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Resumo

RIBEIRO, Kaiane de Quevedo. Desenvolvimento de Métodos Analiticos para
Avaliacdo Elementar de Carnes Vegetarianas por MIP OES. Trabalho de
Conclusdo de Curso - Centro de Ciéncias Quimicas Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, 2022.

O conhecimento nutricional das carnes convencionas ja é estabelecido, mas
carnes vegetais ainda carecem de maiores estudos a respeito. Os minerais s&o
importantes na dieta humana e em alimentos de origem vegetal, muitas vezes
estdo presentes em formas quimicas ou ligados a compostos que tendem a
influenciar na sua absorcao e funcionalidade no organismo. Para compreensao
dos efeitos das diferentes formas quimicas dos elementos essenciais e todas
essas interacdes, sdo realizados ensaios de simulacdo da digestao
gastrointestinal in vitro a fim de avaliar a fracdo bioacessivel e a fragcdo néo-
bioacessivel de minerais em amostras de carnes vegetais. A aplicacdo de um
planejamento de composto central auxilia na obtencdo de uma condicao 6tima
para a decomposicdo acida de amostras de carnes de origem vegetal e
concentracéo total dos elementos Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e
Zn. Para avaliar a exatidao foram realizados ensaios de recuperacao de analitos
utilizados materiais de referéncia certificados e posteriormente a determinacao
utilizando a técnica de MIP OES. O planejamento aplicado no método de
decomposicéo utilizado para a amostra de hamburguer, foi possivel determinar
as condicOes 6timas para a decomposicao, as quais foram: temperatura de 134
°C, tempo total de decomposicao de 4 horas, molaridade de HNOs de 6,5 mol L
! utilizando &cido diluido e volume de H202de 2 mL. As recuperacdes médias
variaram de 81 a 117% e desvio padrao relativo (RSD) foi inferior a 10% para
todos os analitos, comprovando a exatiddo do método. Para as concentraces
totais, nas amostras cruas e cozidas, o quibe foi o que apresentou maiores
concentracbes e o empanado foi o que apresentou menores concentracgoes.
Para a fracdo bioacessivel, as amostras de empanado, hamburguer e quibe

apresentaram maiores concentra(;()es.

Palavras-chave: carne vegetal; planejamento de composto central;

decomposicéo acida; MIP OES.
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1. Introducéo

Com a crescente preocupacao e a cobranca da populacdo em relacao a
alimentacdo para que inddstrias se posicionem e executem acfes sustentaveis
o setor de alimentacdo também tem percebido a necessidade de inovar. As
carnes vegetais, vistas como alternativas mais conscientes, comecaram a surgir
conquistando sua visibilidade, enquanto, ao mesmo tempo, grandes marcas que
vendem carne tém langado linhas de “carnes” a base de vegetais. Dessa forma,
€ importante a identificacdo e caracterizacdo dos principais nutrientes e
proteinas em prol do consumo sustentavel e do consumidor (Nébrega, 2021).

Os analogos de carne tém se destacado nesta nova tendéncia do
mercado alimenticio, por serem uma boa fonte de proteina e sua consisténcia,
cor, nutricdo e sabor podem combinar com carnes convencionais (Ahmad, et
al.,2022). Além disso, receitas e alimentos substitutos de carne séo fabricados
a décadas, utilizando alimentos como cogumelos, arroz, lentilhas, proteina de
soja e gluten de trigo, os quais sédo tratados e aromatizados para ter aparéncia e
sabor da carne tradicional (Joshi & Kumar, 2015). A ingestéo de alimentos a base
de plantas pode acarretar inimeros beneficios relacionados a saude do
consumidor, como a diminui¢cdo dos niveis de colesterol e, assim, evitar doencas
relacionadas ao coracdo que podem ser evitadas consideravelmente com a
reducdo do consumo de carne vermelha. Além disso, também pode prevenir
doencas como diabetes tipo 2 e o desenvolvimento de cancer colorretal, o qual
tem sido associado ao consumo excessivo de carnes vermelhas néo

processadas, como carne suina e bovina (Ahmad, et al., 2022; Hu et al., 2019).

2. Revisao da literatura
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2.1. Alimentacao a base de plantas: vegetarianismo

Ao longo da histéria, o termo vegetarianismo se expandiu de forma
expressiva, o qual é utilizado para se referir a uma dieta isenta de carnes e
predominantemente a base de plantas. Sendo assim, com o0 aumento do
interesse em conhecer uma dieta a base de plantas e constante preocupacao
com a comercializacdo e com os animais a disponibilizacdo de alimentos
atraentes para esse tipo especifico de alimentacdo vem crescendo cada vez
mais. Visto que, as dietas vegetarianas possuem elevado consumo de
carboidratos, fibras, magnésio, potassio, folato e antioxidantes, podendo
apresentar deficiéncias em aminoacidos e acidos graxos essenciais, calcio,
zinco, ferro e cobalamina (Ferreira, et al., 2006).

No Brasil, de acordo com a pesquisa do IBOPE encomendada pela
Sociedade Vegetariana Brasileira (SVB) em 2018, 14% da populacédo se declara
vegetariana e esse nimero cresce cada vez mais. A populacdo adota a uma
dieta isenta de produtos de origem animal por diversos motivos, como: ética,
saude, meio ambiente, cresca religiosa, como o budismo, ou por apenas néo
gostar de consumir qualquer tipo de carne.

No vegetarianismo ha um subgrupo denominado veganismo, que consiste
nao somente um tipo de dieta alimentar, mas uma filosofia de vida em respeito
ao meio ambiente e aos animais (Markus, 2018). O individuo que opta por uma
alimentacdo vegana, nao ingere qualquer tipo de produtos animais e derivados,
como ovos, leite e mel. Sendo assim, € uma dieta baseada no consumo de
alimentos a base de vegetais, como verduras, leguminosas, cereais, frutas, entre
outros. Além disso, nao utiliza roupas, sapatos, medicamentos e cosméticos com
formulacdo a base ou que foram testadas em animais, dessa forma, nao

aprovam qualquer conteudo de exploracdo ou sofrimento animal (Angus, 2019).

2.2. Carne vegetal
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As carnes vegetais sdo substituintes da carne convencional, tanto para a
populacao vegetariana como quem mantem uma dieta sem alimentos de origem
animal. Seu surgimento se deu em meados do século XX, desde entdo, a
produgdo para substituir a carne comegou a avangar com a fabricagdo da
proteina vegetal texturizada seca (TVP) (Ismail et al., 2020). A TVP deu origem
a substitutos de carne sendo fabricados contendo farelo de soja
desengordurado, concentrado proteico de soja e gluten, apresentando textura
fibrosa e esponjosa. Porém, sua producéo permaneceu muito pequena e restrita
a vegetarianos por muito tempo (Franca et al., 2022).

Os ingredientes selecionados para a fabricacdo das carnes sao atributos
de qualidade das alternativas a carne, como consisténcia, sabor, cor, etc. As
alternativas a carne tém de 50 a 80% de teor de 4gua, proteina nao texturizada
de 4 a 20%, proteinas de textura vegetal de 10 a 25%, aditivos para realcar o
sabor de 3 a 10%, gorduras de 0 a 15%, corantes de 0 a 5 % e agentes
aglutinantes 1 al5%. Quando esses componentes ou ingredientes se combinam,
eles fornecem alternativas de carne com as caracteristicas sensoriais e de
textura necessérias (Ahmad et al., 2022).

Os analogos de carnes, geralmente, sdo derivados da proteina de soja
porque possui caracteristicas especificas desejadas e esta disponivel a baixo
custo. Juntamente com a proteina de soja, a proteina de outras plantas
oleaginosas e as proteinas produzidas por fermentacédo em varios substratos por
microorganismos, tém sido utilizadas para a producao de alternativas a carne
(Kim et al., 2011).

Com a crescente preocupacao da populacdo com o impacto a grande
producdo de carne e tendo em vista 0 impacto ambiental e o cuidado com a
saude animal, a demanda por produtos que possam substituir a carne aumentou.
Com base em tecnologias de fabricacdo nas industrias de alimentos e visando o
comprometimento com consumidores vegetarianos, os produtos de origem
vegetal possuem aparéncia, dados nutricionais, aroma e sabor muito
semelhantes aos produtos carneos auténticos, como carne desfiada inteira, tiras
de frango com fibras proteicas estruturadas, carne moida, empanados, quibe e
hamburgueres (He et al., 2020).

2.3. Valor nutricional
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De acordo com a literatura os produtos substitutos da carne tém menor
valor energético, teor de gordura total, gordura saturada e niveis de colesterol
em comparacao com os produtos de origem animal. Dessa forma, diminui o risco
de obesidade e doencas cardiovasculares por possuir alta fibra dietética, o que
também é (til para melhorar a saude gastrointestinal (Ahmad et al., 2022).

As proteinas da carne tém alto valor biolégico e para melhorar sua
funcionalidade e promover a saude do consumidor, alguns analogos de carne
juntamente com quantidades significativas de minerais importantes como ferro,
zinco e vitaminas do complexo B, o que resulta em um valor nutricional melhor
comparando aos produtos a base de carne animal (Ishaq et al., 2022).

Os minerais, 0s quais também sdao chamados de elementos essenciais,
sdo substancias inorganicas necessarias a saude por desempenhar diversas
fungbes importantes no corpo humano, classificados como nutrientes. Dessa
forma, devido a incapacidade de serem sintetizados pelo organismo humano, ha
a necessidade de serem fornecidos pela alimentacdo através da ingestdo de
alimentos de origem vegetal e animal. Em alimentos originados de vegetais,
muitas vezes estdo presentes em formas quimicas que possuem diferentes
potenciais de absorcao pelo organismo, possuindo macronutrientes como calcio,

ferro, zinco e diversas vitaminas (Nutrition, 2008).

2.4. Preparo de amostra

Para a realizacdo de uma analise quimica, a amostra precisa ser
submetida a um preparo de amostra adequado, visando (Krug, 2010).

O procedimento de preparo da amostra deve apresentar baixo consumo
de reagentes, simplicidade, além disso, possuir minima contaminacao e baixa
geracao de residuos (Niu et al., 2018). A escolha do procedimento de tratamento
da amostra, a qual irhd para analise, depende da natureza da amostra, dos
analitos a serem determinados e sua concentragdo, da técnica escolhida para
as determinacdes e da precisao e exatiddo desejadas. Dentre todas as etapas
da sequéncia analitica, esta é a mais critica e, em geral, € onde se cometem
mais erros, que se consome mais tempo, mais residuo e possui um maior custo
(Krug & Rocha, 2016).
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Geralmente, para analises elementares é necessario um procedimento
para liberar os analitos da matriz, seja bioldgica ou organica, levando a completa
oxidacao da matriz, que € convertida em COx, H20, NOx e Nz, enquanto outros
elementos sdo convertidos em espécies inorganicas simples (Korn et al., 2008;
Krug, 2010).

Os métodos de decomposicdo frequentemente utilizados no preparo de
amostras para liberar os analitos da matriz organica, consistem na quebra das
ligacbes quimicas, que podem ocorrer por via seca e por via Umida,
apresentando um maior destaque para o segundo método, ja que possibilita a
diminuicdo dos inconvenientes da via seca, como perda de elementos por
volatilizacdo, tempo elevado de preparo e contaminacdes oriunda de falta de
reagentes ultra puros (Hoenig et al., 1998; Krug, 2010; Nogueira, 2003).

