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RESUMO
PAULO, Jodo Vitor Alves Soares de. Avaliacdo da Fracdo Bioacessivel de Elementos
Majoritarios em Creme de Leite por MIP OES. Trabalho de Concluséo de Curso (Curso de
Bacharelado em Quimica) — Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de Alimentos,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS.

O creme de leite, produzido a partir da gordura do leite, € uma importante fonte de nutrientes.
Sua utilizacdo se faz presente em diversas receitas do cotidiano da populacéo, principalmente
daquelas que buscam uma alimentacdo mais saudavel, ndo proveniente de animais por escolha
pessoal ou devido a intolerancia a lactose. Isso levou ao surgimento de uma variedade de
produtos, sendo encontrados cremes de leite de diferentes origens (animal ou vegetal), com ou
sem lactose e em diferentes embalagens. Com essa variacdo e alimentacdo frequente, faz se
necessaria um estudo para a compreensao de quanto dos minerais presentes nesse alimento
como Ca, Fe, Na, Mg, K, Mn, Cu e Zn, estdo sendo ingeridos. Desta forma, esse trabalho tem
como objetivo a quantificacdo de Al, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn presentes na fracdo bioacessivel
de amostras de creme de leite por Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma Induzido por
Micro-ondas (MIP OES). Para obter a fracdo bioacessivel, foram realizados ensaios de
simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal, posteriormente separadas as fracdes bioacessivel
e ndo bioacessivel para analise. A fracdo ndo bioacessivel foi submetida ainda a uma
decomposicdo &cida utilizado bloco digestor com sistema de refluxo. Por fim, através do
balanco de massas foram obtidas recuperacGes na faixa de 81 a 117%, evidenciando boa
exatiddo do método de simulacdo gastrointestinal, quantificando os analitos Al, Fe, K, Mg e Zn
e avaliando as fracOes bioacessiveis obtidas para as variadas amostras em uma faixa de 77% a
88% para Al, 53% e 119% para Fe, 21% a 97% para K, 27% a 117% para Mg e 22% a 101%

para Zn, aléem de determinar a contribuicdo das mesmas para a alimentacéo diaria da populacéo.

Palavras-chave: Derivado lacteo. Quantificacdo elementar. Bioacessibilidade. Decomposicéo

acida. Concentracao bioacessivel. Contribuigdo para ingestéo.
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1.  Introducéo

Dentre os diversos alimentos presentes no cotidiano da populacao, o leite € uma fonte
de nutricdo necessaria desde o nascimento, sendo consumido frequentemente ao longo da vida
com uma ampla variedade de formas de consumo e pela producédo de seus derivados (Tuzzi
2019).

A demanda pelos produtos é evidenciada pela industria de laticinios ser o terceiro
seguimento mais importante da inddstria alimenticia brasileira, tendo em 2018 faturamento de
68,7 bilhdes de reais, estimando-se um consumo em cerca de 166,4 litros por habitante (ABIA
2023; Tuzzi 2019; Siqueira 2019).

Assim como ocorre com o leite, a producdo e o consumo significativos de seus
derivados sdo observados na sociedade. Entre esses derivados, o creme de leite se destaca como
um ingrediente frequente na alimentagdo diéria de muitas pessoas, em virtude de sua notavel
versatilidade. Esse produto é amplamente utilizado em uma variedade de receitas, tanto doces
guanto salgadas. Apesar de sua composicdo ser similar a do leite, uma vez que é derivada de
sua gordura, o creme de leite se diferencia principalmente pela sua concentracdo dessa gordura
em diferentes teores, suprindo a procura de consumidores por uma ampla faixa de teores.

O creme de leite € uma fonte concentrada de energia devido ao seu teor relativamente
alto de gordura. Suas caracteristicas nutricionais variam dependendo do teor de gordura
presente no produto. Em geral, o creme de leite € uma fonte significativa de gorduras saturadas,
gue podem contribuir para o aumento do colesterol sanguineo se consumidas em excesso. Além
disso, o creme de leite pode conter pequenas quantidades de vitaminas lipossollveis, como as
vitaminas A e D, dependendo da fortificagdo do produto. Além disso, contém minerais como
Ca, Fe, Mg, K, Na e Zn, proteinas e carboidratos também estdo presentes em sua composicao.
No entanto, o teor destes trés Ultimos nutrientes é relativamente baixo em comparacdo com
outros alimentos

Além disso, algumas restricdes alimentares por parte da populacéo surgiram e devido
ao grande consumo de creme de leite, buscaram-se alternativas para produ¢do do mesmo com
baixo teor ou sem lactose, devido a necessidade de diversas pessoas incapazes de metabolizar
o dissacarideo, surgindo os produtos zero lactose ainda provenientes do leite de vaca, bem como
0s produtos a base de vegetais, como soja, caju e coco (Ligtowler 1998).

