS/cm
a producdo da parte aerea da alface é reduzida em até 52%, quanto a0 aumento na
condutividade para 2,0 mS/cm provoca a reducdo da producdo da parte aérea em 36%. Assim,
tanto a diluicdo excessiva quanto o aumento da salinidade promovem reducéo da producao de
fitomassa.

Junior (2008) em sua pesquisa detectou que durante a absorcdo de nutrientes pelas
plantas de alface cultivadas hidroponicamente, ocorre uma diminuigdo de todos os elementos
da solucdo nutritiva, refletindo, portanto na condutividade elétrica. Existe muita controvérsia
com relacdo ao melhor valor de condutividade elétrica a ser adotado para o cultivo da alface
em hidroponia. Acredita-se também que esses valores devem variar de acordo com a cultivar

adotada, bem como com as condicBes climaticas.



Figura 9 - Grafico do monitoramento quimico de oxigénio dissolvido na solugédo nutritiva
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Fonte: prépria autora

A falta de bombeamento das solugbes nutritivas também acarretou menor
crescimento do cultivar de alface. Marrocos et al. (2007) afirma que a aeragdo continua é
fundamental, pelo que haja visto que, a auséncia de um fluxo de ar na solucdo nutritiva
provocard o crescimento de algas e mudancas drasticas no equilibrio do meio. Desta forma
ocorrera frequentemente uma alta concentracdo de nutrientes na solucdo, em funcéo da alta
taxa de evapotranspiracdo, alterando também o pH e aumentando consideravelmente a
temperatura da solucdo nutritiva, dificultando a absorcdo de nutrientes, e consequentemente
prejudicando o desenvolvimento das plantas.

Ao analisar as curvas de pH, condutividade e oxigénio, em cada grafico observou-se
grandes variacbes no desvio padrdo. As seguintes hipoteses que possam justificar esses
resultados nas medidas podem ser: mé calibracdo dos eletrodos, uso incorreto do medidor na
medicdo, ou seja, medida de pH sem mergulhar a ponte salina, sensor de condutividade sem
mergulhar abaixo dos dois orificios rente aos eletrodos de platina e baixo nivel do eletr6lito no

eletrodo de pH, falta da solucdo eletrolitica nos eletrodos e pH e oxigénio.



5.1.3 Coleta da Alface

As medidas fisicas como o diametro e a umidade da alface foram realizadas nas
maiores folhas, caule e raizes de cada experimento ao final do 36° dias de cultivo (FIGURA
10).

Figura 10 - Selecio da maior folha de alface por plantio hidrop6nico

Fonte: Propria autora

A precisdo das medidas foi estabelecida pelo poder de decisdo do coeficiente de
variagdo na qual analisa a dispersdao das medidas em termos relativos. Quanto menor for o
valor do coeficiente de variagdo, mais homogéneos serdo os dados, ou seja, menor serd a

dispersdo em torno da média. De uma forma geral (FLORES, 2014):

» CV < 15% — baixa dispersdo: dados homogéneos (cor preta)
» 15% < CV <30% — média dispersdo (cor vermelha)
» CV >30% — alta dispersdo: dados heterogéneos (cor azul)

Nas tabelas abaixo tem-se a andlise estatistica descritiva para comprimento e largura

das folhas (TABELA 3.1) na Tabela 3.2 para massa fresca e seca, umidade das folhas+raizes.




Tabela 3.1 - Variacdo da quantidade por cultivar e dimenséo das folhas de alface fortificadas com Fe-EDTA
Controle F1 F2 Branco
120mg 168 mg 240 mg 0 mg

numero de folhas

Média 11,5 17,0 15,5 10,0
DP 1,5 4,0 0,5 2,0
CV, % 13,0 23,5 3,2 20,0

altura (h) e comprimento (¢), cm
h ¢c h ¢ h C h c

Média 26 15 30 16 30 15 23 17
CV, % 3,8 17,2 0,0 3,2 0,0 0,0 33,3 394

DP: desvio padrdo da média; CV: coeficiente de variagcdo; h: altura; c: comprimento