A decomposicdo por via Umida consiste no rompimento das ligagdes
quimicas através da adicdo de reagentes e uma fonte de energia. Os reagentes
gue podem ser utilizados no método por via iUmida sdo geralmente acidos ou a
mistura deles, como HNOs, HCIl, H2SO4, HCIO4, entre outros (Mitra, 2003;
Oliveira, 2003; Krug & Rocha, 2016).

O HNOs é frequentemente utilizado, pois se mostra eficiente no processo
de oxidacdo da matéria organica e apresenta diversas vantagens, como o facil
manuseio, a sua obtencédo que pode possuir um alto grau de pureza. Dessa
forma, € menos reativo que o acido perclérico, por exemplo, e as perdas por
volatilizacdo devido a alta temperatura sao reduzidas, além de ser um reagente
quimico com baixo nivel de interferéncias na grande maioria das técnicas
analiticas. Além disso, em sistemas abertos o seu potencial de oxidagéo fica
restrito ao da temperatura maxima de seu azebtropo, que é de aproximadamente
120 °C. Mas em sistemas fechados é possivel explorar o potencial maximo de
oxidacao do acido nitrico, permitindo alcancar temperaturas maiores do que 120
°C (Mitra, 2003; Krug, 2010).

Os sistemas de decomposicéo utilizados para o preparo de amostras séo
classificados como abertos ou fechados e podem dispor de fontes de energia:
térmica (bloco digestor, chapa de aquecimento, entre outros), radiacdo micro-
ondas, ondas ultrassdnicas, entre outras (Oliveira, 2003; Korn et al., 2008; Krug
& Rocha, 2016).
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O método utilizando sistema aberto para decomposicdo da matriz é
considerado, geralmente, simples e de baixo custo. Porém, apresenta algumas
desvantagens relacionadas a eficiéncia de decomposicédo, tais como, elevado
teor de carbono residual e a possibilidade risco de contaminagé&o pelo ambiente,
perdas de elementos e de acido por volatilizacdo, necessitando assim sua
reposicao ao longo do preparo da amostra, o que reflete em um aumento no sinal
dos brancos e tempo prolongado de decomposicdo (Nogueira, 2003; Krug &
Rocha, 2016).

Com as desvantagens citadas no método acima, tem se optado por
sistemas fechados para o preparo de amostras, principalmente para a
minimizacédo de perdas de elementos volateis. Mas a possibilidade de explosées
com rompimento dos frascos durante a decomposi¢cdo e/ou no momento de abrir
o sistema, tendo como principal desvantagem a quantidade de massa da
amostra e seu alto custo. Além disso, o sistema fechado para a decomposicéo
das amostras possui equipamentos mais sofisticados, com controle de
temperatura e pressao, que permitem analises de forma mais segura, mas que
elevam consideravelmente os custos das mesmas (Oliveira, 2003; Krug &
Rocha, 2016).

A decomposicdo assistida por radiacdo micro-ondas € bastante
empregada, apresentando vantagens em relacdo ao aquecimento convencional,
pois oferece maior velocidade no preparo da amostra, diminuicdo do risco de
contaminagcdo e perdas por volatilizacdo (Costa et al., 2009; Matusiewicz &
Stanisz, 2010; Maher et al., 2016). No entanto, 0s equipamentos para este tipo
de decomposicéo ainda possuem algumas desvantagens, como a necessidade
do uso de pequenas quantidades de amostra, a fim de evitar a elevacdo da
pressédo interna e levar a explosdes dos frascos no interior do forno micro-ondas,
como citado anteriormente e o alto custo, tanto para aquisicdo quanto para
manutencdo, o que pode ser uma desvantagem para laboratorios que fazem
analise de rotina e/ou pesquisa (Korn et al., 2008; Ferreira et al., 2013; Krug &
Rocha, 2016).

Sendo assim, devido a necessidade de realizar analises eficientes e que
sejam acessiveis aos laboratérios, a busca para ampliar o uso de métodos ja séao
conhecidos na literatura, como o sistema de decomposi¢cdo acida com refluxo
(Rosa et al., 2016; Diniz et al., 2017; Alves et al., 2018; Pinto et al., 2019). Este
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método tem se destacado, como uma boa alternativa frente aos sistemas
fechados, devido a eficiéncia dos resultados obtidos, por possuir um baixo custo
para aquisicdo e manutencdo e evitar perdas de elementos e reagentes por
volatilizagao.

A utilizacdo de condensadores convencionais para o0 preparo das
amostras foi relatada pela primeira vez em um artigo de reviséo (T6lg, 1972). Em
2013, Ferreira e colaboradores, publicaram um novo sistema para ser utilizado
sobre os tubos digestores, em bloco digestor convencional, chamado de “dedo

frio”, conforme mostrado na Figura 1.
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Figura 1 - Modelo esquematico do sistema de dedo frio. a: dedo frio; b: tubo digestor; c: dedo
frio acoplado ao tubo digestor.
Fonte: Adaptado de Ferreira et al., 2013.

Na parte superior do sistema de dedo frio € colocado agua, a fim de
manter a superficie fria, causando a condensacéo dos elementos volateis e dos
reagentes empregados no meio reacional, evitando a perda por evaporacdo. A
adicdo de reagentes durante a decomposicdo nado € necessaria,
conseqguentemente, menos reagentes sao consumidos e o0 risco de
contaminacdo € menor. Porém, o sistema apresentava algumas desvantagens,

no qual ndo permite o refluxo de agua, fazendo com que ao longo do tempo a
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agua nao estivesse na temperatura correta o suficiente para o processo de
condensacéo, além do sistema de refluxo ser colocados diretamente no tubo
digestor, ndo apresentando um alivio de pressao.

Dessa forma, Oreste e colaboradores, em 2013, desenvolveram um novo
sistema de refluxo, com uma circulacdo continua de agua, aumentando o
resfriamento da superficie e a condensacdo dos reagentes. Esse sistema
permite acoplar um tubo de vidro com recirculacdo de agua, a qual é mantida a
15 °C por um banho termostatizado, permitindo assim, o uso de temperaturas
maiores para as decomposic¢des. Além disso, foi desenvolvido um encaixe de
politetrafluoretileno (PTFE), com uma ranhura lateral para o alivio da pressao,
diminuindo assim, a contaminacédo pelo ambiente, como pode ser observado na

Figura 2.

\S/

Figura 2 - Diagrama esquematico do sistema de refluxo com auxilio do dedo frio acoplado ao
tubo de decomposicdo. 1: entrada de agua; 2: saida de agua; 3: encaixe de politetrafluoretileno
(PTFE); 4: ranhura para alivio de presséo; 5: frasco de reagao.

Fonte: Adaptado de Oreste et al., 2013.

O sistema com as modificagbes propostas foi utilizado por Oreste e
colaboradores, em 2013, para a determinagdo de Hg em amostras bioldgicas,
em razao da sua eficiéncia ser aferida ao quantificar elementos volateis, os quais

nao sdo quantificados quando se utiliza métodos de preparo de amostra em
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sistema aberto. (Oreste et al.,, 2013; Da Silva et al., 2019; Bonemann et al.,
2021).

Posteriormente o0 sistema mostrou-se eficiente para varios tipos de
matrizes, como: goma xantana (Souza et al., 2015), leite em p6 (Oreste et al.,
2016), arroz (Oliveira et al., 2016), erva mate (Pereira et al., 2016), requeijao

(Diniz et al., 2017), entre outros.

2.5. Bioacessibilidade e biodisponibilidade

A gquimica analitica vem aprimorando novos métodos para a determinacgao
da concentracdo dos elementos em alimentos. Porém, essa informacao ja ndo é
tdo atrativa para se conhecer o total potencial nutricional dos alimentos, sendo
assim é necessario o uso de estudos mais especificos sobre a disponibilidade
dos minerais apés passarem pelo sistema digestivo. (Minekus et al., 2014; Souza
et al., 2019).

Para determinar se as concentracfes dos analitos estdo em niveis
essenciais ou com potencial de toxicidade, € necessario avaliar como o alimento
se comporta no sistema digestivo, estudando as trés principais etapas: boca,
estbmago e intestino (Minekus et al., 2014; Do Nascimento da Silva et al., 2018;
Pereira et al., 2018).

Estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade vém sendo
desenvolvidos, a fim de permitir uma melhor avaliagdo dessa interacdo dos
nutrientes presentes nos alimentos com o sistema gastrointestinal. Os estudos
da fracdo bioacessivel referem-se a quantidade do elemento que é liberado de
sua matriz no trato gastrointestinal, tornando-se disponivel para a efetiva
absorcdao intestinal. Ja a frac&do biodisponivel refere-se ao teor do composto ou
do elemento que é absorvido pelo organismo humano a partir do trato
gastrointestinal e esta disponivel para ser utilizado nas fungdes fisiologicas (Do
Nascimento da Silva et al., 2013; Minekus et al., 2014; Souza et al., 2018).

Os experimentos para avaliacdo da interacdo dos alimentos com o trato
gastrointestinal podem ser feitos de duas formas: in vivo ou in vitro, para assim,
determinar as fracfes bioacessivel e biodisponivel.

Os testes in vivo, geralmente, séo feitos utilizando cobaias humanas ou

animais, 0s quais possuem o sistema digestivo semelhante ao do ser humano
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COmo: macacos, ratos ou coelhos. Para a avaliagéo, os estudos séo realizados
por balanco de massa, subtraindo-se a quantidade desse elemento da
guantidade ingerida, ou monitorando a concentracdo do elemento de interesse
no plasma sanguineo. No entanto, esse método apresenta varias limitacdes, por
necessitar de um longo periodo de andlise, sdo caros, invasivos, dependem de
fatores fisiologicos intrinsecos de cada espécie e devem assegurar o0 bem-estar
das cobaias através de diversas diretrizes por meio dos principios éticos para o
uso de seres vivos em estudos cientificos (Souza et al., 2018).

J& os testes in vitro, apresentam-se como uma alternativa, uma vez que
apresentam menor tempo e custo. Esse método simula as condi¢des fisiologicas
e de digestdo no trato gastrointestinal utilizando reagentes bioativos para o
preparo das soluc¢des digestivas, como: saliva, suco gastrico, suco duodenal e
bile. Porém, para uma boa reprodutibilidade e repetibilidade deste método, é
necessario reproduzir de forma idéntica ao método proposto, controlar a
temperatura, pH, movimentos peristalticos e a composicdo quimica da saliva, do
suco gastrico, do suco duodenal e do suco biliar. Sendo assim, é necessario
compreender as fungbes de cada parte do sistema digestivo humano apés a
ingestdo dos alimentos (Minekus et al., 2014; Do Nascimento da Silva et al.,
2015; Peixoto et al., 2016).

A boca é a primeira etapa do sistema digestivo e é por onde inicia o
processo de trituracdo e o alimento é misturado aos fluidos salivares, os quais
sdo excretados pelas glandulas parétidas, submaxilar, sublingual e entre outras
glandulas menores. A saliva apresenta pH médio de 6,7, é rica em mucina, que
tem fungéo de lubrificagéo, e a-amilase, a qual tem a fungéo de degradar o amido
em maltose ou a quebra da celulose em frutas e vegetais. O bolo alimentar,
posteriormente, passa pelo eséfago por meio de movimentos peristalticos até
chegar ao estbmago, onde ocorre a segunda etapa do processo (Versantvoort
et al., 2005; Minekus et al., 2014).

