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RESUMO

—
Ao longo da vida, o ser humano passa por diferentes fases que vao da infancia ao

envelhecimento. Infelizmente, na velhice, o corpo humano comega a enfrentar algumas
limitagdes na absorcdo de nutrientes importantes para a manutencao da qualidade de
vida. Por esse motivo, existem diversas formulas e suplementos disponiveis no mercado
que visam suprir essas deficiéncias minerais para o publico idoso. Estudar os teores
totais de minerais essenciais ¢ importante, porém com esses valores ndo se pode ter
informacdes realmente adequadas sobre seu valor nutritivo. A bioacessibilidade e a
biodisponibilidade sdo conceitos-chave que nos garante informag¢des mais precisas sobre
esses valores. Neste trabalho, ¢ quantificado célcio, ferro, magnésio e zinco em
amostras de suplementacdo adulta, baseados em compostos lacteos fortificados (CLF) e
formulas modificadas de nutricdo enteral e oral (FNEO) para adultos. As amostras
utilizadas nestetrabalho foram digeridas com &cido nitrico e perdxido de oxigénio para
quantificar os teores totais de Ca, Fe, Mg e Zn. A eficiéncia do procedimento de
decomposicao acida foi avaliada por meio de um teste de exatiddo, utilizando a amostra
certificada NIST 1547,que apresentou percentuais de recuperacdo de 97% para Ca, 95%
para Fe, 101% para Mge 90% para Zn. Para avaliar a bioacessibilidade foram realizados
dois procedimentos de extracdo utilizando o método in vitro SBET (Simple
Bioaccessibility Extraction Test) e o método in vitro PBET (Physiological Based
Extraction Test). As faixas de bioacessibilidade, em %, para Ca foram de 14 a 62%,
para Fe de 23 a 65%, para Mg de 21 a 46% e de 33 a 64 % para Zn resultados obtidos
com o método SBET e de 17 a 38%para Ca, 27 a 41 para Fe, 15 a 35% para Mg e de 25
a 47 % para Zn quando o PBET foi aplicado as amostras. Observa-se que o PBET
apresentou uma maior porcentagem de extracdo em relagdo aos elementos trago,
enquanto o SBET extraiu predominantemente magnésio e calcio. A partir dos
resultados, foi possivel concluir que a avaliagdao da bioacessibilidade se torna importante
para avaliar o teor nutritivo de suplementagdo adulta, visto que os teores rotulados nem
sempre estdo acessiveis ao organismo. Portanto, considerar as condigdes gastricas

simuladas fornece valores reais de absor¢ao dos minerais pelo corpo humano.

Palavras-chave: Teor total. Bioacessibilidade. Suplementacdo adulta. Calcio. Ferro.

Magnésio. Zinco.
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ABSTRACT

Throughout life, humans go through different stages ranging from childhood to aging;
unfortunately, in old age, the human body begins to face some limitations in the
absorption of important nutrients for maintaining quality of life. For this reason, there are
various formulas and supplements available on the market aimed at addressing these
mineral deficiencies in the elderly population. Studying the total levels of essential
minerals is important, but these values alone cannot provide truly adequate information
about their nutritional value. Bioaccessibility and bioavailability are key concepts that
provide us with more precise information about these values. In this study, calcium, iron,
magnesium, and zinc were quantified in adult supplementation samples, based on
fortified dairy compounds (CLF) and modified formulas for enteral and oral nutrition
(FNEO) for adults. The samples used in this study were digested with nitric acid and
hydrogen peroxide to quantify the total levels of Ca, Fe, Mg, and Zn. The efficiency of
the acid decomposition procedure was evaluated through an accuracy test using the
certified NIST 1547 sample, which showed recovery percentages of 97% for Ca, 95% for
Fe, 101% for Mg, and 90% for Zn. To evaluate bioaccessibility, two extraction procedures
were performed using the in vitro SBET (Simple Bioaccessibility Extraction Test)
method and the in vitro PBET (Physiological Based Extraction Test) method. The
bioaccessibility ranges, in %, for Ca were from 14 to 62%, for Fe from 23 to 65%, for Mg
from 21 to 46%, and from 33 to 64% for Zn, results obtained with the SBET method, and
from 17 to 38% for Ca, 27 to 41 for Fe, 15 to 35% for Mg, and from 25 to 47% for Zn
when the PBET method was applied to the samples. It is observed that PBET showed a
higher percentage of extraction in relation to trace elements, while SBET predominantly
extracted magnesium and calcium. From the results, it was possible to conclude that the
evaluation of bioaccessibility becomes important for assessing the nutritional content of
adult supplementation, since labeled levels are not always accessible to the body;
therefore, considering simulated gastric conditions provides real values of mineral

absorption by the human body.

Keywords: Total level. Bioaccessibility. Adult supplementation. Calcium. Iron.

Magnesium. Zinc.
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INTRODUCAO

A nutri¢ao adequada desempenha um papel fundamental na promogao da saude e
na prevencdo de doencas. A falta de uma dieta equilibrada pode levar a deficiéncias
nutricionais, doengas cronicas e outras condi¢gdes prejudiciais a satide, como destacado
pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2003). Para atender as necessidades
aumentadas de nutrientes, especialmente em casos de deficiéncias na ingestao diaria ou
em condi¢des de saude especificas, sdo utilizados suplementos nutricionais que contém
altos niveis de vitaminas e minerais (IACONE et al., 2016). Além disso, para pacientes
que nao podem consumir alimentos oralmente, as formulas de nutricdo enteral e oral
(FNEO) e compostos lacteos fortificados (CLF) oferecem alternativas que evitam
técnicas mais invasivas, como a nutri¢do parenteral (ITURBIDE-CASAS et al., 2019).

A determinacao do valor nutricional dos alimentos vai além da analise dos teores
totais de nutrientes, requerendo também a compreensdo da biodisponibilidade e
bioacessibilidade destes elementos, que sdo essenciais para uma avaliagdo precisa do
impacto dos alimentos na saide humana (COZZOLINO, 1997; 2009; FAIRWEATHER-
TAIT e de SESMAISONS, 2018). A bioacessibilidade de nutrientes ¢ definida como a
fragdo do nutriente que ¢ liberada no trato gastrointestinal, mas que nao ¢
necessariamente biodisponivel. A determinacdo do teor bioacessivel geralmente ¢
avaliada através de procedimentos in vitro que simulam adigestdo géstrica que ocorre no
estomago (CARBONELL-CAPELLA et al, 2014; FIORAVANTI ¢ MORGANO
2021).

Os métodos de extracdo in vitro simulam as condi¢gdes gastrointestinais
(temperatura, agitacdo, pH, tensdo superficial, enzimas, etc.), € envolvem trés areas
distintas do sistema digestivo humano: boca, estbmago e intestino. No lugar da saliva e
dos sucos gastricos e duodenal naturais, sdo usadas solugdes artificiais que simulam o
meio de cada um dos compartimentos digestivos, principalmente a a¢do enzimatica que
ocorre na boca, no estbmago e no intestino, e condi¢des de temperatura e pH. Apos esta
simulacdo, a solug¢do resultante ¢ destinada a quantificagdo do nutriente de interesse,
permitindo avaliar a sua bioacessibilidade (AGUDELO et al, 2017). Ja, a

biodisponibilidade ¢ a fracdo de um nutriente que € absorvida e pode atender as demandas
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fisiologicas dos tecidos-alvo. Este estudo aborda a absor¢ao dos nutrientes pelas células
epiteliais intestinais, crucial para a entrega desses nutrientes aos tecidos-alvo e sua
utilizacao fisiologica (COZZOLINO, 2005).

A determinagdo da biodisponibilidade e bioacessibilidade sdo procedimentos
trabalhosos e, muitas vezes, podem ser dificultados por processos complexos que
compreendem a digestdo. Experimentos precisos in vivo no homem, ou em animais,
podem proporcionar uma melhor informagao sobre a biodisponibilidade de compostos
ingeridos (VERSANTVOORT et al., 2005). Contudo, a técnica in vitro ¢ eleita sobre
estudos in vivo, pois reduz a necessidade de animais e simplifica os procedimentos
executados nos testes in vivo, sendo mais reprodutivel, permitindo que o procedimento
possa ser padronizado. Atualmente, a bioacessibilidade e a biodisponibilidade tornaram-
se conceitos chave para se avaliar a eficiéncia nutricional dos alimentos (FIORAVANTI
e MORGANO, 2021).

Apesar da importancia dos minerais na dieta, eles nao sao sempre bioacessiveis, €
fatores extrinsecos e intrinsecos devem ser considerados no processo de absor¢do
(GONCALVES, et al., 2020). A avaliagao adequada do teor nutritivo de suplementagdes
adultas se torna importante, visto que o publico a quem se destina precisa alcangar a
ingestdo suficiente de minerais necessarios a um bom desempenho de seu organismo. O
principal objetivo deste estudo ¢ avaliar a bioacessibilidade in vitro de Ca, Fe, Mg e Zn
usando os testes in vitro SBET e PBET em amostras de suplementacdo adulta por
espectrometria de emissdo Optica de plasma induzido por micro-ondas (MIP OES). Essa
andlise detalhada visa fornecer insights valiosos para a formulagdo e consumo de
suplementos que otimizem a absorc¢do desses minerais essenciais, promovendo assim a

saude e o bem-estar do publico-alvo.
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REVISAO DE LITERATURA

. ____________________________________________________________________________________________|
1.1 Suplementacio alimentar

O envelhecimento humano acarreta uma série de alteragdes anatomicas e
funcionais que impactam a satde e a nutri¢ao dos idosos. A alimentacao desempenha um
papel crucial na manutencdo da saide ao longo da vida, especialmente na velhice,
afetando diretamente a qualidade de vida. Considerando as mudancas nas fungdes
organicas enfrentadas pelo organismo nesse periodo, os suplementos alimentares
especificos se tornam aliados importantes para melhorar a qualidade de vida (SILVER,
2009), garantindo a adequada ingestdo de macro e micronutrientes. A diversidade de
sabores disponiveis facilita o consumo, proporcionando alternativas que se adaptam tanto
a pratos salgados quanto doces, prevenindo caréncias nutricionais e complicagdes
decorrentes do envelhecimento (OLIVEIRA et al.,, 2016; LOPES et al.,, 2015;
CORREIA et al., 2017; FERREIRA et al., 2002).

Em cada fase da vida o corpo humano requer quantidades especificas de nutrientes
para seu desenvolvimento e manutengdo. Para orientar essas necessidades, existe o Indice
de Ingestdo Recomendada (IDR), que considera a faixa etéria, visto que criancas e adultos
tém demandas nutricionais distintas. Nos idosos, as condi¢des de satde e o uso de
medicamentos podem impactar a absor¢do de nutrientes, muitas vezes reduzindo sua
biodisponibilidade (COZZOLINO, 2007)

Segundo a Anvisa, os minerais indicados para a ingestao didria para adultos estao
expostos na Tabela 1. Pode ser observado que o calcio ¢ o mineral recomendado em
maior quantidade devido a este ser responsavel pela constru¢cdo e manutengdo de toda a
estrutura ossea, além de ser bastante essencial para a contragdo muscular e transmissao

dos impulsos nervosos (AZEVEDO, 2018).
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Tabela 1 - Ingestao didria recomendada pela Anvisa dos principais minerais para adultos

Nutriente Valor recomendado
Célcio 1000 mg
Ferro 14 mg
Magnésio 260 mg
Zinco 7 mg
Fosforo 700 mg
Selénio 34 ug
Manganés 2,3 mg

Fonte: Anvisa, 2005

A adocgdo desses valores visa garantir que os individuos ingiram uma quantidade
significativa dos nutrientes necessarios a uma vida saudavel. Estes indices ajudam a evitar
a ingestdo inadequada de nutrientes e reduzir os riscos de problemas de satde garantindo
a manutenc¢do adequada do organismo.

Na Resolugdo 269 da ANVISA (2005), ha uma unica referéncia a
biodisponibilidade, especificamente para o ferro. Esta resolu¢do indica uma ingestdo
didria recomendada de 14 mg para adultos, dos quais apenas 10% devem ser
biodisponiveis. No entanto, ndo ¢ possivel verificar se essa recomendacgdo estd sendo
seguida, uma vez que os rotulos dos alimentos nao fornecem essa informagao sobre o teor

de biodisponibilidade.

1.2 Minerais

Os alimentos que ingerimos diariamente sdo compostos de varias substincias
quimicas, entre elas algumas que sao necessarias para o bom funcionamento do
organismo, os chamados nutrientes. Ha nutrientes necessarios em grandes quantidades,
como os carboidratos, as proteinas e os lipidios, e nutrientes necessarios em quantidades
menores, como as vitaminas € os minerais. Os minerais podem ser classificados como

macrominerais € microminerais. Os macrominerais sao aqueles que o organismo humano
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necessita em maiores quantidades para ter um bom funcionamento, nesse grupo estao o
calcio (Ca?"), sédio (Na"), potassio (K*) e magnésio (Mg?"), e os microminerais, embora
sejam requeridos em pequenas quantidades, sdo tdo importantes quanto os macrominerais
e fazem parte desse grupo o ferro (Fe?"/Fe*"), cobre (Cu®*) e o zinco (Zn>"). Esses
minerais desempenham fungdes diversas e especificas no organismo humano, compondo
proteinas e enzimas, atuando na manutencdo dos mecanismos de defesa (sistema
imunologico) prevenindo doengas como anemia e osteoporose ¢ formando tecidos
(SILVA, et. al, 2015; GHARIBZAHEDI & JAFARI 2017). A seguir s3o detalhadas as

principais caracteristicas e fungdes dos minerais investigados nesse trabalho.

1.2.1. Calcio

O calcio ¢ um macromineral bastante importante na manuteng¢ao do corpo humano
que desempenha diferentes funcdes no organismo. Ele estd presente principalmente na
estrutura Ossea, participa dos processos de coagulagdo sanguinea, comunicagdo
intracelular e contracdo da musculatura, interfere na liberacdo dos neurotransmissores nas
ligagdes sinapticas e participa como cofator de reagdoes enzimaticas (ETCHEVERRY,
GRUSAK, FLEIGE, 2012; QUINTAES & DIEZ-GARCIA, 2015). Se torna ainda mais
importante sua ingestdo adequada nos primeiros anos de vida, na gravidez ele tem seu
papel aumentado ja que ele ¢ indispensavel nessa fase, participando da formagao de toda
a estrutura 6ssea do feto.

As principais fontes desse mineral sdo o leite e seus derivados, alguns tipos de
peixe como a sardinha e o salmdo, folhas verdes como a couve, folhas de mostarda e
brocolis, além de algumas sementes e legumes (GROPPER, SMITH, GROFF, 2011).
Sua bioacessibilidade pode variar dependendo de fatores como o tipode alimento, seu
processamento e a presen¢a de outros nutrientes, devido a sua interacdocomplexa com
os componentes alimentares. Por exemplo, o cdlcio encontrado em vegetais de folhas
verdes pode ter sua absor¢ao prejudicada devido a presenca de compostos comooxalatos,
que reduzem sua disponibilidade para absor¢do no intestino. Por outro lado, certos
nutrientes, como a vitamina D, tem como caracteristicas aumentar a absor¢ao de calcio
no organismo (LICHTENSTEIN et al., 2013).

Sabendo de sua importancia na manutengdo da satde, especialmente da estrutura
Ossea, e estando relatado na literatura que sua absorcao ¢ dificultada diretamente da dieta

devido a precipitacao de sais de calcio insoltveis que sao formados em um ambiente
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basico como intestino, o estudo de sua acessibilidade no organismo se torna de grande
importancia (JIN, FU, & MA, 2011). Existem interesses no estudo de suplementacao de
calcio em alimentos que possam ser absorvidos, de forma eficaz, ja que sua caréncia pode
acarretar diversos problemas, tais como: falta de memoria, cdimbras, fraqueza dos o0ssos
etc. (PENG, 2016). A ingestao adequada de calcio nas faixas de maior necessidade

previne doengas como: osteoporose, hipertensao arterial, obesidade e cancer de colon

(PEREIRA et al., 2009).

1.2.2 Magnésio

O magnésio estd envolvido em uma ampla variedade de reagdes biologicas
fundamentais. O ion magnésio (Mg?") é essencial como co-fator em uma ampla gama de
enzimas, desempenhando um papel vital no metabolismo de nutrientes e na sintese de
diversas moléculas fundamentais. Suas fung¢des abrangem desde a sintese de acidos
graxos e proteinas até a fosforilagdo da glicose e suas derivagdes na via glicolitica, além
das atividades da transcetolase. Além disso, o magnésio desempenha um papel
significativo na regulacdo da transmissdo neuromuscular, operando em coordenagdo e
antagonismo com os efeitos do célcio, dependendo do sistema em questdo. Em situagdes
de contragdo muscular normal, o célcio age como um agente estimulante, enquanto o
magnésio atua como um agente relaxante. Uma ingestdo elevada de magnésio esta
correlacionada com o aumento da densidade 6ssea (PASTERNAK et al. 2010).

