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Resumo

Diante da importancia de se conhecer o valor nutricional de linhaga e gergelim e o método
mais adequado para sua determinagdo, o objetivo deste trabalho foi comparar diferentes
métodos in vitro SBET (Simple Bioaccessibility Extraction Test), UBM (Unified
Bioaccessibility Method) e Versantvoort e desenvolver um sistema de extragdo in vitro
dindmico de fluxo automéatico, com alta resolugdo temporal, para explorar o transito do
quimo dos compartimentos gastrico para o duodenal usando o método de extracdo
fisiologicamente relevante do estado alimentado de Versantvoort para avaliar a
bioacessibilidade de micronutrientes. Dentre os métodos in vitro investigados, o UBM foi
selecionado e as maiores frac6es bioacessiveis, em %, na fase gastrica foram observadas
para Mn (19-27%) e Zn (16-25%). Além disso, verificou-se, através da aplicacdo de digestdo
gastrointestinal simulada in vitro, que somente uma pequena fracdo de Fe e Cu era
potencialmente bioacessivel nessas amostras. O diagrama de fluxo foi acoplado on-line a
um espectrometro de emissao 6ptica de plasma acoplado indutivamente para a elucidacao
em tempo real da fragdo elementar bioacessivel de micronutrientes (Cu, Fe e Mn) em
linhaca marrom e dourada através do trato gastrointestinal. O biofluido intestinal e biliar
simulado (adicionado & fase gastrica) foi sucessivamente bombeado a 1,0 mL min™ através
de uma coluna de grande diametro (mantida a 37,0 + 2,0 °C), inicialmente carregada com
cerca de 250 mg de linhaca, uma membrana de filtro de fluoreto de polivinilideno (PVDF)
tamanho de poro de 5,0 um), para retencdo do material particulado e filtracdo em linha dos
extratos. A confiabilidade do método de extracdo gastrointestinal foi confirmada usando
validacdo através do balanco de massa, ap0s a digestdo assistida por irradiacdo de micro-
ondas da fracdo ndo bioacessivel, resultando em recuperacdes que variaram de 79 a 121%.
A extracdo dindmica on-line foi avaliada criticamente contra os métodos em batelada para
ambos os compartimentos gastrico e gastrointestinal. A bioacessibilidade do quimo na
extracdo dindmica variou de 21-30% (Cu), 6-7% (Fe) e 21-22% (Mn), ja& na extracdo em
batelada variou de 42-58% (Cu), 17-52% (Fe) e 24-37% (Mn). Devido a falta de consenso na
literatura sobre o método de agitagédo no teste de bioacessibilidade oral em batelada, varias
abordagens de extragdo (agitacdo magnética, agitagdo orbital e agitacdo por inversdo)
foram avaliadas. Enquanto a agitacdo orbital e agitacdo por inversdo se aproxima da
bioacessibilidade gastrica de Fe <17 mg kg*, a agitagio magnética proporcionou
bioacessibilidade superior, por exemplo, 31,9 + 0,4 mg kg™. Para melhor conhecimento,
esse € o primeiro trabalho reportando um método de extragdo Gl dinamico totalmente

automatizado.

Palavras-chave: linhaga; gergelim; micronutrientes; bioacessibilidade; analise por injecéo
sequencial; ICP OES



Abstract

Given the importance of knowing the nutritional value of linseed and sesame, the main
objective of this study was to compare the different in vitro methods SBET (Simple
Bioaccessibility Extraction Test), UBM (Unified Bioaccessibility Method) and Versantvoort
and to develop an automatic flow-through dynamic extraction system is proposed for in-vitro
exploration, with high temporal resolution, of the transit of the chyme from the gastric to the
duodenal compartments using the Versantvoort’s fed-state physiologically relevant extraction
method., to evaluate the bioaccessibility of micronutrients. Among the in vitro methods
investigated, UBM was selected and The highest bioaccessible fractions, in %, in gastric
phase were observed for Mn (19-27%) and Zn (16—25%). In addition, it was found through
the application of in vitro simulated gastrointestinal digestion that only a minor fraction of total
Fe and Cu was potentially bioaccessible in this samples. The flow manifold was coupled on-
line to an inductively coupled plasma optical emission spectrometer for real-time elucidation
of the bioaccessible elemental fraction of micronutrients (Cu, Fe and Mn) in food
commodities across the gastrointestinal tract. The simulated intestinal and bile biofluid
(added to the gastric phase) was successively pumped at 1.0 mL min™ through a large-bore
column (maintained at 37.0 £ 2.0 °C), initially loaded with about 250 mg of linseed, using a
Polyvinylidene fluoride (PVDF) filter membrane (5.0 um pore size) for retaining of the
particulate matter and in-line filtration of the extracts. The lack of bias (trueness) of the on-
line gastrointestinal extraction method coupled to ICP OES was confirmed using mass
balance validation following microwave assisted digestion of the residual (non-bioaccessible)
elemental fraction. Mass balance validation yielded absolute recoveries spanning from 79 to
121% for the overall analytes and samples. On-line dynamic extraction was critically
appraised against batch counterparts for both gastric and gastrointestinal compartments. The
bioaccessibility of the chime, in the dynamic extraction, ranged from 21-30% (Cu), 6-7% (Fe)
and 21-22% (Mn), already in batch extraction ranged from 42-58% (Cu), 17-52% (Fe) and
24-37% (Mn). Due to the lack of consensus in the literature regarding the agitation method in
batch oral bioaccessibility testing, several extraction approaches (viz., magnetic stirring, end-
over-end rotation and orbital shaking) were evaluated. While orbital shaking and end-over-
end rotation approaches the gastric bioaccessibility of Fe <17 mg kg™, magnetic stirring
provided higher bioaccessibility, 31.9 + 0.4 mg kg™. To the best of our knowledge, this is the

firt thesis reporting a fully automatic dynamic Gl extraction method.

Keyword: Linseed; Sesame; Micronutrients; Bioaccessibilitty; Sequencial injection analysis;
ICP OES
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Capitulo I. Avaliacédo da bioacessibilidade de elementos
essenciais e potencialmente tOxicos em amostras de

alimentos: importancia e métodos para determinacéo



1.Importancia da avaliacdo da bioacessibilidade de elementos

essenciais e potencialmente téxicos em amostras de alimentos

A avaliacdo e o controle da concentracdo de elementos quimicos em
amostras de alimentos tém despertado grande interesse da comunidade cientifica e
entidades governamentais. Os elementos quimicos que participam do metabolismo
dos organismos vivos devem ser avaliados, mesmo em baixas concentracoes,
devido a necessidade do controle da ingestdo diaria dos elementos essenciais ou
ndo, e sua correlacdo com a saude destes organismos. Os elementos comumente
presentes nas dietas s&o classificados de acordo com trés categorias:
indispensaveis (necessarios em maiores quantidades como Ca e Mg); essenciais
(importantes para as fungdes fisiologicas, porém em niveis elevados podem ser
toxicos como Co e Mn); e ndo essenciais ou toxicos (tem funcdo desconhecida como
Cd e Pb) (LEAL et al, 2009).

No entanto, as necessidades dos individuos sdo distintas, mesmo que
possuam estruturas semelhantes. Desta forma, a distribuicdo da necessidade de um
nivel de ingestdo de seguranca € o parametro mais adequado para se estimar a
importancia dos elementos. A Tabela 1 apresenta diferentes elementos quimicos,
essenciais ou potencialmente toxicos, com suas principais funcbes e suas
respectivas consequéncias causadas pela sua deficiéncia. Sabendo que o excesso
ou deficiéncia de qualquer um desses elementos podem causar danos ao organismo
do ser humano e que o desequilibrio na concentracdo deles pode causar a morte,
sendo de extrema importancia ter uma alimentacdo adequada como alternativa para

manter o bom funcionamento do corpo humano (SANTOS, 2012).



Tabela 1. Principais funcdes e deficiéncias de elementos essenciais e potencialmente
téxicos no organismo humano.

Elementos Funcdes Deficiéncia
Al N&o essencial -
Ca Constituinte dos 0ssos Crescimento retardado do
esqueleto
Cd N&o essencial e toxico -
Co Vitamina B2 Anemia perniciosa
Cr (1) Provavelmente envolvido no Sintomas de diabete
metabolismo da glicose
Cu Transporte do oxigénio e fungao Enfragquecimento das
enziméatica artérias, desordem do
figado e anemia
secundaria
Fe Transporte de oxigénio e Anemia e desordem do
hemoglobina sistema imunoldgico
Hg N&o essencial e toxico -
K Principal cation intracelular Alteracbes na pressao
arterial
Mg Fungbes enzimaticas Paralisia de determinados
musculos
Mn Funcgéo enzimética Infertilidade e diminuicdo
do esqueleto
Mo Funcado enzimatica Retardamento de
crescimento celular e
propensao a caries
Na Principal cation extracelular Alteracdes na pressao
arterial
Ni Funcao ainda nao estabelecida Crescimento depressivo e
dermatite
Zn Funcao estrutural e enzimatica Danos na pele, impede o

crescimento e maturacao
sexual retardada

Fonte: Adaptado de Linder (1991), Brody (1999) e CHEDL (2009)

Existem diversos métodos analiticos para determinacdo de metais em uma

amostra, quer diretamente através de técnicas analiticas ndo destrutivas ou apés

digestdo acida utilizando técnicas espectrométricas de emissdo e/ou absorcdo

atbmica. O procedimento de extracdo e/ou digestdo quimicas deve estar de acordo

com a matriz da amostra e 0s elementos de interesse, com o intuito de preservar as

espécies dos analitos. E importante compreender que, apesar das condicdes

escolhidas (alcalina, acida ou enzimatica), apenas as espécies sollveis sdo capazes
de serem extraidas no processo (INTAWONGSE e DEAN, 2006; RUZIK, 2012).



A determinacdo da concentragdo total de um elemento quimico € de extrema
importancia, mas, a simples presenga do nutriente nos alimentos n&o garante sua
total utilizacdo pelo organismo. Isto é, a concentracdo de um nutriente em um
determinado alimento ndo é um indicador confiavel para avaliar este alimento sob o
ponto de vista nutricional. (COZZOLINO, 2005). Consequentemente, 0s termos
biodisponibilidade e bioacessibilidade de um nutriente foram propostos pela
comunidade cientifica para que se possa distinguir o que esta sendo determinado,
se a bioacessibilidade ou a biodisponibilidade. (FENNEMA et al, 2008).

Na area de farmacologia, nos Estados Unidos, o termo biodisponibilidade
surgiu pelo Food and Drug Administration (FDA) com a intengdo de estabelecer em
gue proporcdo um medicamento era absorvido, chegava a circulacao e finalmente se
tornava disponivel. No entanto, somente na area de nutricdo, que esse termo
passou a ser mais discutido pelo fato de entender que somente a presenca do
nutriente no alimento ndo quer dizer que sera absorvido pelo corpo humano.
Inicialmente definiu-se o termo biodisponibilidade como a fracdo do nutriente que &
digerido, absorvido e metabolizado pelo corpo humano. Porém, segundo O’Dell,
bioquimico, a biodisponibilidade € a porcdo do nutriente que serad absorvida e
utilizada pelo organismo, visto que nem todos os nutrientes precisam ser digeridos
para serem absorvidos e, ainda que sejam absorvidos, podem nao ser
metabolizados (COZZOLINO , 2005).

Finalmente, na Conferéncia Internacional de Biodisponibilidade na Holanda,
em Wageningen, pbéde-se redefinir o termo de biodisponibilidade como sendo a
porcéo disponivel de qualquer nutriente que € efetivamente absorvida em uma forma
gue possa ser utilizada pelo organismo em seu metabolismo celular. A
biodisponibilidade influencia no efeito benéfico de um nutriente em niveis
fisiol6gicos, assim como pode afetar a natureza e a gravidade da toxicidade quando
a ingestao for excessiva (COZZOLINO, 2005).

A bioacessibilidade foi inicialmente definida como a quantidade de nutriente
em um alimento que € liberado no trato gastrointestinal durante a digestdo (RUBY et
al., 1999). Nos ultimos anos, a bioacessibilidade tem sido definida como a fracdo do
composto que é liberado da matriz do alimento no trato gastrointestinal, e assim,
torna-se disponivel para absorcdo intestinal (INTAWONGSE e DEAN, 2006).



Atualmente, o termo bioacessibilidade é definido como a quantidade de um
composto ingerido que é solubilizado da matriz alimentar ap6s a digestdo
gastrointestinal (PEIXOTO et al., 2016).

Observou-se que, ao longo dos anos, ndo houve muitas alteracdes a respeito
do conceito de bioacessibilidade, mas, é importante ter o cuidado de saber em que
momento se esta avaliando a bioacessibilidade e ndo a biodisponibilidade, para que
ndo ocorra um erro conceitual. Desta forma, o contetdo do alimento (nutriente) que
€ liberado durante a digestdo (bioacessibilidade), ser4d a fracdo bioacessivel
disponivel para absorcdo, no entanto, apenas uma parte da fracdo bioacessivel
estara disponivel para ser usado nas funcdes fisiologicas do organismo
(biodisponibilidade) (OOMEN et al., 2002).

Alguns métodos empregados para estimar a bioacessibilidade de
micronutrientes contam com diferentes abordagens, podendo ser testes in vivo ou in
vitro. Os testes in vivo sdo feitos para simular uma exposicdo ao material a ser
investigado e fazem uso de cobaias, como ratos, macacos e coelhos, sendo a fracao
bioacessivel determinada pela analise das unhas, pelos e sangue desses animais
apos administracdo da dieta. Esses testes requerem a presenca de profissionais
especializados e de uma infraestrutura adequada, além de serem de alto custo e
exigirem maior tempo de execucdo. Ja os testes in vitro, sdo extracdes que simulam
as condices fisiologicas durante a digestdo humana, levando em consideracdo as
trés areas do sistema digestivo: boca, estbmago e intestino. Esses testes podem ser
atrativos devido a maior velocidade analitica e baixo custo (BOSSO e ENZWEILLER,
2008; OOMEN et al., 2002).

A importancia da avaliacdo da bioacessibilidade de micronutrientes em
amostras alimenticias esta relacionada com as quantidades recomendadas de
ingestao dos elementos essenciais em dietas, que deve suprir alguma necessidade
do individuo. A deficiéncia de micronutrientes, como célcio, ferro e zinco, sdo muito
difundidas em paises desenvolvidos e € causa de grande preocupacdo na
alimentacdo da populacdo. Muitos fatores sédo responsaveis pela deficiéncia desses
micronutrientes e um deles € a ingestao diaria inadequada (PLATEL, EIPESON e
SRINIVASAN, 2010).



O mau funcionamento ou o nao funcionamento do sistema digestivo pode ser
fonte de muitos problemas de saude que podem interferir na qualidade de vida
(SHERWOOD, 2010). Portanto, a avaliagdo da bioacessibilidade é um importante
parametro para realizar a avaliacdo de risco a saude e nutricional e, dessa forma,
permite-se obter informagdes nutricionais e importantes como, por exemplo, para a
Tabela Brasileira de Composi¢édo Quimica de Alimentos (TACO), (TACO, 2011).

Os consumidores tem aumentado o interesse pela relacdo dieta e saude, a
gual pode ser notada pelo aumento da demanda por alimentos funcionais. Os
alimentos funcionais sao aqueles que suprem as necessidades fisiol6gicas do
individuo (MORAES E COLLA, 2006; COUTO E WICHMANN, 2011).

Linhaga e gergelim podem ser considerados alimentos funcionais e s&o
fortemente recomendados por especialistas, tais como nutricionistas, porque esses
alimentos contém elementos essenciais para a saude humana, 6mega-3, lignina e
proteina (MOHDALY et al., 2011; CUEVAS E SANGRONIS, 2011; TOKALIOGLU,
2012; KIM et al., 2014; BOLANOS, MARCHEVSKY E CAMINA). Esses componentes
sdo importantes para manter a homeostase do corpo humano, além de garantir
efeitos benéficos na regulacdo hormonal e na prevencao de doencas, como cancer e
diabetes (KATARE et al., 2012; BOLANOS, MARCHEVSKY E CAMINA, 2016).

Os efeitos positivos do consumo da linhaca e do gergelim na saude humana,
além da nutricdo basica, explicam o interesse da industria alimenticia em lancar no
mercado sementes de linhaca e gergelim em barras, barras energéticas, cereais e
biscoitos. No entanto, a mera ocorréncia de nutrientes nos alimentos nao garante

por si s6 a sua disponibilidade para o corpo humano apdés a ingestéo.

Para avaliar os teores reais de nutrientes que sao liberados no trato
gastrointestinal (Gl) e estdo disponiveis para absorcéo intestinal, métodos in vivo
tém sido desenvolvidos nas ultimas décadas. Entretanto, testes in vivo que usam
modelos animais sdo eticamente controversos, demorados, custam caro e exigem
pessoal especializado e treinado (NGUYEN et al.,, 2015; NG et al., 2015). Por
conseguinte, os regulamentos da Unido Europeia (por exemplo, o REACH)
(SCHOETERS, 2010) sugeriram a substituicdo de ensaios in vivo por homélogos in

vitro como substitutos para a bioacessibilidade oral sem necessidade de modelos



animais. Essas simula¢des ajudam os cientistas a avaliar a saude individual e

nutricional do ser humano, conforme foi citado no Capitulo | desta tese.

Diferentes métodos in vitro tem sido aplicados para avaliar a bioacessibilidade
de elementos essenciais e potencialmente téxicos em varias amostras de alimentos,
como, por exemplo, soja (HERRERA et al., 2016), mas ndo ha avaliacdo da
bioacessibilidade de elementos em amostras de linhaca e gergelim. Os métodos in
vitro sdo bastante diferentes de um para o outro. Além disso, muitos deles néo
simulam devidamente os fluidos gastrointestinais e ndo levam em consideragao
todos os reagentes envolvidos para cada compartimento digestivo (PEIXOTO et al.
2016; LLORENTE-MIRANDES et al., 2016; KHANAM E PLATEL et al.,, 2016;
KAFAOGLU et al., 2016).

Assim sendo, a comparacdo de diferentes métodos para avaliacdo da
bioacessibilidade, desde o mais simples (SBET) até aqueles mais completos (UBM),
é importante para entender o seu ampliado uso e as suas limitagcdes. Desta forma, o
método de bioacessibilidade unificado (UBM) é uma excelente alternativa porque
simula uma digestdo gastrointestinal completa (WRAGG et al., 2011; HERRERA et
al., 2016; TOKALIOGLU et al., 2014).

2. Reviséo da literatura
2.1 A digestéo no trato gastrointestinal

Ha um antigo ditado que diz: “Vocé é o que vocé come”, possivelmente pode
ser mais exato se escrito: “Vocé € o que vocé digere e absorve” (SHERWOOD,
2010). Essa parte da revisdo da literatura apresenta a importancia dessas duas
funcdes do sistema digestivo, a digestdo e a absorcdo. O sistema gastrointestinal é
responsavel pela degradacdo e absorcdo de varios alimentos necessarios para o
bom funcionamento do corpo humano. Para compreender as interacdes envolvidas
entre os diferentes componentes da comida no processo de digestdo é preciso
entender que ocorrem dois processos principais ao mesmo tempo durante a

digestdo: a digestdo mecanica e a digestao quimica.



A digestdo mecanica comec¢a na boca e continua dentro do estdbmago, nesse
processo, pedagos maiores de alimentos sdo quebrados em pedacos menores
enquanto esta se preparando para a digestdo quimica. A digestdo quimica também
comeca na boca e continua dentro do intestino, nesse processo, varias enzimas
diferentes quebram macromoléculas em moléculas menores que podem ser
absorvidas (SHERWOOD, 2010).

O trato gastrointestinal é iniciado pela boca e prossegue para o es6fago,
estbmago, intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e depois para o intestino grosso
(c6lon), reto e termina no anus (Figura 1). Ao ingerir uma porcao de um determinado
alimento, este passa pelos compartimentos do trato gastrointestinal, primeiramente
na boca onde ha a presenca do fluido salivar. Em seguida, passa pelo estbmago no
gual esta presente o fluido gastrico e, por fim, o intestino cujos fluidos encontrados
séo o fluido duodenal e biliatico.

A simples ingestdo de alimentos ndo garante que ocorra a absor¢cdo dos
nutrientes pelo organismo, por isso, é preciso que os alimentos sejam digeridos ou
gue se reduzam em moléculas menores e mais simples para que possam ser
absorvidos pelo corpo humano. As transformacgdes que ocorrem no sistema digestivo
sdo auxiliadas por enzimas digestivas que degradam gorduras em glicerol e acidos
graxos, carboidratos em acucares simples e proteinas em aminoéacidos (PEIXOTO,
2015).

Figura 1. Compartimentos do sistema digestivo. Fonte: http://portalbrasil1l0.com.br/sistema-
digestorio-resumo/
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A saliva produzida pela boca é composta basicamente por agua, a qual tem a
funcdo de lubrificar a cavidade oral e umedecer os alimentos ingeridos, e também,
contém a enzima amilase que age na quebra de polissacarideos em dissacarideos.
No entanto, essa enzima tem sua atuacao interrompida quando chega ao estémago,
devido ao baixo pH do meio e, portanto ndo € tdo significativa no processo de
digestdo. Ao chegar ao compartimento estomacal, comegam 0s processos de
digestao proteica, em meio acido e com enzimas, como a pepsina. Nessa fase é
produzido o quimo que é o liquido composto pelos alimentos ingeridos e os fluidos
salivares e gastricos (SHERWOOD, 2010).

O quimo acidificado passa para o duodeno (onde 0s sucos pancreaticos e
biliares entram no intestino), o qual é neutralizado pelo bicarbonato de sédio e
secretado pelo pancreas. O intestino delgado tem como funcdo absorver os
nutrientes ingeridos através da alimentacéo e, por conta disso, age, também, como
uma barreira as enzimas digestivas e espécies ndo utilizadas pelo organismo,
selecionando apenas a entrada de nutrientes (PEIXOTO, 2015). O intestino grosso
nao € levado em conta por que os estudos realizados de digestéo in vivo apontam
gue a absorcdo ocorre principalmente no intestino delgado (OOMEN et al., 2003).
Por essa razdo, a bioacessibilidade é determinada no compartimento do intestino
delgado.

A Tabela 2 apresenta as enzimas que sdo responsaveis pela digestdo de
carboidratos, proteinas, acido nucleico e gorduras, bem como o compartimento onde
sdo produzidos e liberados, e 0 meio se neutro, basico ou acido. Nota-se que as
enzimas responsaveis pela digestdo de carboidratos sdo produzidas na glandula
salivar, no pancreas e intestino delgado, cujo meio € neutro e basico,
respectivamente. O Unico meio acido é encontrado na digestao de proteinas, na qual
a enzima pepsina atua, sendo produzida na glandula gastrica e liberada no
estbmago (SHERWOOD, 2010).

De acordo com o que foi abordado sobre o processo de digestdo dos
alimentos, no trato gastrointestinal e absor¢cdo dos elementos essenciais e
potencialmente toxicos no organismo, é importante avaliar a bioacessibilidade para
saber se as quantidades dos elementos ingeridos por meio dos alimentos estéo
sendo liberados nos compartimentos digestivos para entender os riscos que podem

ser ocasionados pelos mesmos, além da avaliagéo nutricional.



Tabela 2. Enzimas responsaveis pela digestao de carboidratos, proteinas, acidos nucleicos
e gorduras adaptado de Sherwood (2010).

Enzima Produzido Liberado Meio
Digestéo de

carboidratos:

Amilase salivar Glandula salivar Boca Neutro
Amilase pancreética Pancreas Intestino delgado | Basico
Maltase Intestino delgado | Intestino delgado | Basico
Digestao de proteinas:

Pepsina Glandula gastrica | Estémago Acido
Tripsina Pancreas Intestino delgado | Basico
Peptidases Intestino delgado | Intestino delgado | Basico
Digestéo de acido

nucleico:

Nuclease Pancreas Intestino delgado | Basico
Nucleosidades Pancreas Intestino delgado | Basico
Digestéo de gorduras:

Lipase Pancreas Intestino delgado | Béasico

2.2 Métodos para determinacao da bioacessibilidade

Estudos realizados nos udltimos 10 anos mostram que ha uma intensa
investigacdo a respeito da avaliacdo da bioacessibilidade (KHOUZAM et al., 2011;
POHL et al., 2012; SUN et al., 2012; HE e WANG, 2013; GAO e WANG, 2014;
AFONSO et al., 2015; SILVA et al., 2015; PEIXOTO et al., 2016, SILVA et al., 2017;
AFONSO et al., 2018; SOUZA et al., 2019) em diversos tipos de amostras com o
objetivo de determinar elementos essenciais e potencialmente toéxicos, empregando
técnicas variadas de deteccao e diferentes procedimentos de decomposicéo total e
bioacessivel. Com base na revisdo da literatura, ao longo dos anos, observou-se
gue existe uma grande quantidade de métodos in vitro como referéncia (MILLER et
al., 1981; RUBY et al.,, 1999; LAPARRA et al., 2003; OOMEN et al.,, 2003;
VERSANTVOORT et al., 2005; WRAGG et al.,, 2009) para simulacdo do trato
gastrointestinal, seja para avaliar a bioacessibilidade desde a boca até o intestino,

ou apenas cada parte individual do sistema digestivo.



Miller et al. (1981) foram um dos primeiros pesquisadores a descreverem um
meétodo in vitro para avaliar a disponibilidade de ferro em amostras de alimentos. O
método empregado faz a simulacdo da digestdo no trato gastrointestinal,
inicialmente simulando a fase gastrica, na qual as amostras de alimentos séo
homogeneizadas e em seguida expostas a enzima pepsina em pH 2. J4 na
simulacdo da fase intestinal, usou-se a dialise para ajustar os niveis de pH e a
digestdo foi mantida ap6s adicdo de sais biliares e pancreatina. Os resultados
mostraram que o método proposto pode ser utilizado como indicador da avaliacdo da
bioacessibilidade de ferro, considerando que esse modelo é capaz de avaliar a
absorcdo de ferro que pode ser influenciada por alimentos que possuem &cido
ascorbico.

Um dos métodos comumente empregados para estimar a bioacessibilidade
dos elementos é conhecido como ensaio SBET (Simple Bioaccessibility Extraction
Test), utilizado para simular as condi¢des gastricas do estémago, devido ao baixo
pH do meio, levando em consideragcdo a temperatura corpérea e o tempo de
digestdo, mas nédo leva em consideracdo o compartimento intestinal. Nesse método
utiliza-se apenas glicina, que é o aminoacido mais simples produzido pelo corpo
humano, e acido cloridrico, sendo inicialmente aplicado em amostras de solo
(OOMEN et al., 2002).