O estbmago, € a segunda etapa do processo, a qual tem como funcéo
armazenar temporariamente o alimento e o liberar de forma lenta para o
duodeno. Além disso, apresenta uma elevada acidez devido a presenca de HCI,
o qual é utilizado para eliminar as bactérias e desnaturar as proteinas,
convertendo o pepsinogénio em pepsina, que atua na degradacao de proteinas
gerando aminoécidos, oligopeptidios e polipeptidios.
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O pH gastrico, no jejum, é de 1,5 a 2, podendo subir temporariamente
para pH de 3 a7, logo apods as refei¢cdes. O esvaziamento gastrico € determinado
por trés fatores: volume da refeicdo, pressdo osmotica e conteddo calorico. A
taxa de liberagéo para o duodeno depende do alimento. Gorduras, carboidratos
e proteinas, apresentam uma taxa de liberagéo de 2 kcal min-1, variando o tempo
de 60 a 227 min. As refei¢des liquidas, apresentam um tempo de esvaziamento
variando de 10 a 60 min. Sendo assim, € nesta etapa, que ocorre a mistura do
alimento com as secrec¢fes gastricas para produzir o quimo (Versantvoort et al.,
2005; Minekus et al., 2014).

Apos o tempo de residéncia no estbmago, 0 quimo entra no intestino
delgado, dessa forma, a quebra das moléculas é completada, pois ocorre a
liberacdo dos fluidos pancreéticos, da bile e o entérico. Os fluidos pancreaticos
contém tripsinogénio, quimotripsinogénio, procarboxipeptidases, pro-elastases,
amilase, ribonuclease e desoxirribonuclease que sao responsaveis pela
finalizacdo da digestdo, além de conter bicarbonato (HCO3s), o qual atua na
neutralizacdo da acidez do quimo. A bile € uma mistura complexa de &agua,
bicarbonato de so6dio (NaHCOg3), sais biliares, bilirrubina, colesterol, entre outros,
gue auxiliam na digestao da gordura. O suco entérico, € uma secrecédo intestinal
volumosa (3L/dia) que contém, principalmente, NaCl e poucas enzimas, como
sacarase, lactase, maltase e nucleotidases (Versantvoort et al., 2005; Minekus
et al., 2014).

Ao final da digestdo gastrointestinal, sdo formados dois produtos, o quilo
e o bolo fecal. O quilo, contém os nutrientes que atravessa a parede do intestino
e vao para a corrente sanguinea e, assim, os componentes sdo distribuidos para
todas as células do corpo. O bolo fecal, é o0 que sera excretado e contém todo o
residuo que nao foi absorvido pelo organismo humano. Dessa forma, a absorcéo
de todos os elementos presentes nos alimentos pode ser afetada pelas
propriedades fisicas e bioquimicas, como a solubilidade, teores de fibras e
proteinas, entre outros fatores. Além disso, um dos fatores limitantes é a
composi¢cdo do alimento, a qual pode dificultar ou facilitar a liberagdo dos
elementos, influenciando a sua bioacessibilidade (Minekus et al., 2014; Do
Nascimento da Silva et al., 2018; Souza et al., 2018).

Estudos de bioacessibilidade em amostras de carnes vegetais sao

importantes, uma vez que, seu consumo tende a aumentar cada vez mais na
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populacdo vegetariana. Porém, ndo h& relatos na literatura avaliando se o
consumo deste tipo de alimento fornece elementos essenciais ou potencialmente
toxicos em quantidades significativas que possam nutrir ou prejudicar o
organismo, respectivamente, ao longo da ingestdo. Dessa forma, € necessario o
uso de técnicas analiticas sensiveis para a determinacdo da fracdo total e

bioacessivel.

2.6. Técnicas para determinacdo elementar

Para definir a melhor técnica analitica para uma analise, € importante
entender ndo soO a aplicacdo, mas também os prés e contras de cada técnica
instrumental. Sensibilidade, melhor deteccdo e precisdo sao parametros
importantes a serem considerados, ja que a concentracdo do elemento presente
na amostra é um fator limitante para a escolha da técnica (Krug & Rocha, 2016;
Dematté et al., 2019).

Sao encontradas, na literatura, diferentes técnicas para determinacao
elementar, tais como a espectrometria de absor¢gao atdbmica em chama (F AAS)
ou em forno de grafite (GF AAS) ou de emissdo atdmica em chama (F AES);
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) e a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-
MS) (Skoog, 2002; Amorim et al., 2008; Holler et al., 2009).

Atualmente, as técnicas multielementar vém ganhando cada vez mais
visibilidade, devido a possibilidade de se obter um maior nimero de resultados
em um intervalo de tempo menor, quando comparadas as técnicas
monoelementares. A utilizacdo de plasma como fonte de atomizagao, permite,
em alguns casos, apresentar maior sensibilidade e menores limites de deteccao
(LD) (Nelson et al., 2015; Lima et al., 2016).

Embora uma técnica multielementar, como o ICP OES, seja muito atrativa
devido a disponibilidade de varias linhas espectrais intensas para maioria dos
elementos e a sua maior energia para atomizacao, a necessidade de utilizar
argobnio para formagéo e manutencao do plasma, atribui um custo elevado a essa
técnica, devido ao elevado consumo desse gas (Holler, 2009; Lima et al., 2016).

Dentre as técnicas que utilizam plasma, as quais possuem um alto custo,

a técnica de Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por Micro-
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ondas (MIP OES), tem sido considerada uma boa alternativa apresentando
parametros de mérito proximos a técnica de ICP OES, mas com a vantagem de
utilizar para manutencdo do plasma, gas nitrogénio, fornecido através de um
gerador de nitrogénio, proveniente do ar atmosférico, o que reduz drasticamente
0 custo de operacdo em comparagdo com qualquer outra técnica de
espectrometria atdmica que utiliza plasma. (Nelson et al., 2015; Agilent
Technologies, 2016b).

Para a formacédo do plasma é liberado um fluxo momentaneo de gas
argbnio e é gerado um campo magnético para excitacdo do gas. Assim que entra
em operacao, 0 gas argonio é substituido pelo gas nitrogénio, sendo mantido
assim por todo tempo de funcionamento. O argbnio € utilizado somente na
ignicdo para gerar energia suficiente para ionizar os atomos de nitrogénio
(Karlsson et al., 2015; Agilent Technologies, 2016b).

Na Figura 3 esta representado o MIP OES, ele é constituido basicamente
de um sistema de introducdo de amostras, um gerador de micro-ondas como
fonte de excitagcdo, um plasma, um sistema O6ptico. Além disso, possui um
computador que serve para controlar o instrumento e para a aquisicdo dos

resultados (Agilent Technologies, 2016b).

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

Pré-Optica

Plasma

Guiade onda Tocha

Sistema de Iintroducio de amostra

Figura 3 - Imagem do MIP OES com seus principais componentes.
Fonte: Agilent Technologies, 2016.

O MIP OES funciona da seguinte maneira: O sistema de introducdo de
amostra consiste em uma bomba peristaltica, que leva a solugcdo até o

nebulizador, local em que ocorrera a conversao do liquido em aerossol. O
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plasma emite uma radiagdo caracteristica do nitrogénio e dos elementos que
compdem a amostra. A radiacdo que é emitida pelo plasma € dirigida até um
detector de dispositivo de carga acoplada de baixo ruido e de amplo alcance,
gue mede simultaneamente os espectros e o sinal de fundo garantindo precisédo
e melhorando os limites de deteccéo (Agilent Technologies, 2016).

O equipamento foi desenvolvido pela empresa Agilent e possui diferentes
sistemas de introducdo da amostra, neste trabalho foi utilizado o modo
convencional (Figura 4), o qual consiste em uma bomba peristaltica, que leva a
solucdo até o nebulizador, local em que ocorrera a conversdo do liquido em
aerossol. As finas goticulas do aerossol sdo separadas em uma camara de
nebulizacdo e introduzidas por meio de um gas de arraste diretamente para a

regido do plasma (Jankowski & Reszke, 2010; Agilent Technologies, 2016).

Aerossol da amostra

Bomba Peristaltica

Amostra

Gas de nebulizacao

Descarte

Figura 4 - Sistema de introdu¢c&o de amostra para o modo convencional.

Fonte: Agilent Technologies (2016).

Em termos de sensibilidade, a técnica do MIP OES pode ser considerada
superior ao F AAS para muitos elementos, sendo também uma alternativa ao
ICP OES em varias aplicagdes.

O MIP OES possui como vantagens a reducao do tempo de analise, baixo
consumo de reagentes e amostras, e por ser economicamente mais viavel em
comparacao as outras técnicas que utilizam o plasma de argbnio. Isso se deve

ao fato de o plasma ser mantido com nitrogénio o qual é convertido por meio de
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um gerador de nitrogénio acoplado ao MIP OES a partir do ar atmosférico

comprimido.

2.7. Planejamento Fatorial

O meétodo de preparo de amostras € uma das etapas de maior
importancia, sendo assim, otimizacdes se fazem necessarias para uma
melhor performance dos analitos obtidos. A otimizacdo de experimentos, em
geral, pode ser realizada de duas maneiras: de forma univariada ou
multivariada.

Na otimizacdo univariada, sao testadas uma variavel por vez, porém,
ndo sao consideradas as interacdes entre as variaveis, além de nao ser
possivel realizar predicdes para as condi¢ées que nao foram testadas, sendo
assim pode acarretar ndo deixar claro a real condicédo 6tima (Ferreira et al.,
2018).

Na otimizagdao multivariada, a utilizagdo de mais ferramentas
quimiométricas para a otimizagdo de métodos analiticos, considerando suas
vantagens como a reducdo do namero de experimentos, resultando em
menor gasto de reagentes e de tempo. Estas ferramentas baseiam-se no
desenvolvimento de modelos matematicos que permitem estabelecer a
relevancia e a significancia estatistica dos efeitos dos fatores estudados, bem
como avaliar os efeitos de interacdo entre os mesmos (Novaes et al., 2017).

O planejamento é importante para iniciar um estudo experimental e
tem como objetivo aperfeicoar o desempenho de um sistema, permitindo a
obtencdo de informacfes sobre como as variaveis influenciam o sistema,
além de efeitos sinérgicos ou antag6nicos das variaveis. Para que todos os
testes, 0s experimentos precisam ser realizados de forma com que, sejam
identificadas as variaveis que o0s influenciam experimentalmente e,
posteriormente, seja feita uma combinacédo dessas variaveis em diferentes
niveis. Sendo consideradas como variaveis independentes os fatores que
influenciam no processo, e como variaveis dependentes, as respostas
obtidas experimentalmente (Candioti et al., 2014)

Dentre os diferentes modelos de otimizacdo multivariada, tem-se o

planejamento de composto central Rotacional (DCCR), o qual se realiza
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ensaios para a determinagdo da condicao 6tima desejada, que consiste na
utilizacdo de pontos centrais e axiais, permitindo uma visdo da curvatura da
superficie de resposta e estimativa do efeito de ordem superior. Sendo assim,
€ estabelecido pela combinacdo de um desenho de delineamento fatorial
completo em dois niveis, 2", sendo n o numero de variaveis, e um desenho
modelo estrela para os pontos axiais (2"), além da adicdo de repeticbes no
ponto central (Co), resultando em um namero de experimentos de 2"+2n+Co
(Candioti et al., 2014).

Na Figura 5, podemos observar um planejamento composto central
rotacional que representa duas das quatro variaveis, onde apresenta 0s
pontos extremos que se encontram fora do plano (-2 e +2), as variaveis dentro

do plano (-1 e +1) e o ponto central (0).