O magnésio ¢ encontrado em diversos alimentos, e uma dieta regular geralmente
oferece as quantidades necessarias desse elemento. Sementes, nozes, leguminosas e
cereais integrais moidos, juntamente com vegetais de folhas verde-escuras, sdo excelentes
fontes de magnésio, ja que esse mineral desempenha um papel crucial na composi¢ao da
clorofila (COELHO et al., 2011). Existem fatores que dificultam a absor¢ao do magnésio,
como a presenga na dieta de alimentos ricos em fitatos, oxalatos, fosfatos e fibras
alimentares. Por outro lado, alguns elementos, como os carboidratos, especialmente a
lactose, podem facilitar essa absor¢do. A ingestdo proteica abaixo de 30 g/dia pode
reduzir a absor¢do de magnésio. Além disso, certos fatores dietéticos, como o alto teor de
sodio, célcio, cafeina e alcool, também podem aumentar a excrecdo renal desse mineral
(MARTIN; GONZALEZ; SLATOPOLSKY, 2009; NAITHANI; BHARADWAII;
DARBARI, 2014).

Baixos niveis de magnésio foram associados a uma série de doencas cronicas,
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como doenca de Alzheimer, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2, hipertensao,
doenca cardiovascular (por exemplo, acidente vascular cerebral), enxaqueca e transtorno
de déficit de atencdo e hiperatividade (GROBER et al., 2015).

Apesar de evidéncias cientificas mostrarem que o magnésio tem papel
fundamental em diversas reacdes metabodlicas, o complexo metabolismo desse mineral
ndo estd completamente elucidado, bem como suas interagdes com outros nutrientes ou
substancias da dieta. Associado a isso, ¢ evidente a existéncia de inadequagdo no consumo
de magnésio, o que parece contribuir para a manifesta¢ao de sua deficiéncia na populacao

(SEVERO et al., 2015).

1.2.3 Ferro

O ferro ¢ considerado um elemento essencial para a manutencao da vida humana,
ele participa de diversos processos no organismo, por exemplo, atuando no transporte de
oxigénio, sintese da hemoglobina e ainda estd relacionado a processos enzimaticos
(OKADA, 2003). E possivel classificar este mineral em ferro heme e ferro ndo-heme. A
forma heme (Figura 1) € obtida a partir da quebra do ferro das moléculas de hemoglobina,
que esta na sua forma ferrosa e se liga ao oxigénio efetuando o seu transporte para todos
os tecidos corporais, € mioglobina provenientes de laticinios, ovos e carnes vermelhas,
sendo melhor absorvido que o ferro ndo-heme (Fe’*), geralmente proveniente dos

alimentos de origem vegetal como graos e vegetais (GROTTO, 2010).
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Figura 1: Estrutura quimica do ferro heme

H,G
\

Fonte: Grotto, 2010

Por atuar em diversos processos e desenvolver fun¢des importantes no organismo
humano, sua deficiéncia acaba por gerar desordens e disfuncdes, a exemplo a anemia que
¢ considerado o maior problema de satde publica relacionado a deficiéncia de nutrientes
(WHO, 2006; ETCHEVERRY, GRUSAK, FLEIGE, 2012). A anemia ferropriva atinge
cerca de 2 bilhdes de pessoas no mundo e ¢ causada pelo desequilibrio na quantidade
biodisponivel de ferro e sua necessidade organica. No Brasil, a anemia ferropriva foi
apontada como a segunda maior deficiéncia causadora de doenc¢a na infancia (ALMEIDA
et al., 2004; SPINELLI et al., 2005). Essa doenga costuma acometer os diferentes tipos
de individuos em todas as faixas etarias, como criangas ¢ idosos. Em criangas, estado
grave de anemia pode prejudicar o desenvolvimento cognitivo e, em gestantes, as
consequéncias podem ser evidenciadas no feto, que nasce com baixo peso. Ha um acordo
entre o Governo Federal e os produtores para a adicao de ferro nas farinhas de milho e de
trigo, que também sao fortificadas com acido folico (vitamina B9) para tentar diminuir
sua caréncia na alimentac¢ao da populagdao (ANVISA, 2017).

O ferro biodisponivel depende da composi¢cdo e forma como os alimentos sdao
consumidos e da combinagdo destes na alimentagdo. O ferro heme presente na carne
bovina, peixes, aves e visceras apresenta uma alta biodisponibilidade, sendo absorvido

pelo intestino em maior porcentagem (10 a 30%) do que o ferro ndo-heme. O ferro nao

26



heme tem biodisponibilidade variavel, porém sempre baixa. A biodisponibilidade desse
tipo de ferro pode ser potencializada pelo consumo simultdneo de carnes, visceras,
alimentos ricos em acidos organicos como o ascoOrbico, a vitamina A e carotenos
(SANTOS et al., 2004). O 4cido ascorbico, por exemplo, quando é consumido na mesma
refei¢do com o ferro ndo-heme, potencializa sua absor¢do pois mantém o ferro no estado
ferroso e forma o quelato ferro-ascorbato, que ¢ mais soluvel, por isso pronto para ser
absorvido pelo organismo (GARCIA-CASAL et al., 1998; FANTINI et al., 2008).
Apesar da anemia ser um dos maiores problemas mundiais de satde publica, a
média de ferro total presente na dieta de diversas regides encontra-se acima das
recomendacdes didrias necessarias para suprir o uso metabdlico normal desse
micronutriente, mostrando que a anemia ¢ consequéncia da baixa biodisponibilidade de
ferro nos alimentos, principalmente o ndo-heme (BREITHAUPT; YAHIA;
VILAZQUEZ, 2007; GUNNARSSON; THORSDOTTIR; PALSSON, 2007; FANTIN
ET AL., 2008). Evidenciando que estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade sao

importantes parametros para ter valores reais do seu contetido nutricional.

1.2.4 Zinco

O zinco ¢ um importante micronutriente antioxidante, ou seja, atua contra os
radicais livres com a func¢do de bloquear o efeito danoso dos mesmos (MAFRA e
COZZOLINO, 2004). Participa de muitas reagdes do metabolismo celular, incluindo
processos fisiologicos, tais como a fungdo imune, crescimento e desenvolvimento. E
componente de varias metaloenzimas que influenciam o metabolismo de carboidratos,
lipidios, proteinas e acidos nucléicos. O zinco esta abundantemente distribuido em todo
o corpo humano, sendo o segundo micromineral mais abundante do organismo. Ha
evidéncias de que a suplementagdo com Zn reduz o impacto de muitas doengas, pois
promove melhora do sistema imune (MAFRA e COZZOLINO, 2004).

Na alimentagdo humana, a forma mais disponivel de zinco, Zn**, ¢ encontrada na
carne de animais, em particular nas carnes vermelhas e aves. Outras fontes sdo: peixes,
ostras e outros mariscos, figado, cereais de grdos integrais, nozes e produtos de soja.
Geralmente a ingestdo de zinco esté relacionado com a ingestao de proteinas. A principal

causa da deficiéncia de zinco ¢ o emprego de uma dieta rica em cereais nao refinados
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(integrais) e paes nao fermentados, que contém altos niveis de fibras e fitatos, os quais
formam um complexo de coordenac¢io com o zinco (ions Zn*?) no intestino e impedem
sua absorcao.

A caréncia de Zn no organismo acarreta problemas nutricionais ao organismo,
englobando muitas anormalidades ao metabolismo, a exemplo o retardo no crescimento,
hipogonadismo, alteragdo da resposta imune, dificuldade de cicatrizacao, aumento do
risco de aborto, diarreia, anorexia, perda de peso, alopecia, e a prematuridade na gestagao

(ANDRADE & MARREIRO, 2011).

De forma genérica a legislacdo Brasileira estabelece como limite de ingestao de
Zn, para todos os alimentos como sendo 50,00 mg/Kg (BRASIL, 1965), face uma
recomendacao diadria de 7mg/kg por dia (ANVISA, 2005).

1.3 Avaliacao nutricional dos alimentos

Falar em nutri¢ao atualmente ¢ um tema bastante presente no dia a dia, a procura
de uma alimentagdo mais equilibrada tem sido fonte de diferentes debates, a discussao e
o enfoque de uma dieta equilibrada ¢ tema muito presente na midia e preocupagdo
constante de instituicdes governamentais ligadas a satide, no Brasil e no mundo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Na literatura encontram-se diversos estudos que
preconizam uma dieta balanceada (DA SILVA e SANTOS, 2021) visto que muitas
doengas podem ser evitadas pela alimentagdo saudavel, que forneca a ingestdo didria
dos nutrientes necessarios a manutengdo de uma vida saudavel. Em casos mais graves
de deficiéncia de nutrientes, ocorre a desnutrigdo, que causa s€rios prejuizos ao
desenvolvimento do corpo humano, especialmente em criancas, € pode levar a morte. No
Brasil o 6rgdo que regulamenta a quantidade de nutrientes que devem ser ingeridos

diariamente é a Anvisa.

A ingestdo diaria recomendada (IDR) para os minerais ¢ um conjunto de
recomendacdes para a maioria dos individuos e grupos de pessoas de uma populacdo
saudavel (BRASIL, 2005). A IDR leva em conta trés grupos principais: adultos, criangas
e lactentes e gestantes. Essa regulamentacdo por parte do governo ¢ bastante importante,

J& que os minerais atuam em diversas fun¢des bioldgicas no organismo humano. E
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também ha minerais que podem representar riscos a saude humana, pois apresentam
toxicidade que podem levar a doengas como céancer, € em casos mais graves a morte,
como ¢ o caso da ingestao de cadmio e chumbo, que sdo considerados toxicos € ambos

sdo considerados carcinogénicos (HERNANDEZ et al., 2004).

Com o avango das pesquisas que envolvem alimentos, sabe-se hoje que a
concentragdo total de um nutriente no alimento ndo fornece informagdes adequadas para
avaliar o seu valor nutricional, pois quando o alimento ¢ ingerido no organismo humano
ocorrem reacgdes que comecam na boca e se estendem por todo trato gastrointestinal.
Neste percurso, ocorrem mudangas de pH e o contato com varias enzimas e solucdes
salinas, que podem ou ndo extrair do alimento parte dos nutrientes constituintes da
amostra, sendo que apenas parte desse teor ¢ realmente absorvido pelo organismo
podendo atuar nas demandas fisioldgicas em tecidos alvos ou para serem estocados no
organismo para uso futuro (COZZOLINO, 1997; FERNANDEZ, 2009;
FAIRWEATHER-TAIT e de SESMAISONS, 2018). Portanto, para uma avaliacdo eficaz
do valor nutritivo dos alimentos, ¢ crucial ndo apenas considerar a concentragao total do

nutriente, mas também quantificar os teores bioacessiveis e biodisponiveis.

1.4 Digestao humana e absorc¢io dos nutrientes

A digestdao humana € um processo complexo que consiste basicamente em retirar
dos alimentos, que sdo ingeridos, os nutrientes que podem ser usados pelo organismo para
atuarem em demandas fisiologicas. E bom ressaltar que nem todo o contetido do nutriente
que ¢ ingerido ser absorvido pelo organismo, isso vai depender de diferentes fatores tais

como: idade, quantidade ingerida, dieta equilibrada (COZZOLINO, 2008), entre outros.

O processo de absor¢dao pelo organismo humano inicia-se logo na boca,
simultaneamente ao processo de digestdo, no qual o tamanho dos alimentos ¢ reduzido
no processo mecanico da mastigacdo. Na mastigacdo ocorre a degradacdo inicial do
alimento na presenca de saliva, em pH 6,5. O alimento mastigado ¢ transportado pelo
esOfago até o estdbmago por meio de contragdes peristalticas. Ao chegar no estomago
ocorre a digestdo de proteinas. O processo de absor¢cdo de nutrientes pelo organismo

acontece no intestino delgado logo apds a digestdo, onde os alimentos, através de
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processos mecanicos € quimicos, sao decompostos em moléculas mais simples e de
menor tamanho, assim tornando possivel atravessarem as paredes do tubo digestivo (meio
externo) para o meio interno (sangue e linfa), sendo conduzidos até as células, onde sao

utilizados no decurso do metabolismo celular (GROFF, 2012).

O processo de absor¢ao dos nutrientes ¢ variavel, pois cada nutriente possui um
sistema de absor¢do dentro do organismo humano, para os nutrientes esse processo
ocorrede diferentes maneiras a depender do mineral analisado. O calcio, por exemplo,
pode ser absorvido por dois tipos de processos: um paracelular (passivo) € um que
envolve energiae uma proteina chamada calbidina D9k (ativo). No processo passivo nao
ha consumo de energia, a absor¢ao ocorre entre células epiteliais do intestino devido a
elevadas concentracdes de calcio no limen. Esse processo ocorre no intestino delgado e
jejuno. Noprocesso ativo que envolve energia, a calbidina D9k se liga ao célcio fazendo
com que ocalcio seja absorvido pela borda estriada da célula e também para que ele possa
ser levadodo citoplasma para a membrana da célula. Esse processo ocorre no duodeno e
jejuno proximal e ¢ estimulado pelo calcitriol ou vitamina D. O célcio também pode ser
absorvido no intestino delgado apds a fermentacdo de fibras fermentdveis, como a
pectina, realizada pelas bactérias no coélon (GROPPER, SMITH, GROFF, 2011). A
presenca de substancias como vitamina D, agucares e proteinas tende a facilitar essa
absor¢do, enquanto fibras, fitato, oxalato e cations bivalentes t€ém o efeito oposto,
diminuindo-a (GROPPER, SMITH, GROFF, 2011).

O ferro, por sua vez, pode estar na forma heme ou ndo-heme, como ja discutido
na secao 1.2.3. Essas duas formas deste micromineral possuem um sistema de absor¢ao
diferente, ja que o ferro ndo-heme tende a ser menos acessivel do que o ferro heme. O
ferro ndo-heme para ser absorvido precisa ser liberado dos alimentos por meio de hidrolise
enzimatica e fatores como acidez e a presenga de aglicares favorecem a absorcao intestinal
(GROPPER, SMITH, GROFF, 2011). O ferro heme ¢ absorvido de forma rapida pela
borda estriada das células mucosas, mediado pela proteina transportadora de heme 1
(HCP1). Essa absor¢ao ocorre principalmente no intestino delgado, com destaque para o
duodeno. Apoés entrar na célula, o ferro heme pode ser convertido em ion ferroso
inorganico e protoporfirina (GROPPER, SMITH, GROFF, 2011). Apos ser liberado da
matriz alimentar, o ferro nio-heme permanece solivel em meio 4cido na forma de Fe**
no estdbmago, mas pode ser reduzido ao estado ferroso (Fe’") que é solivel em pH
alcalino. Ainda ndo hd um entendimento completo sobre o processo de absor¢do do ion
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férrico (Fe*"). No entanto, é observado que sua absor¢io pode ser facilitada em ambientes
acidos, bem como na presenca de agtcares, acidos € mucina, juntamente com a proteina
integrina. O ion ferroso pode ligar-se aos transportadores presentes na borda estriada e
nas c¢lulas da mucosa intestinal, possibilitando sua absor¢io (GROPPER, SMITH,
GROFF, 2011).

O magnésio ¢ predominantemente absorvido no intestino delgado, com maior
eficacia no ileo e no coélon, por meio de mecanismos de transporte tanto ativo quanto
passivo. A difusdo passiva ¢ a principal via de absor¢ao, especialmente em situacdes de
alta ingestdo de magnésio na dieta, enquanto o transporte ativo ocorre por intermédio de
proteinas transportadoras especificas (GROPPER et al., 2013; SARIS et al., 2000).

Similarmente, o zinco ¢ absorvido principalmente no intestino delgado, onde o
processo de absorcao ¢ influenciado por diversos fatores, como a presenga de fitatos,
fibras e outros minerais na dieta. A absor¢ao de zinco ocorre principalmente por
transporte ativo mediado por proteinas transportadoras especificas, com maior eficicia
no duodeno e no jejuno (GROPPER et al., 2013; KREBS, 2000).

A presenga de certos nutrientes € componentes nos alimentos pode influenciar a
absorcao de minerais durante os processos digestivos. Por exemplo, enquanto a vitamina
D tem sido associada ao aumento da absor¢cao de magnésio, o ferro e o calcio podem
reduzir a absor¢do de zinco. Além disso, alguns componentes alimentares podem atuar
como fatores antinutricionais, interferindo na disponibilidade dos minerais. O fitato ¢ um
dos principais compostos que ocasionam redu¢do da absor¢do de minerais, pois quando
na forma de sal, sua molécula possui seis grupos fosfatos reativos, que podem formar
complexos com muitos cations divalentes como Mg?*, Mn**, Fe?’, Cu?*', Zn*" e Ca*",
proteinas, carboidratos e lipidios diminuindo sua absor¢do (GREINER ¢ KONIETZNY,
2006; KUMAR et al., 2010).