Em trabalhos prévios realizados neste grupo de pesquisa, Souza (2015)
empregou o método de digestdo in vitro SBET para avaliar a bioacessibilidade de
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn em amostras de linhaca e gergelim moidas em
diferentes tempos (10 segundos para simular a trituracdo da mastigacdo e 60
segundos para simular a farinha da forma como é comercializada) por ICP OES. Os
resultados apresentaram maiores teores bioacessiveis para as amostras trituradas
em um maior tempo de moagem, o que implica em um menor tamanho de particula
e, portanto aumento da area superficial. A maior bioacessibilidade foi notada para
Ca, seguida de Mg, Zn e K e a menor bioacessibilidade foi observada para Fe,
devido as amostras de linhaca e gergelim apresentarem, em sua composicao, teores
de &cido fitico. Os fitatos derivados do acido fitico formam quelante com ions
divalentes, formando complexos solUveis resistentes as solucbes do trato

gastrointestinal diminuindo a bioacessibilidade dos minerais.



Outro método bastante empregado para determinar o teor bioacessivel € o
ensaio PBET (Physiological Based Extraction Test) que simula parametros
gastrointestinais de humanos (RUBY et al., 1999). Neste método, utiliza-se uma
solucdo géstrica preparada com pepsina, malato e citrato de sodio, acido acético,
acido latico e 4cido cloridrico. Para a simulacdo do trato intestinal, utilizam-se sais de
bile, pancreatina e bicarbonato de sédio saturado.

De acordo com os trabalhos investigados, notou-se que a maioria avaliou a fase
gastrica e intestinal (KHOUZAM et al., 2011; POHL et al., 2012; PEIXOTO et al.,
2013; ZACCARI et al., 2015; LIMA et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016; WOJCIESZEK
et al., 2016; LLORENTO-MIRANDES et al., 2016; KHANAM E PLATEL, 2016;
STELMACH, SZYMCZYCHA-MADEJA e POHL, 2016) e a minoria avaliou o sistema
digestivo completo desde a saliva (HE e WANG, 2013; GAO e WANG, 2014; SILVA
et al., 2015; AFONSO et al., 2015; COSTA et al., 2015; MATOS et al., 2015). Ainda
gue se tenha uma avaliacdo da bioacessibilidade do sistema digestivo completo,
pode-se observar que 0s metodos empregados para avaliacdo da fracao
bioacessivel dos elementos quimicos nas amostras de alimentos sdo bastante

distintos para comparar informacdes semelhantes.

Na Europa, foi desenvolvido um método universal pela BARGE (Bioaccessibility
Research Group of Europe) para determinacéo da bioacessibilidade em amostras de
solos contaminados, que € o UBM (Unified Bioaccessibility Method), com o objetivo
de fazer uma avaliacdo de risco a saude humana, conforme apresentado na Figura
2. A avaliacdo do método de bioacessibilidade unificado foi realizado por meio de
uma comparacao interlaboratorial e o relatério completo do estudo interlaboratorial
da UBM intitulado de “Inter-laboratory trial of a unified bioaccessibility testing
procedure” (WRAGG et al, 2009) esta disponivel no NORA NERC Open Research
Archive. No Brasil, ainda ndo se tem um método Unico que defina os parametros
para avaliacdo do teor bioacessivel nas amostras, principalmente em alimentos, e,
portanto, tem-se utilizado diversos métodos para simulacdo do sistema

gastrointestinal.



Figura 2. Procedimento de extragdo in vitro baseado no método UBM desenvolvido
pela BARGE (adaptado de WRAGG et al., 2009)
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A Figura 3 totaliza 32 artigos estudados que recentemente avaliaram a
bioacessibilidade de elementos em amostras de alimentos empregando método de
digestdo in vitro. Cada coluna representa o numero de citacdes do trabalho por
autores que sao referenciados por terem seu método de digestdo in vitro aplicado
e/ou adaptado com algumas modificagcbes e quantas vezes foram citados como

referéncia por outros autores.



Figura 3. Autores cujos métodos de digestdo in vitro foram referenciados por outros
pesquisadores.
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Os artigos investigados foram do periodo de 2010 a 2019, sendo os artigos
sao referenciados por estes entre de 1985 a 2015, conforme apresentado na Figura
3. Por exemplo, Souza et al. (2019), determinaram a fracdo bioacessivel de Al, Ba,
Bi, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb, Ti e Zn em cereais infantis, empregando o
método de digestao in vitro descrito por Minekus et al. (2014). Outros pesquisadores,
como Lin et al., (2019), também aplicaram o método de digestéo in vitro descrito por
Minekus et al. (2014), em amostras de arroz comercial para determinacdo da
bioacessibilidade de Hg. Ja4 Francisco et al. (2018) realizaram a avaliacdo da
bioacessibilidade de Mg, Mn, Co, |, Cd, Pb, As e Hg em amostras de Fucus spiralis
empregando o método de digestao in vitro de Versantvoort et al. (2005). Peixoto et
al. (2016) avaliaram a bioacessibilidade de diversos elementos quimicos em
amostras de chocolate e o0 método in vitro aplicado foi descrito inicialmente por
Laparra et al. (2003).

Conforme apresentado na Figura 3, dentre os 32 artigos estudados de 2010 a

2019, Minekus et al. (2014) foram citados 2 vezes por diferentes pesquisadores.



Nota-se, também, que Laparra et al. (2003) foram referenciados apenas uma vez,
assim como os outros 11 autores. Isso sugere que ha uma grande quantidade de
métodos de digestdo in vitro distintos sendo aplicados por diversos pesquisadores.
No entanto, péde-se perceber, também, que dois autores sdo mais comumente
referenciados, que é o caso de Oomen et al. (2003), citado 3 vezes, e Versantvoort
et al. (2005) que foi citado 9 vezes. Vale ressaltar que esse trabalho referencia o
trabalho de Oomen et al. (2003) e esses dois autores séo referenciadas juntos em 4
trabalhos.

Laparra et al. (2003) estimaram a bioacessibilidade de arsénio total e arsénio
inorganico e o efeito do cozimento em algas comestiveis empregando procedimento
de digestéo in vitro com pepsina a pH 2 e extrato pancreatina-bile a pH 7. Luten et
al. (1996) foram citados pelos pesquisadores Platel, Eipeson e Srinivasan (2010) que
estudaram a bioacessibilidade do conteado mineral em amostras de milho, trigo e
cevada. Hédren, Diaz e Svanberg (2002) tiveram seu trabalho reproduzido pelos
autores Zaccari et al. (2015), que estimaram a bioacessibilidade in vitro de [-

caroteno, Ca, Mg e Zn em cenouras.

Oomen et al. (2003) desenvolveram um modelo de digestdo in vitro para
estimar a bioacessibilidade de contaminantes em solos. Nesse estudo, fizeram uma
avaliacdo dos compartimentos que compdem o0 sistema gastrointestinal (boca,
estbmago e intestino delgado), a temperatura do corpo humano, o tempo da
digestdo, centrifugacdo para separar as fases, niveis de pH e agitacdo, com base
nessas otimiza¢cdes foi possivel propor um modelo de digestdo in vitro conforme

apresentado na Figura 4.



Figura 4. Modelo de digestéo in vitro adaptado de Oomen et al. (2003)

+27,5mLde Centrifuga,
+9mL +13'5f“|-fje duodeno pH 1,07 separa o quimo e
+0,6¢ desaliva suco gastrico +9 mL de bile pH a pastilha
de solo  pHE,5 pH 1,07 8,0
' l l i
( v — —
| Rotagdo Rotacdo Rotacdo l | !
= = = 5min = = 2h = 1= 2h =] I+I
37°€ 37°C, 37°€ ; |
QD g
Tubo de pH da mistura pH da mistura Quimo Pastilha
ensaio vazio £172 25,5 pH 25,5
0,9mLdo
quimo+8,1 mL
0,1 mol L?
HNO,, analise
quimica

Versantvoort et al. (2005) verificaram a aplicabilidade de um modelo de
digestdo in vitro permitindo a avaliacdo da bioacessibilidade da ingestdo de
micotoxinas de alimentos como indicador da biodisponibilidade oral. Nota-se que os
reagentes e solucdes inorganicas utilizadas (KCl, NaH,PO,4, KSCN, Na,SO4, NaCl,
CaCl,, NH4Cl, NaHCO3;, KH,PO4, MgCl,, NaOH, HCI; solugcbes organicas: ureia,
glicose, acido glucurdnico e cloridrato de glucosamina e enzimas: alfa amilase,
mucina, acido urico, albumina de soro bovino, pepsina, pancreatina, lipase e bile),
foram os mesmos do modelo proposto por Oomen et al. (2003) e aplicado por
Versantvoort et al., (2005) e o que diferencia entre eles é a quantidade dos volumes

gastos para simular cada compartimento.

Por exemplo, Oomen et al. (2003) utilizam um volume de 9 mL da Saliva +
13,5 mL do suco gastrico + 27 mL do suco duodenal + 9 mL da bile, enquanto que
Versantvoort et al. (2005) fazem uso de um volume de 6 mL da saliva + 12 mL do
suco gastrico + 12 mL do suco duodenal + 6 mL da bile + 2 mL de bicarbonato de
sédio. Esse modelo pode ser observado na Figura 5. Vale ressaltar que o modelo faz
referéncia a um estudo realizado por Versantvoort et al. (2004), o qual deu margens

para a aplicabilidade do modelo de digestao in vitro em questao.



Figura 5. Modelo de digestéo in vitro adaptado de Versantvoort et al. (2005)
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Posteriormente ao estudo desses modelos de digestdo in vitro amplamente
empregados por outros pesquisadores, foi possivel encontrar na literatura alguns
trabalhos que aplicaram o modelo, sugerindo modificacbes, dentres estes trabalhos
dois serdo citados a seguir. O primeiro trabalho foi o de Tokaliogu et al. (2014) no
gual avaliaram a bioacessibilidade de Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se e Zn em
suplementos nutricionais por ICP-MS e empregando com algumas adaptacdes o
Método de Bioacessibilidade Unificado (UBM) (WRAGG et al. 2011). Inicialmente,
reduziram a massa da amostra de 0,60 g para 0,30 g, em seguida o fluido salivar,

gastrico, duodenal e bile foram reduzidos a metade, o que permaneceu igual foi a



agitacdo manual do fluido salivar e o tempo de incubacdo da fase gastrica. J& na
fase intestinal o tempo foi reduzido para uma hora.

O segundo trabalho estudado foi o de Silva et al. (2015) que avaliaram a
bioacessibilidade de Al, Cd, Fe e Zn em amostras de alface e couve por ICP-MS. O
método in vitro aplicado foi baseado no modelo de Versantvoort et al. (2005) com
algumas modificacdes, por exemplo, os volumes da saliva, suco gastrico e duodenal,
bile e bicarbonato de so6dio foram reduzidos a metade. O tempo de incubacéo da
saliva permaneceu 0 mesmo por 5 minutos, o tempo de incubacdo da fase gastrica

foi reduzido a metade e, da fase intestinal, aumentou em uma hora.

Diante da diversidade de trabalhos relacionados a bioacessibilidade
encontrados na literatura, foi feita uma investigacdo dos trabalhos realizados entre
(2011 a 2019), apenas para amostras de alimentos. Na Tabela 3, estdo
apresentados, ao todo, 26 trabalhos, identificando em qual fase foi feita a simulacéo
in vitro, quais os analitos determinados, quais amostras de alimentos foram
analisadas, considerando o procedimento de decomposicdo total e a técnica
analitica de deteccdo. Destes 26 trabalhos estudados, 16 artigos serdo discutidos

mais detalhadamente as informacdes sobre os métodos.

A maioria dos trabalhos investigados empregou ICP OES como técnica de
aplicacdo (LIMA et al., 2014; PEIXOTO et al., 2016; LLORENTO-MIRANDES et al.,
2016; KHANAM e PLATEL, 2016; KAFAOGLU et al., 2016;), ICP-MS (KHOUZAM et
al.,, 2011; SILVA et al., 2015; MATOS et al., 2015; KAFAOGLU et al., 2016) e F
AAS, GF AAS, HR CS AAS (ZACCARI et al.,, 2015; PEIXOTO et al.,, 2016;
STELMACH, SZYMCZYCHA-MADEJA e POHL, 2016). Muitos destes trabalhos
estudados utilizaram o forno de micro-ondas com cavidade para decomposicao das
amostras e avaliacdo do teor total dos elementos, e o que difere entre eles foi o

método de digestao in vitro utilizado para a avaliacao do teor bioacessivel.



e potencialmente téxicos em amostras de alimentos.

Tabela 3. Levantamento bibliografico de métodos de digestéo in vitro para determinacdo da bioacessibilidade de elementos essenciais

Zn

Fase Analito Amostra Preparo da amostra  Técnica de deteccao Referéncia
. L ) ) Al, Ba, Cr, Cu, Fe, o ) )
Saliva, gastrica e intestinal ) Cereais infantil Bloco digestor MIP OES Souza et al., 2019
Mn, Pb, Tie Zn
o ) ) Mn, Sr, Cd, Sn, |, )
Géstrica e intestinal S Algas verdes Micro-ondas ICP-MS Afonso et al., 2018
u e Ni
Gastrica e intestinal Mg, Mn e Fe Chas Micro-ondas ICP-MS Erdemir, 2018
o ] ) Milho, sorgo e
Gastrica e intestinal FeeZn ) Mufla ICP OES Gabaza et al., 2018
painco fermentados
Proteina bruta em
o ] ) Ca, Cu, Fe, Mg e ] . )
Géstrica e intestinal . carne bovina, suina Micro-ondas ICP OES e GF AAS Menezes et al., 2018
n
e frango
Gastrica e intestinal K,Ca, MgeP Leguminosas Micro-ondas ICP OES e ICP-MS Santos et al., 2018
o ] ] . ) Berenguel, Pessba e
Gastrica e intestinal Te Castanha do Para Micro-ondas ICP-MS
Arruda, 2018
Amoras,
. . , Al, Ba, Cu, Fe, Mn _ |
Gastrica e intestinal . framboesas, Micro-ondas ICP OES Pereira et al., 2018
eZn
mirtilos e morangos
o . . Ca, Cu, Fe, K, Mg e ) ] .
Gastrica e intestinal Figado bovino Micro-ondas ICP OES Silva et al., 2017




Tabela 3. Continuagéo.

Fase

Analito

Amostra

Preparo da amostra

Técnica de deteccao

Referéncia

Al, Ba, Cd, Cr, Cu,

Gastrica e intestinal Achocolatado em p6 Micro-ondas ICP OES e GF AAS PEIXOTO et al., 2016
Fe, Mg, Mn, P e Zn
Cogumelos LLORENTO-
Gastrica e intestinal As comestiveis: crus e Micro-Ondas ICP-MS MIRANDES et al.,
cozidos 2016
o ) ) Cereal, arroz, milho, ) KHANAM e PLATEL,
Gastrica e intestinal Se ) Micro-Ondas ICP OES
painco 2016
o . . B, Ca, Co, Cu, Fe, ] KAFAOGLU et al.,
Gastrica e intestinal ) Nozes e sementes Micro-Ondas ICP OES e ICP-MS
Mn, Mg, Ni, Zn 2016
STELMACH,
o . . . L Placa De SZYMCZYCHA-
Gastrica e intestinal Ca, Fe, Mg, Mn Infusbes de café moido ] F AAS
Aquecimento MADEJA e POHL,
2016
Saliva, gastrica e intestinal Al, Cd, Fe, Zn Alface e couve Micro-Ondas ICP-MS SILVA et al., 2015
) o ) . Atum enlatado: cru e ]
Saliva, gastrica e intestinal Se e MeHg ” Micro-Ondas ICP-MS AFONSO et al., 2015
cozido
) o ) . Tubardo azul: cru e ]
Saliva, gastrica e intestinal Hg, Se e MeHg i Micro-Ondas ICP-MS e AAS MATOS et al., 2015
cozido
Saliva, gastrica e intestinal Hg e MeHg Salméao Micro-Ondas AAS COSTA et al., 2015




Tabela 3. Continuacéo.

Fase Analito Amostra Preparo da amostra Técnica de deteccao Referéncia
Gastrica e intestinal Ca, Mg e Zn Cenoura Micro-ondas focalizado F AAS ZACCARI et al., 2015
Gastrica e Suco de caju e )
] ] Fe, Zn, Cu ] ) Micro-ondas ICP OES LIMA et al., 2014
intestinal fibra de caju
Al, As, Ba, Be,
Ca, Cd, Co, Cr,
o i ) WANG, YUAN e PElI,
Géstrica Cu, Fe, Mg, Mn, Agua Micro-ondas ICP OES 2014
Mo, Ni, Pb, Sr,
Zn
Saliva, gastricae Ag, Pb,Cd, Cue ]
) ) Ostra Bloco digestor ICP-MS GAO e WANG, 2014
intestinal Zn
. o Ag, As, Cd, Cr,
Saliva, gastrica e Moluscos 9 ml de HNO3
) ) Co, Cu, Fe, Mn, ) ICP-MS HE e WANG, 2013
intestinal ) cozidos concentrado
Ni, Pb, Se e Zn
Gastrica e As, Cd, Hg, Se, )
) ) Frutos do mar Micro-ondas ICP-MS e CV AFS LAIRD e CHAN, 2013
intestinal Cu, Mn, Pb
Gastrica e Ca, Cu, Fe, Mg, o
) } Mel de abelha Diluicédo F AAS POHL et al., 2012
intestinal Mn, Zn
Gastrica e Fe, Zn, Cu, Mn, Queijo, pao, ) KHOUZAM et al.,
] ) Bloco digestor ICP-MS
intestinal Mo fruta, vegetal 2011




Souza et al. (2019) avaliaram a concentracao total e bioacessivel de Al, Ba,
Bi, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Pb, Ti e Zn em nove amostras de cereais infantil .
O método de digestédo in vitro empregado para avaliagdo da bioacessibilidade foi
proposto por Minekus et al. (2014) e simula o processo de digestdo humana que
ocorre na boca, estbmago e intestino, usando fluidos de digestdao simulada. De
acordo com o autor, esse método foi desenvolvido com um consenso internacional,
gue geraria um protocolo detalhado, bem como as limitacdes do método e suas
recomendac¢fes para ajudar a producdo de dados mais comparaveis no futuro. Os
valores obtidos para as fracdes bioacessiveis variaram de 24-68% para Cu, 1-10%
para Fe, 7-58% para Mn, 24-100% para Pb e 1-7% para Zn. Enquanto que para Ba,
Bi, Cd e Cr estavam abaixo do limite de deteccao.

Afonso et al. (2018) determinaram a composi¢cao elementar de 5 espécies de
algas verdes cultivadas em sistemas de aquacultura de viveiros de peixes. A
bioacessibilidade elementar de Mn, Cu, Zn, As, Sr, Pb e | foi também investigada
empregando um inovador modelo digestivo in vitro do trato gastrointestinal humano,
o qual faz também referéncia ao método proposto por Minekus et al. (2014), Os
resultados indicam que a bioacessibilidade para Mn e Cu em todas as espécies
foram acima de 50% e para | variou de 14 a 31%. Para os demais elementos, os

valores de bioacessibilidade estavam abaixo do limite de quantificacao.

Silva et al. (2017) fizeram uma comparacéo da bioacessibilidade de Ca, Cu,
Fe, K, Mg e Zn apos fervura e cozimento a vacuo em amostras de figado bovino.
Para tanto, foi aplicado o método de digestdo in vitro segundo Khouzam, Pohl e
Lobinski (2011), simulando a digestdo do alimento no estbmago a partir de uma
solucdo gastrica usando pepsina, cloreto de sédio e acido cloridrico e simula a
digestdo no intestino com a solucao intestinal composta de pancreatina e sais de
bile. Os resultados demonstraram que as fracGes bioacessiveis dos elementos
guimicos quando a amostra for submetida ao cozimento a vacuo tem sido superior

as obtidas in natura e cozimento com agua.

Pereira et al. (2016) avaliaram a bioacessibilidade de Al, Ba, Cu, Fe, Mn e Zn
em amostras de amora, framboesa e morango por ICP OES. A digestéao do teor total
foi realizada em forno de micro-ondas com cavidade e a avaliacdo da

bioacessibilidade foi realizada utilizando um método padronizado de digestédo
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estatica in vitro adequado para alimentos, segundo Minekus et al. (2014). Os
resultados mostram que Ba apresentou os maiores valores de bioacessibilidade,
praticamente a metade de Cu e Mn presente na fruta € bioacessivel, enquanto Al, Fe

e Zn apresentaram os menores valores bioacessiveis.

Peixoto et al. (2016) estudaram os fatores que influenciam a
bioacessibilidade de Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, P e Zn em bebidas de chocolate
em po6 por ICP OES e GF AAS. Empregou-se um método de digestdo in vitro,
baseado no trabalho de Laparra et al. (2003) com algumas modificacdes, para
simular a fase gastrica (HCl e pepsina) e para simular a fase intestinal (NH4OH,
pancreatina e pepsina). A bioacessibilidade varia muito de acordo com o tipo de
amostra e o elemento que esta sendo considerado (5 - 12% de Al, 74 - 120% de Ba,
3-11% para Cd, 5- 19 % de Cr, 22 - 74% para Cu, 1 - 30% de Fe, 47 - 98% de Mg,
19 - 59% de Mn, 19 - 115% para P e 15 - 31% para Zn). Nesse trabalho, além das
amostras, a fracdo bioacessivel obtida também foi decomposta em forno de micro-

ondas com cavidade.

Llorento-mirandes et al. (2016) avaliaram a bioacessibilidade de arsénio em
amostras de cogumelos crus e cozidos por ICP OES. Utilizou-se o método in vitro
PBET para simulacdo da fase gastrica (G) e gastrica + intestinal (Gl). Todos os
extratos G e Gl foram centrifugados para separar a fracdo soluvel e os
sobrenadantes foram filtrados para serem analisados. Esse método foi adaptado de
outro método previamente descrito por Funes-Collado, Rubio e Lopez-Sanchez
(2015). Neste estudo notou-se que, mesmo quando o processo de cozimento levou
a diminuicdo do teor total de arsénio, a bioacessibilidade de arsénio permaneceu
alta com valores de 83% e 92% para as fracbes gastricas e intestinais,

respectivamente.

Observou-se que os pesquisadores Kafaoglu et al. (2016) também utilizaram
0 método in vitro PBET para avaliar a bioacessbilidade de B, Ca, Co, Cu, Fe, Mn,
Mg, Ni e Zn em amostras de nozes e sementes por ICP OES e ICP-MS. Esse
método para ambos os trabalhos apresentados fizeram uso de 1,25 g de pepsina,
0,5 g de &cido citrico, 0,5 g de acido maleico, 420 uL de acido latico, 500 pL de &cido
acético e o pH foi ajustado com solucdo de HCI, isso tudo para simular a fase
gastrica. Ja na fase intestinal, foram utilizados sais de bile e pancreatina. A
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propor¢do bioacessivel foi maior para zinco quando comparada com outros
elementos enquanto que a propor¢cdo foi mais baixa para boro nas solucbes
gastricas e intestinas. As concentracdes de magnésio e calcio nas solucbes
gastricas e intestinais foram maiores do que as concentracdes para 0S Outros

elementos.

Stelmach, Szymczycha-Madeja e Pohl (2016) determinaram o teor total e
bioacessivel de Ca, Fe, Mg e Mn em amostras de bebida de café instantaneo
empregando diferentes procedimentos de decomposicdo da amostra e analisadas
por HR-CS F AAS. A bioacessibilidade de Ca, Fe, Mg e Mn em bebida de café
instantaneo foi avaliada por meio da digestdo gastrointestinal in vitro (STELMACH,
SZYMCZYCHA-MADEJA e POHL, 2014) com o uso de soluc¢des simuladas de suco
gastrico e intestinal. Os estudos revelaram que houve uma baixa bioacessibilidade
de Ca, no entanto, isso pode ser justificado pelo fato das amostras de café
instantaneo apresentarem, em sua composicao, um diferenciado teor de oxalatos e
de éacido fitico, 0 que ocasiona a formacdo de sais insoluveis de Ca, diminuindo a
absorcao de Ca. Nota-se que o método de digestéo in vitro aplicado nesse trabalho

foi referenciado do estudo realizado pelos mesmos autores.

Silva et al. (2015) e Afonso et al. (2015) empregaram o método de digestao in
vitro baseado no trabalho de Versantvoort et al. (2005) para avaliacdo da
bioacessibilidade de elementos em amostras alimentares. Silva et al. (2015)
avaliaram a bioacessibilidade de Al, Cd, Fe e Zn em quatro tipos de amostras de
alface e um tipo de amostra de couve por ICP-MS. A bioacessibilidade de Al
encontrada nos vegetais foi inferior a 11% da concentracao total. Enquanto que o Cd
exibiu bioacessibilidade média de aproximadamente 14% para as amostras frescas e
41% considerando os legumes secos estudados. Os resultados também indicaram
bioacessibilidade média de 35% e 26% para Zn e bioacessibilidade média de 19% e
21% para o Fe em amostras frescas e secas, respectivamente. A baixa
bioacessibilidade de Al é provavelmente devido a sua ligacdo forte com todos os
componentes vegetais, enquanto que a baixa bioacessibilidade de Fe e Zn sao,
ocasionados pelas suas intera¢cdes com fitatos. Observou-se que Cd foi o elemento
mais bioacessivel nas amostras secas por causa da sua fraca interacdo com outros

componentes nos produtos horticolas.
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J& Afonso et al. (2015) avaliaram a bioacessibilidade dos niveis de Se, Hg, e
metilmercurio (MeHg) em amostras de atum cru, cozido e enlatado e as analises
foram feitas por ICP-MS. A bioacessibilidade de Se foi alta em atum, embora
ligeiramente menor em atum enlatado do que em atum cru. Os niveis de Hg foram
elevados em atum cru e cozido. Porcentagens de bioacessibilidade de Hg foram
baixas (39-48%) em atum cozido e ainda mais baixo (<20%) em atum enlatado.
Semelhantemente, Matos et al. (2015) também avaliaram a influéncia da
bioacessibilidade de Se, Hg e MeHg, usando método de digestdo in vitro, na
identificacdo do beneficio/perigo associado ao consumo de tubardo cru e cozido. Os
niveis de selénio, Hg e MeHg foram maiores nas amostras cozidas, particularmente
em tubardo azul grelhado. Enquanto que a bioacessibilidade de Se foi acima de 83%
nas amostras grelhadas, a bioacessibilidade de Hg e MeHg foi menor com valores
aproximadamente 50%.