Figura 5 — Planejamento Composto Central representando duas das quatro variaveis.

Fonte: Autora.

Para avaliar os resultados dos planejamentos experimentais, usa-se
algumas formas de representacao, como o grafico de Pareto, o qual consiste
na apresentacao dos efeitos das variaveis e suas interacoes em formas de
barras verticais ou horizontais, sendo apresentados como efeitos
padronizados, que séo calculados a partir da razéo entre o valor do efeito e
seu desvio padrao obtido durante a otimizagao. Sendo tracada uma linha para
mostrar as variaveis e suas interacbes as quais foram efetivamente
significativas. Essa linha é correspondente ao valor critico da distribuicéo de
t de Student, que leva em consideracao os graus de liberdade e o nivel de

confianga estabelecido (Ferreira et al., 2018).
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Além de analisar os resultados utilizando o grafico de Pareto, também
pode-se avaliar utilizando graficos de superficie de resposta, a qual para
quantificar e interpretar as relacdes entre as respostas e o0s efeitos dos
fatores para cada elemento que se encontra no planejamento desejado e a
interacdo entre as variaveis (Novaes et al.,, 2017). Sendo ambas

representacdes graficas da andlise de variancia (ANOVA).

3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

O objetivo do presente trabalho foi o desenvolver um método analitico
para avaliacdo elementar e bioacessivel de carnes vegetarianas cruas e cozidas
por espectrometria de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas
(MIP OES).

3.2. Objetivos especificos

- Desenvolver método de preparo de amostra empregando a
decomposicao acida com uso do sistema de refluxo para carnes vegetais;

- Aplicagdo de um planejamento fatorial para a otimizagdo de uma melhor
condicdo para a decomposi¢cdo da amostra de carne vegetal,

- Avaliar a exatiddo dos métodos desenvolvidos através da analise de
materiais de referéncia certificado e ensaios de recuperacao;

- Aplicar o método de preparo de amostras desenvolvido para determinar
a concentracao total de Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn, nas
amostras de empanado, hamburguer e quibe através da técnica de MIP OES;

- Verificar a aplicabilidade da simulacdo do trato gastrointestinal através
do método in vitro, como preparo das amostras (empanado, hamburguer e quibe)

cozidas e cruas, para posterior avaliacdo da fracdo bioacessivel.

4. Metodologia

4.1. Instrumentacao
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As amostras foram trituradas utilizando um mixer de alimentos de uso
domeéstico modelo BMX201 (Britania, Brasil) e pesadas utilizando uma balanca
analitica modelo AR 2140 (Ohaus Adventurer, Estados Unidos), com uma
resolucédo de 0,1 mg e tara méxima de 210 g. Para avaliar o teor de umidade das
amostras, utilizou-se uma estufa de esterilizacdo e secagem modelo Q317M
(QUIMIS, Brasil) e armazenadas em um dessecador de silica-gel.

Para o preparo das amostras por decomposi¢cdo 4cida, foi utilizado um
bloco digestor convencional modelo MA-4025 (Marconi, Brasil) equipado com
tubos de digestdo. Aos tubos, foram acoplados sistemas de refluxo de vidro
(dedo frio) com um encaixe de PTFE que apresenta uma ranhura lateral para
alivio de pressao. O sistema possui um banho termostatico com temperatura
controlada de 15 °C, mantida por uma unidade de refrigeracdo modelo MA083
(Marconi, Brasil).

Para a determinacao de Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn,
foi utilizado um espectrometro de emissao Optica com plasma induzido por micro-
ondas (MIP OES) modelo 4200 (Agilent Technologies, Australia), equipado com
uma bomba peristaltica a qual possui uma tubulacdo para aspirar a amostra
(diametro interno de 0,38 mm) e outra para o descarte do residuo (diametro
interno de 1,65 mm), uma camara de nebulizagdo cicldénica e um nebulizador
OneNeb para introducdo da amostra pelo modo convencional. O nitrogénio
utilizado para manter o plasma foi extraido do ar atmosférico por meio de um
gerador de nitrogénio modelo 4107 (Agilent Technologies, Australia), com
vazbes de 20 L min* para o gas de plasma e 1,5 L min* para o gas auxiliar. As
leituras foram realizadas em triplicata, com velocidade da bomba peristaltica de
15 rpm, tempo de integracdo de 3 segundos e correcao automatica dos sinais de
fundo por meio de subtracdo entre espectros do branco e das amostras. Os
demais parametros operacionais estabelecidos pelo fabricante do equipamento
estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 - Condi¢des operacionais para as determinacdes multielementares utilizando o MIP
OES.
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Comprimento de Posicao de Vazéo de
. . - nebulizacdo
Analito onda (nm) visualizac&o do (L. min)

plasma (mm)

Al 396,152 -10 1,00
Ba 455,403 10 0,65
Cr 425,433 -10 0,95
Cu 324,754 0 0,60
Fe 371,993 0 0,75
K 766,491 10 1,00
Mg 285,213 10 0,70
Mn 403,076 0 0,85
Ni 352,454 0 0,60
Zn 213,857 0 0,55

Para a determinacao da fracéo bioacessivel, foi utilizado um medidor de
pH modelo pHS-3B, pHtec, (Curitiba, Brasil), um banho Dubnoff com agitacao e
aguecimento a 37 °C modelo Q226M2, (QUIMIS, Brasil) e uma centrifuga de
10.000 rpm modelo 5804R (Hamburgo, Alemanha).

As amostras foram cozidas em um forno elétrico de 46 L convencional
modelo 56102046 (Philco, Estados Unidos).

4.2. Materiais e reagentes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico e as solu¢des foram
preparadas com agua deionizada, obtida pelo uso de um sistema de destilacdo
modelo MAQ78/5 (Marconi, Brasil), seguido de um deionizador modelo CS1800
Evolution (Permution, Brasil).

Para a decomposi¢ao das amostras, foi utilizado HNOs 65% (v/v) (Synth,
Brasil), que foi bidestilado abaixo do seu ponto de ebulicdo em um destilador de
quartzo MA-075 (Marconi, Brasil) e H202 35% (v/v) (Exodo cientifica, Brasil). Os
digeridos foram filtrados utilizando papel filtro.

As solucdes de calibracdo para a determinacao dos analitos por MIP OES
foram preparadas em meio de HNO3s 2% (v/v) a partir da diluicdo de uma solugao
estoque multielementar namero 6 para ICP (Sigma Aldrich, Alemanha) contendo
100 mg L* de cada um dos analitos. Para determinar o teor de carbono (C), foi
utilizada uma solucdo estoque de dextrose (Synth, Brasil) 5% (m/v) de C. O
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material de referéncia certificado (CRM) NIST 1546 (Meat Homogenate) e 0 NIST
1577b (figado bovino), produzidos pelo National Institute of Standards and
Technology (NIST, USA), foi utilizado para avaliar a exatiddo do método proposto
para a determinagao dos analitos.

Para os estudos de bioacessibilidade foram utilizados os seguintes
reagentes: a- Amylase a partir de Aspergillus oryzae, Pepsina, Bile e Pancreatina
3x (Sigma, EUA); CaClz(H20)2 (Vetec, Brasil), NaOH (Vetec,Brasil), KCI (Merck,
Alemanha), NaCl (Merck, EUA), NaHCOs (Synth, Brasil), MgCl2(H20)s (Sigma,
EUA), (NH4)2COs3 (Synth, Brasil), HCI (Qhemis, Brasil), KH2PO4 (Sigma-Aldrich,
EUA).

Os materiais e vidrarias utilizados durante o processo foram previamente
descontaminados antes do seu uso. Primeiramente, ambos foram lavados com
agua corrente e detergente liquido neutro. Posteriormente, foram imersos em
uma solu¢cdo de HNOs 10% (v/v), por 48 horas e apOs este periodo, foram
enxaguados com agua deionizada e secos em temperatura ambiente a fim de
estarem aptos para serem reutilizados novamente apds a secagem.

Os encaixes de PTFE utilizados no bloco digestor também foram lavados
com agua corrente e detergente liquido neutro, mas foram imersas em uma
solucdo de 50% (v/v) de HNOs. Apds, foram lavados com agua deionizada e
secos em temperatura ambiente.

Para a descontaminacgéao dos sistemas de refluxo de vidro (dedo frio), cada
um foi submetido ao mesmo processo de aquecimento no tubo digestor contendo
5 mL de HNO3 65% (v/v) por 1 hora a uma temperatura de 150 °C.

4.3. Amostras

As trés amostras, as quais sdo de hamburguer, empanado e quibe de
diferentes marcas, foram adquiridos no comércio de Pelotas (RS), na forma de
congelados. No laboratorio, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente até seu descongelamento, em seguida foram trituradas e armazenadas
em tubos de PP e armazenadas sob refrigeragéo a -16 °C.

Foram utilizadas até o presente momento, uma amostra de hamburguer
para a realizacdo do planejamento e além do hamburguer, utilizou-se também o

empanado e 0 quibe para a avaliacédo da fracao total e bioacessivel.
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4.4. Teor deumidade

Para a avaliacdo do teor de umidade foi realizado o método gravimétrico
adaptado e descrito por Adolfo Lutz (IAL, 2008). Para este, foram pesados 3
gramas das diferentes amostras diretamente em béqueres previamente secos.
Posteriormente, as amostras foram secas em estufa a 105 °C por 4 horas e
resfriadas em dessecador até atingir a temperatura ambiente. Na sequéncia,
realizou-se a pesagem, repetindo a operagdo até peso constante e calculou-se
o teor de umidade.

O teor de umidade foi calculado através da equacéao 1.

100 XN

Umidade (%) = >

Equacéo 1

Onde, N é o numero, em gramas, de umidade e P € a massa da amostra.

4.5. Otimizacdo multivariada do método de decomposicdo das

amostras

Foi escolhida uma amostra de hamburguer de uma determinada marca, a
mesma foi utilizada para a avaliacdo dos seguintes parametros: temperatura
(°C); tempo (min), molaridade de HNO3z (mol L) e volume de H202(mL). A massa
da amostra (g) foi fixada em 1,28 g, correspondendo a 500 mg de massa seca e
a partir da solucdo com determinada molaridade de HNOs foi fixado o volume de
5 mL. Os parametros foram determinados, avaliando a eficiéncia das
decomposicdoes através do planejamento fatorial 24, considerando 27

experimentos, divididos em 16 ensaios, 8 pontos axiais e 3 pontos centrais.
4.6. Avaliacdo dos parametros de mérito
A partir do desenvolvimento de métodos, serdo avaliados neste estudo os

seguintes parametros de mérito: limite de deteccao (LD), limite de quantificacao

(LQ), precisédo e exatiddo. Os célculos aplicados estdo de acordo com as



34

orientacOes do guia de validac&o do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade
e Tecnologia (INMETRO) (INMETRO, 2016).
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados

utilizando as Equacoes 2 a 5.