Fonte: Propria autora

Tabela 3.2 - Variagdo das massas (folha + raiz) e umidade nas folhas de alface fortificadas com Fe-EDTA

Controle F1 F2 Branco
120 mg 168 mg 240 mg 0 mg

massa fresca, g
Média 24,5 9,90 7,30 19,7
CV, % 31,7 12,6 5,3 17,8

massa seca, g

Média 3,85 5,13 5,33 3,43

CV 32,6 5,3 6,8 34,7
umidade, %

Média 84,3 47,7 26,5 83,1

CV, % 0,2 8,1 33,4 3,7

DP: desvio padrio da média; CV: coeficiente de variagao

Fonte: Propria autora

Observa-se que, de um modo geral, houve grande dispersédo das medidas em torno da
média. Essa variabilidade entre cada duplicata se deve, principalmente, a trés fatores: ao
preparo incorreto da solu¢do nutritiva com o agente de fortificacdo (Fe-EDTA), a falta de
cobertura para protecdo dos raios UV no cultivar e falta de aeracéo.

Guimardes (2018) encontrou o nimero de folhas para o cultivo hidropdnico de alface
crespa em torno de 30 unidades e, esse aumento se deve ao efeito salino na solugéo nutritiva,

gue com o aumento da salinidade a partir de 3,6 mS/cm foi observado o decréscimo no
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numero de folhas. Isso explica um dos motivos da ndo brotacdo de mais folhas no cultivar

realizado neste projeto que atingiu a condutividade de até 29,45 mS/cm.

5.1.4 Reagéo de ferro com o-fenantrolina

Teixeira et al. (2006) estudou a reacdo de ferro em o-fenantrolina e concluiu que ha
uma influéncia da ordem de adigé@o de reagentes sobre a formagdo dos complexos do Fe(ll) e
verificou que melhores sinais de absorvancia sdo obtidos quando os reagentes sdo adicionados
na seguinte ordem: solucdo padrdo ou amostra, redutor, reagente cromogénico e solucdo
tampdo. Além disso, como os complexos de ferro formados com a 1,10-fenantrolina s&o com
Fe(ll), utilizou-se &cido ascorbico como agente redutor sendo que a quantidade de &cido

ascorbico ndo influencia de maneira significativa os sinais de absorvancia.

Figura 11 — Equacgdo quimica do ion Fe(ll) com o-fenantrolina

@)
Fe*# + 3 O O — Fe'
N N

¢o-Fenantrolina

= -3
Fonte: Breitkreitz et al., 2013.

A adicdo de &cido sulfurico — acido forte — na solucdo estoque de sulfato ferroso
serve para reprimir a hidrolise do ferro (GIORDANI DA COSTA et al., 2015), ou seja,
manter ferro como ion ferro (II) e ndo como ions hidroxilados de dificil interacdo para
complexacdo com a o-fenantrolina. Teixeira et al. (2006) e Giodani da Costa et al. (2015)
mostram que as variacOes espectrofotométricas, resultantes na utilizacdo do método da orto-
fentrolina para quantificacdo de ferro, sdo insignificantes quando se altera o potencial

hidrogeniénico e/ou a forca ibnica das amostras.

5.1.5 Curva Analitica

Para definicdo da faixa de trabalho a ser utilizada foi necessaria a observacdo do
limite de restricdo do analito presente na legislagdo. Essa concentragcdo deve encontrar-se no

meio da faixa de trabalho, onde a curva analitica apresenta a menor incerteza para a



determinacdo da concentragdo. Os niveis de concentracdo da curva analitica foram igualmente
espacados e preparados com trés repeticdes genuinas, ou seja, cada repeticdo foi preparada

independentemente a partir de solugcdes estoque diferentes (THOMPSON et al, 2002).