Zaccari et al. (2015) empregaram um meétodo in vitro (Hédren, Diaz e
Svanberg, 2002) para determinagdo da bioacessibilidade de B-caroteno, Ca, Mg e
Zn em quatro amostras de cenouras Landrace e duas cultivadas, cruas e cozidas no
vapor. Adicionalmente, a vaporizacdo causou uma perda de Ca (21%), mas néo
alterou a quantidade de Mg e Zn. A bioacessibilidade de [B-caroteno em cenouras
cruas e despolpados foid e <0,5%. Um tratamento com vapor e o tamanho de
particula menor aumentou a bioacessibilidade de p-caroteno em 3-16 vezes. A
bioacessibilidade in vitro de Ca e Zn aumentou com o0 cozimento, mas nédo teve
efeito sobre Mg. Além disso, a homogeneizacdo aumentou a bioacessibilidade em
20% de Ca, 17% de Mg e 10% de Zn em comparacao com a polpacédo. O consumo
de 100 g de cenouras avaliadas, cruas ou cozidas, fornece pelo menos entre 75-

100% da necessidade diaria de B-caroteno e entre 13-21% de zinco para criangas.

Gao e Wang (2014) determinaram a bioacessibilidade oral de 5 metais toxicos
(Ag, Pb, Cd, Cu e Zn) em ostras contaminadas coletados em diferentes locais de um
grande estuario, no sul da China. Para determinacao do teor total, empregou-se um
procedimento utilizando bloco digestor e, para andlises das amostras, foi utilizado
ICP-MS. O método de digestdo in vitro empregado baseou-se no trabalho de
Versantvoort et al. (2005), que conforme mostrado, tem sido o modelo mais

comumente empregado. Em todas as ostras, a concentragéo total de Zn foi maior,
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enquanto que a concentragao total de Pb foi menor. Entre os cinco metais, Ag teve a
menor bioacessibilidade oral (38,9-60,8%), ao passo que Cu e Zn a maior
bioacessibilidade (72,3-93,1%).

Assim como o cozimento, grelhar também foi eficiente na reducdo da
bioacessibilidade oral, diminuindo os riscos de contaminagdo. O mesmo metodo in
vitro foi empregado no trabalho dos pesquisadores He e Wang (2013) que
quantificaram a concentracdo total e o teor bioacessivel de 12 elementos traco (Ag,
As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se e Zn) em amostras de moluscos marinhos por
ICP-MS. A bioacessibilidade de todos os 12 elementos foi geralmente elevada, com
os valores médios variando entre 42,5% e 90,7%. A maior bioacessibilidade foi
obtida para As, Cu, Ni e Se, e mais baixa para o Fe, Co e Pb. Os moluscos devem
ser cozinhados primeiro antes de serem consumidos por diminuir a bioacessibilidade

de elementos toxicos e os riscos a eles relacionados.

Pohl et al. (2012) determinaram a concentragao total e o teor bioacessivel de
Ca, Cu, Fe, Mg, Mn e Zn em mel de abelha por F AAS. Para determinacdo do teor
total as amostras ndo precisaram ser decompostas e foram apenas diluidas antes
das analises. J4 os ensaios in vitro foram baseados no método de Dean (2007), o
gual faz uso de pepsina, NaCl e HCI para simular a fase gastrica, num tempo de
incubacdo de 2h e a 37°C. A simulacdo da fase intestinal se deu por utilizar
NaHCOs3;, pancreatina, sais de bile e K;HPO4, no mesmo tempo e temperatura. Os
extratos foram diluidos com agua para um volume de 100 mL, em seguida foram
filtrados e levados para andlise. Os resultados dos testes de bioacessibilidade in
vitro em condicbes da simulacdo da digestdo gastrointestinal tem indicado que
contribuicbes de fracBes altamente sollveis e permeaveis dos elementos
determinados em relacdo a concentracdo total estiveram entre 80 e 100%, e com
isso pode ser devido ao fato que esses elementos ndo existem na matriz de mel na
forma de estruturas bioquimicas complicadas. Assim, pode-se antecipar que a
biodisponibilidade desses elementos podem ser tdo altas quanto a bioacessibilidade

encontrada.

Khouzam et al. (2011) avaliaram a bioacessibilidade e o teor total de Fe, Zn,
Cu, Mn, Mo em amostras de queijo, pao, fruta, vegetal, decompostas por bloco
digestor e analisadas por ICP-MS. Empregou-se um modelo de digestao
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gastrintestinal in vitro similar ao do estudo de Pohl et al. (2012) apresentando
algumas diferencas, por exemplo, na fase gastrica, os pesquisadores também
usaram pepsina e NaCl, porém o tempo de inbucacéo dobrou para 4h. Na simulacéo
da fase intestinal, utilizaram pancreatina, amilase e sais de bile, foi usado a amilase,

j& que a temperatura e o tempo foram os mesmos utilizados na fase géastrica.

A aplicagdo do modelo de digestédo in vitro usando a simulagdo dos sucos
gastrointestinais permitiram demonstrar que, em alguns casos, apenas uma fracéo
pequena do total quantificado do elemento em alimentos € potencialmente
bioacessivel. Adicionalmente, os resultados da bioacessibilidade dos nutrientes
variam largamente com a funcdo dos componentes da matriz alimentar e do
elemento de interesse. Isso € verdadeiro para dois elementos essenciais como Fe e
Zn que mostraram baixa bioacessibilidade em péaes e vegetais em comparagao com

Cu e altas fracOes bioacessiveis de Fe em queijos comparado a Zn.

De acordo com a reviséo bibliogréafica realizada sobre os métodos de digestao
in vitro, notou-se que ainda ha uma grande variedade de procedimentos
empregados para avaliar a bioacessibilidade de elementos em amostras de
alimentos. Desta forma, observa-se ainda uma grande necessidade de se estudar os
métodos in vitro, comparando os procedimentos de diferentes métodos empregados,
para fazer uma avaliacdo geral dos resultados e poder propor um procedimento
Unico e validado para avaliacdo do teor bioacessivel em amostras alimentares.
Assim, seria reduzido, em grande quantidade, essa diversidade de métodos

encontrados na literatura que sdo usados para obter informacdes similares.
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2.3 Emprego de sistemas de analise em fluxo para avaliacao
da bioacessibilidade

O Grupo de Pesquisa em Bioacessibilidade da Europa langcou um
procedimento operacional padronizado e validado UBM, que harmoniza os varios
testes de bioacessibilidade para avaliagdo de risco de saude de solos contaminados.
O método UBM, sob condi¢Bes fisiologicamente relevantes, tem sido geralmente
recorrentes a determinacgdo da bioacessibilidade de metais em solos (BARGE, 2011;
DENYS et al., 2012) associados a sua ingestdo nédo intencional por criangcas, mas,
também, se estendeu a exposicdo de contaminantes inorganicos em outras
amostras solidas (por exemplo, poeira transportada pelo ar) (MINEKUS et al., 2014;
JIN et al., 2011; VERSANTVOORT et al., 2005).

Mais recentemente, a adequacdo de UBM para produtos alimenticios foi
demonstrado pela avaliacdo de fracdes bioacessiveis de macro e microelementos
em sementes de soja (HERRERA et al., 2016) e suplementos nutricionais
(TOKALIOGLU et al., 2014). Por outro lado, métodos de digestdo in vitro dedicados
a estudos de bioacessibilidade em amostras de alimentos também estdo disponiveis
na literatura (MINEKUS et al., 2014; JIN et al., 2011; VERSANTOVOORT et al.,
2005). Como € o caso do método UBM, o método de Versantvoort (2005) também
apresenta duas etapas de extracdo consecutivas para imitar dois compartimentos de
digestdo (i) o compartimento gastrico em que o fluido gastrico e a saliva séo
incorporados a amostra solida, e (ii) o compartimento gastrointestinal, envolvendo a

adicdo dos fluidos corporais biliares e duodenais a simulacédo do quimo.

O método de extracdo € realizado com simulacdes de fluidos digestivos
biorrelevantes cuja composicao se assemelha a fisiologia humana. Em comparacao
com o teste UBM que é realizado em estado de jejum, o método Versantvoort utiliza
as condicfes do estado em que as mudancas operacionais sao realizadas com base
nas modificacfes fisioldgicas ocorridas no trato gastrointestinal com componentes
alimentares, como alteracdo no pH e tempos de permanéncia dos fluidos
gastrointestinais (Gl) e o0 aumento na secrecdo de acido gastrico, liquidos biliares e
pancreaticos (CAVE et al., 2010). E importante mencionar que o teste de
Versantvoort (2005) serviu como uma referéncia para o método FOREhsT (Fed

Organic Estimation Human Simulation Test) in vitro (CAVE et al., 2010) visando a
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investigacdo da exposicdo de contaminantes organicos em solos sob estado de

alimentagao.

Em alguns casos, métodos de bioacessibilidade in vitro excessivamente
simples (ROMARIS-HORTAS et al., 2012; LAKSHMI E KAUL et al., 2011; LAIRD E
CHAN et al., 2013; SILVA et al., 2014), por exemplo, aqueles baseados em fluidos
corporais compendiais endossados pela Farmacopeia dos Estados Unidos (USP)
(USP, 2013) foram propostos na literatura para produtos alimenticios. Fluidos
digestivos a base de USP nao simulam adequadamente a composicao real do trato
Gl humano e séo predominantemente aplicados individualmente, isto é, o alimento é
exposto primeiro e extraido com o fluido gastrico e entdo o residuo sélido € exposto

a fase Gl, e as informacgdes sobre o transito de quimo séo perdidas.

Duas limitagcbes comuns dos testes de bioacessibilidade oral convencional,
baseados na analise em batelada, sédo a falta de remocao imediata dos compostos
dessorvidos da superficie da matriz, que é inerente ao conceito de bioacessibilidade
(BRACK et al.,, 2009), e a auséncia de percepcdo da cinética de lixiviagdo das
espécies em tempo real (ROSENDE E MIRO, 2013).

Para resolver as deficiéncias citadas, varias equipes realizaram ensaios de
bioacessibilidade dinamica in vitro com a ajuda de configuracdes de fluxo que sao
capazes de trazer porcdes frescas de fluidos corporais (geralmente fluido gastrico)
através da amostra solida contida em uma camara de fluxo. Por exemplo, o grupo de
Beauchemin usou a extracdo dinamica on-line para a especiacdo de arsénio
bioacessivel (DUFAILLY et al., 2008; LEUFROY et al., 2012; HORNER E
BEAUCHEMIN, 2012) e a identificacdo de porcdes bioacessiveis de Cr, As, Cd e Pb
em pao (LAMSAL E BEAUCHEMIN, 2015).

N&o obstante, a simplificacdo dos fluidos corporais usando as recomendacdes
da USP, os autores ndo conseguiram analisar a fase duodenal, devido ao
entupimento dos condutos de fluxo (LEUFROY et al., 2012). Rosende et al., (2014)
investigaram a exposicado ao risco de espécies metalicas em materiais do solo em
cenarios de extracdo de pior caso com um sistema de fluxo continuo usando a fase
gastrica biologicamente relevante, mas a mucina, que gera ambiente turvo e viscoso,

foi omitida do biofluido ap6s o processamento estatistico. No entanto, esta enzima
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pode se comportar como um componente vital das simulagdes do fluido corporal na

digestdo gastrointestinal dos alimentos.

Além disso, sistemas de fluxo anteriores usando configuracdes de coluna em
pequena escala (ROSENDE E MIRO, 2013; DUFAILLY et al., 2008; LEUFROY et al.,
2012a; HORNER E BEAUCHEMIN, 2012; LAMSAL E BEAUCHEMIN, 2015;
LEUFROY et al., 2012b; MIRO et al., 2005) foram incapazes de lidar com
guantidades de amostra >200mg, 0 que pode ndo assegurar a representatividade da
amostra em ensaios de bioacessibilidade de produtos alimentares.

A analise por injecdo em fluxo (FIA) apresenta como caracteristicas a
auséncia de bolhas de ar e a rapida injecdo de amostras aguosas em movimento
continuo ndo segmentado, transportando fluxo de agua ou solugcdes de reagentes. O
sistema FIA &, portanto, uma técnica analitica que € baseada na injecéo de volumes
de amostras conhecidos, com forma bem definidas, em um movimento unidirecional
nao segmentado. A instrumentacdo basica necessaria para um sistema FIA é
consituida por uma bomba peristaltica multicanal, um dispositivo de injecdo da
amostra, um detector e um registrador para transcricao do sinal (STADEN, 2015).

A andlise por injecdo sequencial (SIA) € uma técnica que tem um o6timo
potencial para medidas on-line devido a simplicidade e conveniéncia com que as
manipulacdes das amostras podem ser automatizadas. A versatilidade da técnica é
centralizada ao redor de uma valvula de selecdo multicanal, onde cada porta da
valvula permite a realizacdo de operacfes unitarias independentes. Desta maneira,
atribui-se como principal vantagem do sistema SIA a versatilidade de aplicacbes sem
a reconfiguracao fisica do sistema em fluxo. Cada porta da véalvula é dedicada a um
propoésito especifico e combina¢gdes de amostras, padrbes, reagentes e detectores
ao redor da valvula sao facilmente modificados para atender uma analise particular.
Os componentes basicos do sistema sdo uma bomba peristaltica de via Unica (s6 um
fluxo carregador), uma Unica valvula de selec¢éo, um Unico canal central podendo ser
associado a diferentes detectores (SRAMKOVA et al., 2014; STADEN, 2015).

Pouco se tém explorado as vantajosas caracteristicas das analises em fluxo
para a automatizacdo de métodos analiticos empregados na determinacdo da
bioacessibilidade em amostras de alimentos. Os métodos automatizados sé&o

bastante vantajosos pelo fato de apresentarem uma elevada frequéncia analitica,
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aumento da qualidade dos resultados, salva guarda do fator humano, maximizagao
gualidade/custo dos resultados, elevados ritmos de amostragem, aumento do
potencial analitico, eliminacdo de erros operacionais, maximizacdo da rentabilidade

e desempenho do equipamento dentre outros (SRAMKOVA et al., 2014).

Logo, o desenvolvimento de sistemas de andlises que possibilitem a
avaliacdo desses processos torna-se atraente, pois permite o acesso a informacéo
analitica em tempo real e, por conseguinte, podem-se tomar decisbes em qualquer
uma das etapas do processo, como no acréscimo ou retirada de reagentes ou no
controle do tempo total de analises e geracao de efluentes. Para tanto é preciso que
estes sistemas sejam capazes de fornecer informagdes fidedignas, em quantidade e
em tempo real (SRAMKOVA et al., 2014). Logo, o desenvolvimento de métodos
automatizados acoplados a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) e/ou espectrometria de massas com fonte de
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), para viabilizar a determinacéo da fracao
bioacessivel do teor de nutrientes e contaminantes em amostras alimentares, tem se
tornado uma grande alternativa, uma vez que essas técnicas espectrométricas
atdbmicas, apresentam bons limites de deteccéo, frequéncia analitica, capacidade de
analises multielementares (sequencial ou simultanea), faixa linear de trabalho e
repetitividade. Aspectos importantes considerando que a determinacdo dos

elementos tragco em amostras de alimentos sdo baixas (RUZIK, 2012).

De acordo com a revisdo da literatura, observou-se ainda uma escassez de
informacfes em relacdo ao uso de sistemas de analise em fluxo para avaliacdo da
bioacessibilidade em amostras de alimento acoplado a técnicas espectrométricas.
Encontraram-se alguns trabalhos como, por exemplo, Rosende et al. (2013) e
Rosende et al. (2014), que fazem uso de sistemas de analise em fluxo (FIA, SIA)
para avaliacdo da fracdo bioacessivel aplicados em amostras de solo. Porém, serdo
abordados somente trabalhos referentes a aplicacdo em amostras de alimentos.
Sendo assim, alguns dos poucos trabalhos encontrados serdo citados, mostrando
como foi realizado o sistema em fluxo proposto para os estudos, quais amostras de
alimentos foram utilizadas, quais elementos foram determinados e qual técnica
empregada para o acoplamento.

Herrera et al. (2016) realizaram uma extracao gastrointestinal in vitro baseado
no método da BARGE unificado (UBM) para avaliacdo da bioacessibilidade de Cu,
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Fe e Mn em amostras de soja por ICP OES. Neste trabalho, foi empregado um
método de andlise por injecdo sequencial através do acoplamento on-line ao
espectrébmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado em uma
configuragéo fluxo-batelada para monitoramento em tempo real da bioacessibilidade
oral. Um analisador em fluxo totalmente automatizado foi projetado para promover a
filtracdo em linha do extrato gastrointestinal em tempos pré-definidos (< 15 minutos)
seguido da determinagdo multielementar on-line da bioacessibilidade dos
micronutrientes, em volumes de extratos bem definidos (300 pL) de sementes de
soja transgénica e nao transgénica.

A maior bioacessibilidade foi obtida para o micronutriente Cu com valores
variando entre 73 a 83%, seguido do Mn (29 a 31%) e Fe (11 a 15%). Foi observada
uma reducédo acentuada na concentracdo bioacessivel de ferro e de manganés na
transicdo do quimo do estdmago para o intestino delgado e isso pode ser atribuido a
rapida geracdo de oxihidroxidos de Mn e Fe n&o bioacessiveis concomitante com a
formacéo de quelatos neutros com fitatos da soja. A Figura 6 representa o esquema
proposto por Herrera et al. (2016).

Figura 6. Diagrama esquematico do procedimento para avaliar a bioacessibilidade adaptado
de Herrera et al. (2016). HC (canal central), MPV (valvula de multiposicdo) e PP (bomba
peristaltica)
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Lamsal e Beauchemin (2015) usaram um meétodo de analise por injegdo em
fluxo continuo, através da lixiviagdo on-line simples e eficiente para avaliar o maximo
da fracdo bioacessivel de elementos potencialmente téxicos, como As, Cd Cr e Pb,
em amostras de trigo integral marrom e p&o branco. Uma |a de vidro foi usada para
empacotar as amostras dentro da mini-coluna. A |& de vidro foi lavada com saliva
artificial e finalmente ar seco. Aliquotas de 0,25 g de amostras de pao foram envoltas
na |a de vidro e inseridas, resultando numa mini-coluna. A saliva artificial e os sucos
gastricos e intestinais foram sucessivamente bombeados para mini-coluna
empacotada com pao (mantida a 37 °C) conectado ao nebulizador de um
espectrometro de massas com plasma indutivamente acoplado. Essa abordagem
fornece o monitoramento em tempo real da bioacessibilidade de elementos
potencialmente toxicos continuamente liberados durante a lixiviagdo. O esquema

proposto pelos pesquisadores esta apresentado na Figura 7.

Figura 7. Diagrama esquematico da configuracdo experimental adaptada de Lamsal e
Beauchemin (2015).
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Leufroy et al. (2012a) determinaram o teor total e bioacessivel de Al, Cd, Hg,
Pb, V, Mn, Cu, Zn em amostras de frutos do mar por ICP-MS. Foi utilizado um
método de lixiviagdo continua, acoplado em linha com espectrometria de massa com

plasma indutivamente acoplado. Os tempos de lixiviagdo foram inicialmente
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selecionados de acordo com a fisiologia humana, sendo 5 minutos para saliva e 1
hora para cada compartimento gétrico e intestinal. O tempo para 0s sucos gastricos
e intestinal foi reduzido para 20 minutos, uma vez que nao foi observado liberacao
do analito apds esse tempo.

Esse método trata-se de uma andlise por injecdo em fluxo continuo como
uma mini-coluna e envolve a lixiviagdo continua da amostra alimentar passando pela
saliva artificial e suco gastrico. A lixiviagcdo com suco intestinal foi omitido porque
resultou em problemas de entupimento. O procedimento de lixiviacdo on-line foi
propicio para determinacdo simultanea da bioacessibilidade de uma ampla faixa de
elementos quimicos em frutos do mar e outros tipos de amostras. A abordagem on-
line (Figura 8) permitiu uma rapida avaliagdo da bioacessibilidade maxima de
elementos quimicos de interesse através da sua monitoracao da liberagcdo em tempo

real por um seletivo reagente.

Figura 8. Diagrama esquematico do procedimento para avaliacdo da bioacessibilidade
adaptada de Leufroy et al. (2012a)
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Similarmente, Leufroy et al. (2012b) utilizaram um método de lixiviacdo
continua acoplado ao ICP-MS para avaliacdo da bioacessibilidade de arsénio total e
espécies de arsénio em amostras de frutos do mar. O método simula a digestdo em
fluxo continuo sucessivamente bombeando a saliva artificial e sucos gastricos e
intestinais através de uma mini-coluna de amostra diretamente conectada ao

nebulizador do espectrometro. Adicionalmente ao método proposto acima, neste
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caso utilizou-se a cromatografia de troca ibnica para andlise de especiagdo. A Figura
9 apresenta o diagrama para o procedimento proposto.

Figura 9. Diagrama esqueméatico do procedimento para avaliacdo da bioacessibilidade
adaptado de Leufroy et al. (2012b).
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De acordo com o estudo realizado na literatura, péde-se observar uma grande
escassez de trabalhos sobre o emprego de sistemas de analise em fluxo para
avaliacdo da bioacessibilidade de elementos em amostras alimentares. Dessa forma,
0 estudo nessa area € de grande potencial, uma vez que se tem verificado que ele
fornece uma satisfatéria avaliacdo de risco a saude e, também, uma importante
avaliacdo nutricional dos elementos ingeridos em dietas, que normalmente sao

prescritos por nutricionistas.

Como sao indicadas quantidades diarias de alimentos, para suprir demandas
fisioloégicas dos individuos, é importante avaliar se essa quantidade ingerida esta
sendo realmente liberada no trato gastrointestinal. Portanto, a avaliacdo da
bioacessibilidade estima resultados da fracdo bioacessivel que podem ser
absorvidos pelo corpo humano. Assim, o desenvolvimento de métodos
automatizados € uma boa alternativa para avaliacdo do teor bioacessivel, uma vez
gue o mesmo apresenta diversas vantagens quando comparados aos

procedimentos analiticos em batelada ou convencionais.
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Capitulo 1l. Comparacdo de métodos para o estudo da bioacessibilidade

estatica in vitro de micronutrientes em linhaga e gergelim
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal desse estudo foi comparar diferentes métodos para
avaliar a bioacessibilidade in vitro de micronutrientes em amostras de linhaca e

gergelim por ICP OES.

2.2 Objetivos especificos
e Realizar otimizagdo multivariada da decomposicao assistida por radiacéo de

micro-ondas usando acido nitrico diluido para determinacdo das
concentracgdes totais de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P e Zn em amostras
de linhaca e gergelim por ICP OES;

e Comparar a bioacessibilidade in vitro de Cu, Fe, Mn e Zn usando diferentes
métodos estaticos (SBET, Versantvoort e UBM) em amostras de linhaca e
gergelim por ICP OES;

e Avaliar a contribuicdo do consumo de linhaca e gergelim para ingestao diaria
recomendada de Cu, Fe, Mn e Zn empregando o método de digestao in vitro
UBM nas amostras de linhaca dourada e marrom e nas amostras gergelim

marrom, branco e preto.

3. Experimental

3.1 Instrumentacéo

Um espectrometro de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado
com uma configuracdo de visao axial (Vista-Pro, Agilent, Mulgrave, Australia) foi
empregado para determinacao do teor total e da fracdo bioacessivel dos elementos.
As linhas de emissao atémica (I) e i6nica (ll) que ndo apresentavam interferéncias
espectrais e com alto sinal analitico foram selecionadas e estdo mostradas na
Tabela 4. Esse equipamento foi equipado com um detector de estado solido, camara
de nebulizacdo ciclénica e nebulizador concéntrico. As condicbes de operacao do
equipamento, otimizado em trabalhos prévios, estdo apresentados na Tabela 4.
(JESUS et al., 2013).

O teor de carbono orgéanico dissolvido (DOC) foi medido também por ICP OES
no comprimento de onda C (I) 193,027 nm. Para determinar o DOC, as solucdes dos

digeridos foram sonicadas com um banho ultrassénico antes da determinag&do por
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ICP OES para remocédo de compostos de carbono volatil. As solu¢gdes estoque para
as curvas de calibracdo do carbono dissolvido foram preparadas com &cido citrico
P.A. (NOVAES et al., 2016; 1SO, 1998).

Um forno de micro-ondas com cavidade (modelo ETHOS EZ, Milestone,
Sorisole, Italia), foi usado para decomposicdo acida das amostras. Um moinho
analitico (modelo A11 BS 32, IKA, Staufen, Alemanha) foi empregado para moer as
amostras antes dos procedimentos de extracdo. Uma incubadora, modelo TE-4200
(Tecnal, Sao Paulo, Brasil) foi empregada para extracao dos analitos a fim de avaliar
a bioacessibilidade. Uma centrifuga (modelo MA-1810, Marconi, Sao Paulo Brasil) foi
usada para centrifugar os extratos e o pH das solugbes foi ajustado com um
pHmetro (modelo 510 Benchtop lon Meter, Vernon Hills, EUA).

Tabela 4. ParAmetros instrumentais para as determinagdes por ICP OES

Caracteristicas e parametros

Radio-frequiéncia do gerador (MHz) 40
Detector CCD
Diametro interno do tubo central da tocha (mm) 2,3

Grade de difracdo Echelle e prisma de

Policromador .
dispersédo de CaF,

Faixa de comprimento de onda (nm) 167 — 785

Camara de nebulizacao Sturman-Masters
Nebulizador RanhuraemV

Poténcia de medida (W) 1300

Tempo de integracdo do sinal (s) 2,0

Vazdo do géas do plasma (L min™) 15

Vazdo do gés auxiliar (L min™) 15

Vaz&o gas de nebulizacdo (L min™) 0,70

Elementos e comprimentos de onda (nm): C (1) 193,027; Ca (I) 422,673; Cu (1)
Linha atémica (I) e Linha iénica (I1) 327,395; Fe (Il) 234,350; K (I) 769,897;

Mg (I1) 279,553; Mn (Il) 257,611; Mo (1)
202,032; Na (1) 589,59; P (I) 177,434; Zn
(I) 202, 548
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3.2 Materiais e Reagentes

Todos os reagentes usados nesse trabalho foram de grau analitico. Acido
nitrico (65% m m™), HCl (37% m m™) e H,0, (30% m m™) (Merck, Darmstadt,
Alemanha) foram usados para a decomposicdo das amostras. Solugdes estoque
contendo 1000 mg L™ de Cu (ref. ICPCU1000V), Fe (ref. ICPFE1000V), Mn (ref.
ICPMN1000V), Mo (ref. ICPMO1000V) e Zn (ref. ICPZN1000V) e 4000 mg L™ de Ca
(ref. ICPCA4000V), K (ref. ICPK4000V), Mg (ref. ICPMG4000V), Na (ref.
ICPNA4000V) e P (ref. ICPP4000V) (Specsol, S&o Paulo, Brasil) foram
adequadamente diluidas para preparar as solugdes de calibracdo analitica. A
determinacdo dos elementos por ICP OES foi realizado usando calibragéo externa.
As solucbes para as curvas de calibracdo foram preparadas em mesma

concentragéo acida de cada procedimento de digestao.