3 X RSDgranco XBEC

LD = o Equacéo 2
LQ = 10 x RSDi;c(l)nco XBEC Equacdo 3
C ~
BEC = P;lggAO Equacéo 4
I i0—1
SBR = (Ipaprio—!BRANCO) Equacgédo 5

IBrANCO

Sendo: RSD: Desvio padrdao da leitura do branco (n=10); BEC:
Concentragao equivalente do fundo; Cpadrao: Concentragdo de um padrédo da
curva analitica; Ipadrao: Intensidade do sinal de emissdo do padrdo da curva
escolhido e lbranco: INtensidade do sinal de emissdo do branco analitico; SBR:
Raz&o entre o sinal de emissdo e sinal de fundo. A exatiddo do método foi
avaliada através de dois materiais de referéncia certificados, o NIST 1546a e o
NIST 1577b, os quais foram preparados utilizando o método de decomposicdo
acida mencionado no procedimento experimental e determinou-se a
concentracdo de Al, Ba, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn por MIP OES.
A recuperacao reflete a exatiddo e seu valor é calculado através da Equacéo 6
(Moretto, 2008).

C

CcrMm

R (%) = X 100 Equacéo 6

Onde C é a concentracdo meédia das recuperacdes obtidas para n
repeticbes e Ccrm € 0 valor de concentracéo certificado.
Para os analitos que ndo foram determinados pela analise do CRM, foram

feitos ensaios de recuperacdo. Foram realizadas adicdes de diferentes
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concentragbes dos elementos na amostra de hamburguer e avaliou-se as
recuperacdes. A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de
amostras fortificadas com quantidades conhecidas (INMETRO, 2011). Seu valor

é calculado através da Equacéo 7.
~ C1— Cy N
Recuperacio (%) = - X 100 Equacéo 7
3

Onde Ci é a concentragdo do analito na amostra fortificada, C2 é a
concentragdo do analito na amostra ndo fortificada e Cs é a concentragédo do
analito adicionada & amostra fortificada.

4.7. Concentracao Total do Analito

Para a determinacgéo da concentragéo total dos analitos nas amostras de
empanado de frango, hamburguer e quibe de origem vegetal, empregou-se o
método de decomposicdo acida em sistema de refluxo otimizado.

Para isso, pesou se 1,28 g de amostras, diretamente nos tubos de
decomposicdo, com adi¢édo de 5,0 mL de solugdo de HNO3 6,5 ml L+ Colocou-
se sob aquecimento num bloco digestor com um sistema de refluxo durante 3 h
a 134 °C. Apods o resfriamento, adicionaram-se 2,0 mL de H202 e, em seguida,
as solucdes foram reaquecidas no bloco digestor por mais 1 h. Apdés o
resfriamento, as solu¢des foram filtradas em papel filtro quantitativo, transferidas
para frascos de PP e avolumadas a 20,0 mL , sendo preenchido com &agua
deionizada. Todas as amostras foram decompostas em triplicata e os brancos
analiticos foram preparados de forma idéntica as mesmas. As solucdes foram

filtradas e diluidas antes de serem analisadas por MIP OES.
4.8. Cozimento das amostras

As amostras de empanado, hamburguer e quibe foram cozidas em um
forno elétrico doméstico, dentro de um recipiente de vidro a 200°C durante 30
minutos, onde nos primeiros 15 minutos virou-se a amostra e a mesma cozinhou

por mais 15 minutos.
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Apés seu cozimento, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente até esfriarem e foram trituradas com o auxilio de um mixer e

armazenadas em tubos de PP sob refrigeracéo de -16 °C.

4.9. Fracdo Bioacessivel e Nao-Bioacessivel

O método de digestéo in vitro foi aplicado para estimar a fracdo elementar
bioacessivel e ndo-bioacessivel, com base no modelo proposto na literatura por
Minekus et al. (2014). Para isso, foram pesadas 3 g de amostras de empanado
de frango, hamburguer e quibe cru e cozidos, separadamente em frascos de PP.

Na primeira etapa, adicionou-se 4,0 mL de simulado de saliva e 1,0 mL de
CaClz2 7,5 mM. O pH ficou em 6,4 e a mistura foi posteriormente colocada em
banho-maria com agitador térmico a 37 °C por 10 min.

Na segunda etapa, foram adicionados 9,1 mL de simulado de suco
gastrico e 700 pL de CaClz 2,0 mM, e o pH da mistura foi ajustado para 3,0 com
a adicdo de 300 pL de HCI 1 mol L. Os frascos foram deixados no banho-maria
a 37 °C durante 2 h. Em seguida, apds completar a digestdo gastrica, foram
acrescentados 18,5 mL de simulado de suco intestinal e 1,35 mL de CaCl2 9,0
mM (ajustado para pH 7), e a mistura foi mantida em banho-maria por 2 h a 37
°C.

Finalizando o processo, o hidrolisado gastrointestinal (fracao soltvel) foi
colocado em banho de gelo por 20 min e centrifugado a 10.000 rpm, por 10 min.
Em seguida, o sobrenadante foi coletado e posteriormente analisado por MIP
OES. Os brancos analiticos foram executados em paralelo para verificar a
presenca de analitos nos reagentes.

Antes das medidas serem lidas no MIP OES, o sobrenadante foi diluido 5
vezes para se obter no maximo 3,0% (m/v) dos sélidos totais dissolvidos, para a
preservacdo a tocha e as demais partes do espectrometro. A fragcdo nao
bioacessivel, que corresponde a ao soélido obtido por centrifugacéao, foi
submetido a decomposicéo acida com sistema de refluxo descrito anteriormente
para posteriormente avaliacdo da exatiddo da bioacessibilidade. Além disso,

todo o procedimento foi realizado em triplicata.

5. Resultados e discusséao
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5.1. Teor de umidade

Para o controle de qualidade dos alimentos e para avaliagdo da ingestéao
de nutrientes necesséria para o organismo humano, € de grande importancia o
conhecimento da composicdo centesimal dos alimentos (TACO, 2011). A
umidade de um alimento corresponde a agua contida no mesmo, podendo
encontrar-se nas formas livre ou ligada. A maior parte da umidade presente nos
alimentos corresponde a forma livre, que pode ser facilmente removida sob
aguecimento. Dentro os alimentos, independentemente do método de
industrializacdo a que tenham sido submetidos, possuem uma quantidade de
agua em maior ou menor proporc¢ao (Moretto, 2008).

Os valores encontrados para o teor de umidade nas amostras carnes

vegetarianas estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores encontrados para o teor de umidade.

Amostras Umidade (%)

Hamburguer 61,07 + 0,44 (0,7)

Empanado 45,55 + 0,29 (0,6)
Quibe 41,23+ 0,17 (0,4)

média * desvio padrdo (RSD)

De acordo com a Tabela Brasileira de Composicdo dos Alimentos
(TACO), o hamburguer convencional, feito de carne animal, cru contém 63,6%
de umidade, enquanto o empanado pré-cozido contém 32,0% e o quibe cru
contém 74,5% de umidade. Dessa forma, observou-se que o hamburguer e o
quibe convencionais, possuem um teor de umidade maior em comparagdo com
os alimentos feitos de vegetais. Porém, o empanado possui um teor de umidade

maior do que o convencional.

5.2. Otimizacbes do método para decomposi¢cdo acida com

sistema de refluxo
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Para a otimizacdo do método foi realizado um planejamento do tipo
DCCR, onde realizou-se testes a fim de se obter uma melhor condicdo do
método proposto. Como descrito na Tabela 3, foram consideradas quatro
varidveis independentes: temperatura (°C), tempo (min), molaridade HNO3

(mol.L1) e volume de H202 (mL).

Tabela 3 - Variaveis independentes e valores utilizados.

Variaveis Niveis
Independentes -2 -1 0 1 2
Temperatura (°C) 60 120 180 240 300
Tempo (min) 90 120 150 180 210
Mol. HNO3s (mol L) 1 4,25 7,5 10,75 14
Volume de H0; 2 3 4
1 5
(mL)

Dessa forma, foi gerado pelo software uma matriz com 27 ensaios, com 8
pontos axiais e 3 pontos centrais, contendo combinacdes distintas das variaveis
mostradas na Tabela 3. Estes ensaios estdo descritos na Tabela 4, bem como
os resultados de emisséo de sinal analitico obtidos para os elementos, 0s quais
foram analisados utilizando a técnica de MIP OES na amostra de hamburguer,
apos a etapa experimental de decomposicao acida com sistema de refluxo. Os

27 ensaios foram realizados de forma aleatoéria.
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Tabela 4 - Variaveis dependentes obtida para a decomposicédo acida a amostra de hamburguer para posterior determinacéo de elementos essenciais por MIP

OES. (continua)

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Ensaios
Tempo Temperatura Molaridade VH,0, Al Ba Cr Cu Fe K Mg Mn Ni Zn
1 120 120 4,25 2 21463,61 58057,21 169,09 34130,48 108610,67 25578919,56 19013693,89 38101,48 941,50 11037,25
2 240 120 4,25 2 13936,50 71363,53 312,28 35924,69 121628,72 23476406,76 19741426,50 38959,12 1301,86 12536,61
3 120 180 4,25 2 12134,11 51802,11 290,46  31698,92 94206,10 22304166,50 15852744,08 38848,03 835,75 1312165
4 240 180 4,25 2 16301,98 76804,20 266,20 38493,97 11804548 27383861,16 19244533,18 46496,01 752,99  15860,53
5 120 120 10,75 2 8218,26  50959,89 1382,92 28503,84 87770,34 12791499,40 18913096,50 3612560 790,74  9954,87
6 240 120 10,75 2 14167,34 70077,52 175,23  34301,02 114591,09 11253247,68 19775470,22 43201,83 914,34  13824,82
7 120 180 10,75 2 15540,48  65855,22 0,00 29035,17 121654,71 11734689,75 18712959,75 15495,89 532,17 13924,71
8 240 180 10,75 2 13781,26 80224,91 427,24 3854578 124257,64  1821873,90  16409081,50 41687,06 490,63  20166,70
9 120 120 4,25 4 13554,26 61672,07 405,31 33515,07 108877,39 12926766,00 21318147,00 44931,42 881,98  15957,27
10 240 120 4,25 4 18103,17 67964,44 786,43  34218,93 138439,30 13043201,74 22185247,68 48494,40 658,78  11963,57
1 120 180 4,25 4 14744,41 71484,53 313,49 33355,31 11599497 26921834,12 22403420,25 41636,13 783,85  13720,03
12 240 180 4,25 4 10725,18 58690,81 217,82 36855,65 126349,77 20949196,40 1674769550 33077,53 837,52  13508,81
13 120 120 10,75 4 12087,84 51416,24 254,01 32724,40 109365,78 19282181,56 14286391,00 39777,94 839,48  14772,75
14 240 120 10,75 4 19524,51 97141,31 633,91 44861,46 149131,38 19869721,76 14913988,00 45590,67 776,75  20848,77
15 120 180 10,75 4 11859,03 60803,28 155,31  34724,02 104782,06 14944436,20 21659764,24 40073,74 503,16  12479,76
16 240 180 10,75 4 11826,56 58757,65 337,21  33998,67 121413,48 21341724,20 15514564,50 41492,94 353,91  16972,84
17 60 150 7,5 3 18126,74 70077,56 401,25 42102,26 133072,03 20291758,90 14163685,00 50329,15 1168,22 19580,42
18 300 150 7,5 3 17219,19 56763,47 69,78 3429539 138222,83 21482175,18 1239461550 49282,23 482,44  19638,06
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Tabela 4 - Variaveis dependentes obtida para a decomposicédo acida a amostra de hamburguer para posterior determinacéo de elementos essenciais por MIP

OES.
Variaveis independentes Variaveis dependentes
Ensaios
Tempo Temperatura Molaridade VH,0, Al Ba Cr Cu Fe K Mg Mn Ni Zn
19 180 90 7,5 3 12542,17  65331,11 312,73 37203,55 124832,68 25090675,81 18459777,00 44856,23 1014,84 14920,04
20 180 210 7,5 3 12331,38 67613,94 293,78 34216,99 122418,16 21167403,93 18076415,00 35560,67 818,46  13494,30
21 180 150 1 3 10737,55 58551,24 170,11 39763,93  84539,17 9139618,94  19420372,30 45453,91 938,53  13313,11
22 180 150 14 3 10038,99 61784,07 233,28 159055,77 107873,71 9881796,30 20389072,54 39888,88 543,96 12492,32
23 180 150 7,5 1 15916,03 6426514 315,89 34798,59 113968,35 23983980,52 18255256,00 4189596 801,43  13093,35
24 180 150 7,5 5 15691,78 78667,83 358,58 36994,66 134251,03 23294447,82 20338612,50 39960,36 984,49  13789,08
25 180 150 7,5 3 19590,81 68071,62 566,49 40569,59 137228,15 22731678,73 1589999550 5667500 1018,85 21713,91
26 180 150 7,5 3 12859,77 5668528 359,06 34963,19 108200,68 10986739,92 21616189,25 41536,77 660,92 12929,64
27 180 150 7,5 3 13948,40 59336,70 363,55 43303,47 109971,25 9648222,16  19434248,00 43102,55 936,30 14489,67
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A significancia dos efeitos das varidveis e das interacdes entre elas &
possivel ser observado pelos graficos de Pareto. Em relacdo ao Ba, Mn e Zn é
possivel constatar que houve uma maior variacao entre eles, sendo assim, nao

mostram interacdes significativas para nenhuma variavel, como é destacado nas

figuras 6.
B Mn
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Figura 6 — Grafico de Pareto de Ba, Mn e Zn.