1.5 Bioacessibilidade e biodisponibilidade de minerais

Na literatura sdo reportados diferentes trabalhos que objetivam avaliar o teor
nutricional de matrizes alimenticias, nesses estudos o foco ¢ a avalia¢ao do teor proteico,
vitaminas e a quantidade de minerais presente nos alimentos, porém muitos desses
trabalhos apenas a determinag¢do da concentragdo total desses nutrientes ¢ levada em

consideragdo. Desse modo, ndo sendo capaz de fornecer sozinho informagdes adequadas
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na avaliagcdo de seu valor nutricional. Sendo assim, as defini¢des de bioacessibilidade e
biodisponibilidade sdo necessarias, que de modo geral corresponde as fragdes dos
nutrientes que sao realmente absorvidos pelo organismo, nesse processo estdo incluidas
a absor¢ao e transporte de nutrientes para o organismo. A biodisponibilidade ¢
comumente medida por testes in vivo (BENITO & MILLER, 1998; PERALES et al.,
2006; GUERRA et al., 2012; CARDOSO et al., 2015, CALLOU e SILVA , 2016), estes
testes fornecem uma compreensdo detalhada do comportamento do composto em um
ambientebiologico, possibilitando uma analise precisa de sua eficacia e seguranca. No
entanto, apesar de sua importancia, os testes in vivo podem apresentar limitagoes,
incluindo questdes ¢ticas, custos elevados e complexidade técnica. Como alternativa aos
testes in vivo, técnicas in vitro t€m sido desenvolvidas e aprimoradas para avaliar a
biodisponibilidade de substancias. Estas técnicas utilizam modelos celulares ou sistemas

bioldgicos simplificados para simular a interacdo entre o composto € o organismo.

A Figura 2 ajuda a compreender os conceitos de bioacessibilidade e
biodisponibilidade: Quando um alimento entra no organismo, inicia-se um processo
complexo. Apds a digestdo, os nutrientes presentes no alimento sdo liberados e
disponiveis para serem absorvidos pelo corpo. Esse processo de liberagdao dos nutrientes
¢ chamado de bioacessibilidade. Porém, nem todos os nutrientes liberados durante a
digestdo sdo completamente absorvidos, alguns podem ser excretados pelo corpo sem
serem utilizados, enquanto outros podem ser armazenados para uso futuro. A quantidade
de nutrientes que realmente entra na corrente sanguinea e estdo disponiveis para serem

utilizados pelo corpo ¢ chamada de biodisponibilidade.
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Figura 2: Processo de bioacessibilidade e biodisponibilidade
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Fonte: Agudelo et al., 2016

E importante salientar as diferencas entre esses conceitos para nao ocorrer
equivocos na propagacao desses termos, ja que € possivel evidenciar na literatura alguns

exemplos de que esses conceitos sdo usados inadequadamente (GIORI, 2010).

1.5.1 Procedimentos in vitro para a avaliacio da bioacessibilidade

Nos procedimentos in vitro, a digestdo no trato gastrointestinal no organismo
humano ¢ simulada usando de aproximagdes das condi¢des fisiologicas, ou seja,
simulando a composicdo quimica dos fluidos digestivos, pH e periodos de tempo de
residéncia tipicos para cada etapa do processo de digestdo. Na literatura, diferentes
métodos sdo descritos para a quantificagdo dos teores bioacessiveis, desde testes simples
que necessitam de poucos reagentes, como o método SBET (Simple Bioaccessibility
Extraction Test) que simula somente as condi¢des da fase géstrica e que utiliza apenas
solucdo de acido cloridrico e glicina, em pH igual a 1,5. Esse método leva em
consideracdo a temperatura corporal e o tempo de digestdo. Por avaliar apenas a fase
gastrica, os resultados obtidos quando se utiliza esse método podem ser superestimados

(BOSSO e ENZWEILER, 2008).
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Outro método ¢ o PBET (do inglés, Physiological Based Extraction Test) que ¢é
utilizado para a quantificagdo do teor bioacessivel de minerais. Esse teste simula as
condigdes gastricas e intestinais dos humanos, e proporciona parametros mais
representativos do trato gastrointestinal, tais como: pH, temperatura, composi¢do quimica
e tempo de residéncia, semelhantes aos processos de digestio humana no estdmago e no
intestino. Esse método ¢ realizado em duas etapas: a primeira, a fase géstrica composta
por uma solucao de pepsina, malato, citrato, acido acético e acido lactico em pH 2,5, a
segunda etapa (fase intestinal), composta por uma solucdo de sais biliares e pancreatina
em pH 7,0. A amostra ¢ incubada a uma temperatura constante de 37°C para simular a

temperatura corporal (TOKALIOGLU et al., 2014; AGUDELO, 2015).

Outro método bastante utilizado para avalia¢do da Bioacessibilidade ¢ o UBM (do
inglés, Unified Bioaccessibility Method). Esse método consiste em simular os processos
quimicos que acontecem na boca, no estdmago e no intestino, em condi¢des de jejum,
usando solucdes sintéticas, levando em conta os tempos de transito fisiologicos, a uma
temperatura de 37°C (TOKALIOGLU et al., 2014). Inicialmente usado com o propdsito
de validar um método para a determinagdo da bioacessibilidade de componentes
contaminantes em solos, para avaliar os riscos a saide humana, posteriormente o método

foi aplicado em amostras de alimentos.

Outro modelo in vitro que tem sido bastante empregado na andlise de
bioacessibilidade ¢ o protocolo proposto por Minekus et al., 2014 (ao longo do texto esse
método € denominado simplesmente como Minekus) que propuseram um método padrao
para a digestao in vitro baseando-se em diversos protocolos existentes (MINEKUS et al.,
2014). Esse método tem sido usado por diversos pesquisadores com o objetivo de
comparar os resultados com maior confiabilidade. Neste método, os autores priorizaram
reduzir os fluidos salivar, gastrico e intestinal além de utilizar concentracdes padronizadas
das enzimas presentes na boca, estdmago e intestino. Esse procedimento tem sido bastante
empregado nas andlises de bioacessibilidade, porém o método ainda nao ¢ utilizado como
o descrito pois muitos trabalhos relatam adaptacdes no procedimento, saindo do objetivo
que ¢ a padronizacdo de um método para evitar diferengas significativas nos valores
obtidos quando realizados por diferentes analistas. Assim, independentemente do método

escolhido, os testes de bioacessibilidade e de biodisponibilidade devem considerar e
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reproduzir o mais fiel possivel as condi¢des do trato gastrointestinal encontradas in vivo.

(MOREDA et al., 2013).

Outros métodos tém sido aplicados para avaliar os teores bioacessiveis, esses sao
métodos otimizados que buscam melhorar as condigdes para a realizacdo desses testes,
buscando retratar fielmente os processos que ocorrem no organismo. Varias sdo as
técnicas empregadas para a quantificacdo dos teores bioacessiveis e biodisponiveis,
sabendo que para realizar a andlise de bioacessibilidade e biodisponibilidade € preciso ter
também o teor total de minerais o qual ¢ relacionado com o teor quantificado na fracao

bioacessivel.

Diversos trabalhos realizaram a quantificagdo das fracdes bioacessiveis, em
alimentos, utilizando diferentes técnicas tais como: a espectrometria de emissao Optica
por plasma acoplado indutivamente (ICP OES, do inglés Inductively Coupled Plasma
Optical Emission Spectrometry) (SOUZA et al.,, 2018; OLIVEIRA et al., 2019),
espectrometria de massa por plasma indutivamente acoplado ( ICP-MS, do inglés
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) (SILVA et al., 2015; WANG et al.,
2019), espectrometria de absor¢do atémica em forno de grafite (GF-AAS, do inglés
Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) (SCHMITE et al., 2019),
espectrometria de absor¢do atomica por chama ( FAAS, do inglés Flame Atomic

Absorption Spectrometry) ( SILVA, 2016; CAMPOS et al., 2017 ).

Nano e Santos (2015), utilizaram os métodos SBET e PBET para avaliar os teores
bioacessiveis de Ca, Cu, Fe, K, Mg e Zn em amostras de feijdo e ervilha, os autores
usaram o procedimento digestivo que envolve a simula¢do das condi¢des de digestdo
gastrica, € a que envolve a simulagdo da digestdo intestinal. Para simular o SBET os
autores usaram uma solugdo de glicina 0,4 mol L' em meio acido (HCI, pH = 1,5) para
isso, 0,25 g de amostra foram incubados com a solu¢do preparada; a temperatura foi
ajustada para 37 ° C e uma velocidade de rotacdo para 100 rpm durante 1 h.
Posteriormente a mistura foi filtrada a vacuo em membranas de filtro de acetato de
celulose com porosidade de 0,45 um e reservadas para quantificacdo posterior. E na
simulagdo do PBET os autores simularam as condi¢des da digestdo gastrica, seguida da
simulacdo da digestdo intestinal. Para tal, a amostra foi incubada a 37 © C por 1 h com
pepsina em pH 2,5 ajustado com HCI, depois o pH da solu¢ao foi ajustado para 7,0 com

pancreatina e extrato biliar. A mistura foi incubada a 37 °© C sob agita¢do orbital a 100
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rpm por 1 h. O pH da mistura foi ajustado para 7,0 com solu¢io de NaHCO;. A fase
intestinal, foram adicionados 15 mg de pancreatina e 52,5 mg de sais biliares, e esta
mistura foi incubada por 4 h nas mesmas condi¢gdes da fase gastrica. O objetivo do
trabalho era fornecer informagdes nutricionais sobre os graos avaliados, comparar a
bioacessibilidade das amostras in natura e cozidas e também equipar os dois métodos de
extragao in vitro usados. Os resultados indicaram que os processos térmicos investigados
podem influenciar a bioacessibilidade dos macrominerais (Ca, Mg, K e P) e
microminerais (Cu, Fe e Zn), ou seja, o processamento térmico pode resultar em aumento

ou diminui¢do da bioacessibilidade de minerais.

Os autores investigaram a influéncia do cozimento das amostras usadas no
trabalho, mostrando que o cozimento pode alterar o teor de minerais disponibilizados
pelos fabricantes nas embalagens/rétulos dos produtos. Durante o cozimento pode haver
o desprendimento de algumas fragdes de nutrientes, ficando retidas na agua em que sao
cozidas, e sem ter o teor total informado na embalagem o alimento torna-se menos
nutritivo do que realmente seria se esse procedimento fosse levado em consideragao no
momento de inser¢do desse teor no produto, ja que as amostras analisadas sdo consumidas

cozidas.

Ao se comparar os resultados encontrados com o método SBET e PBET foi
possivel confirmar que menores quantidades de minerais sdo extraidas ao usar o PBET
quando comparado ao método que simula apenas as condigdes géstricas. Levando a
concluir que de fato, em alguns casos, a superestimacdes de bioacessibilidade podem

ocorrer quando se utiliza apenas o método SBET.

Siqueira e colaboradores (2012) compararam dois processos analiticos in vitro que
visam estimar a bioacessibilidade de elementos trago essenciais e potencialmente toxicos
em amostra de leguminosas de diferentes espécies (Vigna unguiculata L. Walp, Cajanus
cajan L., Lablab purpureus L. Sweet). Os autores realizaram a comparacao entre osdois
métodos que sdo propostos na literatura, como esperado o PBET forneceu dados
inferiores ao SBET. O procedimento realizado € cheio de etapas e ¢ imprescindivel que o
analista reproduza fielmente cada etapa. Uma maneira de facilitar esse procedimento ¢ a
automatizacdo desses testes j4 que a mesma proporciona o minimo de intervencdo do
analista permitindo também obter perfis de bioacessibilidade de modo mais eficiente e

em tempos curtos gerando mais confiabilidade nesses procedimentos. Os resultados
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demonstraram que os percentuais de bioacessibilidade de Cu, Fe e Zn diferem-se
significativamente, quando se compara os resultados obtidos nos métodos empregados,

sendo inferiores os percentuais obtidos no método PBET.

Lorente e colaboradores (2016) avaliaram a bioacessibilidade de arsénico em trés
tipos de cogumelos e separaram em trés por¢des submetidas a tratamentos térmicos
diferentes, sendo cru, grelhada e fervida. Para a determinagdo do arsénio foi feita a
digestao acida assistida por microondas. Ja para a fragao bioacessivel, foi usado o método
PBET. O teor de arsénio foi determinado por ICP MS. Materiais de referéncia certificado
foram analisados para avaliar os métodos e a bioacessibilidade de cogumelos crus,
cozidos e grelhados. Foi observada elevada bioacessibilidade em cogumelos crus, cozidos
e grelhados, variando de 74% a 89% e de 80% a 100% para extratos gastricos e
gastrointestinais, respectivamente, sugerindo a necessidade de considerar o risco

potencial para a saide do consumo dos cogumelos analisados.

O estudo conduzido por Campos e colaboradores (2017) aprimorou um método
de analise in vitro destinado a determinagao da fragdao bioacessivel de ferro em duas
variedades de carne de frango: peito e figado. A Figura 3 apresenta de forma esquemadtica
o procedimento adotado durante o experimento. Para a avaliacdo quantitativa do ferro
presente nas amostras, utilizou-se a técnica de espectrometria de absor¢ao atomica por
chama (FAAS), possibilitando a andlise tanto dos niveis totais quanto dos teores

bioacessiveis de ferro.
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Figura 3: Representacdo esquematica do procedimento otimizado para determinagdo in

vitro da bioacessibilidade de Fe na carne de frango.

7,5 g de amostra cozida

Digestio gastrica
25mL de HC1 0.01 M (pH=2)
3.2 mL de pepsina 6% v/v
T=37°C, t=2h, agitacdo

3) Digestio gastro-intestinal
5 mL de pancreatina + 2,5mL de sais biliares
NaOH 5 M (pH=T7)
T=37°C. t= 2h. agitacio

Resfriamento para 25 °C

|

Centrifugacio (15 min/5000 rpm)

Filtracdo: 0.45 mm

'

Determinacdo de Fe por FAAS

Fonte: Traduzido de Campos et al., 2017.

Com relacao ao teor total de Fe, as fracdes bioacessiveis encontradas nessas
amostras foram em torno de 23% e 56% para o peito e o figado de galinha,
respectivamente. A amostra de figado de frango apresentou os maiores teores totais (400
+ 10 mg kg'!) e de Fe bioacessivel (223 + 18 mg kg!) e se destacou como uma boa fonte
desse micromineral. Os autores do método otimizado avaliaram diferentes parametros
para conseguir os melhores resultados e concluiram que a relacdo entre a massa da
amostra e a quantidade de pepsina afeta os teores bioacessiveis de ferro em carne de
frango, ja que algumas caracteristicas da digestdo in vitro como: tempo de incubagdo, uso
de enzimas especificas bem como fluidos digestivos podem ser ajustadas de acordo com
as caracteristicas da amostra a ser analisada (HUR et al., 2011). O método otimizado
descrito contribui com os estudos de bioacessibilidade pois resulta em uma economia da
enzima usada para obter uma extragdo satisfatoria do analito, contribuindo com o

aperfeicoamento desses métodos.

Sousa e colaboradores (2018) realizaram o método SBET para determinacdo do

teor bioacessivel de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, P ¢ Zn em amostras de sementes de linhaca
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e gergelim, as amostras foram submetidas ao teste utilizando-se uma solugao de glicina e
acido cloridrico, para controle do pH da solu¢do. As amostras foram incubadas em estufas
a 37°C por uma hora logo apo6s a mistura foi filtrada para posterior quantificacao por ICP

OES.

Da Silva e colaboradores (2018) avaliaram a bioacessibilidade de Cu, Fe, Mg, Mn
e Zn em amostras de purés de frutas, cereais instantaneos e formulas para lactentes. A
analise foi realizada por ICP OES e o método de digestdo in vitro proposto por Minekus
foi usado para a andlise da fragdo bioacessivel. De acordo com a IDR sugerido pelo
Instituto de Medicina (2011), as formulas infantis apresentaram as maiores contribui¢des
e os purés de frutas as mais baixas contribui¢des, quando a quantidade da amostra ingerida
em uma unica refeicdo foi considerada. Os autores concluiram que a bioacessibilidade
desses elementos variam muito de acordo com a composi¢do das amostras, indicando a
importancia desse tipo de estudo para avaliar a quantidade dos minerais que sdo realmente
bioacessiveis ao organismo humano obtendo informag¢des mais precisas. Este trabalho
decorre sobre a importancia dos estudos acerca da bioacessibilidade em alimentos
consumidos principalmente por criangas, objetivando a identificacdo quantitativa
nutricional bioacessivel ao organismo humano de forma mais precisa, evitando

deficiéncias nutricionais que possam acarretar em patologias em consequéncia destas.