Figura 12 — Grafico da curva analitica para ferro-fenantrolina
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Fonte: Propria autora

Através da curva analitica final, apds sua avaliacdo e exclusdo de possiveis valores
externos, foram determinados os limites de detec¢do (LD) e o limite de quantificagdo (LQ). O
meétodo utilizado baseou-se na curva preparada no seu intervalo de confianca (MILLER &
MILLER, 1993). O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram

determinados de acordo com Barros (2012), utilizando as Equacdes 1-4:

SLD = SBranco +30Branco (EQ UACAO 1)

SLp

LD = "k (EQUACAO 2)

Onde: S p € o sinal analitico médio do limite de detec¢do; Spranco € 0 Sinal analitico do branco;
Ogranco € 0 desvio do branco; k é o coeficiente angular da curva analitica.

SLQ = SBranco +100Branco  (EQUACAO 3)

_ 3L
k

LQ (EQUACAO 4)



Onde: S_ g € o sinal analitico médio do limite de quantificagdo; Spranco € 0 Sinal analitico do

branco; Ogranco € 0 desvio do branco; k € o coeficiente angular da curva analitica.
Manoel (2011) em sua pesquisa considera que o limite de deteccdo refere-se a menor

concentracdo do analito que pode ser detectada, de modo visual ou de modo mecanico por
métodos utilizando os pardmetro da curva analitica, e o limite de quantificagdo é definido
como a menor concentracdo do analito que pode ser quantificada na amostra com exatiddo e
precisdo aceitaveis, sob as condicGes experimentais adotadas, sendo expressa da mesma forma

que o limite de deteccéo.

5.1.6 Ferro enriquecido na Alface

Todas as leituras de ferro nas amostras de alface para cada tipo de extrator foram
precisas, como coeficiente de variacdo entre 0,0 a 0,27% e, aceitaveis estando acima do limite
do quantificagéo.

A folha da alface crespa possui cerca de 4 mg/kg de ferro (TACO, 2017) e, com a
biofortificacdo de 168 e 240 mg a razdo entre a adi¢céo de ferro e o valor de referéncia foi de

aumento para 16,3 e 27,3 vezes, respectivamente, em relacdo ao controle como pode ser

observado pela soma de ferro extraido (O extratores) na Figura 13.

Figura 13 — Gréafico da curva analitica para ferro-fenantrolina
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Fonte: Propria autora

Numa andlise para qual forma o ferro se encontra ligado aos componentes quimicos

da alface observa-se, primeiramente, uma homogeneidade quanto essas formas de interacéo do



ferro para os trés estudos de adicdo de ferro, ou seja, as maiores concentracdes de ferro por

massa de alface encontram-se distribuidas na seguinte ordem:

Extrator 5 > Extrator 4 >Extrator 1 > Extrator 2 > Extrator 3

Como ja era esperado, 0 uso de Extrator 5 — HCI 2,0 mol/L, um &cido forte - promoveu a
dissolucéo dos silicatos e minerais, por isso, ha uma maior concentracdo de ferro. O Extrator 4
— solucdo de NaOH pH 12 — enfraqueceu a ligagcdo do ferro com compostos organicos e
sulfetos, permitindo a degradacdo da matéria organica, por hidrolise ou oxidacéo, facilitando a

liberacdo deste elemento quimico.

Os primeiros extratores geralmente sdo aqueles com propriedades de troca ibnica,
deslocando ions de sitios i6nicos especificos, sendo representados por solucées idnicas (1,0
mol/L), como o cloreto de magnésio e de calcio e nitrato de sodio (Extrator 1). Apds o
extrator 1, sdo utilizados extratores com propriedades de dissolucdo de carbonatos, ja que
metais ligados a carbonatos sdo sensiveis a variacdo de pH. Estes sdo representados por

solucdo tampdo de &cido acético/acetato de ambnia pH 5 (Extrator 2).

Os extratores com propriedades de reducdo acida continuam o processo de extracdo, apos
extracdo a 2, e promovem a dissolucdo de oxi-hidratos de ferro e manganés, tendo como

exemplo asolugdo 0,5 mol/L de &cido acético (extrator 3).