Para o Fe e o0 Mg (Figura 7 e 9), o tempo de decomposi¢cdo apresentou
efeito significativo, sendo positivo e negativo respectivamente. A molaridade
apresentou efeito significativo negativo para Fe (Figura 7), K (Figura 8) e Ni
(Figura 10). A temperatura apresentou comportamento negativo significativo
apenas para Ni.

Para o K, houve interacdo significativa positiva entre as variaveis
molaridade e volume de H202. Porém o potassio apresentou efeito negativo
também na varidvel molaridade, levando a se considerar a variavel volume de

H2O2 também em niveis baixos.
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Figura 7 — Grafico de Pareto de Fe.

Figura 8 — Grafico de Pareto de K.
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Figura 9 — Grafico de Pareto de Mg.
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Ni
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Figura 10 — Grafico de Pareto de Ni.

Para o Na (Figura 11), houve interacdo significativa negativa entre as
variaveis tempo e molaridade, interacdo significativa positiva entre as variaveis
temperatura e volume de H202 e interacdo significativa negativa entre as

variaveis tempo e temperatura.

1Lby3L E }2.81284
2Lby4L ] 2 631501

Lby2L i |2.31034

Tempa(Q) |.1 58647

(3 Molaridade(L) |1.403203

(1)TempoiL) |1.1218852

Temparatura(C) |- 910811

(2)Temperatura(L) |so78228

Velume(Q) l T44473
Lby4l }- 380845
1LbydL 3188358
2Lby3L I-_133244

(4)Volume(L) :Ddiraa
Malaridade(Q) I_mo?sge

Figura 11 — Gréfico de Pareto de Na.

Para o Si (Figura 12), houve maiores significancia na variavel tempo,
molaridade e volume de H20:2 sendo, positivo, negativa e positiva
respectivamente. Onde, na variavel tempo e volume ocorreu significAncia

positiva e na molaridade ocorreu interacao significativa negativa.
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(1) Tempo(L)
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Figura 12 — Gréafico de Pareto de Si.
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Por fim, foi realizado uma andlise de carbono a fim de determinar a

concentracdo de sélidos residuais. Dessa forma, para o C (Figura 13), é possivel

observar que houve efeitos significativos negativos para a molaridade e a

temperatura.

(3)Molandade(L)

1-3.82877

(2)Temperatura(L)

|-2.90133

(4)Volume(L)

-1.80949

1Lby3L

1LbydL

(1)Tempo(L)
1Lby2L
3LbydL

2LbydL |

Molaridade(Q)
Temperatura(Q)
Tempo(Q)
2Lby3L
Volume(Q)

}1.11023
909005
| 8038309
| 6235324
| 608689
— |598838
: ¥t 4421163

1427363

|- 130408

l1,795473

Figura 13 — Gréafico de Pareto de Carbono.

Assim como os gréaficos de Pareto, as superficies de resposta foram

construidas a partir dos percentuais de leitura dos elementos pela técnica de MIP

OES apos aplicacdo do planejamento fatorial 24 e tomando-se como referéncia

os valores determinados ap0s a decomposi¢cao das amostras.

Para a superficie de resposta de Fe e K, foi possivel observar que, assim

como no grafico de Pareto o Fe apresenta pontos Otimos em elevadas

temperaturas, destacado em vermelho, e sua molaridade se mostra significativa

em pontos intermediarios, destacados na Figura 14. Para o K (Figura 15)
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apresentam pontos 6timos com uma baixa molaridade e um baixo volume de

H202.

Fe

1 485

Vi

e

2R AN
SSIXXN

S
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B 14E5
] 1.2E5
I 1E5

B 50000

Figura 14 — Superficie de resposta para o Fe.
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Figura 15 — Superficie de resposta para o K.
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Para o Mg, destaca-se duas superficies de resposta, onde é possivel
observar que apresenta pontos 6timos préximos do ponto central (0) e nas
variaveis dentro do plano (+1 e -1). Na Figura 16 é possivel observar que para o
tempo, quanto mais perto do ponto central, destacado em vermelho, melhor sera
a decomposicdo e a molaridade € dependente do tempo. Na figura 17, é possivel
constatar que apresenta pontos 6timos nas regides destacadas em vermelho, as

quais mostram que quanto maior o volume de H202, maior deve ser o tempo de
decomposicao.

Mg

2‘4€7

AT

Il 22E7
I 2E7

[ 1,8E7
[116E7
[ 1,4E7
[ 1,2E7
I 1E7

Figura 16 — Superficie de resposta para o Mg (Molaridade - Tempo).
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Mg

2,47

L 1467

B 2,257
B 2E7

Bl 1,8E7
[ 1,6E7
1 1,4E7
B 1,2E7
B 1E7

Figura 17 — Superficie de resposta para o0 Mg (Volume — Tempo).

Para o elemento Na, destaca-se trés superficies de resposta e, assim
como nos graficos de Pareto, € possivel observar cada interacdo entre duas
variaveis nas Figuras 18, 19 e 20. Na Figura 18 é possivel observar a interacéo
entre a variavel volume e temperatura, as quais estao proximas ao ponto central,
e quanto menor a temperatura, menor o volume de H202. Na Figura 19, é
possivel observar a interacdo entre a molaridade e o tempo, que nos mostra que
para ter uma boa decomposicao o tempo e a molaridade precisam ser altos. Ja
na figura 20 destaca-se a interacdo entre o tempo e a temperatura, onde é
possivel observar que quanto mais elevado for o tempo e a temperatura, melhor

sera a decomposicdo da amostra para esse elemento.
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Figura 18 — Superficie de resposta para o Na (Volume — Temperatura).
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Figura 19- Superficie de resposta para o Na (Molaridade — Tempo).
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I 8E7
[ 6E7
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Figura 20 — Superficie de resposta para o Na (Temperatura — Tempo).
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Na superficie de resposta para o Ni (Figura 21), é possivel observar que

guanto menor a temperatura, menor a molaridade para se obter as melhores

condicoes.

Il 1000
I 800
I 600
[ 400
[ 200

[ -200

Figura 21— Superficie de resposta para o Ni.
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Para o Si, destacam-se trés superficies de resposta, onde é possivel
observar que apresentam pontos 6timos nas regifes proximas das variaveis fora
do plano (-2 e +2). Na Figura 22 é possivel observar que quanto maior o tempo,
melhor o tempo de decomposicéo e a molaridade destaca pontos 6timos quando
esta se aproximando do ponto central. Na Figura 23, é possivel observar que
guanto maior o tempo de decomposi¢éo, maior o volume de H202, os quais estéo
destacados em vermelho nas extremidades da superficie de resposta. Na
terceira superficie de resposta para o Si destacada na Figura 24, observa-se que

guanto menor a molaridade, maior o volume de H20x.

Si

Il 14E5
I 1E5
[] 60000
[ 20000
[ -20000

Figura 22 — Superficie de resposta para o Si (Molaridade — Tempo).
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Figura 23 — Superficie de resposta para o Si (Volume — Tempo).
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Figura 24 — Superficie de resposta para o Si (Volume — Molaridade).

Para a avaliacdo dos teores de carbono residuais, observados pelo gréafico
de superficie de resposta para o Carbono (Figura 25), apresenta pontos 6timos
proximos ao ponto central. Dessa forma, analisando o gréafico observa-se que
quanto menor a molaridade, menor a temperatura.

51
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Il 0,31
Il 0,26
B 0,21
[Jo,16
70,11
[ 0,06
I 0,01

Figura 25 — Superficie de resposta para o Carbono.

Sendo assim, analisando todo o planejamento aplicado no método de
decomposicéo utilizado para a amostra de hamburguer, foi possivel determinar
as condicbes 6timas para a decomposicao, as quais foram: temperatura de 134
°C, tempo total de decomposicao de 4 horas, molaridade de HNOs de 6,5 mol L
1, onde utilizou-se acido diluido e volume de H202de 2 mL.

Para concluir o planejamento, nota-se através dos graficos apresentado
gue as melhores condi¢des experimentais sdo o Tempo em +1, Temperatura -1,
Maioridade nivel médio e o Volume de Peroxido em -1. Considerando um melhor

aproveitamento para todas a variaveis.

5.3. Parametros de mérito

Os parametros de mérito obtidos para a determinacéo de Al, Ba, Ca, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn em amostra de hamburguer feito de plantas
por MIP OES a partir da metodologia proposta estdo apresentados na Tabela 5.
Com base nos resultados obtidos, verifica-se que as curvas de calibracao de
todos os analitos apresentam bons coeficientes de correlacéo linear, com R? >

0,99, bem como limites de deteccdo e sensibilidades adequadas para atender
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ao objetivo do trabalho. Na tabela 6 apresenta o teor de C obtido por meio da
técnica de MIP OES.

Tabela 5 - Parametros de mérito para Al, Ba, C, Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn por

MIP OES em amostras de alimentos processados a base de plantas.

Elementos Curva analitica a R? LDm) LQm)
(mg L) (L mg™) (mg kg™) (mg kg™)

Al 0,1-50 50138 0,999 0,05 0,17
Ba 0,1-50 636944 0,999 0,04 0,13
C* 0,056-1,0 5406 0,998 0,003 0,1
Ca 0,1-50 927459 0,999 0,42 141
Cr 0,1-50 65396 0,999 0,02 0,05
Cu 0,1-50 218940 0,999 0,26 0,86
Fe 0,1-50 15805 0,999 0,27 0,92
K 0,1-50 65673 0,999 0,29 0,98
Mg 0,1-50 349714 0,999 0,03 0,10
Mn 0,1-50 60737 0,999 0,01 0,02
Na 0,1-50 563948 0,999 2,65 8,84
Ni 0,1-50 28348 0,999 0,03 0,11
Si 0,1-50 22573 0,999 7,32 24,41
Zn 0,1-50 25506 0,999 0,29 0,93

a: coeficiente de correlagdo angular; R?: coeficiente correlacéo linear ao quadrado; LD(m):
limite de deteccdo do método; LQ(m): limite de quantificagdo do método; *Concentragédo em %.