Sanches e colaboradores (2018) realizaram a andlise de bioacessibilidade de Ca,
P, Na, K, Mg e Zn em amostras de leite e bebidas a base de soja, usando o modelo in vitro
de digestao Minekus com algumas adaptacdes, realizaram também outro teste de extragao
do teor bioacessivel, o proposto por Laparra et al., 2003, nesse modelo de extragdo os
ensaios consistem na exposicao inicial da amostra alimenticia a uma suspensao de pepsina
em meio acido, com posterior adi¢do de pancreatina e de sais de bile, em valores de pH
entre 6-8, para a simulagdo da digestdo intestinal. Em seguida, separa-se a por¢ao soluvel
da amostra no trato gastrointestinal, a qual ¢ analisada para a quantificacdo do composto
de interesse (LAPARRA et al., 2003). Os autores utilizaram os dois processos de digestao
para avaliar qual dos dois seria mais apropriado para as analises das fragdes bioacessiveis
nas amostras estudadas. A quantificagdo dos analitos se deu por ICP OES. A
bioacessibilidade de Na, K e P chega a 120% no método de extracdo Minekus, portanto
nao foi possivel realizar sua quantificagdo de forma confiavel, devido a alta concentragao

de sais utilizados nesse método, interferindo nas leituras por ICP OES. Dessa forma, os
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autores optaram por usar o procedimento Laparra, o que se mostrou mais coerente na
interpretagdo dos resultados em relagdo ao modelo Minekus. Nos ensaios de
bioacessibilidade do leite bovino pelo método Laparra todos os analitos apresentaram
bioacessibilidade maior que 50%. Nao foram encontradas grandes variagdes nos
resultados das amostras ao comparar as marcas e tipos analisados, exceto para o Zn, que
apresentou diferengas entre as marcas nas bebidas a base de soja, nas fragdes
bioacessiveis, ocorrendo menor bioacessibilidade de Zn em relacao as amostras de leite.
Os autores realizaram a extracdo do teor bioacessivel em amostras de leites, sendo
possivel observar que em matrizes que contenham uma alta concentragdo de sais, o

protocolo Minekus pode nao ser a melhor alternativa.

Oliveira e colaboradores (2019) realizaram um teste SBET para avaliar os teores
bioacessiveis de As, B, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Se, Sr ¢ Zn, em amostras
de mel. Para isso, foram pesadas aproximadamente 500 mg da amostra em erlenmeyers
de 125 mL, e foi adicionado 25,00 mL de solu¢do de 0,4 mol L™ de glicina/HC1 em pH
1,5. As amostras foram incubadas a 37 °C sob agitag@o orbital a 100 rpm por 60 minutos.
Uma aliquota de 5,00 mL foi retirada da solu¢do sobrenadante e submetida a digestdo
acida, para quantificacdo por ICP OES. Os autores utilizaram andlise de dados
multivariada, andlise de componentes principais (PCA) e andlise de agrupamento
hierarquico (HCA), para avaliar o agrupamento ou similaridade das amostras de mel. Os
resultados obtidos dos teores bioacessiveis dos minerais estudados foram menores que os
relatados na literatura, menos para As, B, Ba, Cd, Cu, Mn, P, Se, Sr e Zn os quais ndo
foram quantificados, pois estavam abaixo do limite de quantificagdo (LOQ) do método
analitico proposto. A analise multivariada de dados, empregando PCA e HCA,
possibilitou a a identifica¢do de grupos entre as amostras, onde as amostras oriundas da
zona urbana tendem a apresentar maiores concentragdes de B, Ba e Cu devido a provavel
contribuicao antropogénica quando comparado as amostras produzidas na zona rural. O
ensaio de extragcdo do teor bioacessivel deste trabalho foi realizado apenas com simulagao
das condi¢des gastricas, podendo resultar em valores superestimados, uma vez que o
processo de absorcao dos minerais € efetivado no intestino. A simulagdo gastrointestinal
¢ de suma importancia para evitar a ocorréncia da superestimagdo quantitativa dos teores
bioacessiveis, tratando-se do SBET, um teste simplificado € o mais simples para esse tipo
de analise.

Wang e colaboradores (2019) utilizam dois dos principais testes empregados para
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avaliar a bioacessibilidade. O teste baseado na extracdo fisioldgica (PBET) e o teste
unificado (UBM) foram usados para avaliar os teores de Cr em vegetais com a finalidade
de avaliar os possiveis riscos a saude pela ingestao de vegetais contaminados. As fracdes
bioacessiveis foram quantificadas por ICP-MS, quanto aos métodos utilizados foram
encontradas diferencas significativas nas bioacessibilidades de Cr, ja que os resultados
obtidos pelo UBM foram superiores aos do método PBET. Como os autores utilizaram
dois procedimentos de digestdo in vitro os dois métodos se mostraram adequados para
quantificar as fracdes bioacessiveis e foi possivel observar que a quantidade de compostos
organicos, como o citrato na solucao gastrointestinal do método PBET poderiam interferir
na fracdo de Cr bioacessivel (KUMARI & PLATEL, 2017). Os autores realizaram além
do teste de bioacessibilidade, uma analise de especiagdo quimica, € posteriormente o teste
de bioacessibilidade, de grande importancia, ja que a espécie quimica toxica é o Cr(VI),
e o Cr(Ill) ¢ um micronutriente bastante importante no organismo humano, podendo
ocorrer uma superestimagdo dos riscos a saude por ser considerada puramente a

bioacessibilidade do Cr total, como encontrada na literatura.

Uribe-Wandurraga e colaboradores (2020) avaliaram a bioacessibilidade de P, K,
Ca, Mg, Fe, Zn e Se em biscoitos, enriquecido com microalgas comestiveis afim de
aumentar a quantidade de minerais, usando o procedimento in vitro proposto por Minekus
para a simulagdo dos processos digestivos, e a quantificacdo dos minerais foi realizada
por ICP OES. Quando a concentra¢do de microalgas na formulagdo aumentou, maiores
quantidades de P, Se, Na e Mg foram encontradas nos biscoitos. O enriquecimento dos
biscoitos com microalgas, proporcionou maior acessibilidade de P, K, Ca, Mg, Fe, Zn e
Se para absor¢do no corpo, em comparacdo com os biscoitos de controle. Os autores
inovaram na andlise de bioacessibilidade realizando antes do procedimento de digestdo
in vitro o enriquecimento da amostra, sendo possivel avaliar o efeito da microalga na
absor¢ao dos minerais, mostrando-se uma proposta eficiente, sendo uma boa ferramenta

para fornecer a quantidade adequada de minerais para o organismo.

laquinta e colaboradores (2021) estudaram a bioacessibilidade de Cu e Zn em
cortes bovinos (costela e contrafilé), através do desenvolvimento de um ensaio in vitro.
As amostras foram cozidas em dois graus de cozedura (médio e bem passado) como

habitualmente consumidos localmente. As condi¢des gastrointestinais simuladas foram
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otimizadas ¢ a veracidade do método foi avaliada através da realiza¢ao de balancos de
massa. As determinag¢des analiticas foram realizadas por espectrometria de absorc¢ao
atomica. Nao foram encontradas diferengas significativas entre os cortes estudados nem

entre os graus de cozimento avaliados (IAQUINTA et al., 2021).

Recentemente Teixeira e colaboradores (2022) avaliaram o efeito do
processamento do leite de cabra e vaca na bioacessibilidade de calcio, magnésio e zinco
usando métodos que fazem a simulagdo in vitro da digestdo gastrointestinal. De modo
geral, o leite de cabra e seus derivados apresentaram maior bioacessibilidade de Ca e Mg
do que o leite de vaca e seus derivados. O processamento do leite afetou a
bioacessibilidade dos minerais indicando a importancia da estrutura, composi¢ao ¢
equilibrio dos minerais dos alimentos na digestdo in vitro e na previsdo da

bioacessibilidade (TEIXEIRA, 2022).

Na Tabela 2 sdo mostrados mais trabalhos publicados que envolvem a
determinagdo de diferentes minerais em amostras de alimento visando a quantificagdo
dos teores bioacessiveis. Evidenciado assim um crescente aumento nos estudos de
bioacessibilidadedada a importancia de se considerar também esses teores para entender

melhor ocomportamento dos nutrientes no organismo.
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Tabela 2: Diferentes procedimentos de extragdo in vitro para a determinacdo da bioacessibilidade em alimentos descritos na Literatura

Amostra Analito Preparo da amostra Técnica Referéncia
Feijao e mandioca Fee Zn HCI, pepsina, NaOH, e pancreatina ICP OES BRIGIDER et al., 2021
Extrato de soja, leite bovino, Zn, CaeP Pepsina, HCI, sais de bile e pancreatina ICP OES BOSSU et al.,2020
caprino € ovino
Linhaca e Gergelim Ca, Cu, Fe, K, HCI, HNOs, H202, NaOH, CsHsO7 ICP OES SOUZA, 2018
Mg, Mn, P ¢ e glicina
/n
Cha de erva mate Cd, Cu, Pb e Pepsina, HCI, pancreatina, sais biliares GFAASe SCHMITE et al., 2019
Al e NaHCO:. FAAS
Castanha de caju FeeZn NacCl, pepsina, HCI, pancreatina, FAAS XAVIER et al., 2019
sais biliares, NaHCO3, K;HPO4, NaOH.
Suco integral de caju Cu, Fee Zn Pepsina, HCI e sais pancreatina-bile ICP OES LIMA et al., 2014
e fibra de caju e NaHCO:s.
Suplemento de calcio Ca CaCl,, HCI, pepsina, NaOH, sais de AAS 2017
com adi¢do de matriz lactea. bile e pancreatina
Leite /n Pepsina, HCI, sais de bile e pancreatina FAAS BOSSU et al., 2008
Farinha de aveia e arroz e Fe,Zn,Cue  HCIl, NaHCOse NH4Cl, KCIl, NaH>PO4, ICP-MS DA SILVA et al., 2013
farinha de trigo. Mn NaSO4, CaCly, MgClp, CsH1206, Ureia,
NaCl, KH2POq, pepsina, pancreatina.
Infusdes de café em pd Ca, Mg, Mn e Pepsina, HCI, pancreatina sais de FAAS STELMACH et al., 2014
Fe bile, NaHCO3
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Esses estudos refletem um aumento significativo no interesse pela avaliagdo da
bioacessibilidade de minerais essenciais em alimentos, visando fornecer informagoes
mais precisas sobre os efeitos da ingestao desses elementos no organismo humano. Esse
avanco ¢ fundamental para promover uma compreensao mais clara da rela¢do entre a dieta
e a saide humana, contribuindo para orientar praticas alimentares mais seguras e

saudaveis.

1.6. Técnicas analiticas na determinacio de elementos

A andlise de minerais em alimentos desempenha um papel fundamental na
garantia da qualidade e seguranga alimentar, bem como na avaliacdo do valor nutricional
dos produtos consumidos pela populacao. Para realizar uma analise precisa dos minerais
presentes nos alimentos, uma variedade de técnicas analiticas avangadas ¢ empregada.
Essas técnicas sdo projetadas para detectar e quantificar a presenca de minerais em
concentracdes que podem variar desde tracos até concentragcdes mais elevadas,

dependendo da composi¢ao do alimento em questao.

Entre as principais técnicas utilizadas para a analise de minerais em alimentos,
destacam-se a espectroscopia de absor¢cdo atomica (AAS), a espectrometria de emissao
optica com plasma induzido (ICP-OES), a espectrometria de massa com plasma induzido
(ICP-MS), a espectrometria de fluorescéncia de raios X (XRF) e a espectrometria de

emissao optica de plasma induzido por micro-ondas (MIP OES).

Cada uma dessas técnicas possui suas proprias vantagens e limitagdes, sendo
selecionadas de acordo com a natureza dos minerais a serem analisados, a sensibilidade
requerida, a matriz do alimento e a disponibilidade de equipamentos laboratoriais. Além
disso, avangos recentes na instrumentacao analitica t€ém permitido uma maior precisao e
sensibilidade na deteccdo de minerais em alimentos, contribuindo para uma avaliagdao

mais abrangente e confiavel da composi¢ao mineral dos produtos alimenticios.

1.6.1 Espectrometria de absorc¢ao atomica por chama

A espectrometria de absor¢do atdomica por chama (FAAS) ¢ uma técnica simples,
robusta e seletiva, capaz de diferenciar entre os diferentes elementos quimicos numa

amostra. Sua seletividade, no entanto, depende da fonte de atomizagdo que nesta técnica
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requer lampadas de catodo oco do analito de interesse. E considerada a técnica mais
utilizada para andlises elementares em niveis de mgL' (KRUG, NOBREGA e
OLIVEIRA, 2004). O processo de quantificagdo na FAAS ¢ realizado de maneira simples
e rapida, a amostra liquida ¢ aspirada por um tubo capilar pelo nebulizador do
equipamento o qual transforma a amostra liquida em um aerossol, o aerossol formado se

mistura com o gas comburente antes de alcangar o queimador.

O gas em alta velocidade divide o liquido em gotas de varios tamanhos. As gotas
se dispersam sendo selecionadas com o auxilio de um spoiler em que as maiores sdo
impedidas de atingir o queimador, sendo eliminadas por meio de um dreno. As goticulas
que atingem a chama evaporam e, o sélido que resta se vaporiza, liberando atomos no

estado gasoso.

A concentragdo desses atomos ¢ determinada por absor¢dao da radiagdo,
diretamente relacionada com a quantidade de atomos presentes, conforme descrito pela

lei de Lambert-Beer (SKOOG, 2004).

1.6.2 Espectrometria de Emissao Atomica por Plasma de Microondas

A espectrometria de emissao atobmica de plasma induzido por micro-ondas (MIP
OES, do inglés Microwave-Induced Plasma Atomic Emission Spectrometry) ¢ uma
técnica bastante similar com a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES do inglés Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry) mas o funcionamento das duas sdo distintos. Sdo duas técnicas

analiticasusadas para analise de elementos em diversos tipos de amostras.

O MIP OES usa gas N extraido do ar o tornando uma alternativa economicamente
mais interessante que até mesmo a um FAAS. Isso se deve ao fato de que o espectrémetro
de emissdo atomica de plasma de micro-ondas (MP-AES do inglés Microwave Plasma
Atomic Emission Spectrometer) utiliza gas nitrogénio extraido do ar, enquanto os sistemas
de FAAS utilizam acetileno e 6xido nitroso, que sao inflamaveis e oxidantes, além do ar
comprimido. Além disso, o MP-AES apresenta sensibilidade suficiente para
determinagdo em rotina de elementos como boro e fosforo, os quais ndo sdo facilmente

detectados por FAAS. Outro beneficio ¢ a facilidade em sua utilizag¢do ja que o sistema
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de introdugao de amostras ¢ facilmente operacionalizado.

A formacgao do plasma em um MP-AES ocorre dentro da cavidade Hammer, um
guia de ondas onde as microondas passam e geram um campo eletromagnético que excita
o gas do plasma, o nitrogénio. Para iniciar a excitacdo, ¢ usado argdnio e uma centelha,
e o nitrogénio ¢ adicionado em seguida para formar o plasma.

A amostra ¢ introduzida no equipamento MP-AES de maneira semelhante a ICP
OES. Uma solu¢ao que contém os analitos ¢ aspirada por uma bomba peristéltica através
de mangueiras de diferentes tamanhos e levada a um nebulizador. Este transforma a
solucdo em um aerossol usando gas N>. Uma camara de nebulizagdo homogeneiza as
particulas do aerossol, condensando as maiores e permitindo que o plasma receba um
aerossol mais fino. No plasma de nitrogénio, ocorrem processos de dessolvatagao,
vaporizagdo, atomizagdo e ioniza¢ao para todos os elementos quimicos, sendo as duas
ultimas etapas dependentes das caracteristicas fisico-quimicas do elemento. O potencial
de ionizacao afeta a populagdo de ions gerados no plasma: quanto maior o potencial de
ionizagdo, menor sera a populacao de ions (ROCHA et al., 2020). Na Figura 4 pode ser

observado o seu funcionamento.

Figura 4: Diagrama esquematico do funcionamento do MP AES
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Nebulizador
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Fonte: Adaptado Balaram V. 2020
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O MIP OES utiliza nitrogénio como gas de plasma, o que proporciona uma
vantagem significativa em termos de custo em comparagao com o ICP-OES. Além disso,
em relagdo as técnicas de absor¢do atdmica que empregam combustiveis inflamaveis, o
MIP OES também se destaca por sua seguranga e eliminagio de riscos. E uma técnica
moderna que ¢ muito utilizada nas determinacdes de diversos elementos em diferentes
matrizes. Por apresentar alta sensibilidade tem sido muito relatada na literatura para
determinagdes de teores bioacessiveis de minerais em diferentes amostras de alimentos

(RAMIRO et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019 URIBE-WANDURRAGA et al., 2020).