Todas as solugbes foram preparadas usando agua de alta pureza, com
resistividade < 18,2 MQ cm, obtido de um sistema de purificacdo (Millipore, Bedford,
MA, EUA). Os reagentes usados na bioacessibilidade para simular os fluidos
digestivos foram selecionados de acordo com os meétodos de bioacessibilidade
avaliados. Resumidamente, para o método SBET foram empregados glicina (0,4 mol
LY e HCI (37% m m™) e para os métodos Versantvoort e UBM os reagentes estio
apresentados nas Tabelas 5 e 6, respectivamente. Todos os reagentes empregados

foram adquiridos junto a Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).
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Tabela 5. Constituintes e concentra¢des de varios sucos sintéticos do modelo de digestéo in vitro representando condi¢gbes de estado

alimento, adaptado de Versantvoort (2005).

Saliva Suco gastrico

Suco duodenal

Suco biliar

Solug&o Inorganica 10 mL KCI89,6gL™ 15,7 mL NaCl 175,3 g L™

10 mL KSCN 20 g L™ 3,0 mL NaH,P0, 88,8 gL™

10 mL NaH,PO, 88,8 g L’ 9,2mLKCI89,6 gL*
1

18 mL CaCl,.2H,0 22,2 gL*

10 mL Na,S0,57 g L™
10 mL NH,CI 30.6 g L™

1,7 mL NaCl 175,3 gL*
6,5 mL HCI37% g g™

20 mL NaHCO; 84,7 g L™

40 mL NaCl 175,3 g L*!
40 mL NaHCO; 84,7 gL*
10 mL KH,PO,8 g L™
6,3mL KCI 89,6 gL
10 mL MgCl, 25 g L™
180 yL HCI37% g g*

30 mL NaCl 175,3 g L™

68,3 mL NaHCO- 84.7
gL*

42mLKCI89,6 gL™
150 uL HCL 37% g g™

10 mL glicose 65 g L™
10 mL &cido glulcurf)nico 2 gL

Solucao organic 8 mL ureia25 g L™

3,4mLureia25 gL

10 miLhidrocloridrato de
glucosamina 33 gL*

4 mLureia25 gL

10 mL ureia 25 g L™

Adicionar a mistura solucao
organica + solugéo
inorganica

580 mg a-amilase 2 g de BSA

30 mg acido arico 5,0 g de pepsina
50 mg mucina 6 g de mucina

pH 6,8+0,2 1,30 £ 0,02

18 mL CaCl,.2H,0 22,2 g L™
2 g BSA
9 g pancreatina
1,5 g lipase
8,1+0,2

20 mL CaCl,.2H,0 22.2
gL*

3,6 g BSA
60 g bile

8,2+0,2
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Tabela 6. Massas (mg) e volumes (mL) dos reagentes para preparacdo de 500 mL de cada
fluido, saliva (S), gastrico (G), duodeno (D) e bile (B) com 250 mL de solu¢éo inorganico
(I) e 250 mL de solucédo organica (O) adaptado de Wragg (2011).

Reagentes (S) (G) (D) (B) Volume
KCI 448 412 282 188
NaH,PO, 444 133 - -
KSCN 100 - -
Na,SO, 285 - -
NaCl 149 1376 3506 2630
CaCl, - 200 - -
NH,CI - 153 - -
250
NaHCO; - - 2803,5 2893
Inorganico
KH,PO, - - 40 -
0)
MgC|2 - 25 -
NaOH (1M) 0,9 mL - - -
HCI (37%) 415mL  90puL 90 puL
Ureia 100 mg 42,5 50 125
Glicose 325 - -
Oraani Acido glucurénico 10 - - 250
rganico
0) Hldroclorlda_to de 165 i i
glucosamina
Alfa amilase 72,5 mg - - -
Mucina 25 mg 1500 - -
Acido Urico 7,5 mg - - -
Albumina de soro bovino - 500 500 900
. 250 + 250 =
Pepsina - 500 - - 500
Enzimas CaCl, - 100 111
Pancreatina - 1500 -
Lipase - 250 -
Bile - - 3000
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3.3 Amostras e materiais de referéncia

Amostras de linhaca e gergelim (pacotes contendo 250 g) foram adquiridas

em diferentes mercados locais das cidades de Salvador-BA e Rio de Janeiro-RJ,

Brasil. Vinte e cinco amostras comerciais de linhaca de diferentes marcas (doze

amostras de linhaca marrom e treze amostras de linhaca dourada) e dezesseis

amostras comerciais de gergelim de diferentes marcas (quatro amostras de gergelim

branco, cinco amostras de gergelim preto e sete amostras de gergelim marrom)

foram analisadas, conforme apresentado nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Identificacdo e estados de origem das amostras de linhaga.

Semente de Farinha de Semente de Farinha de
linhagca marrom linhaga marrom linhaga dourada linhagca dourada
Cbédigo Estado | Cédigo  Estado | Codigo  Estado | Codigo Estado
A SP AF SP A SP AF SP
B BA B BA
C PR C PR
D PR D BA
E BA E SP
F BA F RS
G RS G RS
H LD H MG
I LD I LD
J RS J LD
K RJ K LD
L RS
Total: 11 amostras | Total: 1 amostra | Total: 12 amostras | Total: 1 amostra

LD — local desconhecido
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Tabela 8. Identificagéo e estados de origem das amostras de gergelim.

Semente de Semente de Semente de
gergelim branco gergelim preto | yergelim marrom
Cbédigo Estado | Codigo Estado | Codigo  Estado
A BA A SP A SP
B LD B BA B BA
C LD C LD C LD
D LD D LD D MG
E LD E SP
F RJ
G LD
Total: 4 amostras | Total: 5 amostras | Total: 7 amostras

LD — local desconhecido

Materiais de referéncia certificados (CRM) de linhaca e gergelim ndo foram
encontrados para aquisicdo. Entdo, foram selecionados CRMs que mais se
assemelhassem as caracteristicas das amostras de linhaca e gergelim, como por
exemplo, farinhas e soja (SRM NIST 3234) e farinha de arroz (SRM NIST 1568a),
gue foram adquiridos do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST,

Gaithersburg, MD, EUA) e foram usados para avaliacdo da exatiddo do método.

3.4 Otimizacao do procedimento de decomposicdo da amostra

Os métodos analiticos tém sido recorrentemente otimizados por técnicas

multivariadas, considerando a possibilidade da reducdo de numeros de
experimentos que precisam ser realizados, resultando em menor tempo de trabalho
no laboratorio e menor consumo de reagentes. Na primeira etapa da otimizacao
multivariada, € realizada o rastreamento dos fatores, utilizando um planejamento
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fatorial fracionario ou planejamento fatorial completo para obter os efeitos
significativos do sistema analitico (MARQUES, 2008).

O delineamento experimental foi utilizado para avaliar as condigbes para o
procedimento de decomposicdo das amostras. Um planejamento fatorial completo 2*
foi realizado para avaliar as variaveis associadas a temperatura na Ultima etapa
(180-210 °C), concentracdo do acido nitrico (2,0-4,0 mol L™), volume do peréxido de
hidrogénio (0,0-1,0 mL) e tempo na ultima etapa (10-30 minutos) de decomposicao
das amostras de linhaca e gergelim. Os niveis de fatores empregados no
planejamento experimental foram baseados em trabalhos prévios (JESUS et al.,
2013; QUEIROGA et al., 2012; SILVA et al., 2015). A massa das amostras foi fixada
em 0,25 g. O software Statistica verséo 6.0® foi utilizado para anéalise dos dados.

3.5 Decomposicdo das amostras

Foram pesadas 250 mg da amostra moida em frasco de digestédo do forno de
micro-ondas. Em segurida, adicionou-se 1,8 mL de HNO3; 65% m m™, (concentracéo
final de 3,0 mol L), 0,5 mL de H,0,, 30% m m' e 7,7 mL de &gua ultrapura,
totalizando um volume de 10,0 mL. Posteriormente, os frascos foram aquecidos a
uma temperatura maxima de 195 °C por 20 minutos, conforme apresentado na
Tabela 9. Os digeridos foram diluidos com agua para 15,0 mL. As quantidades
otimas de acido nitrico e peroxido de hidrogénio, bem como o tempo e a
temperatura, foram obtidas apds otimizacdo multivariada.

Tabela 9. Procedimento otimizado para decomposicdo em forno de micro-ondas das
amostras de linhaca e gergelim.

Etapa Tempo (min.) | Temperatura (°C) | Poténciamax. (W) | Pressao (barr)
1 5 120 750 35
2 2 120 750 35
3 10 195 1000 35
4 20 195 1000 35
Ventilagéo 10 - 0 -
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3.6 Métodos de digestado in vitro

Nesta etapa do trabalho, foram comparados trés procedimentos de digestao
in vitro:

I) Procedimento de digestédo in vitro baseado no método SBET (OOMEN et al.
(2002):

Em trabalho anterior, desenvolvido por Souza (2015), foram realizadas
extragcdes in vitro das amostras para avaliagéo da bioacessibilidade de Cu, Fe, Mn e
Zn, usando o método SBET, cujos resultados serdo discutidos para efeito de
comparacao de métodos de digestdo in vitro. Para tanto, 250 mg da amostra moida
foram pesadas em béqueres de 50 mL, seguida da adicdo de 25,00 mL de solucéo
de 0,4 mol L™ de glicina/HCI em pH 1,5. As amostras foram incubadas a 37 °C, sob
agitacao orbital, a 100 rpm por 1h. A mistura foi filtrada a vacuo, em filtro de disco de
acetato de celulose de porosidade 0,45 um (Adaptado de OOMEN, 2002). Todos os
extratos foram armazenados < 4 °C antes das analises por ICP OES.

[I) Procedimento de digestédo in vitro baseado no método de Versantvoort et
al. (2005):

Um meétodo de digestao in vitro, empregado por Silva et al. (2013) e baseado
no meéetodo de Versantvoort et al. (2005), foi aplicado para determinar a
bioacessibilidade de Cu, Fe, Mn e Zn e o0s reagentes usados na simulacdo dos
fluidos digestivos, estdo apresentados na Tabela 5 (Adaptado de Versantvoort et al.,
2005).

Para determinar a fracdo bioacessivel, as amostras foram trituradas por 10
segundos para simular ingestdo da semente apds a mastigacdo. Trés réplicas dos
extratos gastricos e gastrointestinais foram realizadas para cada tipo de amostras e
o branco do experimento usando os fluidos gastricos e gastrointestinais foram feitos
em paralelo. Aproximadamente 3,0 g de amostra foram pesadas dentro de um
erlenmeyer de 125 mL, seguido pela adicdo de 3,0 mL de fluido salivar. Os
erlenmeyers foram colocados na incubadora a (37 + 1) °C sob agitacdo orbital a 55
rpm por 5 minutos. Posteriormente, uma aliquota de 6,0 mL de fluido gastrico foi
adicionado e o pH ajustado para 1,30 + 0,02 com HCl 12 mol L. Os erlenmeyers

foram colocados na incubadora a (37 + 1) °C sob agitagao orbital a 55 rpm por 2
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horas. Ap@s a incubacédo, o pH foi medido e a as amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 5 minutos.

Para realizar a extracdo gastrointestinal, 6,0 mL de fluido duodenal e 3,0 ml
de fluido biliar foram adicionados a solucdo do sobrenadante obtidas na etapa
anterior (extrac&o gastrica). O pH foi ajustado, se necessario, com NaOH 1,0 mol L™,
As solucgbes foram colocadas na incubadora a (37 + 1) °C sob agitacédo orbital a 55
rpm por 2 horas. O pH foi verificado (6,5-7,0) e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm

por 5 minutos.
[I1) Procedimento de digestao in vitro baseado no UBM (WRAGG et al., 2011):

Outro método de digestéao in vitro empregado por Tokalioglu et al. (2014) e
baseado no UBM, foi usado para avaliar a fracdo bioacessivel de Cu, Fe, Mn, Zn
(WRAGG et al., 2011;). A lista de reagentes presentes na simulacdo da saliva, fluido
gastrico e fluido intestinal, esta apresentada na Tabela 6 (Adaptado de WRAGG et
al., 2011).

Para determinar a fracdo bioacessivel, as amostras foram trituradas por 10
segundos para simular ingestdo da semente ap0s a mastigacao. Trés réplicas dos
extratos gastricos e gastrointestinais foram realizadas para cada tipo de amostra e
0os brancos do experimento usando, os fluidos gastricos e gastrointestinais foram
feitos em paralelo. Aproximadamente 0,30 g de amostra foram pesadas dentro de
um erlenmeyer de 125 mL, seguido pela adicdo de 4,5 mL de fluido salivar e
agitacdo manual por 10 segundos. Posteriormente, uma aliquota de 6,75 mL de
fluido gastrico foi adicionado e o pH ajustado para 1,20 + 0,05 com HCI 12 mol L™,
Os erlenmeyers foram colocados na incubadora a (37 £ 1) °C sob agitacédo orbital a
200 rpm por 1 hora. Apo6s a incubacéo, o pH foi medido e a as amostras foram

centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos.

Para realizar a extracdo gastrointestinal, 13,5 mL de fluido duodenal e 4,5 mL
de fluido biliar foram adicionados a solucdo do sobrenadante obtida na etapa
anterior (extracdo gastrica). O pH foi ajustado, se necessario, com NaOH 1,0 mol L™.
As solucbes foram colocadas na incubadora a (37 = 1) °C sob agitacdo orbital a 200

rpm por 4 horas. O pH foi verificado (6,2-6,4) e a mistura foi centrifugada a 3000 rpm
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por 5 minutos. Esse tempo e velocidade da centrifuga foram adequados para
separacao das fases e para retirada do sobrenadante.

Para avaliacdo da bioacessibilidade nos procedimentos (Il) e (lll), uma
aliquota de 4,0 mL de cada fase do sobrenadante, obtidas na digestao in vitro (fase
gastrica e fase gastrointestinal), foram combinados com 2,0 mL &acido nitrico
concentrado mais 1,0 mL de perdxido de hidrogénio e aquecidos a uma temperatura
maxima de 180 °C e poténcia méaxima de 800 W dentro do frasco de digestao do
forno de micro-ondas, conforme apresentado na Tabela 10 (PEIXOTO et al., 2016).
Apés o procedimento de digestdo, os digeridos foram diluidos com agua ultrapura
para 15,0 mL e os analitos foram determinados por ICP OES.

Tabela 10. Procedimento para decomposicdo do sobrenadante obtido apds extracéo,
adaptado de Peixoto et al. (2016).

Etapa Tempo (min.) | Temperatura (°C) | Poténciamax. (W) | Presséao (barr)
1 6 80 800 35
2 2 80 800 35
3 3 120 800 35
4 2 120 800 35
5 10 180 800 35
6 10 180 800 35
Ventilagao 10 - 0 -

Os resultados obtidos pelos testes de extracdo in vitro (1), () e (Ill) foram
comparados com aqueles obtidos pelo procedimento de decomposicao usando forno
de micro-ondas (3.4) para determinacdo da bioacessibilidade (%). A fracdo

bioacessivel (FB) foi calculada usando a Equacéo 1:

FB(%) = %x 100 Equacéo 1

E

Em que, EB ¢é a fragdo do elemento bioacessivel (em pg g™) dado pela concentracéo
do elemento quimico encontrado nos extratos gastricos e gastrointestinais e ET € a

concentraco total do elemento (em pg g™) nas amostras de linhaca e gergelim.
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4. Apresentacgédo e discussao dos resultados

4.1 Otimizacdo da decomposicéo das amostras assistida por radiacao de
micro-ondas

A decomposicdo empregando forno de micro-ondas foi investigada usando
um planejamento fatorial completo de 2* com quatro réplicas no ponto central para
guantificacdo multielementar de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P e Zn por ICP OES
em varios tipos de amostras de linhaca e gergelim. As seguintes variaveis foram
estudadas: concentracdo de HNO; (2,0-4,0 mol L™), volume de H,0; (0,0-1,0 mL),
temperatura (180-210°C) e tempo na Uultima etapa de digestdo (10-30 min). As
concentracbes de carbono dissolvido dos digeridos foram usado como resposta
(Tabela 11).

O teste de curvatura no planejamento fatorial permite a avaliacdo da resposta
guimiométrica ao redor do ponto central dos experimentos. Para este teste, a

curvatura foi calculada usando a seguinte Equacéao 2:

Curvatura = Rep-Rcp Equacéo 2

Em que, Rrp € a média das respostas obtidas de experimentos especificados
pelo planejamento fatorial, e Rcp € a média das respostas obtidas para o ponto
central.

Os resultados de curvatura positiva indicam uma condicdo de resposta
guimiométrica minima proxima ao ponto central. Resultados negativos indicam uma
condicdo de resposta quimiométrica maxima em torno do ponto central (JESUS et
al., 2013).
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Tabela 11. Matrix do planejamento fatorial completo de dois niveis com os resultados das

concentracoes de carbono dissolvido para os digeridos.

Experimento HNO3, H,0,, Tempo, Temperatura, DOC, %
mol L™ mL min °C (mv™)
1 @) - (0) - (15) - (180) 0,98
2 +(4) - (0) - (15) - (180) 0,95
3 -(2) + (1) - (15) - (180) 0,93
4 +(4) +(1)  -(@15) - (180) 0,91
5 - ) - (0) +(25) - (180) 0,96
6 +(4) - (0) +(25) - (180) 0,92
7 -(2) + (1) + (25) - (180) 0,88
8 + (4) + (1) + (25) - (180) 0,91
9 - (2) - (0) - (15) - (210) 1,02
10 + (4) - (0) - (15) - (210) 0,94
11 - ) + (1) - (15) - (210) 0,94
12 + (4) + (1) - (15) - (210) 0,94
13 -(2) - (0) + (25) - (210) 1,00
14 + (4) - (0) + (25) - (210) 0,93
15 - ) + (1) + (25) - (210) 0,98
16 + (4) + (1) + (25) - (210) 079
17 (PC) 03 0(,5  0(20) 0 (195) 0,70
18 (PC) 03 0(,5  0(20) 0 (195) 0,78
19 (PC) 03 0(,5 0(20) 0 (195) 0,83
20 (PC) 03 0(,5  0(20) 0 (195) 0,78

DOC: carbono orgénico dissolvido, PC: ponto central
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A Figura 10 mostra o grafico de Pareto e os resultados indicaram curvatura
negativa, resultando em um maximo de condi¢do de sinal analitico no ponto central
(JESUS et al.,, 2013; NOVAES et al., 2016). Como a curvatura foi significativa
(p>0,05) e ndo houve falta de ajuste quando aplicado a analise de variancia (p-
valor>0,05), para um nivel de confianca de 95%, néo foi necessério um estudo de
superficie de resposta (FERREIRA, 2015), tais como, planejamento composto
central (CCD), Matrix Doehlert (DM) ou planejamento de trés niveis.

Figura 10. Grafico de Pareto obtido do planejamento fatorial aplicado na avaliacdo do

procedimento de digestdo de amostras de linhaga e gergelim.
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|
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Considerando como resposta os menores teores de carbono dissolvido na
regido do ponto central, bem como a sua relacdo com a eficiéncia de decomposicéo,
ou seja, quanto menor o teor de carbono dissolvido, maior sera sua eficiéncia de
decomposicdo, o experimento do ponto central foi considerado adequado para
decomposicéo das amostras.
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Foi usado, entdo, para etapas subsequentes, 1,8 mL de HNO3, 65% m m™,
(concentracdo final de 3,0 mol L"), 0,5 mL de H.O 30% m m*, em seguida foi
avolumado para 10 mL com agua ultrapura. A temperatura foi de 195 °C, o tempo de
20 minutos na ultima etapa de digestdo e, apds a digestédo &cida, os digeridos foram
levados a um volume final de 15,0 mL. Esse volume foi adequado para assegurar
uma baixa concentracdo acida residual e um nivel de concentragdo compativel com
a técnica de andlise escolhida para determinacdo dos analitos. Os resultados
obtidos para as concentracdes de carbono dissolvido e concentracdo acida residual
nas condi¢des do ponto central foram 0,79% (m v'*) e 1,35 mol L™, respectivamente.

4.2 Validagcdo do método proposto

O método proposto foi validado, segundo ANVISA (2017), através dos
seguintes parametros: limites de quantificacdo, limites de deteccao, faixa linear de

trabalho, precisdo e exatidao.

Os limites de quantificacdo (LOQ) foram calculados como a concentracdo de
cada analito correspondente a multiplicacdo de dez vezes o desvio padrdo de dez
medidas independentes da solucdo do branco dividido pela inclinacdo da curva
analitica. Os limites de deteccdo (LOD) foram calculados como a concentracdo de
cada analito correspondente a multiplicacdo de trés vezes o desvio padrédo de dez
medidas independentes da solucdo do branco dividido pela inclinacdo da curva
analitica (ANVISA, 2017). Os valores dos LOQ e LOD, equacbOes das retas,
coeficientes de determinacdo e faixa linear de trabalho obtidos para os analitos
determinados nas amostras de linhaca e gergelim por ICP OES, estdo apresentados
na Tabela 12.

Segundo a ANVISA (2017), a linearidade pode ser avaliada pelo coeficiente
de correlacdo (R) e pelo coeficiente de determinacéo (R?), sendo recomendado um
valor do coeficiente igual a 0,99. Nota-se na Tabela 12 que os valores para o0s
coeficientes supracitados estdo de acordo com o valor recomendado pela ANVISA
(2017). A faixa linear de trabalho é definida pela faixa de concentracdo que pode ser

determinada com uma curva calibragéo linear, sendo o limite inferior da faixa o LOQ
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gue se estende até o limite superior a concentragdo na qual o sinal analitico desvia-

se da linearidade.

Os resultados obtidos para os limites de quantificacdo encontrados foram
comparados com um trabalho anteriormente realizado para os mesmos tipos de
amostras (linhaca, gergelim, amaranto e chia) por Bolafios et al., (2016). Foi
empregado forno de micro-ondas para digestdo acida, usando 6 mL de HNO3; 65% m
m™, 1 mL de HCL 37% m m™ e 1 mL de solucdo de padrdo interno de indio, a uma
temperatura maxima de 235 °C durante 30 minutos, em seguida os digeridos foram
avolumados para 50 mL e analisados por ICP OES.

De acordo com Bolafios et al., (2016), os valores dos LOQ (em ug g™), estéo
concordantes com os valores encontrados neste trabalho. Por exemplo, para Cu, o
valor do LOQ encontrado pelos autores foi de 0,107, enquanto que no presente
trabalho o valor do LOQ foi de 0,15. Neste trabalho, para os demais elementos,
foram observados maiores valores de LOQ, o que pode ser creditado ao fato de
terem sido selecionadas diferentes linhas de emissdo, em relacdo a razao sinal
ruido, ao uso de diferentes acidos e os volumes de reagentes utilizados durante o

procedimento de digestéo.

A precisao foi expressa como desvio padrao relativo (RSD) e como coeficiente
de variancia (CV) (ANVISA, 2017). Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados
dos testes de repetitividade feitos com dez réplicas das amostras de linhaca e
gergelim, respectivamente, para determinagdes por ICP OES. Os resultados para os
CV nas amostras de linhaca variaram de 5 a 10% e nas amostras de gergelim de 3 a
9 %. Em todos os casos, os valores do CV ndo foram maiores do que 10%, o que

esta de acordo com o recomendado em ANVISA (2017).
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Tabela 12. Valores de LOD, LOQ, equacdes das retas, coeficientes de determinacdo e faixa de trabalho para a determinacdo dos
analitos por ICP OES, ap6s decomposi¢do das amotras em forno de micro-ondas.

Analitos LOD LOQ LOD LOQ Equacdo da R* Faixa de trabalho
mgL? (mgL?y) (ugg? (ugg? Reta (mg L)
Ca 0,0004 0,001 0,16 0,54 y = 27895x + 98691 0,9995 0,001 a 200
Cu 0,0001 0,0004 0,04 0,15 y = 285877x + 513 0,9997 0,0004 a 5,0
Fe 0,001 0,003 0,32 1,07 y = 22659x + 486 0,9997 0,003 a5,0
K 0,002 0,007 0,88 2,95 y =127343x + 556391 0,9986 0,007 a 300
Mg 0,006 0,02 2,35 7,85 y =23413x + 56018 0,9986 0,00013 a 200
Mn 0,00004 0,00013 0,02 0,05 y = 218365x + 3605 0,9994 0,0003 a5,0
Mo 0,0001 0,0003 0,03 0,11 y =4347x + 56 0,9999 0,0003 a5,0
Na 0,003 0,008 1,00 3,35 y =705x + 2177 0,9989 0,008 a 200
P 0,006 0,02 2,40 8,00 y =327x + 187 0,9988 0,002 a 300
Zn 0,002 0,005 0,66 2,20 y =24143x + 684 0,9999 0,005 a5,0
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Tabela 13. Resultados do teste de repetitividade nas amostras de linhaga marrom e gergelim marrom para determinacgdes por ICP OES
(n=10).

Linhaga marrom Gergelim marrom
Analitos Concentracao Desvio Coeficiente de Concentracao Desvio Coeficiente de
(Mg g™ padrao variancia (%) (Mg g™ Padr&o variancia (%)
Ca 2518 215 9 12509 1149 9
Cu 27 2 8 37 1 3
Fe 120 12 10 203 6 3
K 8615 810 9 5961 308 5
Mg 3751 195 5 3511 152 4
Mn 54 5 9 43 1 3
P 5820 492 9 5923 177 3
Zn 113 10 9 159 11 7




A exatiddo do método analitico foi confirmada através do grau de
concordancia entre o valor médio obtido e o valor de referéncia aceito de dois
materiais certificados: farinha de arroz (CRM NIST 1568a) e farinha de soja (CRM
NIST 3234). Para comparar os valores obtidos e os valores certificados, foi aplicado
o teste t, ao nivel de confianca de 95%, e o teste estatistico mostrou que ndo houve
diferenca significativa (p > 0,05) entre as médias dos analitos determinados. Os
percentuais de recuperacao variaram de 90 + 2 a 98 £ 1 para farinha de soja e 90 *
2 a 116 *= 3 para farinha de arroz, conforme apresentado nas Tabelas 14 e 15,

respectivamente.

Adicionalmente, o desempenho analitico do procedimento foi avaliado por um
estudo de adicéio e recuperacdo em dois niveis de concentracéo: 0,5 e 1,0 mg L™.
As faixas do percentual de recuperacao variaram de 87 a 107%, mostrando que o
método analitico € exato para analise quimica quantitativa.