5.4. Anélise do Material de Referéncia Certificado

A exatiddo do método proposto para a determinacdo de metais em
amostras de carnes vegetais foi avaliada utilizando o CRM 1546 e o CRM
1577b.. Para as analises, os dois materiais foram preparados usando o
procedimento de decomposicdo acida proposto e as concentragcdes de Al, Ba,
Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn foram determinadas, por MIP OES.

Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados obtidos.
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Tabela 6 - Resultados das concentracdes analiticas em materiais de referéncia certificado.

Meat Homogeneat (1546a)

Elementos
Certificado (mg/kg)  Encontrado (mg/kg) Recuperacéo (%)
Ca 323+ 28 345 £ 25 124
Cu 06+04 0,7+0,1 100
Fe 10,1 £ 0,7 11,28 £ 0,88 111
K 2370 £ 200 2740 £ 194 115
Mg 163 +11 161+3 99
Na 9990 + 716 11357 £ 421 113
Zn 18,3+1,3 20+£0,5 111
Bovine Liver (1577b)

Ca 116+ 4 97 £11 83
Cu 160+ 8 165+ 8 103
Fe 184 + 15 193+ 10 105
K 9940 + 20 10845 + 695 109
Mg 601 £ 28 556 + 22 92
Mn 10,5+1,7 11+04 100
Na 2420 = 60 1948 + 208 80
Zn 127 + 16 130+ 6 102

média da concentracdo + desvio padrdo, % de recuperacao

A exatiddo dos resultados também foi avaliada pelo teste de adicdo de

analito em trés niveis de concentracdes e os resultados sdo apresentados na

Tabela 7. As recuperacbes médias variaram de 81 a 117% e desvio padrédo

relativo (RSD) foi inferior a 10% para todos os analitos, comprovando a exatiddo

e a precisdo do método.
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Tabela 7 - Concentracbes dos analitos nas amostras de carne vegetal por MIP OES apoés

diferentes adig6es. Valores em mg kg

Analito Adicionado Encontrado Recuperagéao (%)
Al 0 4,832 + 0,645 -
15,62 21,506 * 3,168 107
31,25 40,073 + 3,216 113
+
46,87 59,088 * 3,587 116
Ba 0 1,685 + 0,105 -
15,62 14,012 + 0,725 80
81
31,25 27,050 + 0,429
46,87
40,266 *+ 0,819 82
Cr 0 0,092 + 0,001 -
15,62 16,994 + 0,686 108
31,25 33,076 £ 0,514 105
46,87 49,999 + 0,401 106
Ni 0 0,416 + 0,003 -
15,62 16,504 * 0,663 105
81,25 31,996 + 0,723 101
46,87
48,015 + 0,020 101
Si 0 58,651 + 0,578 -
15,62 73,000 + 4,328 91
31,25 90,183 £ 4,851 101
46,87 99,753 £ 2,601 88
média + SD.
5.5. Concentracgéao total dos analitos em amostras de carne vegetal

Apos a avaliagéo da exatidao do meétodo, foram analisadas trés amostras

de carnes vegetais, as quais foram analisadas cruas e cozidas para determinar
as concentracdes de Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn por MIP OES,
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conforme apresentado na tabela 8. As amostras cruas e cozidas foram

decompostas como citado anteriormente.

7

Com os resultados obtidos, € possivel observar que as maiores
concentractes de Ca e Na foram encontrados nas amostras de empanado. Ja
para o Ba as maiores concentracbes foram encontradas nas amostras de
hamburguer e empanado, as quais foram semelhantes. Em relacdo aos
elementos Fe, K, Ni e Si as maiores concentragcfes foram encontradas nas
amostras de hamburguer. Ja na amostra de quibe os elementos Al, Cu, Mg, Mn
e Zn apresentaram as maiores concentracdes. A principal diferenca nas
concentracfes pode ser explicada pela inclusdo de uma variedade de aditivos
para produzir textura, suculéncia, sensagdo na boca e sabor semelhantes a
carne. Isso acarreta preocupacgfes sobre nutricdo, seguranca alimentar, rotulo

limpo, custo e confian¢ga do consumidor (Ahmad et al.,2022).

As alternativas a base de plantas tém um numero limitado de estudos
nutricionais para mostrar seus beneficios precisos para a saude em comparacao
com a composicdo nutricional da carne (Ayivi et al., 2021 ). Por exemplo, a
eficacia biolégica de minerais inorganicos adicionados a receita de um produto
nao esta bem estabelecida. Para reduzir os niveis de sal e promover beneficios
a saude, os analogos de carne geralmente contém mais sédio do que os itens

de carne originais que pretendem substituir (Ahmad et al., 2022).

Quando submetidas ao processo de cocgao, observa que alguns
elementos aumentaram suas concentracdes em relacdo as amostras cruas,
principalmente na amostra de hamburguer, o que pode estar associado a sua
perda de agua durante o cozimento, uma vez que esta foi a amostra que
apresentou a maior porcentagem de umidade quando comparado as outras duas

amostras neste estudo.

Os elementos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn sdo essenciais para o
organismo humano, pois desempenham diversas fun¢des bioldgicas importantes
na manutencdo do equilibrio &cido-base, equilibrio da pressdo osmoética e
conducédo nervosa normal do organismo humano (Winter et al., 2014; Wang et

al., 2021). Além disso, fazem parte da composi¢cao de varias enzimas, como 0


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2772502222001147#bib0001
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Cu e 0 Zn e necessitam do Mn para sua ativagcdo e para desempenhar papéis

importantes no metabolismo de carboidratos, aminoacidos e colesterol.
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Tabela 8 — Concentracdes totais de Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn em amostras de carnes vegetais cruas e cozidas obtidas por
MIP OES. Valores em mg kg*

Concentragao, X + SD (RSD)

Amostra
Crua . .
Al Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na Ni Si Zn
Empanado 1,92 +0,09 1,17 £ 0,09 1,86 + 0,10 140,08 = 2243 + 65 330,92 + 751+0,34 5720 + 197 0,47 £ 0,03 28,14 + 6,57 +0,8
de Frango (4,88) (8,04) 406 + 48 (11,87) (5,44) 0,72 (0,52) (2,90) 1,30 (0,39) (4,48) (3,46) (7,18) 0,97 (3,47) (12,18)
Hamburauer 4,14 £ 0,10 1,42 + 0,08 2,27+0,31 1354+431 5439 + 118 625+ 4 9,68 +1,16 3120+ 7 0,57 + 0,06 71+£5 8,72+0,5
9 (2,46) (5,58) 1060 + 61 (5,81) (13,88) (3,19) (2,17) (0,68) (12,0) 0,24) (9,99) (6,89) (5,76)
Quibe 18,57 + 1,06 1,42 + 0,02 3,43+0,36 58,71 +4,52 2819 + 65 668 + 23 12,28 + 5540 + 402 0,40 + 0,03 51,69 + 10,01 +
(12,4) (1,80) 713 £69 (9,72) (10,39) (7,71) (2,31) (3,53) 0,85 (6,96) (7,27) (7,33) 2,81 (5,44) 0,76 (7,65)
Concentragao, X + SD (RSD)
Amostra
Cozida . .
Al Ba Ca Cu Fe K Mg Mn Na Ni Si Zn
Empanado 2,96 + 0,005 1,14 + 0,02 2,63 +0,22 137+ 10 2001 + 142 334,27 + 3,02 +0,03 5760 + 499 0,42 + 0,05 56,20 3,54+
de Frango 0,17) (2,32) 448 * 49 (11,03) (8,28) (7,28) (7,09) 4,96 (1,44) (1,24) (8,67) (11,03) 2,59 (4,61) 0,28 (7,79)
Hamburauer 6,63 0,72 1,17 + 0,04 3,63+0,16 162 £ 6 7855 + 368 824 +9 12,56 0,95 + 0,05 797 16,64
9 (10,83) 3,77) 1556 + 142 (9,13) (4,54) (3,83) (4,68) 1,14) 0,65 (5,19) 4317 +93 (2,16) (5,77) (9,64) 1,0 (6,04)
Quibe 10,79 £ 0,78 1,33 £ 0,06 2,24 +0,13 711 2751 + 236 582 + 23 13,96 6939 + 569 0,54 £ 0,04 60,32 14,32
(7,27) (4,49) 777 £ 30 (3,85) (4,97) (1,44) (8,6) (3,93) 0,15 (1,05) (8,84) (6,82) 3,55(5,89) 0,5(3,46)

Média + Desvio padrao (Desvio padrao relativo)
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5.6. Estudo da bioacessibilidade dos elementos por digestao

gastrointestinal in vitro

Além de estudos para a determinagéo das concentra¢cdes de minerais, é
importante também verificar sua bioacessibilidade e biodisponibilidade para
absorcdo intestinal, apdés a digestdo dos alimentos (Santana, 2018). A
importancia da avaliacdo sobre a possibilidade de absorc&o intestinal de um
nutriente se deve ao fato de que a sua quantidade total contida em uma matriz
alimentar, pode nao refletir a quantidade real a ser absorvida (Moredapifieiro et
al., 2011).

Dessa forma, fez-se o estudo da fracdo bioacessivel (liquido) e néo-
bioacessivel (sélido) nas amostras cruas e cozidas de empanado, hamburguer

e quibe.

Apbs o processo, as solucdes das amostras cruas e cozidas foram
separadas da parte sélida, retirando-se o sobrenadante, que foi utilizado para a
determinacao dos analitos por MIP OES. J& a parte sélida foi realizada uma nova
decomposicao acida conforme descrito anteriormente, a fim de avaliar a exatidao

do método aplicado.

Para Ca e Na, nao foi realizado o estudo da fracdo bioacessivel, pelo fato
que no processo, utiliza-se inUmeros sais e esses sair possuem 0s elementos

Ca e Na.

Os valores obtidos para as concentracdes sdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9 — Resultados da fragéo bioacessivel (FB) e fracdo ndo bioacessivel (FNB) em

amostras de carnes vegetais. Valores em mg kg. (continua)

Analito Empanado de Frango Empanado de Frango
(Cru) (Cozido)

FB FNB R% FB FNB R%

Al <LD 1,590 + 0,309 82 <LD 1,819+0,029 82
Ba <LD 1,271 +0,008 108 <LD 0,914+ 0,009 80
Cu 0,614 + 0,003 1,146 + 0,085 94  1,233+0,005 1,506+0,010 104
Fe 27,041 +£1,528 110 +9,415 97 33,605+0,569 94,326 +2,665 93
K 2252 + 86 47,486 £ 0,020 102 1808+104 127+0,741 96
Mg 104 + 7,026 163 + 12,082 80 316 £8,963 55,429 + 0,733 107
Mn <LD 6,557 + 0,317 87 0,252+0,008 3,028+0,187 108
Ni <LD 0,454 £ 0,004 96 <LD 0,457 £ 0,004 109
Si 14,301+ 0,666 9,893+0,800 85 21,889+1,151 38,248+0,222 107
Zn 2,457 +0,012 3,409+0,294 89 3,082+0,012 0,452+0,003 99

Analito Hamburguer Hamburguer
(Cru) (Cozido)

FB FNB R% FB FNB R%

Al 0,612+ 0,002 3,700+0,058 104 1575+0,137 4594+0,039 93
Ba <LD 1,388 + 0,022 97 <LD 1,288 + 0,008 109
Cu 1,224 + 0,006 1,079+0,017 101 <LD 3,292 +0,123 104
Fe 65,160 + 4,419 76,480+ 1,700 104 83,228+2,116 78,294+8,041 99
K 5313 + 90 563 + 31 108 80441421 614+48 110
Mg 429 £ 51 241 £ 7 107 620 £ 107 212+ 4 101
Mn 1,839 +0,005 7,188 + 0,439 93 4,156 + 0,026 7,342 + 0,97 91
Ni <LD 0,459 + 0,008 80 0,615+0,001 0,460+ 0,003 113
Si 11,960 + 1,279 48,047 +£0,911 84 36,181 +1,071 37,900+ 3,964 93
Zn 2,284 +0,022 4,774+0,283 103 3,689+0,004 13,623+1,616 104
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Tabela 9 — Resultados da fracao bioacessivel (FB) e fracdo ndo bioacessivel (FNB) em

amostras de carnes vegetais. Valores em mg kg™.