A técnica MIP OES foi aplicada com sucesso em diversas areas (BALARAM et
al., 2014) e provou ser robusta o suficiente para lidar com diferentes tipos de amostras
matrizes. No geral, o desempenho analitico do MIP OES foi encontrado ser superior ao
do AAS e comparavel ao do ICP-OES (BALARAM, 2020). Na literatura podem ser
encontrados diversos trabalhos que usam a técnica para determinacao da
bioacessibilidade de minerais em alimentos. Jacobs e colaboradores (2021) determinaram
os teores bioacessiveis de de Ba, Cu, Fe, Mn, Pb e Zn simulando as condi¢des
gastrointestinais por MIP OES em cascas de uva e concluiram que a quantidade
liberadados elementos essenciais durante a digestdo ndo ¢ suficiente para absorcao pelo
organismo para a necessidade didria desses analitos enquanto que para os elementos nao
essenciais, Ba e Pb, mostraram-se bioacessiveis, principalmente o Pb que apresentou

valores acima do recomendado pela legislagao vigente (JACOBS et al. 2021).

Souza e colaboradores (2019) analisaram os teores totais e bioacessiveis de
diversos minerais como Fe, Ca, Al, Mg, Zn, Cu, Mn e Sr em amostras de cereais infantil
de trés marcas e sabores (aveia, milho e arroz). Para a fracdo bioacessivel foi utilizado o
método de digestdo in vitro proposto por Minekus, simulando o processo digestivo
humano. A quantificagdo foi feita por MIP OES. Entretanto, a bioacessibilidade de Ca,
Mg e K ndo puderam ser avaliadas devido a quantidade presente nos reagentes utilizados.
O Mn mostrou um alto teor bioacessivel, porém abaixo da IDR, estabelecida em 21g do
produto. Para os demais elementos, a porcentagem bioacessivel foi baixa, refletindo uma
IDR também baixa. Observou-se que as diferencas nas concentragdes bioacessiveis esta
relacionada ao tipo de cereal, devido ao tipo de matéria-prima, e que ndo sdo capazes de
suprir todos os valores recomendados de elementos essenciais, precisando assim da

ingestao de outros alimentos (SOUZA et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa desenvolver uma metodologia para avaliar a bioacessibilidade
de célcio, ferro, magnésio e zinco em suplementos para adultos a fim de simular o
processo de digestdo humana usando os protocolos SBET e PBET por meio da

espectrometria de emissao atdmica com plasma induzido por micro-ondas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Otimizar e validar o procedimento de preparo de amostra de suplementagao adulta;
Otimizar as condi¢des ideais para determinagdo dos analitos por MIP OES;

Determinar os teores totais de Ca, Fe, Mg e Zn nas amostras de suplementacao;

S

Avaliar a bioacessibilidade de Ca, Fe, Mg e Zn nas amostras usando o procedimento

in vitro SBET;

5. Avaliar a bioacessibilidade de Ca, Fe, Mg e Zn nas amostras usando o procedimento
in vitro PBET;

6. Comparar os resultados da bioacessibilidade usando o SBET e o PBET;

7. Avaliar a contribui¢cdo de cada amostra estudada com base no IDR;

8. Comparar a contribui¢do ao IDR levando em consideracdo o teor total e o teor

bioacessivel.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e Solucoes

As solugdes e amostras foram preparadas utilizando reagentes de grau analitico e 4gua
recém deionizada com um sistema Milli-QPlus® (Millipore, Bedford, MA, EUA),
garantindo uma resistividade especifica superior a 18MQ cm-1. Os reagentes utilizados
neste trabalho estdo descritos abaixo:

e Acido nitrico (HNO3) (Merck, Darmstadt, Alemanha) 65% m m’'.

Foi preparada uma solu¢do de 4cido nitrico 7,0 mol L_lpela diluicdo da solugao

concentrada.

e Acido cloridrico (HCI) (Alphatec, Sio Paulo, Brasil) P.A. 37% m v

Foi preparada uma solugdo de 4cido cloridrico 6,0 mol L' pela dilui¢do partindo da

solucdo concentrada.

e Peroxido de hidrogénio (H202) (Dindmica, Diadema, SP, Brasil) 30% m m™.

e Acido sulfurico (H2SO4) (Microquimica, Sdo Paulo, Brasil) 98%.

e (Glicina (C2HsNO») (Sigma-Aldrich, EUA).

Uma solugdo de glicina 0,4 mol L' em meio 4cido (HCI, pH = 1,5) foi preparada para

a realizacao do teste de digestao gastrica.

¢ Sais biliares, pepsina e pancreatina foram usados para a simulacao da fase
gastrointestinal.

A solugdo gastrica foi preparada com 1,25 g de pepsina, 500 mg de malato, 500 mg

de citrato, 500 uL de 4cido acético e 420 uL de 4cido latico diluidos em 1,0 L de 4gua

deionizada, e o pH foi ajustado para 2,5 com solugao de acido cloridrico.

¢ Solugdo estoque de ferro.

Foi preparada uma solugdo estoque de 100,0 mg L' de Fe, fazendo a diluigdo

apropriada de uma solucdo padrio certificada de 1000 mg L (Fluka Analytica,

Suica).

® Solugdo estoque de zinco

Foi preparada uma solucdo estoque de 100,0 mg L' de Zn, fazendo a diluigdo

apropriada de uma solucdo padrio certificada de 1000 mg L' (Fluka Analytica,

Suica).
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® Solugao estoque de magnésio.
Uma solugdo estoque de magnésio de 1000 mg L' de Mg?* foi preparada atravésda
diluicao de 10,6 g de Mg(NO3), 6H,O (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) em baldo
volumétrico de 1L.
¢ Solugao estoque de célcio (Ecibra, Sao Paulo, Brasil).
Foi preparada uma solugio estoque de 1000 mg de Ca?* dissolvendo 2,5 g de CaCO;
(seco em estufa por 2 horas a 100°C) numa quantidade suficiente de HCl a 1:10 (v v’
1) para obter a sua dissolugio e em seguida avolumado em baldo volumétrico de 1 L
com agua deionizada. Essa solucao foi conservada em frascode polietileno.
¢ Uma solugdo multiclementar (Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr
e Zn) de 5mg L' e K 50 mg L (SpecSol, Jacarei, SP) foi usada para otimizagdo
mensal do MIP OES (alinhamento da tocha).
A descontaminacdo de vidrarias, tubos plasticos e materiais em geral foi feita por
meio da lavagem de todos os materiais com detergente, logo apds foram colocadas em
banho 4cido contendo HNOs3 10% (v v'!'), por no minimo 12 h. Em seguida, os materiais

foram lavados com dgua deionizada e enxaguados por no minimo trés vezes.

3.2 Materiais e equipamentos

e Balanga analitica da marca Shimadzu modelo AY220 foi utilizada para pesagem
das amostras e reagentes com uma precisao de 0,001 g.

e Chapa de aquecimento modelo Rh Basic 1, IKA foi empregada para testes do
preparo amostras.

e Chapa de aquecimento Marconi modelo MAO038 foi utilizada para decomposi¢ao
das amostras.

e Estufa digital, modelo SX-300 DTME, Sterilifer, foi usada para secagem de
alguns reagentes.

e PHmetro, modelo 713, Metrohm, foi usado para a verificagdo do pH das solugdes

gastricas e intestinais.
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e Espectrometro de absor¢do atdomica por chama (FAAS) modelo 908AA (GBC
Avanta) foi utilizado para a determinacao de calcio e ferro.

e Lampadas de catodo oco de Ca e Fe foram utilizadas como fonte de radiacdo para
determinagdo dos analitos nas amostras.

e Incubadora Shaker modelo SL-222, Solab, com controlador de temperatura
digital, capacidade para 25 erlenmeyer de 250 mL e com sistema de agitacdo
controlada foi empregada na simulagdo dos testes in vitro SBET e PBET.

e Espectrometro de emissdo atdmica de plasma por microondas (MP OES) modelo
4200 (Agilent Technologies) equipado com um gerador de N> modelo 4107
(Agilent Technologies). Este instrumento opera com uma poténcia fixa de 1 kW
e uma frequéncia de micro-ondas de 2450 MHz. O sistema de introducao de
amostras foi composto por um nebulizador do tipo One-Neb e camara de
nebulizagdo do tipo concéntrica (Agilent Technologies). Na Figura 5 pode ser

observado o equipamento usado.

Figura 5: Equipamento MP OES usado para quantificar os elementos estudados.
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Na Tabela 3, estdo apresentados os parametros instrumentais, bem como as

condigdes operacionais utilizadas em todas as analises dos compostos lacteos e formula

de nutri¢ao oral e enteral.

Tabela 3 - Condigdes operacionais empregadas nas analises de suplementacdo adultas

por MP OES.
Parametro Instrumental Condi¢ao Operacional

Frequéncia de micro-ondas (MHz) 2450

Poténcia de micro-ondas (kW) 1,0
Nebulizador One-Neb
Camara de nebulizacao Concéntrico
Tempo de integragdo (s) 3
Velocidade da bomba peristéltica (rpm) 15
Numero de réplicas 3

Correg¢ao de fundo Auto

3.3 Amostras

O grupo de amostras consistiu em seis amostras de suplementacdo adulta, das
quais trés estavam na forma de p6 (composto lacteo fortificado - CLF) e trés na forma
liquida (féormula de nutri¢do enteral e oral - FNEO). As amostras 1, 2 € 3 dos CLF também
eram adequadas para uso em alimentos, podendo ser misturadas em liquidos como leite,
sucos, sopas ou caldos para enriquecer o valor nutricional dessas preparagdes e
administradas por via oral. As amostras 1, 2 e 3 de FNEO podiam ser usadas tanto por
via oral quanto enteral, conforme descrito na embalagem. O NIST 1547 da Sigma-Aldrich
(China) foi utilizado como Material de Referéncia Certificado (CRM) a fim de avaliar a

exatiddo do procedimento.
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As amostras analisadas foram adquiridas em farmacias da cidade de Joao Pessoa-

PB e estio apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Amostras estudadas para determinacgio da bioacessibilidade

Amostras Descricao
Amostra 1 Composto lacteo com adicdo de
nutrientes (sem sabor)
CLF Amostra 2 Composto lacteo com adicdo de
nutrientes (baunilha) Marca A
Amostra 3 Composto lacteo com adicdo de
nutrientes (baunilha) Marca B
Amostra 1 Formula para nutri¢ao enteral e oral
(baunilha) Marca A
FNEO Amostra 2 Formula para nutri¢ao enteral e oral
(baunilha) Marca B
Amostra 3 Foérmula para nutrigdo enteral e oral
(baunilha) Marca C
CRM NIST 1547

3.3.1 Pré-tratamento para o preparo das amostras

O procedimento para o preparo de amostras consistiu em promover a digestao

acida das amostras, executado da seguinte maneira: Os CLFs foram diluidos com agua

deionizada conforme descrito na embalagem do fabricante de cada amostra. Para as

amostras de FNEOs, apenas foi necessario medir o volume de 2 mL, visto que estas sdao

liquidas. Apoés essa etapa, as amostras foram transferidas para tubos falcons e posterior

digestao acida.
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3.3.2 Otimizacio do procedimento de preparo de amostra utilizando
uma chapa de aquecimento

A amostra 1 e o CRM foram utilizadas para o desenvolvimento do procedimento
e posterior otimizacdo dos procedimentos de digestdo em chapa de aquecimento. Foram
utilizados o 4cido nitrico, peréxido de hidrogénio e a quantidade de amostra para avaliar
o procedimento com asmelhores condi¢des de preparo de amostras. Na Tabela 5 estdo
descritas as condi¢des avaliadas. Quanto ao CRM, a massa foi mantida em 250 mg, ¢ o

volume do acido foi avaliado.

Tabela 5 — Condig¢des avaliadas dos experimentos de digestdo da amostra

Condicao Volume de Concentracio Volume de  Volume de
amostra HNO; HNO; H:0:
1 4mL 7 mol L™! 4mL 2mL
2 ImL 7 mol L™! 2mL 2mL
3 2mL 7 mol L™! 4 mL 2 mL

Em cada condi¢do estudada, uma etapa de pré-digestao da amostra foi realizada,
ou seja, o acido foi adicionado e deixado em contato com as amostras por no minimo 2
horas, seguida da adicdo do H>O» e a mistura foi submetida a digestdo em chapa de

aquecimento.

3.4 Preparo de amostra para quantificacio da concentracio total de

Ca, Fe, Mg e Zn.

Para a determinacao da concentragao total dos analitos estudados foram medidas
2 mL para as amostras liquidas e 2 mL da amostra em pd, apds preparada como o
fabricante da marca analisada instrui, e foi adicionado uma solu¢do de HNO3, 7 mol L!
e H202, 30% m m™! e mantida em placa de aquecimento a uma temperatura de120 °C,
até que a solugdo resultante torna-se limpida, conforme pode ser visualizado na Figura 6.
A Figura6a mostra as amostras no inicio da digestdo e a 6b o aspecto final das amostras.

Apos a digestdo, os digeridos foram deixados na capela até resfriamento a temperatura
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ambiente, em seguida foram transferidos para um frasco volumétrico de 15 mL e o
volume foi ajustado com agua deionizada. Os brancos analiticos foram preparados pelo
mesmo procedimento sem a adi¢do da amostra. Em seguida a quantificacdo foi realizada

empregando a técnica MIP OES.

Figura 6.: Aspecto visual das amostras no inicio da digestdo acida (a) e ao final (b).

MARGORM;

3.5 Otimizac¢ao do MIP OES

Por padrdo, o equipamento indica varios comprimentos de onda para um mesmo
elemento a ser determinado. Dessa forma, uma etapa de otimizagao para cada elemento
foi necessaria, para isso foram realizadas vdarias curvas analiticas em diferentes
comprimentos de onda. A taxa de fluxo do gas de nebulizagdo e a posi¢ao de observacao
do plasma foram automaticamente otimizados pelo instrumento MP Expert Software
(Agilent Technologies).

O plasma ¢ visto na posi¢ao radial e o pardmetro da posi¢do de observacao do
plasma foi otimizado em uma faixa da posi¢do -120 a 120, com o centro da tocha
equivalente a posicdo 0. A taxa de fluxo do gas de nebulizag¢do foi otimizada em uma
faixa que variou de 0,2 a 1,0 L min’'. Essa otimizagdo, foi realizada através de uma
aspiragio continua de uma solu¢do multielementar na concentra¢io de 5 mg L ' de Al,
As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr e Zn e de 50 mg L "' de K. Os
comprimentos de onda de emissao atdmica foram selecionados com base na sensibilidade

a cada analito.
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3.6 Procedimento Analitico para determinacio do teor total de Fe, Ca,

Mg e Zn.

Ap6s o procedimento de digestdo das amostras descrito na se¢ao 3.4, foram

realizadas as determinacdes dos analitos.

Para a obtencao da curva analitica de Fe e Zn, as solugdes padrao foram obtidas a
partir de dilui¢des apropriadas das solucdes estoque (100 mg L), e preparadas nas
seguintes concentracdes: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg L!. Para a obtencdo das
curvas analitica de Ca e Mg foram preparadas sete solugdes padrio através da diluicao
apropriada da solucdo estoque (1000 mg L) nas seguintes concentragdes: 0,5; 1,0; 2,5;

5,0; 10,0; 15,0; 20 mg L.

3.7 Avaliacao da Bioacessibilidade

3.7.1 Procedimento de extracao do teor bioacessivel das amostras
utilizando método in vitro SBET

A determinagdo da bioacessibilidade de ferro, célcio, magnésio e zinco nas
amostras foi conduzida por meio de extragdes, utilizando o teste in vitro SBET. Para isso,
adaptamos o método original proposto por Oliveira e colaboradores (2016). O

procedimento realizado esta esquematizado na Figura 7.
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Figura 7: Diagrama esquematico do procedimento SBET aplicado

@ Incubagio por lh a
37°C

Il

I @ Amostras Pesadas

HNO;+ H,0, 150°C Diluido para 15 mL MIP OES

Para os CLFs foram pesados 500 mg e para as FNEOs foram medidas 5 mL com
o auxilio de pipeta volumétrica e transferidas para erlenmeyer de 125ml, adicionados 25
mL da solugio 0,4 mol L' de glicina/HCl em pH 1,5. Em seguida, as amostras foram
colocadas em uma incubadora shaker sob aquecimento de 37° C e agitagdo orbital de 100
rpm. Na Figura 8, pode ser observada as amostras sob incubagdo, durante o processo de
simulacdo SBET. Apds uma hora, foi retirado 5 mL do sobrenadante e esse volume foi
digerido da mesma forma descrita na se¢do 3.4 com HNO3 e H>O, para posterior

quantificagdo dos teores bioacessiveis dos analitos por MIP OES.
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Figura 8: Incubadora shaker usada para simulagdo do SBET e PBET nas amostras.