Neste contexto é importante averiguar quais as diferencas em termos de composi¢do

elementar existem entre as variedades de creme de leite e se este alimento contribui com os
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nutrientes necessarios para o bom funcionamento do organismo humano. Sendo assim, é
necessario a realizagdo do estudo de bioacessibilidade, que propde a simulagdo de uma
determinada amostra em meio ao sistema digestivo humano, seguindo entdo da quantificacéo

dos nutrientes de interesse por um instrumento de analise.

2. Objetivos
2.1.  Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo avaliar a bioacessibilidade de elementos majoritarios
como Al, Cu, Fe, K, Mg, Mn e Zn em amostras de creme de leite de diferentes variedades,
utilizando como técnica de quantificacdo, a Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma
Induzido por Micro-ondas (MIP OES).

2.2.  Objetivos especificos

e Aplicar o método de digestdo in vitro para o preparo de amostras de creme de leite para
posterior determinacdo da fracdo bioacessivel dos elementos Al, Cu, Fe, K, Mg, Mn e
Zn por MIP OES;

e Obter resultados com boa preciséo e exatidao;

e Auvaliar os resultados obtidos quanto a bioacessibilidade dos elementos investigados;

e Comparar as concentracdes obtidas para os elementos com os valores de recomendacdes

diarias e os limites de ingestdo encontrados na literatura.

3. Revisao da Literatura
3.1. Creme de leite

Definido pela portaria n°® 147 de Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (1996), o creme de leite € um produto lacteo formado da emulsdo de gordura em agua,
gordura essa retirada do leite através de processamentos adequados sendo denominada de
creme. Desta forma a diferenca significativa em relacdo ao leite é a proporcéo de gordura e
soro, sendo o creme rico em gordura (Santiago, 2020; Flauzino, 2007).

A proporcao de gordura € o principal fator de caracterizacdo do creme de leite, podendo

ser identificado com creme de baixo teor de gordura ou leve quando contém de 10% - 19,9%,
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creme contendo de 20% - 49,9% e de alto teor de gordura ou creme para bater sendo acima de
50%. Ainda é possivel encontrar como duplo creme para cremes com teor superior a 40%
(MAPA,1996; Flauzino, 2007).
Outra nomenclatura presente em cremes de leite € com relacdo ao processo em que é
submetido, podendo ser:
e Creme pasteurizado, aquele submetido ao procedimento de pasteurizacdo mediante
tratamento térmico tecnologicamente adequado;
e Creme esterilizado, o0 submetido ao processo de esterilizagdo mediante um tratamento
térmico tecnologicamente adequado;
e Creme UHT o que foi submetido ao tratamento térmico de ultra alta temperatura
mediante procedimento tecnologicamente adequado.

O processamento de cremes de leite se baseia em uma sequéncia de etapas, iniciada pela
separacgdo da gordura do leite, onde através de um processo de desnatacdo do leite, é separada
em uma centrifuga por maio da densidade, sendo obtido por uma saida o leite desnatado e por
outra a gordura do leite. Seguido da separacdo tanto o leite como o creme passam pelo processo
de padronizacdo, onde ocorre o ajuste de teor de gordura, posteriormente entdo ocorre o
tratamento térmico, mais comumente sendo realizada a UHT/UAT (ultra alta temperatura) ou
a pasteurizacao, podendo por fim passar por um processo de homogeneizacdo, porém este ndo
¢ obrigatdrio, e entdo feito o envase do produto em embalagens adequadas para 0 consumo
(Early, 1998; Smiddy, 2009).

Os diferentes tratamentos térmicos tém o mesmo objetivo a deteriorizacdo de micro
organismos, enzimas e agentes patogénicos, através da utilizacdo de altas temperaturas. A
grande diferenca do processo de pasteurizacdo para 0 UHT é o tempo e a temperatura, sendo
recomendado pela Federacdo Internacional de Laticinios (IDF) para o tratamento de
pasteurizacdo a utilizacdo de 75°C por 15s para cremes de abaixo de 20% de gordura e 80°C
por 15s para cremes acima de 20% de gordura considerando 100g de creme de leite. O
tratamento por UHT, por outro lado, utiliza de temperatura mais elevada cerca de 135 a 150°C
por poucos segundos (Early, 1998; IDF, 1996).