Tabela 14. Resultados obtidos pela andlise do CRM NIST 3234 aplicando o método analitico

proposto usando decomposicdo acida assistida por micro-ondas e determinacdo por ICP
OES

Elementos  Valor certificado Valor Recuperagéo Tcal
encontrado (%)
(Ttap=4,31)

Ca 3191 £ 56 2951 + 120 94 + 3 3,92
Cu 15,34 + 0,26 13,77 £ 0,91 90+ 2 3,37
Fe 80,3+2,7 78,2+3,5 97 +1 1,17
K 25010 £ 560 24546 + 1113 98+1 0,81
Mg 3487 £ 60 3247 +£170 93+2 2,75
Mn 36,78 £ 0,88 36,09 +1,31 98+1 1,02
P 8080 + 210 7955 + 338 98+1 0,72
Zn 489+1,1 47,0+2,0 9% +1 1,92

Resultados expressos em média + SD (n=3)
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Tabela 15. Resultados obtidos pela andlise do CRM NIST 1866 aplicando o método
analitico proposto usando decomposi¢éo acida assistida por micro-ondas e determinacao
por ICP OES

Elementos Valor certificado  Valor obtido Recuperacéo Teal
(%)
Ttab=431

Ca 1184+ 3,1 119,114 101 +£1 0,89
Cu 2,35+0,16 2,72+0,14 116 + 3 3,63
Fe 7,42 + 0,44 7,44 + 0,49 100+1 0,05
K 1282 + 11 1260 + 57 98+1 0,54
Mg 559 + 10 560 + 15 100+1 0,13
Mn 19,2+£1,8 21,32 £ 0,97 111 +3 3,11
Mo 1,451 + 0,048 1,399 + 0,100 1001 0,01
Na 6,74 + 0,19 6,05 + 0,52 90+ 2 1,87
P 1530 + 40 1547 + 37 101 +1 0,92
Zn 19,42 + 0,26 19,75+ 0,55 102 +1 0,85

Resultados expressos em média = SD (n=3)

4.3 Determinacdao do teor total de elementos em amostras de linhaca e
gergelim
O teor total de Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, P e Zn nas amostras de

linhaca e gergelim estdo apresentadas nas Tabelas 16 e 17, respectivamente.
Maiores valores de concentracdo dos elementos foram encontrados para a maioria
das amostras de linhaca dourada quando comparado com as amostras de linhaca
marrom (Tabela 16). Isso pode se creditado ao fato da casca da semente de linhaca
marrom ser mais resistente do que a casca da semente de linhaca dourada. As
cascas das sementes de linhaca dourada sdo mais finas e suaves, que, por sua vez,
podem aumentar a disponibilidade dos elementos durante a decomposicao
(MARQUES, 2008).

No que diz respeito as amostras de linhaca, as farinhas mostraram maiores
valores de concentragcbes dos elementos, e isso pode ser, devido ao fato de que as

farinhas de linhagca tém um menor tamanho de particula do que a semente de
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linhaca, desta forma, aumentando a &rea superficial e o contato com os reagentes
durante a decomposicao, conforme apresentado em trabalhos prévios por Souza
(2015).

Os resultados para as amostras de gergelim, mostrados na Tabela 17, foram
similares para os trés tipos de amostras, exceto para a concentracao de Ca e Na nas
amostras de gergelim branco. As sementes de gergelim preto e marrom tem sua
casca intacta, enquanto a semente de gergelim branco tem sua casca removida
(QUEIROGA et al.,, 2012). As concentracbes de Ca nas sementes de gergelim
branco foram menores do que as sementes de gergelim marrom e preto. Esse fato
pode ser explicado, devido a casca dessa semente conter oxalato de célcio e
considerando que o gergelim branco passa por um processo de despeliculacdo, na
gual possivelmente ocorre a perda de Ca. Por outro lado, os resultados da
concentracdo de Na nas sementes de gergelim branco variaram de 191+30 a
641+47, enquanto que nas sementes preta e marrom estavam abaixo do LOQ do

método analitico.

Em geral, as amostras de linhaca e gergelim apresentaram maiores
concentracdes de Ca, K, Mg e P, normalmente maior do que 2000 ug g™ e baixas
concentracbes para os demais elementos quimicos. Para algumas amostras, os

resultados da concentracdo de Mo e Na estavam abaixo do LOQ.

Neste trabalho, os resultados encontrados para as concentracfes dos
elementos determinados, foram comparados com a TACO, a qual ndo define
especificamente qual tipo de amostra, por exemplo, se marrom ou dourada (linhaca)
ou se marrom, preto ou branco (gergelim), no entanto, as faixas dos valores aqui

encontrados estdo de acordo com os apresentados pela TACO (2011).

Resultados similares foram encontrados em trabalhos prévios realizados por
Bolafios, Marchevsky e Camifia (2016) em amostras de linhaca e gergelim, exceto
para Cu que estava abaixo do LOQ. Para a concentracdo de Fe que foi cerca de 20
vezes menor e para Mo que nao foi determinado pelos autores. Essas diferencas
podem ser creditadas a diferenca do local de origem de cultivo, sendo um no Brasil e

0 outro na Turquia.
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Tabela 16. Concentracdo dos elementos (ug g™) obtidos em amostras de linhaca e os valores da TACO (2011) e de Bolafios et al. (2016).

Linhaga marrom

Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Mo Na P Zn

A 2471 +178 13,6 0,2 57+2 7682 £ 227 3636+103 25x1 0,39 £ 0,02 322+14 5551 £ 326 472

AF 2499 £+ 208 14,41+0,05 742 8584 £ 516 391970 38,3+0,3 0,26 + 0,02 60 +2 6075+274 661

B 2564 £ 233 155+0,2 62,4 +0,8 6263 £ 226 3611 +138 28=x1 0,30 £ 0,03 851 + 32 5840 £ 264 622

C 2635+187 13,1+0,2 52+2 8288 £ 116 3646+ 131 32+%2 1,41 +0,04 <3,35 5963 +306 612

D 2212 +163 13,2%0,6 52+2 6384 £490 3387+209 242 0,38 + 0,03 664 + 41 4683 £ 475 55+%2

E 2346 +£26 13,6+0,5 55+1 9028 + 224 3848 £ 68 37 +1 0,41+0,01 <3,35 5839 +188 572

G 2067 £151 13,3%+0,3 58+1 8333+247 3796+117 28x1 0,86 + 0,01 933+ 84 5964 £ 210 56,5%0,2

I 2465+ 127 13,7+0,4 67+1 8524 £ 237 391179 29,4+0,4 0,150 £ 0,001 <3,35 5814 +281 59,3+0,8

L 2617+ 122 14,2+0,3 56,8 £ 0,9 6611 £+ 373 3556 +125 27,3+0,1 0,80 + 0,03 747 £ 26 4989 +340 59+2

M 2133+60 12,1+0,3 63,6 £0,3 8705+ 719 4030+182 26,2+0,7 0,16 + 0,01 14 + 1 6267 £58 52,8 +0,9

O 3080 £ 128 15,7+0,2 66+ 6 6896 £+ 296 3873 + 37 301 0,230 £ 0,005 866 + 18 5745+ 67 652

P 2959+99 13,0%+0/4 65,9+0,9 8740+354 3752132 59+2 0,14 + 0,01 113+ 4 5826 £+ 271 62+3
Linhaga dourada

A 2816 +£120 11,9+0/4 70+1 7002 £ 66 3821 + 25 316+,5 0,43 £ 0,02 60 +2 5040+ 76  48,8+0,7

AF 2861+ 258 12,6 +0,8 72+5 6514 £ 306 3652 +227 37+2 0,57 £ 0,05 123+ 7 4705+ 351 50+3

B 3269 +£239 16,4+0,7 70,2+0,9 9463 £ 726 4432 +314 4312 0,37+ 0,01 <3,35 6542 £ 247 673

D 3144 £ 51 17,4+ 0,4 83,5+0,6 9768 £ 419 4633 +112 29,6+0,4 0,43 +£0,04 <3,35 6117 £263 632

G 3126 £189 22+1 96 +8 9288 £ 126 4262 +149 37+3 0,26 £ 0,01 <3,35 7014 £ 198 78,1+0,9

H 2810 £ 49 15,4+ 0,2 73+2 7989 + 180 3976+107 29,6+0,9 0,35+ 0,03 <3,35 5841 +340 62+3

I 2784 +£195 16,5+0,2 74+1 9444 + 443 4244 + 167 4312 0,06+ 0,01 <3,35 6717 £254 683

J 3293+173 17,4+0,5 68 +2 81371204 39631107 39+2 <0,11 <3,35 5889 + 169 66,7 +0,4

K 2663 +£ 147 21,2+04 82,4+0,1 7779+435 4017+110 39,1+0,5 0,31+0,02 17+1 5696 + 187 773

L 2963 +£ 102 16,5+0,1 73,8+0,5 9057 £58 4203 £ 28 47+ 3 0,23+0,01 <3,35 6201+84 671

M 3155+ 194 172 75+3 8978 £+ 778 41431243 41,8104 0,36 £ 0,01 <3,35 5757 £421 664

N 3349+249 13,0%0,2 68+4 7664 £ 547 4113+254 2912 0,67 + 0,02 44 + 2 4956 +86 48+ 3

@) 2445 + 41 17,4+ 0,6 73+1 9282 + 476 3861 + 33 61+1 0,37 £ 0,03 <3.35 5684 + 141 62,8+0,9

FAIXA 2067-3349 11,9-21,2 52-96 6263-9463  3387-4633 24-61 <0,11-1,41 <3,35-866 4683-7014 47-77

TACO (2011) 2110 10,9 47 8690 3470 28,1 - 90 6150 44

Bolafiosetal. 2121 +13 <0,107 0,08+0,01 807020 3681 + 29 31,2+0,3 - 234+ 7 6275+84 48,5+0,9

(2016)

F: farinha. Resultados expressos como média + desvio padréo (n= 3)

94



Tabela 17. Concentracdo dos elementos (ug g™) obtidos em amostras de gergelim e os valores da TACO (2011) e de Bolafios et al. (2016)

Gergelim marrom

Amostras Ca Cu Fe K Mg Mn Mo Na P Zn
A 13216 £+ 621 19+5 73+ 2 5762 +510 3432+200 336+06 235+0,10 <335 5850 +247 94+2
B 12825+319 18,2+0,7 103+ 5,2 6152 + 206 3568 + 98 22,2+0,7 255+0,05 <3,35 5932+ 137 81+4
C 10317 +£400 19+1 74+6 5503 +296 3405+121 21,9+0,7 1.05+0,03 <3,35 5089 +212 82+3
D 10570 +152 18,9+0,5 55,6 + 0,7 4526 + 95 2527 + 80 21,6+0,7 0.30+0,02 <3,35 3418+86 8112
E 12793 +428 18,2+0,7 105+1 6165+ 227 3684+150 16,9+0,2 0.66+0,02 <3,35 6728 +266 93+2
F 10364 £335 15,7+0,3 79,2+0,8 5723 +139 4176 +31 175+03 1.77+0,02 <335 5875+ 104 762
G 11165+300 18,5+0,6 83+2 5959+96 3309 + 47 21,5+0,2 236+0,07 <3,35 5356 + 167 81+2
Gergelim preto
A 15360+ 804 17+2 60+ 3 4933+291 2997 +251 21+2 0,44+0,02 <3,35 5191+398 52+5
B 14338 £+ 212 155+0,4 92+6 5618 +31 3611+ 62 123+04 064+001 <335 5597 +59 48,5+0,3
C 15130+891 154+0,8 66 + 3 5545+ 469 3726+273 18+1 0,56 +0,02 <3,35 5629+ 288 54+2
D 14548 + 776  15,4+0,6 124+ 8 5942 + 285 3724+171 34+2 2,10+0,16  <3,35 5733+189 70+2
E 14894 +987 14,9+0,3 101+3 5767 +478 3504+291 325+08 0,15+0,01 <3,35 5163 +417 62+5
Gergelim branco
A 440 £ 26 17,8+ 0,4 70+3 5745+ 198 3872+128 20,9+0,7 1,39+x0,04 239+15 6806143 784
B 595 + 34 16,4+ 0,7 65+2 4956 + 233 3861+134 181 1,14+0,05 641+47 6188+161 692
C 364 £ 25 19,0+ 0,7 69+1 5899 +272 3729+ 167 19,1+0,2 1,05+x0,01 207+15 5880+187 81+3
D 737 £ 61 19,0+ 0,2 68,7 + 0,6 5684 + 153 3505 * 67 15,20 + 0,63+0,06 191+30 5508107 72,7+0,5
0,01
FAIXA 364-15360 15,4-19 55,6-124 4526-6165  2527-4176 12,3-34 0,30-2,55 <3,35-  3418+6806 48,5-94
641
TACO (2011) 8250 15,1 54,0 3620 5460 26,7 - 30 7410 52,0
Bolafios etal. 10463 + 152 <0,107 0,30+0,01 5845+ 77 3743 + 49 13,7+0,2 - <0,759 8383+114 66,1+1,2
(2016)

Resultados expressos como media + desvio padréo (n= 3)
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4.4 Emprego de diferentes métodos estéaticos para avaliar a
bioacessibilidade in vitro de Cu, Fe, Mn e Zn

4.4.1 Bioacessibilidade dos elementos em amostras de linhaca e
gergelim, empregando o método de digestdo in vitro SBET

De acordo com Oomen et al. (2002), o SBET (Simple Bioaccessibility
Extraction Test) € um modelo gastrico estatico, o qual simula a mobilizacdo de
elementos essenciais e potencialmente toxicos em condi¢des acidas do estdmago,
enquanto o compartimento intestinal e saliva ndo sao levados em consideracao.
Esse método imita as condi¢cdes de jejum no trato gastrointestinal humano e foi
aplicado para amostras de solo (1,0 g), utilizando-se como fluido de extragcdo 100 mL
de glicina a 0,4 mol L™, ajustado para pH 1,5 com &cido cloridrico concentrado, e

colocado em uma incubadora com uma temperatura de 37° C durante 1h.

Pode-se perceber que € um método extremamente simples, por
considerar apenas a simulacédo do estdbmago com glicina e HCI. Na Tabela 18, estéo
mostrados o0s valores de bioacessibilidade gastrica, obtidos em trabalho
desenvolvido por Souza (2015), que variam de 21 a 116 % para a linhaca e 20 a
98% para gergelim. Estes valores indicam maxima extracdo dos elementos, uma vez
gue sob condi¢cdes gastricas, alguns metais sdo facilmente liberados da matriz
alimentar, permanecendo na sua forma solUvel a baixos valores de pH (HERRERA-
AGUDELO, MIRO E ARRUDA, 2017).

Esses resultados indicam que os valores de bioacessibilidade sao
superestimados uma vez que a fase intestinal € desconsiderada, entdo o0s
percentuais bioacessiveis encontrados sdo provavelmente superiores aqueles que
seriam encontrados se fosse utilizada a fase intestinal, isto €, menores valores

seriam observados para possivel absorcéo pelo corpo humano.
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Tabela 18. Valores de bioacessibilidade géstrica (em %) para as amostras de linhaga e
gergelim usando o método SBET, adaptado de Souza (2015).

Linhaca Cu Fe Mn Zn
Marrom 364+4,2 21,2+0,1 59,6 +4,3 940+7,0
Dourada 75441 258+1,3 68,1+1,2 116,0+ 3,6

Gergelim Cu Fe Mn Zn
Marrom 444+ 3,0 354+23 66,8 +4,1 57,3+x4,4
Branco 572+23 48,1+1,6 79,2+2,9 91,7+2,6
Preto 20,0 +0,8 20,8 +0,5 32214 50,7 +4,8

Resultados expressos com média + SD (n=3)

4.4.2 Bioacessibilidade dos elementos em amostras de linhaca e
gergelim, empregando o método de digestao in vitro de Versantvoort et al.
(2005).

Outro método investigado para comparacdo da bioacessibilidade in

vitro de elementos essenciais foi aplicado de acordo com o trabalho desenvolvido
por Silva et al. (2015), que usaram, como método de referéncia, o modelo de
digestdo in vitro descrito por Versantvoort et al. (2005). Esse método simula os
processos digestivos sob condi¢cbes de estado alimentado no trato gastrointestinal
humano. Silva et al. (2015) utilizaram 3 g da amostra de mistura de farinhas e
alimentos infantis e o volume dos fluidos salivares, gastricos, intestinais e biliares
foram reduzidos a metade. Apds a extracao in vitro, os sobrenadantes (4 mL) foram
coletados para posterior decomposicdo acida assistida por radiacdo micro-ondas e
comparacao com o teor total. Vale ressaltar que os autores nao realizaram nenhum
tipo de validacdo para o método de digestdo in vitro. Neste trabalho, 0 mesmo
método foi aplicado em amostras de linhaca marrom e gergelim marrom, branco e
preto, com o diferencial de que foi realizado o balanco de massa, de forma a validar

0 método de digestao in vitro empregado.

Devido a grande quantidade de amostra utilizada para extracao in vitro, e ,
também pelo pequeno volume dos fluidos salivares e gastricos (9 mL), ndo foi
possivel realizar a coleta do sobrenadante para avaliar a bioacessibilidade gastrica
nessa fase. Por conta disso, apenas a fase gastrointestinal foi avaliada e teve o
sobrenadante coletado para decomposi¢cao acida.
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Foi observado também que os resultados obtidos para as amostras de linhaca
marrom nao apresentaram percentuais bioacessiveis detectaveis, uma vez que para
todos os elementos determinados na fase gastrointestinal (Cu, Mn e Zn), os valores
encontrados no teor total foram basicamente os mesmo encontrados nos residuos e
os valores bioacessiveis estdo abaixo do LOQ para o método. Vale ressaltar, que
dentre os elementos determinados, ndo foi possivel determinar a bioacessibilidade
de Fe nas amostras de linhaca e gergelim por esse método, uma vez que os valores

das solucfes dos brancos analiticos estavam acima do valor da amostra.

A Tabela 19 mostra os valores do teor total, teor bioacessivel, teor do residuo
e 0s percentuais de recuperacdo encontrados para concentracdo de Mn, Cu e Zn
nas amostras de linhaca dourada e gergelim branco, marrom e preto. Os resultados
apresentaram percentuais de recuperacdo para, o balanco de massa, variando de
62,5 a 118% para as amostras de gergelim e 77 a 90% para as amostras de linhaca.
Esses valores sdo concordantes com trabalhos anteriormente publicados por Herreta
et al. (2017), cujos percentuais de recuperagao variaram entre 64 e 120% e séo

considerados adequados para validagcdo do método usando balango de massa.

Tabela 19. Validacdo da extracéo in vitro Gl de Versantvoort em linhaca e gergelim

Gergelim
Teor total Teor bioacessivel Residuo Recuperacéo
(bg g?) (Wg g?) (ug g™ (%)
Analito Preto
Mn 214+20 0,30%£0,01(1,4%) 21,3+0,3 101 +1
Cu 173+16 1,8+0,1(10,4%) 12+1 804
Zn 52,1 +4,7 <2,20 48,3+ 0,7 92+1
Analito Marrom

Mn 215+0,2 0,53%0,01(2,5%) 253+0,8 118+ 2
Cu 185+0,6 2,66+0,03(14,4%) 11+1 75,7+0,3

Zn 80,6 +2,3 <2,20 832 103 +2
Analito Branco
Mn 19,1+0,2 0,33+0,03(1,7%) 11,3+05 62,5+0,5
Cu 19,0+0,7 2,6+0,2(13,7%) 15+1 95+4
Zn 80,7+25 <2,20 85+8 105+ 4
Linhaca
Analito Dourada
Mn 39,1+0,5 0,51+0,01(1,3%) 34+1 864
Cu 21,2+0,4 2,7+0,2 (12,7%) 16+1 90 +3
Zn 76,7 £ 3,3 <2,20 59+2 77 +3
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4.4.3 Bioacessibilidade dos elementos em amostras de linhaca e
gergelim, empregando o método de digestado in vitro UBM

As amostras de gergelim e linhaca foram submetidas a outro método
de digestéo in vitro UBM, desenvolvido pela BARGE, com o objetivo de produzir um
procedimento validado e padronizado. Esse método foi aplicado por Tokaliogu et al.
(2014) em amostras de suplemento nutricional, com algumas modificacdes, isto €, a
massa e volume de reagentes foram reduzido a metade em relacdo ao método de
referéncia, ou seja, mantendo a relacao sélido-liquido. Essa simulacao consiste em
duas fases, sob condi¢des de jejum, que produzem dois extratos por amostra teste.
O primeiro extrato é o da fase gastrica que consiste de uma solucdo de extracao
removida do sistema apés simulagéo da saliva e fluido gastrico, e o segundo extrato
€ o da fase gastrointestinal que consiste de uma solucdo de extracdo removida do
sistema apos simulagédo de todos os fluidos anteriores mais os fluidos duodenais e

biliaticos.

A fracdo efetivamente liberada no trato gastrointestinal durante a
digestdo pode ser estimada pelos testes de bioacessibilidade. Dessa forma, esse
método também foi aplicado nas amostras de linhaca dourada e marrom, e gergelim
branco, marrom e preto, cujos resultados de bioacessibilidade nas fases gastrica e

gastrointestinal, estdo apresentados na Tabela 20.

Para todas as amostras, a bioacessibilidade dos elementos ndo foi maior do
gue 30% na fase gastrica e 10% na fase gastrointestinal. Para a linhaca, os maiores
percentuais de bioacessibilidade na fase gastrica foram encontrados para
concentracdo de Mn e Zn, e 0s menores percentuais foram encontrados para
concentracdo de Cu e Fe. Para gergelim, a bioacessibilidade foi maior para os
elementos Mn e Zn, e o menor para Cu e Fe. Para algumas amostras de linhaca, a
bioacessibilidade para as amostras de linhaca dourada foram maiores do que a das
amostras de linhaca marrom, por exemplo, Cu e Fe, na fase gastrica, e Fe e Mn na

fase gastrointestinal.
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Tabela 20. Fracdes bioacessiveis de elementos essenciais de linhaca e gergelim de
acordo com o tipo de amostra, usando método UBM.

Fase gastrica (%)

Amostras Cu Fe Mn Zn

Marrom <0,15 43+04 27+1 22+ 2
Linhaca

Dourada 8,3+0,7 56+0,2 253+0,6 18,4+0,2

Branco 12,7+0,1 12,3+0,1 22+2 251
Gergelim Marrom 8,0+x08 8,6%0,1 18,2+0,6 201

Preto 36+0,1 10,7+0,1 18,5+0,2 19+2

Fase gastrointestinal (%)

Marrom <0,15 3,5+£0,2 0,07+004 6,8+0,4

Linhaca
Dourada <0,15 45+0,2 081+0,08 43=%0,2
Branco <0,15 6,4+0,2 <0,05 1,7+0,1
Gergelim  Marrom <0,15 49+0,1 <0,05 <2,20
Preto <0,15 32+x0,1 <0,05 <2,20

Resultados expressos como média + SD (n=3)

Os percentuais das fracdes bioacessiveis do elementos da amostra
gergelim branco, na fase gastrica, foram maiores para todas as concentractes dos
elementos quando comparados com as amostras de gergelim preto e marrom. Entre
esses dois tipos de gergelim, as concentracbes de Fe e Mn ndo apresentaram
diferencas significativas e apresentaram diferencas significativas para os elementos
Cu (maior percentual para o gergelim marrom) e Mn (maior percentual para o

gergelim preto).

Alguns fatores fisiolégicos podem afetar a absorcdo de Cu, como por
exemplo, o pH do estdbmago que é &cido e, consequentemente, favorece a
disponibilidade do nutriente durante a digestdo gastrica. No entanto, quando o pH é
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alcalino (fase gastrointestinal), a absor¢do diminui devido a formacao de complexos,
hidréxidos e sais de cobre. Além do mais, altas concentracfes de peptideos,
aminoécidos (histidina) e a competicdo entre cations bivalentes (Fe**, Mn*" zn%,
Ca?*) com quelantes bidentados prejudicam o transporte do cobre para processos no
metabolismo (SCHUMANN et al., 2002, WHO, 2004, SILVA et al., 2013).

Existem duas maneiras nas quais a concentracdo de Fe pode ser
absorvido pelo intestino: (I) na forma Fe-heme, o qual esta ligado ao centro do anel
protoporfirina, formando uma estrutura denominada "heme", cujo nome esta
associado as hemoproteinas (hemoglobina, mioglobina etc), a qual é faciimente
absorvida pelo intestino delgado (HURRELL; EGLI, 2010.) e (II) na forma ndo-heme
(Fe** e Fe*") que é encontrada, principalmente, em alimentos de origem vegetal e

derivados de leite, necessitando de um quelante bivalente para transporta-lo.

Algumas substancias encontradas nos alimentos podem favorecer ou
inibir a absorcdo do Fe, modificando a sua disponibilidade. Durante a digestao
gastrointestinal, os principais inibidores sao: (I) a presenca de fibras, que
frequentemente contém fitatos e acidos oxalicos, os quais formam um forte quelante
com diversos metais, entre eles, o Fe; (Il) os polifendis, que formam complexos
insoluveis e estaveis com ions metalicos bivalentes como o Fe; (lll) elevadas
concentracfes de célcio inibem a absorcédo de ferro ndo-heme e (IV) as proteinas
animais, como proteinas do leite, ovo e albumina inibem a absorcdo do Fe (COOK;
MONSEN, 1976; BUZINARO; ALMEIDA; MAZETO, 2006; FANTINI et al., 2008;
HURRELL; EGLI, 2010).

Quando o pH varia do neutro ao basico (condi¢cdo para simulacédo da
fase gastrointestinal), a absorcdo do Fe ndo-heme (Fe®*") é reduzida e ha a formac&o
do hidréxido férrico, Fe(OH)s, e quando o pH é acido (condi¢cdo para simulacdo da
fase gastrica), o Fe** é liberado (HURRELL; EGLI, 2010).

Na fase gastrica, cujo pH é acido, o elemento Zn encontra-se na forma
soltvel (Zn*") sendo, portanto, liberado da matriz alimentar. Este elemento encontra-
se normalmente ligado a aminas, grupos sulfidricos e aminoacidos (principalmente
histidina e cisteina), que aumentam a absorcdo do Zn no intestino, pois formam
complexos soluveis. Em contrapartida, a ingestdo de alimentos de origem vegetal

prejudicam a absorcdo de Zn, visto que esses alimentos contém fitatos, fibras,
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oxalatos, taninos e polifendis que formam complexos insoliveis (MAFRA,;
COZZOLINO, 2004).

A reducdo das fracBes bioacessiveis do Cu, Fe e Mn, na presenca dos
fluidos gastrointestinais (pH aproximadamente 6,3) € devido ao ferro poder formar
complexos insoluveis, hidroxidos insoltveis (Fe(OH)s), ou pela presenca de fitato, o
qual é carregado negativamente em uma ampla faixa de pH e tem impacto negativo
em relacdo a biodisponibilidade de fons bivalentes e trivalentes, como Cu®, Fe”,
Fe** e Mn?*, por exemplo. O fitato forma complexos com metais, preferencialmente,
na seguinte ordem descrescente: Cu?*, Zn*, Co®", Mn?*, Fe?* e Ca®" (HERRERA,
2015). De acordo com Silva et al. (2013), a bioacessibilidade de Mn é inversamente
correlacionada com a quantidade de fitato presente na amostra.