Os resultados obtidos pelos testes de extragao in vitro foram comparados com os

teores totais para a determinacdo da bioacessibilidade (%), usando a Eq. (1):

BF(%) = (%) x 100 Eq. (1)
TE
Onde BE ¢ a fragdo do elemento bioacessivel, dada pela concentragdo do elemento

encontrado nos extratos gastricos, e TE corresponde a concentragdo do teor total dos

elementos encontrados nas amostras (SOUZA et al., 2018).
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3.7.2 Procedimento de extracdo do teor bioacessivel das amostras

utilizando método in vitro PBET

Para assegurar a obten¢do de dados mais realistas sobre a bioacessibilidade dos
analitos, também foi empregado o método PBET, que consiste na simula¢do em duas
etapas da digestao gastrointestinal. Este ¢ baseado no analogo para o trato gastrointestinal
humano desenvolvido por Ruby et al. (1999). Na primeira etapa, foi realizada a simulacao
da digestdo gastrica das suplementagdes. Para isso, as amostras foram incubadas a 37°C
por 1 h com pepsina em pH 2,5, simulando a digestao gastrica. O pH da mistura foi
ajustado para 7,0 com solucdo de NaHCOs3 para simular a condi¢do do intestino humano.
Na segunda etapa, foram adicionados 15 mg de pancreatina e 52,5 mg de sais biliares, e
esta mistura foi incubada por 4 h nas mesmas condigdes da fase géstrica, finalizando a
simulagdo da digestdo intestinal. O procedimento detalhado estd esquematizado na
Figura 9.

Para as amostras de CLF foram pesados 0,300 g, e para as FNEO foram medidos
5 ml das amostras. O pH de trabalho representa condigdes gastricas médias ou um estado
nutricional intermedidrio entre os estados de jejum e alimentagdo (GUANGBO et al.,
2023). Ao fim da digestdo, foi dado um banho de gelo visando interromper a atividade
enzimatica e, assim, paralisar a digestdo. O contetido digerido foi centrifugado,
separando-se a fragdo sobrenadante (solucao alimentar bioacessivel) do sdlido (possivel
fracdo excretada pelo organismo). O sobrenadante foi tratado da mesma maneira que esta
descrita na secdo 3.4 e analisado por MIP OES, todas as amostras foram analisadas em
triplicata. O objetivo principal dessa simulagdo era obter dados sobre a disponibilidade
dos elementos quimicos presentes nas amostras submetidas ao processo de digestdo

considerando o compartimento gastrico e o intestinal.
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Figura 9: Diagrama esquematico do procedimento PBET aplicado nas amostras
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3.8 Parametros de Desempenho

Validar uma metodologia ¢ fundamental para garantir a qualidade e confiabilidade
dos resultados analiticos obtidos. A validagdo ¢ um processo que envolve a avaliagao
sistematica de uma metodologia analitica para garantir que ela atenda a requisitos
especificos de desempenho, como exatidao, precisdao, LOD e LOQ. Apos a otimizagado do
preparo das amostras, encarregou-se de validar o procedimento afim de assegurar a
obtencao de resultados confidveis. Os parametros de desempenho avaliados neste estudo
foram: precisdo, limite de deteccao (LOD), limite de quantificagao (LOQ), exatiddo e

teste de adigdo e recuperagao.

A validagdo foi realizada conforme recomendacdes feitas pelos guias de validagao
do INMETRO e da AOAC (AOAC, 2002; INMETRO, 2007). A linecaridade ¢ a
capacidade do método em produzir resultados diretamente proporcionais a concentragao
do analito em uma amostra, dentro de uma determinada faixa de aplicagdo. A linearidade
pode ser avaliada pelo coeficiente de correlagdo (R) e coeficiente de determinagdo (R?).

O LOD ¢ definido como a concentracao minima de uma substancia identificada
com 95% ou 99% de confianca de que a concentragdo do analito ¢ maior que zero
(INMETRO, 2003). O limite de detec¢ao foi determinado medindo-se 10 vezes o branco,
e o desvio padrdao obtido foi multiplicado por 3 e o valor obtido foi dividido pela

inclinacao da curva analitica.

O LOQ ¢ a menor concentragdo do analito que pode ser determinada com um nivel
aceitavel de exatiddo e precisio (INMETRO, 2007). Neste estudo, os limites de
quantificacdo do método foram calculados usando o valor do desvio padrao de 10 medidas
da concentracdo correspondente ao branco e multiplicado por 10 e o valor obtido foi
dividido pelo valor da inclinacdo da curva analitica. (INMETRO, 2007; EURACHEM,
2003). O LOQ ¢ um critério de validagao que marca a capacidade de um processo de

medicao quimica para quantificar adequadamente um analito.

A exatiddo do método foi avaliada utilizando um material de referéncia certificado
(CRM). A exatidao do método analitico refere-se ao grau de concordancia entre o valor
médio obtido e o valor de referéncia aceito, podendo ser demonstrado através da
comparac¢do dos resultados obtidos com material de referéncia certificado (BARROS,

2004). Neste trabalho, foi usado o material de referéncia certificado de folhas de
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pessegueiro (NIST 1547) obtidos do National Institute of Standards and Technology
(NIST). Teste de adigao e recuperagao foi realizado também com o objetivo de avaliar a
eficiéncia da decomposicdo acida em chapa de aquecimento, pois baixos rendimentos do
analito podem representar algum tipo de perda nesta etapa do método. Outro motivo para
essa avaliacao foi investigar possiveis efeitos de matriz, de forma que caso existissem
esses efeitos, as intensidades dos sinais de emissdo dos analitos seriam afetadas, levando
a rendimentos fora da faixa de 80 a 120%, considerado adequado segundo a 40AC
International Official Methods (AOAC International, 2012). O estudo da recuperagao
consiste na fortificacdo da amostra antes da etapa de digestao acida, ou seja, na adigao de
concentracdes diferentes do analito e posterior determinagao.

Para avaliar a exatiddo do teste de bioacessibilidade, como ndo ha materiais de
referéncias para essa extracao, foi feito o balango de massa com base no conteudo total
do elemento e na soma dos elementos bioacessiveis e fragdes residuais para cada nutriente
alvo individual (AGUDELO et al., 2017) nesse teste foi usado o NIST 1547. O CRM foi
preparado da mesma forma que a descrita na se¢do 3.7.1 e as fragdes soluveis e os residuos
foram decompostos com HNO3 e H2O».

O procedimento foi avaliado também em termos de precisdo, onde a precisao ¢ a
concordancia entre os valores experimentais obtidos para repetidas andlises de uma
mesma amostra (INMETRO, 2007). O estudo da precisdo foi realizado em termos de
repetitividade, através de dez ensaios do procedimento proposto para digestdo das
amostras de suplementacdo adulta.

Para as determinacdes foram realizados testes de analise de variancia (ANOVA)
para validar os modelos lineares baseados no método dos minimos quadrados (MMQ) e
os testes F para falta de ajuste e de significancia estatistica da regressao foram aplicados
aos modelos lineares com base nos resultados da ANOVA (ANDRADE, 2012). O teste
de significancia da regressdo consiste na razao entre as médias quadraticas da regressdo
e do residuo (MQreg/MQr). Este valor deve ser consideravelmente superior ao ponto
critico da distribui¢dao F, para um nivel de confianca de 95%, considerando os mesmos
graus de liberdade. O teste de falta de ajuste, por sua vez, ¢ definido como a razao entre
as médias quadraticas da falta de ajuste e do erro puro (MQfaj/MQep). Nesse caso, o valor
deve ser significativamente inferior ao ponto critico da distribuicdo F, para um nivel de

confianca de 95%, considerando os mesmos graus de liberdade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Avaliacio do procedimento de preparo de amostra para
determinacao do teor total de calcio e ferro

Para a avaliacdo da eficiéncia da etapa de preparo de amostra foi levado em
consideragdo a recuperacao dos analitos determinados no Material de Referéncia

Certificado NIST 1547.

Apos a decomposigdo foi realizado uma inspegdo visual ao final do procedimento
de preparo de amostras nas condi¢des 1, 2 e 3, estudadas na se¢do 3.3.2, e foi verificado
a presenca de gotas de gordura sobrenadante a solugdo dos digeridos, apesar da solug¢ao
ser bem limpida como pode ser visto na Figura 10. Nesse caso, houve a filtragdo em filtro
qualitativo com 0,45 pm de porosidade, e os digeridos foram transferidos para frascos de
tubo Falcon e avolumados para 15 mL. Posteriormente, os digeridos foram analisados por
FAAS. Apenas na condi¢ao 3 pode-se comprovar a inexisténcia de material gorduroso ao
final da digestdo. Deve ser ressaltado que as condig¢des 1 e 2 foram realizadas em uma
chapa de aquecimento diferente da utilizada na condicdo 3, o que pode ter influenciado a

etapa de preparo de amostra.

Figura 10: Aspectos finais da etapa digestdo do material de referéncia em diferentes

condigoes de estudo.

Condicdo 1 Condicdo 2

Condigéo 3

Ap6s o procedimento de digestdo em todas as condi¢des avaliadas conforme
descrito na sec¢do 3.3.2, as amostras foram quantificadas por FAAS e as concentragdes

de recuperagdo do CRM podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Recuperagdo do CRM nas condi¢cdes de preparo de amostra

avaliados.
Condicao avaliada Ferro (mg kg!) Calcio (mg kg'')  Recuperacio do
(Amostra 1) (Amostra 1) CRM (%)

Condicao 1 75 5635 65-Ca

90- Fe
Condigao 2 100 5916 91,5 -Ca

87- Fe
Condicao 3 134,8 6600 105 -Ca

97- Fe

Todos os procedimentos avaliados tiveram uma boa recuperacao para ferro na
amostra de CRM utilizada. Contudo, houve uma maior variagdo para os teores de
recuperagdo de calcio. O experimento de nimero 3 foi o que obteve uma maior
recuperagdo dos analitos estudados empregando as seguintes condigdes: 2 mL das
amostras foram digeridas utilizando 4 mL de HNO3 (7 mol L'!) e 2 mL de H,02 (30% m

m™).

A maior eficiéncia na condi¢do 3 pode ser atribuida a utilizagdo do menor volume
da amostra, o que indica que a quantidade de 4cido adicionado ¢ adequada para a digestao,
permitindo a total decomposicdo da gordura restante nas outras condigdes. Assim, a

condi¢do 3 foi a adotada para a determinacdo dos analitos de interesse.

As condigdes em que as amostras apresentaram gordura na solugdo final foram
descartadas para a avaliagdo do teor total desses analitos. De acordo com a literatura, a
existéncia de gordura ao fim da digestdo comprova que houve uma digestdo parcial da
amostra indicando que alguma parte dos analitos podem estar ligados a essematerial que
nao foi totalmente decomposto na digestdo, afetando a sua determinagdao (KRUG,

2010).

4.2 Otimizacao do MIP OES

Ap6s o estudo descrito na secdo 3.5 conclui-se que as melhores condigoes:
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comprimentos de onda de cada elemento e as condi¢des de taxa de gas de nebulizacao e

posi¢ao de observagao do plasma, foram as que estdo expostas na Tabela 7.

Tabela 7 - Comprimentos de ondas e condi¢des operacionais otimizadas empregadas nas

analises de suplementagao adulta.

Elemento Comprimento de  Posicao de observacao Taxa de fluxo do gas de

onda (nm) do plasma nebulizag¢io (L min™)
Ca 393,366 0 0,75
Mg 277,983 -10 0,75
Fe 259,940 -10 0,50
Zn 481,05 20 0,55

O fabricante do equipamento recomenda que as solugdes a serem aspiradas nao
excedam o limite de 4% do TDS (Teor de Sélido Dissolvido) para evitar o entupimento
da tocha causado pelo excesso de deposicao de sal. Por isso € importante adotar um fator
de dilui¢do adequado para as amostras analisadas, ressaltando que a dilui¢do das amostras
digeridas contribui para o controle dos efeitos da matriz e do TDS. Considerando esses
fatores e as concentracoes estimadas de analitos nas amostras, o fator de diluigdo e os
comprimentos de onda de emissdo foram cuidadosamente escolhidos. Para os
microelementos (Fe e Zn) o fator de dilui¢do foi de 1,5, e para os macros elementos (Ca

e Mg) 25.
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4.3. Validacio da metodologia empregada

4.3.1 Curvas Analiticas

A calibracdo ¢ uma etapa fundamental em procedimentos analiticos, exigindo
geralmente o uso de solucdes padrao de referéncia. Elas servem para construir uma curva
de calibragdo, relacionando a resposta do equipamento com as concentragdes conhecidas
do analito. E preferivel que essa curva seja linear em uma faixa de concentragdes do
analito. Ap6s o procedimento de digestdo das amostras conforme descrito na se¢ao 3.4,
os teores dos analitos Fe, Ca, Mg e Zn foram determinados. As curvas analiticas obtidas
estdo ilustradas na Figura 11. As concentracdes preparadas para as curvas analiticas de
Fe e Zn foram: 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0 e 10 mg L!. Para Ca e Mg, as solugdes
preparadas foram: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20 mg L' (Figura 11).
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Figura 11: Curvas analiticas para quantifica¢do dos analitos obtidos através do MIP OES
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O uso das curvas analiticas para a determinagdo dos analitos estudados ¢ justificado
pelos altos coeficientes de determinacao R?, superiores a 0,9992 para todos os analitos, o que
indica uma excelente correlacdo entre os valores previstos pela curva e os valores reais. A alta
correlacdo representada pelo coeficiente de determinacdo ¢ um indicador crucial da
confiabilidade do método de andlise. Isso significa que a equagdo da curva ¢ altamente capaz
de prever com precisdo a concentragdo dos analitos com base nos sinais medidos. Portanto, a
robustez das curvas analiticas, valida a eficacia do método analitico empregado, conferindo
uma base solida para a determinagao precisa dos analitos em questdo e reforgando a confianga
na qualidade dos resultados analiticos obtidos.

Também foi realizada a analise de residuos para as curvas analiticas obtidas, que estao
expostos na Figura 12. Com base nos graficos ¢ possivel constatar que ndo ha padrdes
identificaveis nos residuos provenientes dos modelos de calibragdo da curva analitica. Isso
indica que os erros estdo distribuidos de forma aleatoria em torno de zero, sugerindo que os
erros provenientes do modelo sdo meramente aleatorios (ANDRADE, 2012). Essa constatacao
confere confiabilidade as curvas analiticas obtidas. Essa inferéncia, que inicialmente se baseia
em uma andlise visual, ¢ respaldada pelos resultados da ANOVA que sdo apresentados na

Tabela 8.
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Figura 12: Grafico das anélises de residuo deixadas pelos modelos obtidos através do MIP OES
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Tabela 8 - Teste ANOVA para as curvas de Ca, Fe, Mg e Zn

Analito  Fonte de gl SQ MQ F F de
variagio significagiio
Regressao 1 5,5E+13 5,5E+13 22884,23 1,08E-34
Ca Residuo 22 529E+10  2,41E+09
Total 23 5,51E+13
Regressao 1 5,94E+09  5,94E+09  26288,66  2,35E-35
Fe Residuo 22 4972765 226034,8
Total 23 5,95E+09
Regressao 1 2,93E+08  2,93E+08  30441,37  4,69E-36
Mg Residuo 22 2118724  9630,564
Total 23 2,93E+08
Regressao 1 84906476 84906476 214285 2,24E-45
Zn Residuo 22 8717,094 396,2315
Total 23 84915193

Nos casos estudados o teste de significancia da regressdo evidenciou que a
propor¢ao MQreg/MQr para os analitos excede significativamente o limiar da
distribuicao F, com um nivel de confianga de 95%. Os valores de MQrj/MQep para todos
os analitos foram menores que os ponto de distribui¢do F, considerando um nivel de 95%
de confianga e os mesmos graus de liberdade. Comprovando assim, que ndo ha evidéncias
de falta de ajuste para os modelos. Isso significa que os modelos adotados se ajustam
adequadamente aos dados e que a relagdo linear entre as varidveis independentes e
dependentes ¢ estatisticamente significativa, fornecendo um bom ajuste aos dados

disponiveis.

4.3.2 Exatidao

Antes do procedimento de digestdo acida ser aplicado nas amostras, foi utilizado

um CRM para avaliacdo da exatiddo do procedimento através do teor determinado dos
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analitos, conforme descrito na se¢ao 3.6. Na Tabela 9 sdo apresentados os teores

encontrados no CRM.

Tabela 9 - Comparagio do teor de Ca, Fe, Mg e Zn em mg Kg! determinados por MIP
OES pos-digestao acida, para o material de referéncia NIST 1547 (n = 3).