Durante o processamento do creme pasteurizado ndo é permitida a adi¢do de aditivos ou
coadjuvantes, ja para o creme UHT (Ultra High Temperature) ¢ permitido a utilizagdo de
agentes espessantes e/ou estabilizantes permitidos pela legislagdo ndo podendo ser superior a
0,5% (m/m) do produto final, 0 mesmo para presenca de sais estabilizantes, porém ndo sendo

permitidos acima de 0,2% (m/m) do creme final. O creme UHT/UAT pode ser encontrado
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também como "Creme Longa Vida" e no Brasil o creme de leite UHT/UAT é o mais encontrado,
seguido do creme de leite pasteurizado, ambos na sua verséo ndo fermentada. (Santiago, 2020;
MAPA,1996).

Com base em suas caracteristicas sensoriais, 0 creme de leite possui coloracdo branca ou
levemente amarelada, sabor e odor caracteristicos, suave, ndo sendo ran¢oso ou &cido, e ndo
apresentando falta de sabor ou odor estranho (MAPA,1996).

O creme de leite € uma fonte de nutrientes, tendo em sua composi¢do carboidratos,
proteinas, lipideos, minerais e vitaminas. Dentre os minerais € fonte de Ca, Fe, Na, Mg, P, K,
Mn, Cu e Zn. A Tabela 1 apresenta a composi¢do nutricional de creme de leite com teor de 25%
de gordura em lata referente a proporc¢ao de 100 g do produto retirada da Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TBCA).

Tabela 1. Composi¢do quimica de creme de leite (25%, UHT, lata), para uma por¢éo de
100g.

Componentes Quantidade
Carboidrato total 4,16 g
Carboidrato disponivel 4,16 ¢
Proteina 195¢g
Lipidios 23,79
Acidos graxos saturados 145¢g
Acidos graxos monoinsaturados 6,399
Acidos graxos poli-insaturados 0,58 g
Acidos graxos trans 0,80 g
Célcio 82,7 mg
Ferro 0,30 mg
Sodio 51,7 mg
Magnésio 7,54 mg
Faésforo 118 mg
Potassio 118 mg
Manganés 0,01 mg
Zinco 0,29 mg
Cobre 0,02 mg
Vitamina A (RE) 142 mcg
Vitamina A (RAE) 138 mcg
Vitamina D 1,05 mcg
Alfa-tocoferol (Vitamina E) 0,61 mg
Riboflavina 0,10 mg
Vitamina B12 0,12 mcg

Fonte: TBCA
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3.2. Bioacessibilidade

A determinacdo da concentracdo total de elementos presentes em alimentos muitas
vezes ndo representa de fato resultados suficientemente esclarecedores, pois a concentracdo
presente na matriz do alimento ndo seré necessariamente totalmente liberada durante a digestéo
para o organismo humano (Souza et al., 2018).

Para que ocorra o aproveitamento dos nutrientes presentes em um alimento, é necessario
que estejam biodisponiveis, assim serdo realmente absorvidos e desempenharam suas funcdes
bioldgicas.

Com o objetivo de avaliar o comportamento dos analitos para além da concentracao
total, podem ser realizados estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade, desenvolvidos
para que possa ser melhor avaliada a relacdo que 0os componentes presentes no alimento tém
com o organismo durante a digestdo. A bioacessibilidade é o estudo sobre a interacdo da matriz
do alimento com o sistema gastrointestinal, sendo liberado a fracdo bioacessivel, a qual 0s
analitos se tornam disponiveis para serem absorvidos pelo organismo. Todavia o estudo de
biodisponibilidade se propde a avaliar qual a concentracdo que o analito tera para ser absorvido
pelo corpo e realizar as funcdes fisiologicas (Do Nascimento da Silva et al., 2013; Minekus et
al., 2014; Souza et al., 2018). A realizacdo destes estudos consiste em abordagens diferentes
sendo para a biodisponibilidade o método in vivo e para a bioacessibilidade 0 método in vitro.

Testes in vivo sdo realizados com humanos ou animais que possuam sistema digestivo
semelhante, geralmente os estudos sdo feitos analisando o sangue da cobaia ou por balanco de
massas, entretanto por serem métodos invasivos, de elevado custo, necessitar de longos
periodos de andlise, dependerem de fatores fisioldgicos especificos de espécies animais e seguir
uma linha ténue entre os principios de ética, demostra diversas limitacdes. Em contra partida
0s testes in vitro partem do conceito de simulacdo das condicdes fisiologicas e das etapas que
ocorrem em meio a digestdo: fase oral, gastrica e intestinal. Entretanto para uma boa
repetibilidade e reprodutibilidade do método € importante seguir 0 método proposto e controlar
os fatores que podem influenciar seu resultado como, a temperatura, pH, movimentos
peristélticos e a composic¢do quimica da saliva, do suco gastrico, do suco duodenal e do suco
biliar (Cardoso et al. 2015; Do Nascimento da Silva et al., 2015; Peixoto et al., 2016; Souza et
al., 2018).