Em geral, a fracdo bioacessivel foi maior na fase gastrica do que na
fase intestinal. Isso pode ser explicado porque, na fase gastrica, devido ao baixo pH
do fluido gastrico, a solubilidade do metal pode ser aumentada, podendo ocorrer a
precipitacdo, complexacéo e absorcio na fase gastrointestinal (TOKALIOGLU et al.,
2014). A presenca de componentes, tais como fitato e lignina, nas amostras de
linhaca e gergelim pode afetar (diminuindo ou impedindo) a absor¢cédo dos elementos
durante a digestdo gastrointestinal (SANDBERG, 2002; BENEVIDES et al., 2011,
TOGNON, 2012). A fracdo bioacessivel de Fe foi baixa por causa da interacao do
ferro com esses componentes, formando complexos (exemplo do fitato de ferro),
diminuindo a bioacessibilidade desse metal (VOHRA, GRAY E KRATZER, 1965).

Para validacdo do método empregado, Tokalioglu et al. (2014), usaram dois
diferentes CRM que mais se assemelhavam as amostras de suplemento e aplicaram
o0 mesmo procedimento de digestdo in vitro. Segundo os autores, essa seria uma
forma de comparar os resultados das fracfes bioacessiveis para as amostras com
os valores de bioacessibilidade para os CRM. Os valores bioacessiveis para o0s
elementos determinados mostraram similaridades entre o comportamento da
amostra de suplemento nutricional, quando comparados com as amostras de

material certificado durante a digestdo simulada do trato gastrointestinal.
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Neste trabalho, o0 mesmo procedimento de validacdo foi empregado e os
valores da bioacessibilidade de Cu, Fe, Mn e Zn para o material certificado de
farinha de soja e farinha de arroz, na fase gastrica e gastrointestinal, estédo
apresentados na Tabela 21.

Os percentuais bioacessiveis encontrados para a concentracdo dos
elementos no CRM de farinha de soja na fase gastrica foram: Cu (2,38) e a faixa
encontrada para as amostras de linhaca e gergelim variou de <0,15 a 12,7; Fe (5,16)
e a faixa variou de 4,3 a 12,3; Mn (24,90) e a faixa variou de 18,2 a 27, e por fim, Zn
(21,1) cuja faixa variou de 18,4 a 25. Esses resultados indicam que 0s percentuais
de bioacessibilidade encontrados para os CRM estdo dentro da faixa dos valores
bioacessiveis de Cu, Fe, Mn e Zn encontrados para as amostras de linhaca e

gergelim.

Em relagdo, aos valores dos percentuais bioacessiveis encontrados no CRM
de farinha de soja, na fase gastrointestinal, foram: Cu (<0,15) e os valores de
bioacessibilidade para as amostras de linhaca e gergelim estavam abaixo do limite
de quantificacédo (<0,15); Fe (<1,07) e a faixa variou de 3,2 a 6,4, nesse caso, a
diferenca pode ser devido ao tamanho de particula dos CRM que sao finamente
divididos, no qual ha o aumento a area superficial; Mn (<0,05) e a faixa variou de
<0,05 a 0,81, e finalmente Zn (2,20) e a faixa variou de <2,20 a 6,8.

Os valores de bioacessibildade para o CRM de farinha de arroz estavam
abaixo do LOQ, tanto para a fase gastrica quanto para a fase intestinal, isso pode
ser devido a menor similaridade deste CRM, quando comparado com as amostras
estudadas. Desta forma, o método de validacdo usado por Tokalioglu et al. (2014),
nao € a maneira mais adequada de se validar o procedimento de digestao in vitro,

sendo necessario a validagéo por meio do balanco de massa para cada amostra.
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Tabela 21. Resultados para concentragdo total e fracdo bioacessivel para os elementos em dois materiais de referéncia
certificado (farinha de arroz e farinha de soja) empregando método UBM

Material de Elemento Valor Concentracdo Recuperacao Fase FB Fase FB

referéncia certificado total encontrada (%) géstrica (%) gastrointestina (%)

certificado (ug g?) (ug g?) (ug g?) | (ug g%
FS Cu 15,34 + 0,26 13,77+ 0,91 902 0,37 £ 0,01 2,38 <0,15 <0,15
FA Cu 2,35+0,16 2,72+0,14 116 £3 <0,15 <0,15 <0,15 <0,15
FS Fe 80,3+2,7 78,2 +3,5 97 +1 4,14 + 0,27 5,16 <1,07 <1,07
FA Fe 7,42 £ 0,44 7,44 + 0,49 1001 <1,07 <1,07 <1,07 <1,07
FS Mn 36,78 £ 0,88 36,09+1,31 98+1 9,16 £ 0,22 24,90 <0,05 <0,05
FA Mn 19,2+1,8 21,32 +0,97 111 +3 4,20+£0,11 21,88 <0,05 <0,05
FS Zn 489+1,1 47,0+2,0 9% +1 10,32 + 0,22 21,10 <2,20 <2,20
FA Zn 19,42 + 0,26 19,75 + 0,55 102+1 3,16 £ 0,42 16,35 <2,20 <2,20

FS: farinha de soja, FA: farinha de arroz, FB: fracdo bioacessivel. Resultados expressos como média + desvio padréo (n= 3)
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Andlises de regressédo linear sdo importantes para avaliar a relacado

entre a concentracao total e as fragdes bioacessiveis e esses resultados dependem

do tipo de amostra analisada e elemento determinado (He e Wang, 2013). Assim,

foram aplicadas analises de regressdo linear entre o teor total e as fracdes

bioacessiveis e Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaca e gergelim obtendo uma

correlagdo de 0,55. De acordo com os resultados, correlagdes foram observadas

para Cu, Fe, Mn e Zn (Figura 11) e a liberacéo do teor bioacessivel foi proporcional

ao da concentracao total.

Figura 11. Andlises de regressao linear entre os teores totais e as fracbes

bioacessiveis de Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de linhaca e gergelim. BL: linhaca

marrom, GL: linhaca dourada, WS: gergelim branco, BRS: gergelim marrom, BLS:

gergelim preto.
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4.5 Comparacao da bioacessibilidade in vitro de Cu, Fe, Mn e Zn
empregando diferentes métodos estéaticos

O método de digestdo in vitro SBET, o qual leva em consideracdo apenas a
simulacdo das condi¢des gastricas, foi comparado com o método de digestao in vitro
UBM (fase gastrica), para os elementos Cu, Fe, Mn e Zn. Os resultados, em
percentual bioacessivel (%), indicaram que, para todas as concentracbes dos
elementos, as frag6es bioacessiveis foram maiores ao empregar o método SBET.
Por exemplo, para as amostras de linhaca marrom, empregando o método SBET, o
percentual de bioacessibilidade para Cu foi 36,5%, enquanto que no método UBM,
os valores para esse elemento estavam abaixo do LOQ. Ja para Fe, Mn e Zn os
valores bioacessiveis foram cerca de 5, 2 e 4 vezes maiores, respectivamente,
guando comparados aos resultados das fracbes bioacessiveis ao usar o método
UBM.

Para as amostras de linhaca dourada, os percentuais das fracdes
bioacessiveis de Cu, Fe, Mn e Zn foram 9, 5, 3 e 6 vezes maiores; para as amostras
de gergelim marrom foram 6, 4, 8, 3 vezes maiores; para as amostras de gergelim
branco foram cerca de 4 vezes maiores para todos 0s elementos e para as amostras
de gergelim preto foram 6, 2, 2, 3 vezes maiores quando comparadas ao método de

digestéo in vitro UBM.

Desta forma, os valores dos percentuais bioacessiveis dos elementos,
guando se emprega o método de digestdo in vitro SBET, que usa apenas glicina e
HCI e baixo pH do meio, sdo superestimados, uma vez que desconsideram enzimas
importantes no processo de simulacdo gastrica, como por exemplo, albumina,
pepsina e mucina. Além do mais, esse método também nédo leva em consideragéo a
simulacao da saliva, a qual é simulada a partir de solu¢des inorganicas, organicas e
enzimas que sao essenciais no primeiro contato com o alimento durante a
mastigacdo. Esse método ndo foi comparado ao método de digestdo in vitro de
Versantvoort, ja que, nesse Ultimo método, ndo foi possivel realizar a remoc¢ao do
sobrenadante da fase gastrica, uma vez que a massa de amostra utilizada foi 10
vezes maior do que o recomendado pelo método. Portanto, a quantidade de volume
utilizada para simulacdo da saliva e fluidos géastricos ndo foram suficientes para

obter uma eficiente extragao.
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Entretanto, o método de digestdo in vitro de Versantvoort foi comparado ao
método de digestdo in vitro UBM (fase intestinal). Para essa comparacédo, foram
levadas em consideragao as amostras de linhaga dourada e amostras de gergelim
branco, marrom e preto, uma vez que os resultados de bioacessibilidade para as
amostras de linhaca marrom estavam abaixo do LOQ para concentracdo de Cu, Mn
e Zn. Vale ressaltar que, para o método de Versantvoort, os valores das
concentracfes de Fe nas solugbes do branco analitico foram maiores do que nas

amostras e a avaliagdo da bioacessibilidade desse elemento néo foi possivel.

Portanto, ao comparar estes dois métodos, foi possivel observar que os
valores dos percentuais de bioacessibilidade de Cu, Mn e Zn para as amostras de
linhaca dourada empregando o método de digestéao in vitro de Versantvoort, foram
aproximadamente 12,7; 1,3 e ND (ndo determinado) %, respectivamente. Enquanto
gue, no método de digestédo in vitro UBM, os percentuais bioacessiveis para Cu
estavam abaixo do LOQ do método para as concentracdes de Mn e Zn, foram 0,81 e
4,3 %, respectivamente.

Para as amostras de gergelim marrom, branco e preto, observou-se que os
percentuais bioacessiveis de Cu no método de Versantvoort foram 14,4; 13.7 e 10,4,
respectivamente. Em relacdo a concentracdo do Mn, os valores dos percentuais
bioacessiveis foram 2,5; 1,7 e 1,4, respectivamente. Para concentracdo de Zn, os
valores estavam abaixo do LOQ. Por outro lado, no método UBM os valores para
concentracdo de Cu e Mn nas amostras de gergelim estavam abaixo do LOQ.
Enquanto que, no método UBM, apenas para amostra de gergelim branco foram

encontrados percentuais bioacessiveis de aproximadamente 1,7%

Diante dos resultados expostos comparando os dois métodos empregados
(Versantvoort e UBM), notou-se que, a concentracdo dos trés elementos avaliados
(Cu, Mn e Zn), para todas as amostras de linhaca e gergelim, houve diferencas
significativas entre os resultados, ao nivel de confianca de 95%. Os valores para 0s
percentuais bioacessiveis empregando o método de Versantvoort foram maiores que
os do método do UBM, quando comparados os elementos Cu e Mn nas amostras de
gergelim marrom e preto. Ja nas amostras de linhaca dourada, as concentracdes
encontradas de Zn foram maiores no método UBM e menores para Cu quando

comparados com o método de Versantvoort.
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Em geral, pode-se dizer que os resultados usando o método de Versantvoort
foram maiores do que os do método UBM, no entanto, € preciso ressaltar que
mesmo este método usando maiores quantidades de amostras (3 g), nao significa
dizer que o aumento do percentual bioacessivel foi maior por conta disso, uma vez
gue usando maior massa e menor volume dos extratos, ndo se tem uma eficiéncia
de extragcdo considerada adequada. Os maiores valores podem ser justificados pelo
fato do método de Versantvoort fazer uso de maiores concentracdes das enzimas
guando comparado ao método UBM, o que pode influenciar em uma extracdo mais

eficiente dos elementos nas amostras investigadas.

Vale ressaltar que, esses dois métodos sdo métodos importantes que
simulam as condi¢des do trato gastrointestinal desde a saliva até o intestino
delgado, levando em consideracéo todos os reagentes envolvidos na simulacdo das
solugbes organicas, inorganicas e enzimas, diferentemente do método SBET que é
um método simplificado, que desconsidera a fase intestinal e o uso dos demais

reagentes simulados nos fluidos digestivos.

Considerando que esses dois métodos sdo importantes referéncias na area
de bioacessibilidade, é preciso ter cuidado nas adaptacdes realizadas nos mesmos,
como no caso do método de Versantvoort empregado pelos autores Silva et al.
(2013). Estes usaram uma relacédo solido-liquido desproporcional e que levaram a
impossibilidade da remocédo do sobrenadante da fase gastrica devido ao baixo
volume de solucdo salivat+gastrica e maior massa da amostra. Pode-se inferir,
também, que essa relacédo solido-liquido influencia na extracdo dos elementos das
amostras e que os baixos percentuais bioacessiveis, bem como os altos valores nos
residuos, indicam que esse método deve ser reavaliado, conforme apresentado no

Capitulo Il desta tese.

Desta forma, considerando que no método UBM foram respeitadas essas
relacbes solido-liquido, ainda que tenham sido obtidos baixos percentuais de
bioacessibilidade, uma vez que esse método faz uso de menores concentracdes das
enzimas aplicadas, bem como pelo método de agitacdo utilizado, este método foi
escolhido como adequado para as analises de bioacessibilidade dos elementos Cu,
Fe, Mn e Zn para todos os tipos de amostras de linhaca e gergelim, quando

comparados aos métodos de digestdo in vitro SBET e de Versantvoort. Por conta
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disso, os célculos de contribuicdo do consumo de linhaca e gergelim para ingestao
didria recomendada foram realizados levando em consideracdo os resultados
encontrados quando aplicado o método de digestdo in vitro UBM e estdo
apresentados no préximo item 4.6.

4.6 Contribuicdo do consumo de linhaca e gergelim para ingestdo diaria
recomendada

Linhaga e gergelim s&o considerados importantes fontes de elementos
essenciais, tais como Ca, Cu, Fe, K, Mg, P, Zn e Mn (Tabelas 16 e 17). No entanto,
considerando a fragdo bioacessivel, os valores das concentragbes para a
contribuicdo do consumo s&o reduzidos. A contribuicdo, em %, da linhaca e do
gergelim (15 g dia®) para ingestdo diaria recomendada (IDR) de elementos
essenciais esta apresentada nas Tabelas 22 e 23, respectivamente (ANVISA, 2005).

O teor total e a fracdo bioacessivel foram calculados a partir dos resultados
obtidos, considerando o IDR para Cu (900 ug), Fe (14 mg), Mn (2,3 mg) e Zn (7 mg)
para adultos com 70 Kg (ANVISA, 2005). A contribuicdo do teor total de Fe, por
exemplo, nas amostras de linhaca marrom foi 3,7% (m m™), enquanto a fragéo
bioacessivel na fase gastrica foi 1,0% e na fase gastrointestinal foi 0,2% (m m™). O
mesmo comportamento foi observado, também, para as amostras de linhaca
dourada para todos os elementos. Para as amostras de gergelim marrom, a
contribuicdo do teor total de Zn foi 20% (m m™), enquanto a fragéo bioacessivel, na
fase gastrica, foi 2,1% (m m™') e, na fase gastrointestinal foi 0,2% (m m™).
Comportamento similar também foi observado para as amostras de gergelim preto e
branco para todos os elementos. Desta forma, a avaliacdo da contribuicdo levando
em consideracao apenas a concentracao total ndo é suficiente para estimar o risco

ou beneficio relacionado com a ingestdo desses alimentos.
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Tabela 22. Contribuicdo (%) do consumo de linhaca marrom e dourada para o IDR de

elementos (15 g dia™).

Elemento Teor total Fracdo bioacessivel- Fracédo bioacessivel-
Fase géstrica Fase gastrointestinal

Cu 22 Até 2,90 0,91 - 3,50

Fe 6,2 0,20-0,48 0,51 -0,86

Mn 16,4 4,5-6,2 22-25

Zn 10 2,2-3,0 2,1-3,7

Tabela 23. Contribuicdo (%) do consumo de gergelim branco, preto e marrom para o IDR

dos elementos (15 g dia™).

Elemento Teor total Fracao bioacessivel- Fracao bioacessivel-
Fase gastrica Fase gastrointestinal

Cu 32 <0,15 <0,15

Fe 7,9 0,20-0,34 0,20 -0,40

Mn 21,9 Até 0,20 <0,05

Zn 20,0 0,70 Até 0,30
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5. Consideragdes finais

Observou-se que os diferentes métodos de digestdo in vitro aplicados para
avaliacdo da bioacessibilidade estatica foram de extrema importancia para entender
o comportamento das amostras de linhaca e gergelim em condi¢des cujo método é
simplista ou completo. Com isso, pdde-se concluir que o método SBET, que nédo
considera a fase intestinal, superestima os teores bioacessiveis, enquanto que os
métodos mais completos, como o UBM e o de Versantvoort levam em consideragéo
a fase intestinal e todos os reagentes inorganicos, organicos e enzimas desde o

fluido salivar até o fluido biliar.

Os dois ultimos métodos, ambos sao validados in vivo, mas a relacao solido-
liquido utilizada pelos autores que empregaram o método baseado em Versantvoort
deve ser verificada, uma vez que a fase gastrica néo foi possivel de ser realizada por
nao conter volume de sobrenadante suficiente para coleta, mesmo apos
centrifugacéo. Desta forma, 0 método empregado pelo autor que utilizou o UBM foi
considerado o mais adequado entre os trés avaliados, primeiro por ser um método
completo e validado e, segundo, pelas proporcdes e relacdo sélido-liquido terem

sidas levadas em consideracao.

A composicdo mineral e a fracdo bioacessivel das amostras de linhaca
marrom e dourada variaram de acordo com o tipo de amostra. As maiores
concentracfes em termos do teor total e da fracdo bioacessivel foram encontradas
para as amostras de linhaca dourada. As andlises de regressao linear mostraram
gue ha relacdo entre o teor total e a fracdo bioacessivel para Cu, Fe, Mn e Zn. Em
geral, os elementos presentes nas amostras de linhaca e gergelim ndo foram
completamente liberados da matriz durante a digestdo gastrointestinal e a
contribuicdo do consumo de linhacga e gergelim para o IDR dos nutrientes foi menor,
considerando as fracGes bioacessiveis do que o teor total. Esse fato mostra a
importancia da avaliacdo da bioacessibilidade de minerais para estimar o risco ou

beneficio relacionado com a ingestdo desses alimentos.
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Capitulo Ill. Sistema de microextracdo dinadmica de fluxo continuo
para avaliacao in vitro automatica da bioacessibilidade de Cu, Fe e
Mn no quimo em linhaga
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar e propor um sistema dinamico de
fluxo automatico hifenizado a um espectrébmetro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado para explorar o transito do quimo do compartimento gastrico
para 0os compartimentos duodenais com base no método de estado alimentado de
Versantvoort demonstrada por analise on-line visando a determinacdo das
concentragdes bioacessiveis de micronutrientes (Mn, Fe e Cu) em linhaca dourada e

marrom com alta resolucao temporal.

2.2 Objetivos especificos
e Comparar diferentes tipos de agitacdo (magnética, por inversdo e orbital)

aplicada aos métodos de digestéo in vitro em batelada;

e Avaliar 0 uso de diferentes tipos de coluna de extracdo (célula de fluxo com
agitacdo magnética e coluna de grande diametro);

e Verificar diferentes tipos de filtros de membrana (nylon e fluoreto de
polivinilideno) e diferentes porosidades (0,45 e 5 um);

e Avaliar trés vazdes do extratante (0,5, 1,0 e 1,5 mL min™);

e Investigar o efeito da temperatura para o procedimento de extracao in vitro
(temperatura ambiente e 37 °C);

e Comparar o método de digestdo in vitro em batelada com o método de
extracdo em fluxo proposto;

e Comparar os valores das concentracfes atraves do balanco de massa.

3. Experimental

O desenvolvimento do sistema por injecdo sequencial proposto para o estudo
da bioacessibilidade de micronutrientes em linhaca foi realizada na Universidade das
llhas Baleares, Palma de Maiorca, Espanha, no laboratério de Analisis para
Inyeccién en Flujo y Andlisis de Trazas (FI-TRACE), coordenado pelo Prof. Dr.

Manuel Mir6 Lladé.
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3.1 Reagentes, solugdes e amostras

Todas as solucbes foram preparadas de reagentes analiticos usando agua
deionizada produzida por um sistema de purificagdo Milli-Q (18,2 MQ cm, Millipore
Synthesis A10, Billerica, EUA). Uma solugéao padrdo multielementar 5 (TraceCERT,
Fluka Sant Louis) foi usada para calibracdo no ICP OES. Os extratos
gastrointestinal/quimo foram analisados por um protocolo de matriz combinada
usando solucgdes de trabalho o padréo multielementar. O recipiente de polietileno
(Corning®) e vidraria foi embebido em 10% (v/v) de acido nitrico por

aproximadamente 24h e enxaguado trés vezes com agua milli-Q.

Fluidos digestivos baseados fisiologicamente foram compostos de reagentes
organicos, enzimas e sais de acordo com UBM (BARGE, 2011), no entanto com um
aumento na concentracao de enzimas por um fator de 4-10 (condi¢des preservadas)
ao longo dos varios fluidos corporais no mimetismo do estado alimentado, como
previamente sugerido pelo método de Versantvoort (2005) e FOREhsT (CAVE et al.,
2010).

Em resumo, a saliva in vitro (pH 6,8 + 0,2) é composta por: 298 mg L™ NaCl,
200 mg L™ KSCN, 896 mg L™ KCI, 1694 mg L™ NaHCOs, 570 mg L™ Na,SO., 888
mg L™* NaH,PO,, 200 mg L™ ureia, 30 mg L™ 4cido drico, 580 mg L™ alfa amilase de
Bacillus SP (1594 unidades mg™ proteina, Sigma, A-6814) e 50 mg L™ mucina de
estdbmago porcino (tipo Il, Sigma, M2378).

A fase géstrica simulada (pH 1,30 + 0.02) consiste de 2752 mg L™ NaCl, 824
mg L™ KCI, 266 mg L™* NaH,PO4, 306 mg L™ NH.CI, 400 mg L CaCl,.2H,0, 85 mg
L™ ureia, 20 mg L™ &cido glucurdnico, 650 mg L™ glicose, 330 mg L™ hidrocloreto de
glucosamina, 6,5 mL (HCI 37% m m™), 2000 mg L™ albumina de soro bovino (BSA,
Merck, 112018, Darmstadt, Alemanha), 5000 mg L™ pepsina da mucosa géstrica
sufna (0,7 FIP-U mg™, Merck, 107185) e 6000 mg L™ mucina.

O fluido duodenal in vitro (pH 8,1 + 0,2) consiste de 7012 mg L™ NaCl, 564 mg
L KClI, 200 mg L™ CaCl,.2H,0, 50 mg L™ MgCl,, 3388 mg L™ NaHCO3, 80 mg L™
KH,PO4, 100mg L™ ureia, 180 pL L™ (HCI 37%), 2000 mg L™ BSA, 18000 mg L™
pancreatina de pancreas de porco (24000 FIP-U g™* lipase, 1400 FIP-U g* protease,
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30000 FIP-U g™t amilase, Merck, 107133) e 3000 mg L™ lipase de pancreas de porco
(114 unidades mg™ proteinas, Sigma, L-3126).

O fluido biliar simulado (pH 8,2 + 0,2) contém 5260 mg L™ NaCl, 376 mg L™
KCI, 222 mg L™ CaCl,.2H,0, 5785 mg L™ NaHCO3, 250 mg L ureia, 150 uyL L™ HCI
(37%), 3600 mg L™ BSA e 60000 mg L™ bile de pancreas de porco (Sigma, B-3883).

Todas as solugdes corporais foram submetidas a agitagdo (100 rpm) por
aproximadamente 3 h destinado a dissolucdo dos sais junto com componentes
enzimaticos e organicos que foram mantidos durante a noite em temperatura
ambiente. A presenca de mucina, pancreatina e lipase nos fluidos corporais conta
com a formacdo de suspensBes. No mesmo dia das analises, os fluidos orais
mencionados acima foram aquecidos a 37 £ 1 °C por 1h para ativagdo das enzimas.
O extratante gastrico foi preparado pela mistura de 6,6 mL de saliva e 13,4 mL de
fluido gastrico e o extratante Gl/quimo foi preparado pela mistura de extrato gastrico
com 13,4 mL de fluido duodenal, 6,6 mL de bile e 2,2 mL de NaHCOs.

Acido nitrico (69% m m™, Sigma-Aldrich, EUA) foi usado para digestio
assistida por micro-ondas de linhaca e residuos de extracdo em estudo de validacéo

de balanco de massa.

Linhaca dourada (BGL) e linhaca marrom (BL) a granel foram adquiridas em
uma loja de alimentos naturais em Salvador, Bahia, Brasil e um pacote de linhaca
dourada (SGL) foi adquirida em uma loja de comidas naturais em Palma de Maiorca,

Ilhas Baleares, Espanha.

Antes dos ensaios de bioacessibilidade oral, as amostras de linhaca
finamente moidas foram obtidas usando um moinho analitico (IKA M20, KG. Staufen,
Alemanha) por 10 segundos de modo a imitar o processo de moagem na boca e
obter informacdes sobre 0s grupos bioacessiveis maximos de micronutrientes, o que
esta de acordo com estudos anteriores que relatam estudos de bioacessibilidade em
produtos alimenticios (ROMARIS-HORTAS et al., 2012; LAKSHMI E KAUL et al.,
2011; HORNER E BEAUCHEMIN, 2012; LAMSAL E BEAUCHEMIN, 2015). Deve
ser levado em conta que o esmagamento de sementes e alimentos relacionados é
uma pratica comum nos Ultimos anos para tirar proveito de seus beneficios

nutricionais humanos.
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3.2 Instrumentacgao analitica

3.2.1 Diagrama de fluxo

A configuragéo fisica do sistema de fluxo hifenizado controlado pelo progama
sem licenga Cocosoft (COCOVI-SOLBERG E MIRO, 2015) para avaliagdo das
concentracdes bioacessiveis do quimo dinamico de Cu, Fe e Mn, em linhaca marrom
e dourada, esté apresentada na Figura 12. O sistema em fluxo foi composto por uma
bomba de micro-seringa bidirecional de 3000-passos autbnoma (SP; CAVRO
XP3000, Mannedorf, Suica) para manipulacdo dos fluidos digestivos e
bombeamento dos plugs amostrais. O gerenciamento de solucdes realizado pela
micro-seringa foi realizado por controle de software viabilizando a interagéo entre os

fluidos extratores e amostra em uma camara de extracao (LBC).