Analito Procedimento proposto CRM Recuperacao
Calcio 16380 + 492,19 15590+160 105,07%
Ferro 211,17£7,08 219,8 £6.,8 96,07 %

Magnésio 4358,41 £ 61,06 4320 + 150 100,89 %
Zinco 16,28 + 2,05 17,97+ 0.53 90,58 %

A recuperacdo dos analitos foi calculada a partir da comparagao dos teores
encontrados no CRM com os teores obtidos pelo procedimento proposto. Os resultados
indicam que o procedimento proposto de digestdo acida apresentou boa recuperacao para
todos os analitos, com valores que variaram de 90,58 % a 105,07%. A recuperacdo dos
analitos ¢ importante para avaliar se o procedimento de digestdo acida esta sendo
eficiente na extracao dos analitos das amostras, o que pode afetar os resultados obtidos.
Portanto, pode-se concluirque o procedimento de preparo de amostra adotado ¢ confiavel

e eficiente na extragdao dosanalitos nas amostras de interesse.

Para a avalia¢do da exatidao do procedimento SBET na determinacgao dos valores

bioacessiveis, os resultados para o CRM estao apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Concentracao dos contetudos bioacessiveis e residuais de Ca, Fe, Mg
e Zn (média = desvio padrao; n = 3) determinados na amostra de CRM apds o

procedimento SBET (mg kg™)

Analito FB Residuo Teor total (FB Teor total  Recuperacao
+ Residuo) certificado (%)
determinado
Calcio 3558+56 11401£135 149594285 15590+160 95.96
Ferro 87.9£3.5 121.6+4.3 209.6+5.9 219.846.8 95.48
Magnésio  2674+115 1831+110 4506+120 4320+150 104.31
Zinco 10.45+0.73 6.45+0.29 16.97+0.9 17.89+0.53 94.88

Os valores de FB (fragdo bioacessivel) para todos os analitos foram menores que
os valores de residuo, indicando que a maior parte desses elementos estava na forma nao
bioacessivel nas amostras. No entanto, quando somados os valores de FB e residuo, os
teores totais determinados para célcio, ferro, magnésio e zinco foram bastante proximos
dos teores totais certificados, indicando que o procedimento SBET ¢ capaz de extrair uma
grande parte dos analitos das amostras. Os valores de recuperacao apresentados indicam
que o procedimento SBET foi capaz de recuperar, em média, entre 94,88% e 104,31%
dos teores totais certificados dos analitos. Esses valores estdo dentro do intervalo de

aceitacdo para recuperagdo, que geralmente varia entre 80% e 120% (AOAC, 2016).

4.3.3 Precisao

A avaliagdo da precisdo foi realizada em termos de repetitividade, através de dez
ensaios do procedimento proposto para digestdo das amostras de suplementacao adulta.
Para estes ensaios foi utilizada a amostra 1. A estimativa do coeficiente de variancia (CV)

estd exposta na Tabela 11 para as amostras de suplementacdo adulta.
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Tabela 11 - Teste de repetitividade na amostra 1 para determinagdes por MIP OES (n=10)

Analito Concentracio (mg kg™') Desvio Coeficiente de variaciao (%)
padrao
Calcio 6600,12 440 0,4
Ferro 134,79 8,16 5,8
Magnésio 607,93 16,90 4,8
Zinco 43,45 2,25 5,2

Os resultados apresentados indicam que o método analitico utilizado para a
determinagdo dos elementos Ca, Fe, Mg e Zn apresenta uma boa precisdo, uma vez que
os valores de CV estdo abaixo de 10% para todos os analitos. Os resultados sugerem que

o método analitico utilizado ¢ preciso e confidvel para a determinagao desses elementos.

4.3.4 Limites de deteccao (LOD) e quantificacio (LOQ)

Os resultados de LOD e LOQ sdo de extrema importancia na validacdo de métodos
analiticos, uma vez que indicam a sensibilidade do método para a detec¢do e
quantificagdo de analitos em uma amostra. Os valores de LOD E LOQ obtidos para o

método de digestdo estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Valores de LOQ e LOD para procedimento de digestao acida realizado para
determinagdo dos analitos por MIP OES.

Ca Fe Mg Zn
(gL (ngL™h (gL (ngL™h
LOD 0,0009 0,0023 0,0918 0,0077
LOQ 0,0032 ! 0,0077 0,3059 0,0256

O método de digestdo proposto revelou-se altamente sensivel na detec¢do dos
elementos Ca, Fe, Mg e Zinco, como indicado pelos valores muito baixos LOD e LOQ
obtidos para os analitos. Esses resultados destacam a capacidade do método em identificar
e quantificar esses elementos, mesmo em concentragdes extremamente baixas, validando
sua eficacia na andlise de suplementos para adultos e garantindo a precisao e

confiabilidade dos resultados.

4.3.5 Teste de adicio e recuperacio

Os percentuais de recuperacdo para Ca, Fe, Mg e Zn sdo apresentados na Tabela
13. A adicao dos analitos em diferentes concentragdes foram realizadas anteriormente a

digestdo acida das amostras.

Tabela 13 - Recuperacdes de Ca, Fe, Mg e Zn (em porcentagem, %) adicionadas

a amostra de suplementos previamente a digestao acida (média = desvio padrao; n = 3).

Elemento Recuperacao (%)
Ca 92+2.8
Fe 85=x1.4
Mg 94+3.2
Zn 87+£2.2
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As recuperacgdes dos analitos variaram de 85,0 a 94%, demonstrando que todos os
analitos foram recuperados quantitativamente, sem perdas significativas durante a
digestdo. Essas recuperacdes estdo entre 80 e 120%, conforme recomendado pelos
métodos oficiais da AOAC International (AOAC, 2016). Pode-se inferir a partir desses
resultados que as intensidades de emissdo dos analitos ndo foram significativamente
afetadas pelos efeitos da matriz.

E importante notar que os desvios padrdo associados a cada recuperagdo sio
relativamente baixos, 0o que sugere uma boa precisao nos resultados. Isso fortalece a
confiabilidade dos dados apresentados e aumenta a confianca na validade das
recuperagoes relatadas. Dado que os parametros de desempenho foram avaliados com
resultados satisfatorios, o procedimento utilizado foi validado e pdde ser empregado na

analise de suplementagdo para adultos.

4.4 Quantificacao dos teores totais dos analitos por MIP OES

As concentragdes totais de Ca, Fe, Mg e Zn nas amostras foram determinadas por
por meio de digestdo 4cida utilizando 4 mL de HNO3 7 mol L' e 2 mL de H>O,, seguida
pela quantificacdo por MIP OES. O método foi validado e posteriormente aplicado as
amostras de CLF e FNEO. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 14. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata, e os valores sdo apresentados como a

média e o correspondente desvio padrao da triplicata das medidas.
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Tabela 14 - Resultados determinados nas amostras analisadas por MIP OES (média + desvio padrdo, n=3) e valor descrito no rétulo dos alimentos

Amostra Calcio Ferro Magnésio Zinco
S
Valor Valor | Valor Valor Valor Valor Valor Valor
determinado rotulado | determinado rotulado | determinado rotulado determinado | rotulado
CLF Amostra 1 6600,12 +210 8000 [134,79 +2,06 137 607,93 +£ 16,90 800 43,45+ 1,22 69
(mg kg -
1 Amostra 2 8620,44 £ 47,04 8000 | 77,51 £0,74 95 850,67 £5,78 800 42,93 £2,96 73
Amostra 3 5483,65 +£94,74 4500 35,99+1,87 40 932,09 +£54,37 750 39,47 + 3,05 47
FNEO Amostra 1 1023,67+ 27,46 1000 12,27+1,68 26 597,97 £ 5,93 420 41,63 +£2,01 24
(mg L)
Amostra 2 632,52 +£22,53 700 8,85+0,62 13 25547 +2,24 220 6,57 £0,25 10
Amostra 3 564,83 £ 10,58 800 10,88 +£1,02 20 257,98 + 3,77 380 9,96 + 0,30 18
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Com base nos valores apresentados na Tabela 14, pode-se observar que dentre as
amostras de CLF, a amostra 1 apresentou o maior teor de Fe e Zn, sendo que apenas o
valor determinado de Fe estava condizente com a informagao rotulada, conforme a
Tabela 14. A amostra 2 apresentou o maior teor de Ca e a menor varia¢do entre a
informagdo apresentada no rotulo e os valores encontrados neste trabalho. Esta amostra
indica que fornece 8000 mg kg™!' de calcio, enquanto o valor encontrado foi de 8620 mg
kg!. Observa-se que todas as amostras apresentaram valores de calcio muito distinto das
informagdes rotuladas. O mesmo foi observado no trabalho de Kich e Balestrin (2019),
em que os autores relataram a discrepancia entre as informagdes rotuladas e as

encontradas para calcio em amostras de leite.

Vale destacar que, para esse tipo de amostra, a fiscalizacdo ¢ realizada pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA). No entanto, a Instrugdo
Normativa n® 28 de 12/06/2007 orienta de forma ampla, nao especificando teores
maximos ou minimos de minerais para esse tipo de alimento. A amostra 3 foi a que
obteve a menor concentracdo de ferro e obteve a maior concentragdo de Mg e menor
concentracao de Zn. Essa amostra obteve a maior discrepancia entre a informacao obtida
no rétulo ji que na embalagem hé indicagdo de 750 mgkg! e o valor encontrado neste
trabalho foi 932 mg kg 'um valor cerca de 25 % maior do que a informagdo rotulada.
Um percentual considerdvel ja que em outros estudos o percentual considerado normal
era um valor de até 20% (ABE-MATSUMOTO et al., 2018; ITURBIDE-CASAS et al.,
2019).

Ao comparar os valores determinados e os rotuladdos, percebe-se que, em
relagdo aos CLF, os valores indicados nos rétulos das amostras sdo significativamente
diferentes dos valores determinados nas analises. Isso sugere que pode haver uma
imprecisdo nas informagdes dos rotulos das amostras ou que os processos de producao e

armazenamento das amostraspodem ter influenciado nos teores dos minerais.

Ja para as amostras de FNEQO, observa-se que a amostra 1 ¢ a que apresenta a
maior concentracao de todos os minerais estudados. Observou-se que para estas amostras
a descricdo do rotulo ndo variou como nas amostras de compostos lacteos, houve uma
variacdo de 12 a 15 % dos valores descritos nas embalagens comparados aos encontrados
neste trabalho, uma variacdo aceitavel de acordo com ANVISA (ANVISA, 2003). A
principio, pode-se observar que todas as amostras analisadas apresentaram um alto valor

de calcio e magnésio principalmente, esses valores sdo esperados visto que as amostras
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em analise apresentam nas embalagens alta concentracao do analitos estudados.

Iturbide-Casas e colaboradores (2019) analisaram férmulas de nutri¢do enteral
para determinacao de Ca, Mg, Fe e Zn e outros minerais e concluiram que, embora as
amostras as vezes tenham um conteudo mineral mais baixo do que o indicado no roétulo,
eles ainda sdo boas fontes desses minerais, como também observado neste trabalho.
Evidenciando assim que as FNEO sdo boas fontes desses minerais quando considerado o

teor total de cada mineral em sua composigao.

4.5 Determinacio da bioacessibilidade dos analitos

Nesta etapa foram realizados dois testes amplamente utilizados na literatura o
SBET e o PBET para avaliar a bioacessibilidade dos analitos Ca, Fe, Mg e Zn. A seguir,

serdao detalhados os resultados obtidos em ambos os testes.

4.5.1 Determinac¢ao da bioacessibilidade usando o SBET

Os estudos de bioacessibilidade fornecem informagdes importantes sobre a
quantidade possivel de espécies quimicas que serdo absorvidas pelo organismo durante a
digestdo. A andlise em compostos fortificados para idosos ¢ importante para avaliar a
eficacia da fortificacdo nutricional nessa populacio. A medida que envelhecemos nosso
sistema digestivo e absor¢do de nutrientes podem ser afetados, o que pode levar a uma

absor¢do reduzida de nutrientes essenciais (VURAL et al., 2020).

Para determinar a bioacessibilidade de Ca, Fe, Mg e Zn, as amostras foram
submetidas ao procedimento de extracdo do teor bioacessivel SBET descrito na se¢ao
3.7.1, logo apds quantificagcdo por MIP OES. Os resultados da fragdo bioacessivel obtidos

nas amostras estudadas estdo expostos na Tabela 15.
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Tabela 15 - Teor bioacessivel (%) quantificado nas amostras analisadas por meio do

SBET (n=3).

Amostras Ca Fe Mg Zn
CLF Amostra 1 28,01 23,41 35,09 47,18
(mgkg ™) Amostra 2 14,26 33,07 21,81 35,42
Amostra 3 16,85 35,24 22,47 33,00
FNEO Amostra 1 29,86 37,80 38,75 41,02
(mg L) Amostra 2 62,43 65,86 46,75 64,86
Amostra 3 48,40 63,68 33,05 35,06

A partir dos resultados obtidos nas andlises das amostras de CLF, pode-se
observar que a amostra 1 apresentou o maior teor bioacessivel de célcio indicando que
apenas cerca de ¥4 do Ca presente na amostra ¢ absorvido pelo organismo, enquanto que
quase metade do zinco € bioacessivel. Essa diferencga pode ser explicada pelas interagdes
que esses nutrientes t€ém com outros componentes da amostra, bem como pela capacidade
do organismo em absorvé-los. Na amostra 3, ¢ interessante observar que o teor
bioacessivel de Fe ¢ maior do que nas outras amostras, enquanto que a amostra 2
apresenta o menor teor bioacessivel de Ca.

Os resultados obtidos nas andlises das amostras de CLF revelaram que ao
comparar os teores bioacessiveis, expressos como porcentagens, com as concentragdes
totais de Ca, Fe, Mg e Zn nas amostras, observa-se diferencas marcantes, mesmo com
altas concentracgoes totais de minerais, como observado na amostra 1 para Ca, os teores
bioacessiveis foram relativamente baixos. Similarmente, 0 mesmo padrao foi observado
para Fe, Mg, e Zn, sugerindo que uma proporcdo significativa desses minerais nas
amostras de CLF pode nao ser facilmente absorvida pelo organismo humano durante a
digestao.

Ao analisar as amostras de FNEO, pode ser observado que a amostra 1 apresentou
os mais baixos valores de bioacessibilidade para os analitos Ca e Fe. Na amostra 2,
observa-se que todos os nutrientes apresentaram os valores mais elevados de

bioacessibilidade, sendo que para Ca e Zn os valores foram ainda maiores do que nas
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outras amostras, indicando que essa amostra pode ser a mais eficiente na disponibilizagao
desses nutrientes para o organismo Na amostra 3, observa-se que o teor bioacessivel de
ferro ¢ o mais elevado entre os elementos estudados, enquanto que o de magnésio ¢ o
menor. E importante ressaltar que, apesar das diferencas nos teores bioacessiveis dos
nutrientes, todas as amostras analisadas apresentam quantidades significativas de calcio,
ferro, magnésio e zinco bioacessiveis.

A bioacessibilidade dos elementos nas amostras variou de 14% a 62% para Ca,
23% a 65% para Fe, 21% a 46% para Mg e 33% a 64% para Zn. E importante ressaltar
que a bioacessibilidade de minerais pode variar amplamente devido a diversos fatores,
como as interacdes que esses nutrientes tém com outros componentes da amostra, bem
como pela capacidade do organismo em absorvé-los. Em alguns casos, os nutrientes
absorvidos podem estar em uma forma que ndo pode ser metabolizada pelo organismo
(DAMODARAN et al., 2010).

Os resultados da andlise das amostras de CLF e FNEO indicam que esses
alimentos alimentos podem ser boas fontes de Ca, Fe, Mg e Zn bioacessiveis, indicando
que a concentragao total descrita no rétulo de um produto alimenticio ndo implica na sua
acessibilidade ao organismo. E importante considerar que a quantidade bioacessivel de
cada nutriente varia de amostra para amostra, o que sugere a necessidade de avaliar a
composicdo nutricional de cada alimento individualmente antes de recomenda-lo para
consumo.

De maneira geral, observa-se que as amostras de CLF apresentaram menores
valores de bioacessibilidade em comparagdo com as amostras de FNEO. Essa
discrepancia nos resultados pode ser atribuida a diversas varidveis, incluindo a
composi¢dao quimica das amostras, a estrutura molecular dos compostos presentes e os
processos de interagdo que ocorrem durante a digestdo gastrointestinal (PEIXOTO et al.,
2016).

Estudos tém sugerido que a bioacessibilidade na fase gastrica pode ser maior do
que na fase intestinal, devido ao baixo pH do fluido gastrico (em torno de 1,5). Em um
ambiente acido como esse, a solubilidade dos metais pode aumentar, levando a liberagdo
e dissolu¢do dos minerais das amostras. Além disso, durante a fase gastrointestinal,
podem ocorrer processos de precipitagdo, complexagdo e absorcdo, que afetam a
disponibilidade dos minerais para absor¢dao pelo organismo (TOKALIOGLU et al.,
2014).