Analito Quibe Quibe
(Cru) (Cozido)

FB FNB R% FB FNB R%
Al 0,615+0,002 7,369+0,721 87 0,616+0,001 8,367 +1,230 84
Ba <LD 1,282 + 0,001 90 <LD 1,302 + 0,013 97
Cu 2,064 +0,011 1,138 + 0,001 93 1,081 + 0,128 1,100 + 0,142 97
Fe 26,042 + 0,667 35,209+2,598 104 28,573+0,482 49,291+4,105 110
K 2753 £ 111 2507 106 2177 +£128 2303 87
Mg 361 + 29 350 + 39 106 329 + 16 242 +18 98
Mn 2,147 +0,434 8514+0,896 86  4,920+0,014 9,767 +0,559 105
Ni <LD 0,459 + 0,003 114 <LD 0,465 + 0,003 86
Si 12,571 +0,324 28,929+2,499 80 18,697 +1,082 49,447 +1,152 112
Zn 1,846 £ 0,004 6,888+2,075 87 3,072+0,005 10,466 +0,223 94

recuperacdo: R%.

Dentre os minerais mostrados na Tabela 9, as maiores fracOes
bioacessiveis foram obtidas para K e Mg, e as menores foram obtidas para Al,

Ba, Cu, Mn e Ni, tanto para as amostras cruas quanto para as cozidas.

Alguns elementos apresentaram valores abaixo do Limite de Detecgéo
(LD) para as fragdes bioacessiveis, isso nos diz que sua concentracdo esta na

fracdo ndo-bioacessivel.

O K foi o mineral que se destacou, apresentando a maior concentracéo
da fracdo bioacessivel para o hamburguer cozido, com 8043,91 mg kg e sua

menor concentracdo foi de 1808,04 mg kg para o empanado de frango cozido.

Em relacdo aos minerais nas amostras cozidas, acredita-se que a fracao
bioacessivel pode ser potencializada como resultado do tratamento térmico que
a mesma €é submetida, devido ao amolecimento da matriz alimentar e
consequentemente a liberacdo de minerais ligados a proteinas. Além disso,
podem ter modificado o conteudo de inibidores de solubilidade como oxalatos,

fitatos, taninos e compostos fendlicos (Cila, et al., 2018).
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Segundo dados da literatura, este fato foi observado para Fe e Zn em
fracOes bioacessiveis em cereais e leguminosas tratadas por cozimento sob
pressdo, micro-ondas e cozidas em panela comum (fervida) (Cila et al., 2018), o
que pode ser associado ao cozimento das carnes de origem vegetal deste
trabalho que tiveram seu cozimento em forno convencional. Observou-se para
Fe a maior concentracéo em 83,23 mg kg para o hamburguer de origem vegetal
e a menor concentracdo para o quibe com 28,57 mg kg. Para o Zn observou-
se concentragdes baixas comparando aos outros elementos, mas para a sua
fracdo bioacessivel em amostras cozidas sua maior concentragéo foi de 3,69 mg
kgt para o hamburguer e sua menor concentracéo foi para o quibe com 3,07 mg
kg*. Dessa forma, é possivel constatar que para os dois elementos a amostra
de hamburguer teve sua maior concentracao de Fe e Zn e a amostra de quibe

as menores concentracgoes.

A diminuicédo do teor de Fe e Zn nas fracdes bioacessiveis comparadas
as fragBes ndo bioacessiveis também pode estar relacionado a degradacéo do
acido ascorbico, o qual é um potencializador da absor¢édo de Fe, isso faz com
gue a geracgao de interagcdes minerais-nutrientes negativas ocorra mudancas na

estrutura quimica devido a oxidacao do elemento (Menezes, et al., 2018).

Comparando as fracdes bioacessiveis para os trés tipos de carne de
origem vegetal, temos que a amostra de hamburguer tanto cru como cozido,
apresentaram maiores concentragbes e as amostras de empanado de frango
apresentaram menores concentracdes, tanto crua como cozidas. Porém, em
estudos da literatura, amostras de frango obtiveram maiores concentragdes da
fracdo bioacessivel que amostras de carne vermelha, o que destaca que a carne
de frango de origem vegetal possui diferencas consideraveis com a
convencional, podendo estar relacionado ao possuir altos teores de gorduras.
(Campos, et al., 2018)

A amostra de hamburguer cozido apresentou a maior bioacessibilidade
para Si (36,18 mg kg?'), e o menor resultado, cerca de 11, 96 mg kg, foi
observado também para as amostras de hamburguer, porém, na amostra crua.
Além disso, este elemento € mais bioacessivel no hamburguer do que nas

demais carnes de origem vegetal.
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Para avaliar a contribuicdo ao valor nutricional dos elementos essenciais
em carnes vegetais, foi analisado a ingestao diaria recomendada de carne de
origem animal com base na concentracdo dos analitos, considerando as médias

das concentragfes totais e das fracfes bioacessiveis das amostras cozidas.

Para o Ca, a ingestdo diaria recomendada (IDR) € de 1000 mg para
adultos (homens e mulheres), 0,3 e 0,9 mg para Cu; 7,1 e 10,5 mg para Fe; 79
e 348 mg para Mg, 2,3 mg para Mn e 3,0 e 9,0 mg para Zn. Bem como, com a
concentracdo recomendada para o Na e K que é de 2000 e 4700 mg/dia para os
adultos, respectivamente. Assim, para que pudéssemos correlacionar a
concentracdo obtida para os analitos com a ingestdo diaria recomendada,
levamos em consideracdo a recomendacdo do Ministério da Saude para o
consumo de carne por pessoa, que é de 100 g por dia (ANVISA, 2005).

Dessa forma, comparando os valores de ingestdo diaria com os valores
da concentracgdo total (Tabela 8) e com os valores da fracdo bioacessivel (Tabela
9), podemos observar que os valores de K possui as maiores concentracées
para ambos e esta dentro da IDR. Para o Cu, as amostras apresentaram valores
inferiores e para o Fe apresentaram valores bem altos em relacdo aos
recomendados. Para o Mn, Mg e Zn os valores estdo préximos aos

recomendados.

Para Ca e Na, comparando seus valores apenas com a Tabela 8, suas
concentracdes estdo dentro da IDR.

6. Consideragoes finais
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O método desenvolvido nesse trabalho, empregando um planejamento de
composto central como ferramenta estatistica para a otimizacdo da etapa de
preparo da amostra possibilitou adquirir uma condicdo Otima para a
decomposicao das amostras, apresentando bons resultados de recuperacéo dos
analitos para os Materiais de Referéncia Certificados e nos testes de adicdo de
analito, desta forma comprovando a exatiddo do método otimizado para analises

de carnes de origem vegetal por MIP OES.

Contudo, foram avaliados a concentragéo total de Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Ni, Si e Zn e a fracdo bioacessivel e ndo bioacessivel dos analitos
Al, Ba, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Ni, Si e Zn. Os resultados obtidos forneceram dados
importantes sobre o teor de minerais em amostras de empanado de frango,
hamburguer e quibe, e sobre as frac6es bioacessiveis de alguns analitos, que
realmente contribuem para a nutricdo humana. Além disso, estudos para a
comprovacdo de minerais presentes nas proteinas a base de vegetais sdo de
extrema importancia para a populacdo que mantém uma dieta isenta de carnes,

visto que na literatura estes dados ainda ndo sao encontrados.
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Anexos

Anexo A: Gréficos referentes a Tabela 6 sobre as concentracfes analiticas em
materiais de referéncia certificado.
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Figura 1 — Comparacao entre as concentragdes obtidas para Ca, K, Mg e Na no
material de referéncia certificado Meat Homogeneat.
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Figura 2 — Comparacao entre as concentracdes obtidas para Cu, Fe e Zn no
material de referéncia certificado Meat Homogeneat.
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Figura 3 — Comparacéo entre as concentracdes obtidas para Ca, Cu, Fe, Mn e
Zn no material de referéncia certificado Bovine Liver.
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Figura 4 — Comparacgéo entre as concentragcdes obtidas para K, Mg e Na no
material de referéncia certificado Bovine Liver.
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Anexo B: Graficos referentes a Tabela 8 sobre as concentracdes totais em

amostras de carnes vegetais cruas e cozidas obtidas por MIP OES.
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Figura 5 — Comparacgéo entre as concentragdes totais para Al, Ba, Cu, Mn, Ni e
Zn em amostras de carnes vegetais cruas obtidas por MIP OES.
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Figura 6 — Comparacéo entre as concentracdes totais para Ca, K, Mg e Na em
amostras de carnes vegetais cruas obtidas por MIP OES.
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Figura 7 — Comparacéo entre as concentracdes totais para Fe e Si em amostras
de carnes vegetais cruas obtidas por MIP OES.
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Figura 8 — Comparacéo entre as concentracdes totais para Al, Ba, Cu, Mn, Ni e
Zn em amostras de carnes vegetais cozidas obtidas por MIP OES.
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Figura 9 — Comparacao entre as concentragdes totais para Ca, K, Mg e Na em
amostras de carnes vegetais cozidas obtidas por MIP OES.
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Figura 10 — Comparagcdo entre as concentracoes totais para Fe e Si em
amostras de carnes vegetais cozidas obtidas por MIP OES.
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Anexo C: Gréficos referentes a Tabela 9 sobre as concentracfes da fracdo
bioacessivel em amostras de carnes vegetais cruas e cozidas obtidas por MIP
OES.
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Figura 11 — Comparacao entre as concentracdes da fracdo bioacessivel para Al,
Cu, Fe, Mn, Si e Zn em amostra de empanado obtidas por MIP OES.
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Figura 12 — Comparacgdo entre as concentra¢gdes da fragédo bioacessivel para K
e Mg em amostra de empanado obtidas por MIP OES.
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Figura 13 — Comparacao entre as concentracdes da fracdo bioacessivel para Al,
Cu, Fe, Mn, Ni, Si e Zn em amostra de hamburguer obtidas por MIP OES.
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Figura 14 — Comparacgéao entre as concentracdes da fracdo bioacessivel para K
e Mg em amostra de hamburguer obtidas por MIP OES.
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Figura 15 — Comparacao entre as concentracdes da fracdo bioacessivel para Al,
Cu, Fe, Mn, Si e Zn em amostra de quibe obtidas por MIP OES.
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Figura 16 — Comparacgdo entre as concentra¢cdes da fragdo bioacessivel para K
e Mg em amostra de quibe obtidas por MIP OES.
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