A SP foi constituida com seringa de émbolo de vidro a prova de gas (V=5
mL) (Hamilton, Suica) e uma valvula solendide de trés vias, que permitia a aspiracao
do transportador (dgua milli-Q) do reservatério externo ou, alternativamente, o
bombeamento do carregador através do caminho analitico. Uma valvula rotativa
multiporta de 8 portas (SV; Crison Instruments, Espanha) foi empregada para
manipulacdo automatica dos fluidos gastrico e Gl, assim como 0s extratos gastrico
/quimo/ gastrointestinal. Os comandos de injecdo em fluxo sequencial para cada
porta da valvula de selecédo estdo apresentados na Tabela 24. As portas periféricas
de SV servem, também, para conectar o SP com (i) camara de extracdo (ver
abaixo), (ii) um homogeneizador de extrato feito de uma ponta de pipeta de 5 mL, (iii)
ICP OES (Figura 13), (iv) ar e (v) descarte, usando tubos de politetrafluoretileno
(PTFE) (1,5 mm d.i.) e rosca de polieteretercetona. A SP foi conectado a porta
central SV, usando um canal central (HC) feito de tubo de PTFE de 3,0 metros de

comprimento com capacidade de 5,3 mL.

Para uma injecdo precisa de volumes medidos de extratos do
guimo/gastrointestinal por ICP OES, uma valvula injetora de 6 portas (IV) foi
equipada com uma bobina de 300 yL. As valvulas SV e IV se comunicaram através

de uma linha de transferéncia de PTFE de 110 uL com 0,76 mm de diametro interno.
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Tabela 24. Comandos de injecdo em fluxo sequencial para cada porta da vélvula de

selecéo.

Porta 1

Porta 2

Porta 3

Porta 4

Porta 5

Porta 6

Porta 7

Porta 8

Aspirar o extratante para valvula de
injecao

Aspirar ar para separar as solugdes e
enviar ar para homogeneizar o
extratante na porta 4

Descartar excesso de solugcdes

Homogeneizar o extratante G/Gl e
verificar o pH

Enviar o composto de saliva + suco
gastrico ou composto de bile + suco
duodenal + NaHCO3 para LBC

Aspirar o composto de saliva + suco
gastrico

Aspirar o composto de bile + suco
duodenal + NaHCO3

Aspirar o extratante para o reservatorio
de extracao e enviar o extratante para
valvula de injecao
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Figura 12. llustracdo esquemaética do sistema de fluxo com analise on-line acoplado ao ICP OES para monitoramento automatico da extracao
Gl in vitro de Mn, Fe e Cu em linhaca dourada e marrom. HC: Canal central, IV: Vélvula de injecdo, PP: Bomba peristaltica, SV: Valvula de
selecdo de posi¢cdes mdltiplas, C: Transportador: agua Milli-Q.
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Figura 13. Sistema de injecdo sequencial hifenizado ao espectrometro de emissédo Optica com plasma indutivamente acoplado.
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3.2.2 Teste de extragdo dindmica on-line para suporte de
membrana
Neste trabalho, a camara de extracdo empregada consistiu em uma

coluna de grande diametro (LBC) composta por dois suportes de filtro de
polipropileno com jungdo por rosqueamento e conectores de fluxo constituido de
PTFE. Ambos os porta filtros foram perfurados radialmente com um numero de 18
aberturas retangulares (5 mm de comprimento, 1 mm de largura), para permitir o
livre fluxo do extrator e retencdo das amostras alimenticias sélidas, atuando como
um filtro de membrana. O dispositivo de extracdo em fluxo montado possui um
volume interno de 2,8 mL (altura: 22 mm e diametro: 47 mm). A viabilidade da LBC
para extragdes gastrointestinais em linha foi comparada com camara de fluxo com
agitacdo magnética (SFC), previamente descrita na literatura para testes de
bioacessibilidade de materiais do solo (SHIOWATANA et al., 2001).

A diferenca primaria entre as camaras de extracéo dinamica (LBC vs SFC) é
0 uso de agitacdo magnética em SFC e os volumes mortos distintos da coluna.
Enquanto SFC usualmente carrega volumes internos de 10-15 mL (Rosende et al.,
2014; Shiowatana et al., 2001), os de LBC séo geralmente < 3 mL (Buanuam et al.,
2006), que por sua vez, permitem alta resolucdo temporal no curso da extracéo
dindmica. Membrana de filtros de difluoreto de polivinilidene (PVDF, Merck,
Millipore, Espanha) com tamanhos de poros de 0,45 ou 5,0 um e membrana de filtro
de nylon (GE, Osmonics Labsto, EUA) com tamanho de poro de 0,45 um, cada um
com diametro de 47 mm, foram avaliadas nas duas camaras como um suporte para
permitir que os constituintes de linhaca dissolvidos fluissem sem o carreamento do

extrato solido para evitar a obstrucédo dos poros da membrana.

Na configuracdo final, o sistema LBC foi interfaceado entre a SV e o
homogeneizador de extratos (Figura 12) usando tubo de PTFE (20 cm x 1,5 mm) na
entrada, por um tubo de PTFE (53 cm x 0,8 mm) na saida, seguido por um tubo de
PTFE (7 cm x 1,5 mm). Uma determinada quantidade de linhaca (250 ou 500 mg) foi
pesada no filtro de membrana LBC e os suportes do filtro carregado de amostra

foram apertados, aguardando incorporacado na configuracéo de fluxo.
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3.2.3 Aparelhos e técnica de detecc¢éo

Um agitador magnético e um dispositivo de aquecimento combinados com
uma termoregulagdo digital (VELP Scintifica, Italia) foram usados para defini¢cdo e
monitoramento da temperatura do banho d’agua, que incorporou 0s extratores
gastricos e Gl, e o dispositivo de extracdo de LBC carregado de amostra, a 37,0 +
2,0 °C (ver Figura 12). O agitador foi afixado em 300 rpm para o0s constituintes

gastricos e Gl para estarem bem dispersos antes do uso.

Medidas automaticas de pH dos extratos Gl foram gravadas continuamente
usando um medidor de pH de pequeno volume (Eletrodo fino de poro duplo,
Hamilton, Reno, EUA) conectado a um potencidometro digital (Eutech Instruments,
modelo PC2700, Toronto, Canada).

Os extratos do fluido quimo/GIl (micronutrientes bioacessiveis), a fracéo
soélida residual (micronutrientes nao-bioacessiveis) e a amostra de linhaca, apos
digestdo assistida por micro-ondas (teor total do micronutriente), foram analisados

por ICP OES (PerkinElmer Optima 5300DV), como detalhado na sequéncia:
I) Protocolo de digestdo por micro-ondas

A linhaca dourada e marrom e os residuos solidos remanescentes da
extracdo gastrointestinal foram digeridos para quantificacéo total de metais e fracbes
de metais ndo bioacessiveis, respectivamente. As membranas do filtro PVDF
contendo residuos de linhaga, foram removidas do LBC e secas a 105 ° C durante a
noite. A decomposicdo das amostras, residuos e brancos foi realizada em um
sistema de digestao por micro-ondas de vaso fechado equipado com vasos XP1500
(CEM MARSS5, CEM Corporation, Matthews, NC, EUA).

As amostras solidas pesadas (200 mg), ou o residuo de digestao
bioacessivel total, foram digeridos usando 10 mL de HNO3; (65% m m™) com um
tempo de rampa de 15 min até 200 °C seguido de um tempo de espera de 15 min a
200 °C (CEM). Apds o resfriamento, sempre que necessario, as digestbes foram
filtradas através de filtros de acetato de celulose (Whatman 40). As digestdes

limpidas foram transferidas para frascos de polietileno de 50 mL, compostas com
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agua Milli-Q e analisadas por ICP OES, usando um nebulizador Gen cone ® e
calibracao externa preparada em 2% (v/v) de HNOs.

II) Analise automatica on-line de extratos de Gl por ICP OES

O espectrobmetro de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado
(PerkinElmer Optima 5300DV) foi equipado com um nebulizador de solidos
altamente dissolvidos Gen Cone e uma cémara de nebulizagdo ciclonica. As
analises foram registradas on-line com modo de visualizacdo axial, tempo de leitura
de 1 segundo e tempo de integracdo de 250 ms. A area do pico transitorio foi
utiizada como medida analitica para tracar as fracBes bioacessiveis dos
micronutrientes na linhagca dourada e marrom. A Tabela 25 apresenta as condi¢des
de operacao do espectrometro.

Tabela 25. Condicbes de operacdo do equipamento ICP OES para determinacéo
guantitativa de Cu, Fe e Mn.

Parametros de operacédo do equipamento ICP OES

Tipo de nebulizador Gen Cone®
Camara de nebulizacao Ciclbnica
Configuracéo do plasma Axial
Poténcia de radio frequéncia (W) 1300
Frequéncia 40 MHz

Vaz&o de argdnio de refrigeracéo (L min?) 15
Vaz&o de argdnio auxiliar (L min™) 0,2
Taxa de fluxo (L min™) 0,7

Vazdo do gas de nebulizacdo (mL min™) 1,0

Linhas de emissdo (nm): Fe (Il) 238,204 e 259,939
Linha atémica (I) Cu (1) 324,752 e 327,393
Linha idnica (Il) Mn (II) 257,610 e 259,372
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Todas as sequéncias de vazdo programaveis foram executadas por um
computador pessoal executando o software Cocosoft 4.3 escrito em Python
(COCOVI-SOLBERG E MIRO, 2015). O software permite, através de uma interface
RS232, o controle de entrega de fluido SP, a selecdo de portas periféricas do SV e
IV e a ativacdo de retransmissdo do espectrémetro através do conector de banda de
barreira de 6 pinos da saida digital do Cavro XP300 SP autdnomo.

3.3 Procedimento analitico para medida da bioacessibilidade do quimo
on-line

O extrator LBC foi inicialmente carregado com uma quantidade de amostra
de linhaca dourada ou marrom, usando um filtro de membrana (47 mm de diametro)
para reter as particulas de alimentos. A bomba peristaltica do equipamento foi
programada para trazer um fluxo constante do transportador para o espectrometro
usando a IV (Figura 12) modo de carga comutada. O equipamento foi alimentado
com agua mili-Q no lugar da solugéo de HNO3z 2% (v v'') para evitar a precipitacéo
de proteinas dos extratos do quimo/Gl nas condutas de vazdo e nebulizacédo
também. O protocolo analitico automatico é composto de quatro etapas distintas

como detalhado na sequéncia:

I) Procedimento de extracdo gastrica dinamica

O procedimento operacional comeca pelo carregamento da linha de
tubulacdo de 60cm-PTFE de 0,8 mm de diametro interno, conectando com o
composto saliva + fluido gastrico (SV, porta 6 na Figura 12), e o HC com fluido
gastrico e agua mili-Q, respectivamente. O procedimento analitico automatico
continua com o desenho de 100 uL de ar (porta 2 de SV, Figura 12) em HC visando
superar a mistura do fluido digestivo biorelevante com o transportador. Depois disso,
uma quantidade do volume do fluido do suco gastrico simulado (4900 uL) foi
aspirado da porta 6 (Figura 12) a 10 mL min™® em direcdo ao HC. A SP foi, entdo,

progamada para atravessar o extrator contendo a amostra de linhaca (SV, porta 5 na
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Figura 12) com o volume do extratante a uma taxa de fluxo fixa de 0,5 mL min*

ainda mantendo o plugue de ar no HC.

O extrato gastrico foi coletado na ponta da pipeta de propileno, agindo como
recipiente de extrato ligado a uma das portas do SV (porta 4, Figura 12). O recipiente
do extrato permite coletar o extrato gastrico e remover das bolhas de gas que
evoluiram durante a digestdo da linhaca sob condi¢des acidas. Um volume de 1 mL
de ar foi trazido para dentro do recipiente de extragdo para ajudar na
homogeneizacdo do extrato gastrico. O recipiente foi entdo esvaziado pela retirada
do volume do extrato para o HC, e o SP foi entdo programado para bombear os
primeiros 4,9 mL de lixiviado gastrico em direcdo ao reservatorio de extrato na porta
8 da SV. O procedimento acima foi repetido trés vezes usando aliquotas de 4900 uL
extratante gastrico e mais uma vez com um volume de extratante de 400 pL para
obter uma fase gastrica final de 20,0 mL, de modo a coincidir com os resultados
experimentais das extracfes em modo batelada, como sera explicado no item 4.2.1.

Depois disso, 1000 yL de ar foram trazidos de SV (porta 2, Figura 12)
através da porta 8 para lavar as sobras da fase gastrica no tubo de ligacéo, seguido
por aspiragao de 500 pL de extrato gastrico homogeneizado (porta 8 de SV, Figura
12) a 10 mL min™. O SP foi entdo ativado para dispensar 500 pL do lixiviado gastrico
em direcéo a bobina de injecdo de IV a 5 mL min™ de modo a coletar 300 pL para
uma anélise mais detalhada e o excedente de ar sendo entregue a 10 mL min™ para
o descarte. O equipamento foi entdo acionado por retransmissao e o IV virou-se para
“injetar” para o registro do sinal transitorio da fracdo gastrica global bioacessivel de
micronutrientes. As andlises empregando o ICP OES estavam em todos 0s casos

sincronizados com a amostragem das fragGes gastricas/quimo/Gl.

II) Geracdo automatica do extratante gastrointestinal:

Apbs o procedimento de extracdo gastrica dinamica, 100 yL de ar e 4900 yL
do composto duodeno + bile simulado + HCOg3™ para ajuste de pH (porta 7, Figura
12) foram consecutivamente direcionados para o HC a 10 mL min™. Apés a reverséo
do fluxo, o fluido intestinal simulado foi misturado com o lixiviado gastrico no

reservatorio do extrato na porta 8 do SV. Essa etapa foi repetida trés vezes pela
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aspiracao de 4900 pL de composto de duodeno + bile + HCO3 e uma vez mais com
2620 pL para somar um volume total do fluido intestinal de 22,22 mL para manter a
proporcdo de volume da fase gastrica e gastrointestinal como endossado pelo
método de Versantvoort (2005). O extratante gastrointestinal composto de extrato
gastrico + o composto de duodeno + bile e HCOj3 (para ajustar o pH), foi

automaticamente gerado para posterior uso.

lIl) Analises on-line da bioacessibilidade de micronutrientes no quimo/Gl em

sementes:

Para avaliacdo dinamica da bioacessibilidade do quimo/GIl dos elementos,
100 uL de ar (porta 2 na Figura 12) e 650 uL de biofluido composto Gl (porta 7)
foram consecutivamente aspirados a 10 mL min™ em HC. Invertendo o fluxo, o
extrator Gl atravessou o0 extrator LBC contendo linhaca, preenchido com o fluido
gastrico em 1,0 mL min? (0,5, 1,0 ou 1,5 mL min' em testes preliminares),
mantendo o volume de ar em HC. O conteudo da fase gastrica nas linhas de fluxo e
extrator LBC foi deslocado por lavagem com extratante Gl. O primeiro extrato do
quimo foi, entdo, colocado dentro do coletor de extracdo na porta 4 e
homogeneizado por borbulhamento de 1,0 mL de plugue de ar a 10 mL min™. Apés a
etapa de homogeneizacao, o valor de pH foi automaticamente medido e o teor total
do recipiente foi dispensado em um modo de reversdo do sentido de fluxo em

direcdo a bobina de injecdo de IV a 5 mL min™.

O espectrémetro foi, entdo, acionado e o IV mudou de injecéo para gravacao
dos sinais transientes. O procedimento automatico acima foi repetido 19 vezes (19
fracBes), com um volume de extratante de 650 yL cada um, para investigacdo da
cinética de bioacessibilidade de micronutrientes a partir do quimo, no transito para o
duodeno com alta resolucao temporal. O volume remanescente de extrato composto
gastrico + duodenal foi processado on-line através da amostra, de modo a obter 10
fracGes adicionais (3 mL cada) dos nutrientes bioacessiveis Gl. Apos o0 ensaio de
bioacessibilidade oral on-line, as condutas de fluxo e o extrator LBC foram lavados
com 5 mL de 2% (v/v) de &cido nitrico seguido por 10 mL agua mili-Q para contornar

a contaminacao cruzada da amostra.
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IV) Calibragdo on-line automatica do método baseado nas determinacdes
por ICP OES:

Uma calibracdo externa de cinco pontos combinada por matriz (em meio Gl
filtrado através de membrana de PVDF de 5,0 um) foi usada para determinagédo dos
micronutrientes bioacessiveis no quimo/Gl em linhaca dourada e marrom. Aqui, um
conjunto de 5 padrées multi-elementares (0, 20, 50, 100 e 200 y L™ de Mn e Cu, e 0,
50, 100, 300 e 500 pg L™ de Fe) foram aspirados da porta 4 de SV e analisado on-
line por ICP OES.

3.4 Método em batelada

Os ensaios de extracdo fundamentados fisiologicamente em batelada foram
baseados naquele proposto por Versantvoort et al. (2005) com algumas
modificacdes. Em resumo, 6 mL de saliva foram adicionados a 0,5 g de linhaca
moida e a mistura foi incubada a 37 + 2 °C por 5 min. Depois disso, 12 mL de fluido
gastrico foram adicionados e a mistura foi submetida a agitacao orbital a 55 rpm a 37
+ 2 °C por 2h. Finalmente, 6 mL de bile, 12 mL de fluido duodenal e 2,0 mL de 1,0
mol L™ de HCOs foram consecutivamente adicionados e a mistura foi agitada por
mais 2h na mesma temperatura usando agitacao orbital a 55 rpm. ApoGs os testes de
extracao in vitro, os tubos de digestao foram centrifugados a 2750 g (~3500 rpm) por
5 min, de modo a isolar o sobrenadante, isso €, o extrato Gl da fracdo sodlida.
Finalmente, os extratos Gl foram filtrados através de filtros de seringa de PVDF de
0,45 pm, acidificado com 2% (v v') de HNO; para evitar hidrélise de metal e

estocado a -20 °C antes das andlises.

3.5 Avaliacédo operacional e variaveis analiticas
Uma investigacdo minuciosa da configuracdo do sistema em fluxo incluindo

a configuracédo da minicoluna (LBC ou SFC) e a interface on-line para o equipamento
nas determinacdes por ICP OES junto com as varidveis fisico-quimicas (a
guantidade de amostra (250 ou 500 mg), a vazédo do fluxo dos fluidos digestivos
(0,5-1,0 mL min™), o tipo de filtro (nylon ou PVDF), as dimensdes dos poros (0,45 ou

5,0 um), a temperatura de extragcdo (ambiente ou 37°C), o volume dos fluidos
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gastrico e gastrointestinal, relagdo solido-liquido e o numero de fracdes) séo
identificada nas secdes seguintes. De modo a assegurar perfis de extracdo de alta
resolucdo temporal para monitoramento on-line automético da bioacessibilidade do

guimo de micronutrientes em linhaga.

4. Apresentacédo e discussao dos resultados

4.1 Configuracgao do sistema

Resultados preliminares obtidos com SFC na auséncia da amostra de
alimento (s6 o fluido gastrointestinal) demonstraram que vazamento e acumulo de
presséo ocorreram a vazdo de fluxos tdo baixas quanto 0,5 mL min™ para filtros de
nylon ou PVDF, independentemente do tamanho de poro (0,45 ou 5,0 um), o que
resultou na parada da bomba de seringa que opera como acionador de liquido. Vale
ressaltar que os fluidos digestivos do método de Versantvoort et al. (2005) séo
solugcbes complexas compostas de um amplo nimero de espécies organicas,

eletrdlitos e enzimas, que produzem dispersdes coloidais.

A manipulacdo automatica dos fluidos fisiologicos (em particular fluidos
duodenais e bile) ao longo do sistema em fluxo causa o entupimento gradual dos
tubos da configuracdo de fluxo e da membrana do extrator de SFC por material
suspenso. De fato, prévios sistemas de extracdo de fluxo continuo para
determinacdo de contaminantes bioacessiveis orais empregaram meios fluidicos
excessivamente simples (DUFAILLY et al., 2008; LEUFROQY et al., 2012; HORNER E
BEAUCHEMIN, 2012; LAMSAL E BEAUCHEMIN, 2015), sem adicdo de enzimas
insoluveis (ROSENDE et al., 2014). O mesmo comportamento foi observado sempre

gue o filtro de nylon de 0,45 um foi usado como principal na configuracéo LBC.

Do contrario, ndo houve alteracdo na resisténcia do sistema a movimentacao
do fluxo com o uso do filtro de PVDF de 0,45 ym, na auséncia da amostra de
linhaca, para 40 mL de extratante Gl trazida para o LBC a 0,5 mL min™*. E importante
notar que membranas de PVDF retém muito menos proteinas do que filtros de nylon
e que a exploracéo deles para filtracdo em linha de fluidos corporais biomimético tem
sido reportada anteriormente (HERRERA et al., 2016). Infelizmente, depois de

carregar 500 mg de amostra de alimento, apenas 20 mL de fluido Gl poderia ser
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tratado a 0,5 mL min™ sem arriscar a estabilidade do sistema em fluxo, por causa do
bloqueio dos poros da membrana pelos digeridos Gl.

No entanto, efeitos de entupimento desconsideraveis e problemas de
contrapressao foram observados no curso da digestdo Gl dinamica in vitro total para
40 mL de fluido Gl usando membrana de PVDF de 5,0 um sem e com amostras
alimenticias. A despeito do aumento do tamanho do poro do filtro, os extratos Gl
dindmicos foram em todos os instantes limpidos, sem a ocorréncia de particulas
sélidas e matéria coloidal que, por sua vez, promoveu a andlise direta on-line dos
digeridos Gl por ICP OES sem necessidade de tratamento adicional com extrato.
Assim sendo, o sistema que corresponde a combinacdo de LBC e membrana de
PVDF de 5,0 um foi selecionado para o restante do trabalho.

O comportamento diferencial de LBC contra SFC para os testes de
bioacessibilidade oral on-line foi atribuido a sua propria configuracdo e dinamica de
fluxo. Embora o diametro nominal do filtro seja, em ambos os casos, de 47 mm, a
area efetiva real da superficie é de 4,9 cm? para SFC contra 11,3 cm? para LBC.
Além disso, a tampa superior acima da membrana do filtro de vidro SFC
(SHIOWATANA et al., 2011), € normalmente feita para conter apenas 8 orificios de
saida de 0,78 mm? enquanto o LBC polimérico, aqui utilizado, apresenta 18
aberturas de saidas retangulares com uma area total de 90 mm? para fluxo livre das

digestdes filtradas.

4.2 Investigacdo dos parametros experimentais

4.2.1 Investigacao da relacao soélido-liquido e método de agitacdo do
ensaios de bioacessibilidade em batelada
Como consequéncia da falta de harmonizacdo e padronizacdo das

diferentes condi¢cfes operacionais nos procedimentos de bioacessibilidade oral para
espécies metalicas em materiais solidos (NG et al., 2015; INTAWONGSE E DEAN,
2006), estudos preliminares foram realizados para avaliar o efeito da
bioacessibilidade oral sobre a relacéo liquido-sélido (L/S) em um modo de batelada.
De fato, dois volumes de amostras contrastantes foram usados na literatura por
autores (ex. 3,0 g (SILVA et al.,, 2013) e 0,5 g (VERSANTVOORT et al., 2005),
seguindo o método de Versantvoort que proporcionou relacdo L/S de 12,6 e 76,

respectivamente.
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As bioacessibilidades Gl dos trés elementos foram <12% for L/S=12,6 contra
as bioacessibilidades Gl >20% for L/S=76, indicando que baixa relagdo L/S (<13)
deve ser evitada para prevenir a saturacdo dos fluidos Gl, portanto ndo servem para
estimar a bioacessibilidade maxima de micronutrientes. Para esse fim, a massa da
amostra 0,5 g foi fixada para no método estatico para garantir a exaustiva extracao
dos micronutrientes sob condi¢cbes Gl fisiologicas relevantes. Na atual conjuntura,
deve-se ressaltar que os testes anteriores de extracdo baseados fisiologicamente
em batelada para solidos ambientais empregavam apenas quantidades de amostra
que variavam entre 0,3 g e 0,6 g (BARGE, 2011; ROMARIS-HORTAS et al., 2012).

O método de agitacdo é outro parametro que deve ser definido
operacionalmente, pois pode afetar notavelmente a bioacessibilidade dos nutrientes
nos alimentos (JAMES et al., 2018). Assim sendo, a extracdo gastrica de BGL
baseada no método de Versantvoort foi realizada no modo em batelada recorrendo a
uma variedade de abordagens de agitacédo (ex. agitacdo magnética, agitacdo por
inversao e agitacao orbital) a 55 rpm e 37 °C por 2 h. Como pode ser visto na Figura
14, a bioacessibilidade gastrica de Cu em BGL é independente do método de
agitacdo da amostra. Para a bioacessibilidade gastrica de Mn, a agitacdo magnética
e a rotacdo de ponta a ponta proporcionaram eficiéncia de extracdes virtualmente

idénticas.

De modo inverso, diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas para a bioacessibilidade de Fe. Enquanto a agitacéo orbital e a rotacéo
por inversdo resultam em valores proximos da bioacessibilidade gastrica de Fe (<17
mg kg'), a agitacdo magnética, proporcionou bioacessibilidade superior, por
exemplo, (31,9 + 0,4 mg kg™). Considerando que a extracdo dinamica aproveita o
bombeamento continuo de porcdes frescas de fluidos digestivos através da amostra
sélida compactada com o consequente deslocamento do equilibrio de extracdo para
a fase liguida, promovendo assim uma maior capacidade de extracdo do metal
(CAVE et al, 2016), a agitacdo magnética, que proporcionou a maior
bioacessibilidade do Fe, foi selecionada como um método de agitacao de referéncia
para obter informacdes sobre a capacidade de extracdo da fase gastrica maxima sob

condicBes estaticas.
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Figura 14. Comparacao de diferentes métodos de agitacao para avaliacao da bioacessibilidade
géastrica de Cu, Fe e Mn em linhaca dourada do Brasil (n=3). Barras de erro significam
desvio padrao.
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4.2.2 Investigacéo da relacéo solido-liquido e ensaio de
bioacessibilidade dindmica on-line

Para comparar a bioacessibilidade gastrica dinamica com a contrapartes em
batelada, o efeito da relacéo L/S sob extracdo dindmica de fluxo foi completamente
investigado para 500 mg de amostra, aumentando o volume de composto de saliva
+ fase gastrica bombeado através da configuracdo de LBC carregada de linhaca
dentro da faixa de 18 a 45 mL a 0,5 mL min™. Para BGL, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas a um nivel de significancia de 0,05 para
gualquer um dos micronutrientes, considerando os dois modos de extracao (batelada
versus dinamica) para um volume de extracdo de 40 mL (Tabela 26). Isso também
vale para maioria dos micronutrientes determinados nas amostras de linhaca

marrom (BL) e amostras de linhaca dourada da Espanha (SGL).