Esses estudos ressaltam a importancia de considerar ndo apenas a composicao
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total dos minerais nas amostras, mas também sua bioacessibilidade, que reflete a
quantidade efetivamente disponivel para absor¢ao pelo corpo humano. A compreensao
desses processos de liberacdo e interacdo durante a digestdo pode fornecer insights
importantes para a formulacdo de alimentos e suplementos nutricionais com melhor

biodisponibilidade de minerais essenciais.

4.5.2 Determinac¢ao da bioacessibilidade usando o PBET

A determinacdo da bioacessibilidade dos elementos Ca, Fe, Mg e Zn foi realizada
também por meio do teste in vitro PBET esse teste tem a finalidade de avaliar a fragao de
um nutriente presente em uma amostra que ¢ potencialmente absorvivel pelo trato
gastrointestinal. Para isso as amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo do
teor bioacessivel PBET descrito na secdo 3.7.2, logo apos quantificagdo por MIP OES.

Os resultados da bioacessibilidade nas amostras estudadas estdo expostos na Tabela 16.

Tabela 16: Teor bioacessivel (%) quantificado nas amostras analisadas por meio do

PBET

Amostras Ca Fe Mg Zn
CLF Amostra 1 15,96 12,75 30,35 13,71
(mg kg ) Amostra 2 8,79 26,83 16,23 37,58
Amostra 3 10,44 20,78 19,06 18,93
FNEO Amostra 1 17,96 41,50 15,5 30,94
(mg L) Amostra 2 31,78 27,45 35,33 46,92
Amostra 3 36,87 38,10 26,78 25,13
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Observando os dados obtidos para CLF, pode ser visto que a amostra 1 apresentou
teores bioacessiveis de 15,96% de Ca, 12,75% de Fe, 30,35% de Mg e 13,71% de Zn.
Isso indica uma boa disponibilidade de calcio e magnésio, mas uma menor quantidade de
ferro e zinco em comparagdo com as outras amostras de CLF. Quanto a amostra 2, os
niveis de bioacessibilidade foram de 8,79% para calcio, 16,23% para magnésio e 37,58%
para zinco, enquanto o teor de ferro foi relativamente alto, alcangando 26,83%. A amostra
3 demonstrou teores bioacessiveis intermediarios quanto comparado com as amostras 1 e
2, e os valores foram de 10,44% para Ca, 20,78% para Fe, 19,06% para Mg e 18,93%
para Zn. Esses resultados sdo coerentes com um estudo prévio realizado por Bossu e
colaboradores (2020), que investigaram a bioacessibilidade in vitro utilizando enzimas e
sais biliares para simular a digestdo géstrica dos elementos Zn e Ca em amostras de leite.
Eles observaram uma faixa de 12 a 20% para calcio e de 9 a 11% para zinco, valores
proximos aos encontrados para as amostras de CLF. Essa correlagdo destaca a
consisténcia dos dados e refor¢a a validade dos resultados obtidos para as amostras
analisadas.

Para as amostras de FNEO, a amostra 1 apresentou teores bioacessiveis de
17,96% de Ca, 41,50% de Fe, 15,5% de Mg e 30,94% de Zn, esta amostra parece ser uma
fonte promissora de ferro, enquanto ainda mantém niveis razoaveis de célcio e zinco. A
amostra 2 apresentou os maiores teores bioacessiveis de Ca 31,78%, Fe de 27,45%, Mg
de 35,33% e Zn 46,92%. A partir destes valores, pode-se observar que esta amostra ¢ a
mais enriquecida em minerais, especialmente Ca e Zn. A amostra 3 apresentou tores de
36,87% para Ca, 38,10% de Fe, 26,78% de Mg e 25,13% de Zn, essa amostra também
mostrou niveis elevados de calcio e ferro, tornando-se também outra boa opg¢do para a
suplementagdo mineral baseado nos valores determinados.

A partir dos resultados acima, observa-se que as amostras de FNEO apresentam
teores mais elevados de minerais bioacessiveis em comparagdo com as amostras de CLF.
Os teores bioacessiveis de todos os minerais sdo mais altos (exceto Mg) para as
amostras de FNEO em comparagdo com as amostras CLF, indicando uma possivel
maior biodisponibilidadedas amostras de FNEO. Isso pode ser devido a diferencas na
composi¢dao mineral, processamento ou forma de apresentacdo das amostras (PEIXOTO
etal., 2016).

Esses resultados destacam a importancia de investigagdes adicionais para

compreender os fatores que afetam a biodisponibilidade dos minerais em diferentes tipos

86



de amostras. Estudos futuros poderiam explorar os mecanismos subjacentes a liberagao e
absorcdo de minerais durante a digestdo e identificar estratégias para melhorar sua

biodisponibilidade em alimentos e suplementos dietéticos.

4.6 Comparaciao dos métodos SBET e PBET

Os dois métodos tém sido amplamente utilizados na area da ciéncia dos alimentos
e da nutri¢do para avaliar a fragdo de nutrientes que € potencialmente absorvivel pelo trato
gastrointestinal humano (SANTOS et al., 2018).

O método SBET ¢ projetado para simular a solubilizagdo de minerais em
condi¢des fisiologicas ao longo do trato gastrointestinal. Este teste envolve uma unica
etapa de extracdo combinando a digestdo gastrica e intestinal. A amostra ¢ submetida a
um meio 4acido para simular as condi¢des estomacais, seguido por uma etapa de
neutralizacdo para simular as condigOes intestinais. A partir das concentragdes de
minerais liberadas durante essas etapas, a bioacessibilidade dos nutrientes na amostra ¢é
determinada (MENDOZA et al., 2017).

Por outro lado, o método PBET ¢ mais complexo e envolve duas etapas distintas
de extracdo que simulam separadamente a digestdo gastrica e intestinal. Durante a etapa
de digestdo gastrica, a amostra € exposta a um meio acido para liberar os minerais da
matriz da amostra. Em seguida, durante a etapa de digestdo intestinal, um tampao de
bicarbonato ¢ adicionado para simular as condi¢des alcalinas do intestino delgado e
facilitar a absor¢do dos minerais liberados. A bioacessibilidade ¢ entdo calculada a partir
das concentracdes de minerais obtidas em ambas as etapas (MNISI et al., 2017).

Ambos os métodos possuem vantagens e limitagdes. O método SBET ¢ mais
simples e rapido de executar, sendo adequado para andlises de rotina. No entanto, ele
pode subestimar a bioacessibilidade de certos minerais devido a sua abordagem
simplificada. O método PBET ¢ mais representativo das condi¢des fisiologicas reais do
trato gastrointestinal, fornecendo uma estimativa mais precisa da bioacessibilidade dos
nutrientes. No entanto, sua execucdo ¢ mais complexa e demorada (LI et al., 2014).

A escolha entre os métodos SBET e PBET depende das necessidades especificas
da pesquisa ou aplicacdo. Ambos os métodos podem ser empregados para avaliar a
bioacessibilidade de elementos em diferentes amostras alimenticias, fornecendo
informagdes importantes para a formulacdo de dietas balanceadas e a avaliagdo da

qualidade nutricional dos alimentos. A analise comparativa entre os métodos SBET e
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PBET revelou diferengas significativas na extragdo de elementos traco. No SBET, a
predominancia de extragdo ocorre devido a acidez mais elevada do meio gastrico,
facilitando a solubilizagdo desses ions. Utilizou-se uma solucdo extratora composta
apenas por glicina a 0,4 mol L', ajustada para pH 1,5 com 4cido cloridrico concentrado
para simular o compartimento gastrico no SBET, enquanto no PBET foram empregados
pepsina, malato e citrato.

Durante o processo digestivo, as enzimas presentes no trato digestivo facilitam
transformagdes quimicas essenciais, catalisando a hidrolise de proteinas, amidos e
gorduras, tornando os minerais e vitaminas lipossoluveis mais acessiveis para as fungdes
metabolicas (FERREIRA, 2023).

Os resultados mostram que, entre os elementos analisados, o Ca, Fe, ¢ Zn
apresentaram os maiores percentuais de extracdo no SBET, chegando a taxade absor¢ao
superior a 60% para algumas amostras. Foi observado também que para Ca a maior
bioacessibilidade foi observada quando o método SBET foi empregado, devido ao fato
de que no compartimento intestinal, a solubilidade deste elemento cai substancialmente
devido ao aumento do pH para 7. No entanto, a queda da solubilidade depende da fonte
de calcio. O Mg mostrou uma distribuicdo mais equitativa entre SBETe PBET.

Os resultados quantitativos da bioacessibilidade dos elementos trago nas amostras
analisadas sdo apresentados nas Tabelas 15 e 16. Observa-se que o PBET apresentou uma
maior porcentagem de extragdo em relagdo aos elementos trago, enquanto o SBET extraiu
predominantemente magnésio e célcio. Consequentemente, a analise desses resultados
proporciona uma compreensao mais profunda da disponibilidade de elementos traco nos

suplementos nutricionais investigados.

4.7 Contribuicio do consumo de CLF e FNEO para a recomendacio
dose diaria

De acordo com a Anvisa (2005), existe uma quantidade recomendada de ingestao
diaria (IDR) para cada nutriente pelo organismo, a fim de atender as necessidades
nutricionais individuais e manter a satde. As amostras de CLF ¢ FNEO mostraram ser
boas fontes de Ca, Fe, Mg e Zn. Contudo, a considera¢do da fracdo bioacessivel ocasiona
a diminuicao da contribui¢do dos valores de concentracdo. A contribuicdo de cada

amostra foi calculada com base nos teores totais e bioacessiveis de cada analito,
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considerando a por¢ao recomendada de ingestao pelo fabricante, considerando o IDR para

cada analito para adultos cerca de 70 kg (ANVISA, 2005).

Ao observar os valores da Tabela 17, nota-se que as amostras de CLF
apresentaram uma maior contribui¢do na ingestao de calcio e ferro quando comparadas
com as formulas modificadas. Por outro lado, as formulas modificadas apresentaram
contribui¢des varidveis para os elementos em questdo, sendo que em alguns casos as
contribui¢des foram maiores do que as observadas nas amostras de compostos lacteos
fortificados. Vale lembrar que as amostras de formula modificada analisadas neste
trabalho possuiam um contetido de 200 mL ¢ a por¢ao de compostos lacteos poderia ser
utilizada para produzir de 150 a 200 mL de bebida pronta a depender do fabricante de

cada amostra.

Tabela 17 - Contribui¢ao dos elementos ao IDR nas amostras considerando o teor total

Contribuigdo (%)
CLF* FNEO**
Elemento 1IDR para Al A2 A3 Al A2 A3
adultos

Cdlcio 1000 mg 20,80 23,70 29,5 20,5 12,6 11,3

Ferro 14 mg 30,32 15,22 13,8 17,5 12,6 15,5
Magnésio 260 mg 7,37 9,00 19,3 46,0 19,6 19,8

Zinco Tmg 19,55 16,9 30,3 37,3 18,8 28,5

*Levando em consideracio uma por¢ao recomendada pelo fabricante de cada amostra
**Levando em consideracio uma porcio de 200mL

Em relacdo ao célcio, pode-se observar que ele ¢ o elemento mais presente em
ambas as amostras, com contribui¢ao variando de 11,29% a 29,49% para o IDR. No que
se refere ao ferro, pode-se observar que a contribuigdo para o IDR varia entre 13,82% e
30,32%, sendo mais expressiva em amostras de CLF. O magnésio, por sua vez,
apresentou uma contribui¢do para o IDR que variou de 7,37% a 46%, sendo mais
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expressiva em amostras de FNEO. Por fim, o zinco apresentou uma contribuigdo que
variou entre 16,86% e 37,35% para o IDR. Em geral, os resultados indicam que as
amostras de CLF e FNEO podem ser fontes importantes desses minerais para individuos
que necessitam de suplementacdo nutricional. No entanto, ¢ importante destacar que
outras fontes alimentares devem ser consideradas para atingir o IDR completo de todos

os nutrientes necessarios para uma alimentagdo saudavel e equilibrada.

Levando em consideragdo o teor bioacessivel encontrado nas amostras pelo
método SBET pode-se observar que a contribui¢do ao IDR diminui em até 85% como

exposto na Tabela 18.

Tabela 18 - Contribuicdo dos elementos ao IDR nas amostras considerando o teor

bioacessivel.
Contribuicio (%)
CLF* FNEO**
Elemento | IDR para Al A2 A3 Al A2 A3
adultos
Calcio 1000 mg 5,82 3,33 4,97 6,11 7,90 5,47
Ferro 14 mg 7,10 5,03 4,87 6,62 8,33 9,90
Magnésio 260 mg 2,58 1,96 4,33 17,82 9,18 6,56
Zinco 7mg 9,22 5,98 10,00 15,3 12,17 9,98

*Levando em consideracio uma por¢ao recomendada pelo fabricante de cada amostra
**Levando em consideracio uma porcio de 200mL

No geral, a bioacessibilidade das amostras de CLF influenciou pouco ao IDR com
menos de 10 % de contribui¢do para Ca, Fe, Mg e Zn. Para as amostras de FNEO h4 um
ligeiro aumento na contribuicdo chegando até 18%. Pode-se observar que as amostras de
FNEO obtiveram maiores valores de contribui¢do para todos os analitos estudados com
énfase para Mg. Ao comparar os resultados da Tabela 17 (considerando o teor total dos

elementos) com a Tabela 18 (considerando a bioacessibilidade), podemos notar
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diferencas significativas nas contribui¢des percentuais de cada elemento para o IDR com
queda de até 85% de contribui¢do quando se compara o teor bioacessivel na mesma
porc¢do. Pode-se concluir que a bioacessibilidade e a composi¢do das amostras podem
afetar significativamente a contribui¢cdo dos elementos para o IDR. Portanto ao comparar
a ingestao de Ca, Fe, Mg e Zn recomendada no IDR ha uma boa ingestao desse mineral
a partir dos resultados de teor total, principalmente para as amostras de compostos lacteos.
Porém, ao fazer a mesma comparacao no teor bioacessivel temos uma baixa porcentagem
de ingestdo, mesmo sendo uma fonte rica nesse nutriente.

Este resultado demonstra a importancia de se considerar e inserir as
bioacessibilidades dos nutrientes em tabelas de composicao de nutrientes dos alimentos
fornecendo informag¢des nutricionais mais realistas e podem ser uteis para selecionar as
melhores amostras para serem utilizadas em dietas especificas ou na produgdo de
alimentos enriquecidos. E importante ressaltar que as quantidades da fracio bioacessivel
desses minerais podem ter sido superestimados devido o teste ser feito considerando

apenas o compartimento estomacal (SANTOS e NANO, 2015).
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CONCLUSOES

O método de digestdo usando HNO;3; e H20O> foi otimizado e empregado para
avaliar as concentragdes totais de Ca, Fe, Mg e Zn se mostrou eficaz para as analises nas
amostras de suplementagdo demonstrando que o procedimento de preparo de amostra ¢
adequado para essas analises. O método proposto foi validado e aplicado para a
determinagdo dos analitos em seis amostras de suplementacao adulta por MIP OES. A
técnica se mostrou apropriada para a determinagdo dos analitos sendo pratica e rapida,
podendo oferecer uma alternativa mais econdmica as técnicas de analise tradicionais de
rotina, visto que funciona a base de N>. A analise total e bioacessivel dos elementos
inorganicos utilizando um instrumento multielementar de MIP OES foi realizada de

maneira simples, rapida e confiavel.

Os métodos SBET e PBET foram usados para determinar a bioacessibilidade de
Ca, Fe, Mg ¢ Zn nas amostras de suplementacdo adulta e confirmaram que menores
quantidades de minerais sdo extraidas ao usar o método que simula condigdes
gastrointestinais(PBET) quando comparado ao método que simula apenas a condi¢do do
compartimento estomacal(SBET). Isso pode, de fato em certos cenarios, resultar em uma
superestimacdo da bioacessibilidade. Contudo, essa tendéncia ndo € universal, ja que ela

pode diferir de elemento a elemento e entre diferentes matrizes alimentares.

A partir dos resultados, foi possivel concluir que a avaliagdao da bioacessibilidade
se torna importante para avaliar o teor nutritivo de suplementagdo adulta visto que os
teores rotulados nem sempre estdo acessiveis ao organismo, portanto considerar as
condi¢des gastricas simuladas fornecem valores reais de absor¢do dos minerais pelo

corpo humano.

As importancias dos resultados para a bioacessibilidade desses elementos nas
amostras de compostos lacteos fortificados informagdes inéditas a respeito do
comportamento de Ca, Fe, Mg e Zn nas condi¢des gastricas simuladas e fornecem valores

do teor bioacessivel que podem ser absorvidos pelo corpo humano.
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