De acordo com Andrade, Alves e Takase (2005) cada substancia quimica utilizada na
para a extracdo de ferro foi adicionada sequencialmente, no mesmo residuo inicial, de tal
modo a remover o ferro, primeiramente a partir de compostos com ligagbes mais fracas até

atingir as fortes interagdes de rede nos silicatos. Assim sendo,

» Extrator 1 - possui propriedades de troca de idnica entre 0os compostos oxi-hidratos

» Extrator 2 — possui propriedades de dissolucdo de carbonatos

» Extrator 3 — possui propriedades de reducdo acida com extracdo de ferro a partir de sitios
ibnicos

» Extrator 4 - possui propriedades de enfraquecimento da ligagdo metalica com compostos
organicos e sulfetos

» Extrator 5 — possui propriedades de dissolucdo dos silicatos e minerais



Desse modo, ao buscar em TACO (2017) a composicdo quimica da alface, pode-se
inferir que o ferro se encontra ligado a compostos organicos e que pode ter sido extraido com
0s seguintes extratores classificados abaixo:

» Extratores 5; 3 e 2 carboidratos CHO

» Extratores 5;4 e 3 compostos por Tiamina Ci1,Hi17N4OS, Proteinas CHONPS, Lipideos
CHONPS, Niacina CgHsNO;

» Extratores 5; 3 e 1 Fibra alimentar, Vitamina C - C17H20NOg, Piridoxina CgH11NO3,
Colesterol Cy7H460, retinol CogH300.

A partir da diferenca entre o branco e o ferro adicionado nas solucdes nutritivas das
amostras de alface determinou-se a taxa de recuperacdo de ferro adicionado ou percentual de
biofortificacdo e, que pode ser observada no grafico da Figura 14, sendo que no eixo X 0s
valores 120; 168 e 240 correspondem a massa de ferro adicionado nas solugfes nutritivas de
acordo com o recomendado para cultivo hidropdnico e as duas demais massas a adicdes

chamada de biofortificagdo, respectivamente.

Figura 14 — Histogramas para a taxa de ferro recuperado na andlise dos extratores (%Biofortificacao)
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Fonte: Propria autora

Na Figurald as fracBes de sitios ibnicos (extrator 3) e carbonatos (extrator 2)
corresponderam as espécies quimicas que mais se ligaram ao ferro com o aumento da massa
adicionada numa proporcao de cerca de 75% a 100% as demais fracGes ficaram em torno de

49%, ou seja, espécies mais labeis e mais biodisponiveis para efeitos de adsorcéo.



A biofortificacdo de ferro foi conseguida pelo cultivo hidropdnico mas com uma taxa
de recuperacao baixa e, isso pode ser devido as mas condicdes operacionais do cultivo como a

falta de oxigenacdo da solugdo nutritiva e falhas nas técnicas de monitoramento.



6 CONCLUSAO

A biofortificacdo de ferro apresentou pequena assimilacdo pela alface crespa e um
mau desenvolvimento radicular e foliar.

O principal fator observado pelos resultados esta na pouca absorcdo de dgua e toxidez
por nutrientes. Embora rica em macro e micronutriente a planta absorve mais agua que
nutrientes, de modo que o preparo da solucdo para o inicio do cultivo e manutencdo do
volume durante o cultivo, apresentou uma crescente salinizagdo do meio de cultivo
acarretando a diminuicdo de absorcdo da agua e sua contaminacao.

Observou-se também uma grande varia¢do do desvio padrdo obtido nos resultados de
pH, condutividade e oxigénio dissolvido prejudicando o monitoramento e as decisfes sobre o
preparo da solugdo nutritiva durante as reposicdo de volume.

Um novo cultivo seria ideal para a concretizacdo dos estudos tedricos numa nova
abordagem metodolégica de monitoramento, cuidados com a solugdo nutritiva e uso de

equipamentos.
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