Para tanto, um volume de 40 mL de saliva + composto de fluido géastrico,
representando um L/S = 80, que estd de acordo com os testes preliminares
relatados acima, foi selecionado como a fase gastrica do sistema de extracdo
dindmica de fluxo para explorar a bioacessibilidade do quimo/Gl de micronutrientes

em sementes. A fim de manter o volume da fase géstrica e a fase duodenal + bile
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(Gl) na proporgdo de 1:1 conforme endossado por Versantvoort et al. (2005), o
volume de suco duodenal e composto biliar foi ajustado para 40 mL (adicionado 4
mL de bicarbonato), que por sua vez resultou num volume final de fluido Gl de

aproximadamente 84 mL para explorar o quimo e a bioacessibilidade Gl.

Entretanto, foi detectada uma queda significativa da vazdo do fluxo para
volumes Gl acima de 60 mL, em que a quantidade de amostra, os volumes da
solucdo gastrica e gastrointestinal e do bicarbonato foram reduzidos de um fator 2.
N&o obstante o fato de que a reducdo do tamanho da amostra de 500 para 250 mg
poderia afetar a representatividade dos ensaios, valores de repetitividade da
bioacessibilidade Gl dos elementos estudados, dado como desvio padréo relativo,
foram em todos os casos menor do que 9,2 %, independentemente da quantidade
de amostra, demonstrando que resultados sdo confidveis para extracdo dinamica
podem ser obtidos com 250 mg de amostra homogeneizada.

Tabela 26. Comparacédo das concentraces bioacessiveis gastricas de Fe, Cu e Mn obtidas

pelo sistema de extragdo dindmico baseado em fluxo e fisioldgico contra o procedimento
convencional de extracdo em batelada.

Bioacessibilidade gastrica (mg kg ™)

Amostras Elementos Batelada Dindmica  Recuperacéao texp
(Agitacao (0,5 mL (%)
magnética) min™)
SGL Cu 11,6 +0,3 10,1+0,4 87 +3 3.39
Fe 28+2 26+ 2 93+1 1.58
Mn 16+2 15+1 94 +1 1.35
BL Cu 12,3+0,3 131 108 + 2 1.53
Fe 27+1 30+4 111+ 2 0.91
Mn 155+0,3 131 84 +3 3.42
BGL Cu 10+1 9+1 90+ 2 0.99
Fe 319+04 32+4 100+1 0.07
Mn 24 +3 252 104 +1 0.54

Os resultados sdo expressos como a média de trés repeti¢cdes * desvio padrdo. tg= 2.77 (d.f. =4)
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4.2.3 Investigacao da temperatura de extracdo e vazao de fluxo

dos testes de bioacessibilidade dindmica on-line

Foram estudados os efeitos da vazéo de fluxo do fluido composto Gl e da
temperatura de extracdo na lixiviabilidade dinamica dos nutrientes em BGL. Para
este fim, trés taxas do fluxo do extratante, por exemplo, 0,5, 1,0 e 1,5 mL min™* foram
investigados. A maior vazéo de fluxo foi descartada devido a efeitos ocasionais de
contrapressdo, mas os valores de bioacessibilidade foram estatisticamente idénticos
(a = 0,05) para 0,5 mL min™" e 1,0 mL min™. A taxa de fluxo de 1,0 mL min™ foi entdo
escolhido para agilizar os ensaios automaticos. Quanto a temperatura de extracao,
temperatura ambiente, ou seja, 25 °C e temperatura fisiologicamente relevante, ou
seja, 37 °C, para o sistema de coluna e fluidos corporais foram inicialmente
avaliados usando uma vaz&o de fluxo de 1,0 mL min™ para fluidos digestivos.

Entretanto, a capacidade de extracdo Gl a temperatura ambiente ndo pode
ser investigada devido ao aumento da resisténcia do sistema a movimentagdo do
fluxo. Vale ressaltar que a atividade e a solubilidade das enzimas s&o distintamente
afetadas pela temperatura (OOMEN et al., 2003), pelo que a desnaturacdo e a
precipitacdo das proteinas podem ocorrer a temperatura ambiente. Portanto, a

temperatura do banho de agua foi fixada em 37 + 1 °C durante todo o tempo.

4.3 Avaliacdo do desempenho analitico

O desempenho analitico do método de microextracdo de fluxo continuo
automatico foi avaliado empregando precisao intermediaria, faixa dinamica, exatidao
e limite de deteccdo como parametros analiticos. A faixa dindmica linear foi avaliada
em cinco niveis de concentragéo e abrangida de 20 a 200 pL™ para Cu e Mn e entre
50 a 500 pL™* para Fe usando curvas de calibracéo externa com simulacdo da matriz
para evitar a dependéncia do Gl na eficiéncia de nebulizacdo das espécies. A
solucéo simulada sem linhaca foi obtida por filtracdo através de membrana de PVDF
de 5 um do composto do fluido Gl (saliva + estdmago + duodeno + fluidos biliares +

bicarbonato).
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A solucdo com simulagdo da matriz foi injetada on-line diretamente no
nebulizador do equipamento por meio de uma das portas (numero 4) da vélvula de
selecdo do sistema de fluxo hifenizado. A acidificacdo em linha dos extratos Gl &
considerada inviavel como um resultado da precipitacdo das proteinas Gl filtradas
que, por sua vez, é responsavel pelo uso de agua mili-Q como transportadora do
equipamento em vez de HNOg diluido.

A relacéo linear da area do pico (l) contra a concentracédo do analito (X em
ug L™), por exemplo, | = 620X + 1081; (p = 0,99), | = 383X + 1216; (p =0,99) e | =
3451X + 5324; (p = 0,95) para Cu, Mn e Fe, respectivamente, ao longo do intervalo
20-200 pg L™ para Cu e Mn e 50-500 ug L™ para Fe, usando a calibracdo de matriz
combinada, foi demonstrada a 95% de nivel de confianca. Os valores de p do teste

de falta de ajuste dos modelos de regressédo foram em todas as instancias = 0,05.

Os valores de LOD dos micronutrientes nos extratos Gl, com base no critério
de 3Spranco (IUPAC, 1998) de dez réplicas da solucdo do branco do fluido GI, e
refere-se ao volume discreto de 300 pL do extrato analisado em cada fragdo, foram
0,011 pg g™, 0,057 ug g* e 0,008 pg g* para Cu, Mn e Fe, respectivamente. Os
valores dos desvios padrdo relativos das concentracbes dinamicas de
micronutrientes bioacessiveis na fase Gl avaliado a partir de réplicas interdias de
BGL, SGL e BL (n = 3), variou de 9 a 39% para Cu, 16 a 26% para Fe e 8 a 24%
para Mn. O sistema de fluxo dinamico proposto fornece precisao intermediaria
semelhante para a bioacessibilidade GI de Mn e melhor RSD para Fe em
comparacdo com um protocolo Gl baseado em UBM para soja transgénica com
RSDs até 20% para Mn e dentro da faixa de 22-40% para Fe (HERRERA-
AGUDELA, MIRO E ARRUDA, 2017).

A confiabilidade do método de microextracao por fluxo para a determinacao
da bioacessibilidade no quimo de Fe, Cu e Mn em linhaca foi verificada usando-se o
balanco de massa para BGL, BL e SGL (n = 3). A média da soma das concentracdes
bioacessiveis Gl mais a fracdo residual (ndo extraivel) (eixo X) para os elementos
globais foram comparadas estatisticamente contra a concentracdo total de metal
obtida por digestdo acida em forno de micro-ondas (eixo Y) usando um método de
regressdo de minimos quadrados (MILLER E MILLER, 2005). A andlise de
regressao linear foi ajustada para Y = (1,1 + 0,2)X — (2,2 + 7,4) (R* = 0,97).
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A correlagéo entre os valores foi avaliada por meio de testes estatisticos de
hip6teses para comparagdo da inclinagdo e intercep¢cdo com referéncia ao cenario
ideal de inclinacdo de 1 e intercepcdo zero. As estatisticas t do intercepto e da
inclinacéo foram calculadas, respectivamente, como segue: t = (a—0)/saet= (b -
l)/sp, onde a e b representam os valores de interceptacdo e inclinagéo,
respectivamente, e s, € S, para o desvio padrao da interceptacdo e inclinacao,

respectivamente.

Como a estatistica t da inclinacdo (0,46) e interceptacdo (0,34) estavam
abaixo do valor de t critico (2,36) para 7 graus de liberdade, ndo foram encontradas
diferencas significativas ao nivel de significancia de 0,05 entre a soma das fragbes
bioacessiveis e das fracBes residuais e as concentracfes totais dos elementos
obtidas ap06s a decomposicao assistida por micro-ondas para os elementos. A
confiabilidade dos resultados de bioacessibilidade Gl como determinado pelo
método dinamico automatico foi assim demonstrada, o que torna desnecessario o
uso do méetodo de adicdo de analito para a analise dos extratos Gl e do quimo. De
fato, recuperacOes relativas (validacdo do balanco de massa) para os trés
elementos, como mostrado na Tabela 27, medido de 84 a 115%, 79-121% e 87-

115%, para SGL, BL e BGL, respectivamente.
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Tabela 27. Concentragdes bioacessiveis do quimo/Gl de Mn, Cu
sistema de extragéo fisioldgica on-line.

e Fe em amostras de linhaca e validacdo do balanco de massa do

Amostra  Elemento  Bioacessibilidade Bioacessibilidade Residuo Total Digestéo total por Recuperacdo
Gl (mgkg ™) quimo (mg kg ) (mg kg™)? (mg kg )° micro-lz; i?s (mg (%)

SGL Cu 2,0 £ 0,8 (21%) 2,0 £ 0,8 (21%) 6+1 8+1 9,5+0,3 84 +11
Fe 3,0 +0,5 (6%) 3,0 +0,5 (6%) 51+7 54 +7 48 +2 115 + 15

Mn 15 + 1 (56%) 5,8 0,5 (21%) 10+1 25,2+0,3 27+1 95+1

BL Cu 3+1(21%) 2,5+ 1,0 (17%) 9+3 11+2 14,5 +0,1 79 +15
Fe 3,0£0,8 (7%) 3,0+0,8 (7%) 47 £ 10 50+ 10 44 + 6 121+ 24

Mn 10 +1 (54%) 4+ 1 (22%) 9+1 19+1 19+1 103 +7

BGL Cu 11,1 + 0,9 (74%) 4,5+ 0,5 (30%) 6+2 17 +1 15+1 115 +6
Fe 4,0 £0,7 (7%) 4,0 £0,7 (7%) 55 + 16 59 + 16 58 +4 101+ 28
Mn 15 + 4 (45%) 7 + 3 (21%) 14 +4 28,6 £ 0,3 33,1+0,8 86,6 +0,8

Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrao (n=3).

Entre parénteses, a porcentagem de bioacessibilidade do quimo é referida a quantidade total de micronutrientes.

A concentragdo de micronutriente nio bioacessivel € determinada por digestio acida por micro-ondas do residuo de linhaga filtrada.

®Soma das porcdes bioacessiveis Gl e concentracao residual.
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Neste trabalho, as informacdes sobre a bioacessibilidade in vitro de Cu, Fe e
Mn no quimo foram obtidas pela primeira vez neste trabalho, usando o método de
extracdo biomimético automatico proposto com alta resolucdo temporal. Isto foi
possivel bombeando o extratante composto Gl através do sistema de coluna de
extragdo contendo o alimento envolvido pelo fluido géstrico (ex. quimo) para imitar o
gradiente de pH através do trato Gl (Figura 15). De fato, o quimo com pH 2 foi
expelido pelo estbmago no duodeno, em que, ao misturar com o fluido intestinal, o
pH aumentou até 6,8-7,0 (GROPPER E SMITH, 2013). Procedimentos de
bioacessibilidade oral dindmica previamente estudados com deteccdo por
espectrometria atdmica on-line (DUFAILLY et al., 2006; LEUFROY et al., 2012a;
LEUFROY et al., 2012b) ndo simulam corretamente condi¢ées do quimo porque 0s
fluidos gastrico e gastrointestinal sdo usados discretamente, como é o caso dos
procedimentos de extracdo sequencial (BACON E DAVIDSON, 2008).

Figura 15. llustracdo do gradiente de pH através do trato gastrointestinal simulado de
digestdes in vitro de linhaca dourada Espanha (SGL), linhaca marrom (BL) e linhaca

dourada Brasil (BGL) obtidas por testes de extra¢do dindmicos baseados em fluxo.
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Procedimentos de extracéo baseados fisiologicamente em batelada (ex. UBM)
nao permitiia a avaliacdo da bioacessibilidade do quimo por causa da mistura
completa do extrato gastrico carregado de alimentos com solu¢cées duodenais e
biliares antes de iniciar a digestdo Gl in vitro. No sistema proposto neste trabalho, as
analises do tempo de curso das porcdes bioacessiveis foram facilmente realizadas
utilizando a integracdo da area de pico dos sinais transientes do espectrometro
referente aos extratos Gl em linha, seguida pela representacdo grafica das
concentracbes bioacessiveis Gl contra o volume Gl cumulativo, apresentado na

Figura 16.

Tendéncias semelhantes foram observadas nos padrdes de lixiviagao,
independentemente da variedade de linhaca. A extracdo de micronutrientes ocorreu
dentro da fase gastrica, 54-68% da concentracdo total de Fe (Tabela 26) e a
bioacessibilidade Gl caiu significativamente para a linha de base dentro das
primeiras 5 ou 6 fragcbes (0,65 mL cada) do fluido composto Gl (Figura 16).
Considerando que o0 volume morto da coluna foi estimado para ser
aproximadamente 2,8 mL, a bioacessibilidade Gl global do Fe variou de 6 a 7%
(Tabela 27) justamente porque € medido no quimo em condicfes extremamente
acidas, e ja em pH proximo do neutro é atribuido a geracdo de oxihidroxidos de ferro

de baixa solubilidade.

Em contraste com a tendéncia dos resultados obtidos para Fe, a soma das
fracOes referente a bioacessibilidade de Mn apresentou uma diminuicdo de 68%
para 54% e 71% para 45% para BL e BGL, respectivamente, no transito do
estbmago para as condicdes de extracdo duodenal (Figura 16). Ja para SGL
permaneceu invariavel (56%) (Tabelas 25 e 26). De fato, a formacdo de
oxihidroxidos parece ser parcialmente compensada pela capacidade de lixiviacao do
elemento sob condi¢cdes GIl. Resultados experimentais na Figura 16, demonstraram
gue a capacidade de lixiviagcdo de Mn é constante ao longo do tempo apés atingir as
condicBes de pH intestinal (> 12 mL de extratante Gl). A despeito das diferencas na

variedade e origem da linhaca, extratogramas similares foram encontrados para Mn.

Em relacdo aos resultados obtidos para concentracao de Cu, verificou-se que
apenas os perfis de lixiviacdo bioacessiveis exibem diferencas apreciaveis entre as
amostras. Enquanto este elemento quimico foi apenas lixiviado no decurso do

137



transito do quimo para SGL e BL com bioacessibilidade de Gl/quimo de 21 e 18%,
respectivamente, o comportamento em BGL foi semelhante a concentracdo do Mn,
com uma queda de bioacessibilidade acentuada durante o transito do quimo por
lixiviagdo constante na fase duodenal. Por sua vez, verificou-se um aumento de

bioacessibilidade Gl de 2,5 vezes em comparac¢ao com o da fase do quimo.

Assim, neste trabalho, os micronutrientes mais e menos bioacessiveis em
linhaca obtidos sob fluxo dindmico através de condi¢cfes de extracao gastrointestinal
foram Mn e Fe, respectivamente, 0 que esta de acordo com os testes anteriores de
extracdo biomimética em sementes de girassol de abdbora (Moreda-Pifieiro et al.
2016).
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Figura 16. llustracdo de extratos de bioacessibilidade Gl de Cu, Fe e Mn em linhaga dourada Espanha (SGL), linhaga marrom (BL)
e linhaca dourada Brasil (BGL) para avaliacéo da cinética de lixiviagcao. A linha vertical pontilhada indica a separacao entre as

fases quimo e duodenal.
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4.4 Comparacdo do conjunto de nutrientes bioacessiveis do quimo/Gl
contra extracao em batelada

Para avaliar a confiabilidade dos resultados analiticos fornecido pelo método
de extracdo de Versantvoort para avaliagdo da bioacessibilidade de porgbes de
micronutrientes em géneros alimenticios, trés amostras de linhaca (BGL, BL, SGL)
foram analisadas, usando o protocolo em batelada convencional ou o método de
microextracao baseada em LBC de fluxo continuo proposto (ver itens 3.3 e 3.4 da
parte experimental). Os métodos foram validados pela avaliagdo do balangco de
massa como aplicado para micronutrientes determinados, conforme apresentado na
Tabela 28.

Como pode ser visto na Figura 17, os dois métodos forneceram resultados
para bioacessibilidade contrastantes como informacdo da dissimilaridade nos
principios fundamentais subjacentes de ambas as abordagens, como observado
anteriormente em procedimentos de extracdo dinamica de elementos traco de
incineracdo de residuos sélidos (ROSENDE, MIRO E CERDA, 2008) e sélidos
contaminados (SCHREIBER et al., 2005). Para os resultados obtidos usando o
método dinamico proposto, observou-se um aumento da bioacessibilidade de Mn
para a maioria das amostras de linhagca em comparacdo com o método em batelada,
0 que esta de acordo com o estudo de CAVE et al. (2016), no qual foi avaliado a

bioacessibilidade gastrica do Pb de um solo contaminado.

A extracdo dinamica é baseada na renovacao continua do extratante usando
fluidos orais, com o deslocamento subsequente dos equilibrios da extracéo, o que,
por sua vez, da origem a uma percepcao significativa da quantidade maxima de
micronutrientes de bioacessibilidade. Do contrario, as concentracdes elementares
bioacessiveis medidas por protocolos em batelada (descontinuos) sao limitadas pela

constante de solubilidade do produto de sais no meio Gl (CAVE et al., 2016).

Diferentemente dos resultados obtidos para concentracdo de Mn, o método
de extracdo em batelada proporcionou maiores percentuais da bioacessibilidade
para Fe, com aumento de 2,6, 3,1, e 3,3 vezes para o SGL, BL, BGL,
respectivamente, em compara¢ao ao método dindmico. O mesmo comportamento foi

observado para a bioacessibilidade GI de Cu em BGL e BL, mas neste caso, o
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aumento foi de 4,6 e 1,4 vezes, respectivamente. Vale ressaltar que, a presenca de
acido fitico na linhagca em um nivel de concentracdo de cerca de 1% (KRAUSE,
SCHULTZ, DUDEK, 2002), pode levar a formacéao, preferencialmente, de complexos
hidrossolaveis de fitato monoférrico (NIELSEN, TETENS E MEYER, 2013) e fitato de
Cu (GARCIA et al., 1997) no trato gastrointestinal (pH=6,8).

Neste trabalho, o método em batelada provavelmente superestimou a
bioacessibilidade Gl e a potencial biodisponibilidade de Cu e Fe, o que pode ser
creditado aos maiores tempos de extracdo do método em batelada, quando
comparado com o método dinamico, que podem promover reacdes concorrentes de
guelacéo de Cu e Fe com fitato contra reac¢des hidroliticas sob condicbes Gl. Apesar
do fato de que os quelatos metalicos s&o conhecidos por dificultar a
biodisponibilidade dos nutrientes.
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Tabela 28. Concentracao das fracdes bioacessiveis Gl e validacdo do balan¢co de massa de Cu, Fe e Mn em amostras de linhaga usando o
método de Versantvoot (2005) em batelada.

Amostra Elemento Bioacessibilidade Gl Residuo Total Digestéo total Recuperagéao
(mg Kg ™) (mg Kg )° (mg Kg )’ por micro-ondas (%)
(mg Kg ™)
SGL Cu 5,2 +0,4 (58%) 51+0,2 10,5+0,1 9,5+0,3 1101
Fe 10,5 + 0,3 (22%) 34,0+0,5 45 + 6 48 + 2 93+ 12
Mn 9,9+ 0,5 (37%) 11+1 21+1 27 +1 80 + 4
BL Cu 6,1 £ 0,1 (42%) 9,7+0,8 161 145+0,1 112+ 6
Fe 9,4 + 0,3 (52%) 21,4+1 31+3 44 + 6 70+ 3
Mn 7,0 £ 0,4 (37%) 7,4+0,5 144+0,4 19+1 76 +2
BGL Cu 9,2+ 0,7 (61%) 5,7+0,5 149+04 15+1 99 +3
Fe 9,9+0,6 (17%) 52+2 62+2 58+4 107+ 4
Mn 8,0 £ 0,4 (24%) 29+8 36+8 33,1+0,8 110+ 25

Os resultados sdo expressos como a média * desvio padrao (n=3).
Entre parénteses, a porcentagem de bioacessibilidade Gl é referida a quantidade total de micronutriente.

A concentragdo de micronutriente ndo bioacessivel é determinada por digest&o acida por micro-ondas do residuo de linhaca filtrada. ®Soma das porcbes
bioacessiveis Gl e concentracao residual
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Figura 17. Comparacado de porcdes bioacessiveis Gl de Mn, Cu e Fe como obtidos pelo método de fluxo continuo dindmico em
comparacdo com o método convencional de Versantvoort et al. (2005) em batelada para linhaga dourada Espanha (SGL), linhaca marrom
(BL) e linhaca dourada Brasil (BGL). Barras de erro indicam desvio padréo.
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5. Consideragdes finais

Para melhor conhecimento, esse é o primeiro trabalho reportando um método
de extracdo Gl dinamico totalmente automatizado realizado em modo aditivo como
recomendado pelos testes de extracdo baseado fisiologicamente (BARGE, 2011;
Versantvoort et al., 2005; Cave et al., 2010). Neste trabalho, um fluxo dinamico
através do sistema de microextracdo com alta resolucéo temporal foi proposto pela
primeira vez para mimetizar o transito do quimo do ambiente gastrico para o

compartimento do duodeno.

A determinacao das concentracdes bioacessiveis de Cu, Fe e Mn em linhaca
no trato gastrointestinal por ICP OES foi selecionada para mostrar a aplicabilidade
do sistema proposto. Usando o sistema em fluxo proposto, o método de estado
alimentado de Versantvoort foi totalmente automatizado em um formato dinamico.
Em resumo, o extrato gastrico foi misturado em linha com fluidos duodenais +
biliares frescos; o pH do quimo foi monitorado in situ ao longo do método cinético; e
as fracdes bioacessiveis Gl foram continuamente analisadas por hifenizacao

inteligente do sistema de extracao por fluxo com espectrémetro.

Os resultados experimentais levam a conclusdo de que o método de
Versantvoort realizado em batelada superestima o potencial de biodisponibilidade de
Cu e Fe comparado com o método dinamico, porque 0s maiores tempos de extracao
usados no primeiro, desencadeiam a formacdo de complexos Cu e Fe com fitato
soluveis em agua ao invés de oxihidréxidos ndo soliveis em condicdes Gl. Apesar
do fato de que os complexos metalicos ndo estdo biodisponiveis, eles sédo

considerados bioacessiveis quando se utiliza o protocolo em batelada.
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6. Conclusodes

A partir do estudo proposto, foi possivel verificar que os diferentes métodos
de digestdo in vitro disponiveis na literatura aplicados a uma mesma amostra
apresentam diferencas significativas, principalmente, quando se compara métodos
extremamente simples com métodos completos, os quais abordam todos os
compartimentos, desde a boca ao duodeno, na fase intestinal, que, em métodos

como o SBET, néo s&o levados em consideragao.

Adicionalmente, foi possivel propor um método de digestdo assistida por
radiacdo de micro-ondas usando um procedimento com &cido nitrico diluido para
determinacdo da concentragdo total dos elementos nas amostras de linhaca e
gergelim empregando ICP OES, por meio de planejamento experimental.

Os valores de bioacessibilidade, quando aplicados usando métodos como
SBET, séao elevados quando comparado com métodos como UBM, desta forma
pode-se concluir que os procedimentos que usam apenas o compartimento gastrico
como silmulacdo empregando somente glicina e HCI, superestimam os valores de
bioacessibilidade dos elementos em amostras de linhaca e gergelim, devido ao baixo
pH do meio. Em relacdo ao método de Versantvoort em batelada aplicado, foi
possivel verificar que as condicbes otimizadas ndo foram adequadas para a
guantidade de amostra utilizada devido a relacdo solido-liquido ndo ter sido levada

em consideracao.

Quando se trata da avaliagdo da contribuicdo do consumo de linhaca e
gergelim para ingestdo diaria recomendada, o estudo permitiu aferir que a
contribuicdo foi maior quando o teor total é utilizado para o célculo e menor quando
o teor bioacessivel foi calculado, o que demonstra que o teor total ndo foi suficiente

para avaliar a contribuicdo do consumo de linhacga e gergelim.

Foi possivel, também, desenvolver um sistema dinamico de fluxo automatico
pela primeira vez para explorar o transito do quimo do compartimento gastrico para
0s compartimentos duodenais com base no método de estado alimentado de
Versantvoort para elucidacdo on-line de fracdes bioacessiveis de Cu, Fe e Mn

bioacessivel em linhaca e gergelim com alta resolucdo temporal.
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Notou-se que o método de agitacdo que melhor estima o valor maximo de
bioacessibilidade foi a agitagcdo magnética, a coluna de extracdo que ndo apresenta
problema de entupimento foi a de grande didmetro, quando utilizada com uma
menor massa de amostra, filtro de membrana de PVDF, que rettm menos as
proteinas e de maior porosidade. Além do mais, a temperatura ambiente pode levar
a desnaturacdo das enzimas o que inviabiliza o uso do sistema sem ajuste de
temperatura e, quando comparado ao método de digestdo in vitro, em batelada e em
fluxo observou-se que alguns conceitos inerentes a bioacessibilidade séo
desprezados quando se utiliza os métodos em batelada. Concluindo-se, dessa
forma, que a melhor opcao para os métodos de biaocessibilidade sdo os de sistema

em fluxo. Todo o procedimento foi validado utilizando o balango de massa.

Estudos complementares podem ser realizados para expandir o escopo do
sistema de fluxo dinamico automatico para avaliagio do quimo e da
bioacessibilidade de contaminantes inorganicos em matrizes alimenticias com
deteccdo por ICP OES e de compostos bioativos e contaminantes organicos em
matrizes alimenticias com deteccdo por LC-MS. A partir deste estudo, serdo obtidas,
por exemplo, informagdes a respeito dos beneficios fisiolégicos dos antioxidantes
naturais presentes nos alimentos e também dos riscos associados aos

contaminantes inorganicos e organicos.
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