A fase oral simula o processo de mastigacéo e envolve o contato do alimento com a

saliva artificial com pH médio de 6,7, onde a a-amilase atua na quebra das ligagdes glicosidicas
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das moléculas de amido em maltose, seguida pela fase géstrica que ocorre pela adi¢do de
pepsina antes da acidificacdo das amostras para o pH 3. Em condicbes &cidas, a maioria das
proteinas e carboidratos sofrem degradacdo gerando aminodcidos, oligopeptidios e
polipeptidios. Por fim fase intestinal se da pela adicdo de pancreatina e sais biliares, que agem
na digestdo intestinal dos lipidios, com reajuste para pH 7. Devido ao aumento significativo do
pH durante a fase intestinal, as enzimas géastricas sdo inativadas ao fim do processo (Minekus
et al., 2014; Thakur et al., 2020).

A literatura apresenta diferentes métodos in vitro para avaliar a bioacessibilidade de
elementos essenciais e potencialmente toxicos em alimentos, sendo observada a falta de
padronizacdo das condicOes, influenciando todo o processo de simulacdo, desta forma néo
sendo possivel a comparacBes entre resultados de diferentes métodos. Com o objetivo de
minimizar esse problema, foi proposto um método de simulacdo in vitro estatica da digestao
gastrointestinal de alimentos para padronizacdo e publicado em protocolo por Brodkorb et al.
(2019), por meio de consenso internacional dentro da rede COST INFOGEST, sendo a partir
de entdo o método de ampla utilizacdo, o0 Método entdo padronizado pode ser observado na
Figura 1 (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).

FASE ORAL

Misturar saliva artificial + alimento triturado
na proporgao 1:1;

Incubar enquanto mistura 2 min, 37°C, pH 7.

FASE GASTRICA

Misturar suco gastrico artificial
+ bolo oral na proporgao 1:1;
Incluir a Pepsina;

Incubar enquanto mistura 2 h, 37°C, pH 3.

FASE INTESTINAL

Misturar quimo gastrico com suco
intestinal artificial na proporgdo 1:1;

Incluir a bile e pancreatina;

Incubar enquanto mistura 2 h, 37°C, pH 7.

Figura 1. Viséo geral de uma digestdo in vitro simulada.
Fonte: Texto adaptado de Brodkorb et al. (2019) e Minekus et al. (2014).
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3.3.  Preparo de amostra

A quantificacdo elementar em amostras segue uma sequéncia analitica, que consiste em
etapas que devem ser consideradas para a realizacdo das analises. Dentro dessa sequéncia temos
a etapa de preparo de amostras com matrizes complexas, como em alimentos. E considerada
uma das etapas mais importantes, pois € nesta etapa onde é feito a tratamento adequado da
amostra para que a mesma possa ser analisada pelo instrumento escolhido. Além disso a etapa
em que demanda mais tempo do analista, podendo ocorrer 0s maiores erros e contaminacgdes da
andlise (Krug, 2019).

Neste contexto a etapa deve ser definida e realizada com cuidado, considerando 0s
métodos disponiveis, a concentracdo dos analitos a serem analisados, a natureza amostra e de
sua matriz, a técnica definida para as quantificacdes e a precisdo e exatiddo desejadas. A
conversdo da amostra uma solugdo ou suspensdo adequada para que seja analisada, garante a
preservacao a espécie quimica de interesse para sua quantificacdo (Krug, 2019; Gomes, 2021;
Oliveira, 2003). Esta etapa tende a ocasionar cerca de 30% dos erros de analise e demanda cerca
de 60% do tempo durante a sequéncia analitica (Krug, 2019; Oliveira, 2003).

O preparo de amostra para analises elementares costuma ser um processo que permite o
desprendimento dos analitos de sua matriz, levando a oxidagdo da matriz e a convertendo em
COx, H20, NOx e N2, enquanto outros elementos sdo convertidos em espécies inorganicas
simples (Korn et al., 2008; Krug, 2010).

Dentre os métodos de preparo de amostras de matriz organica, geralmente sao utilizadas
decomposicgdes, ocorrendo a quebra das ligaces e liberando os analitos de sua matriz,
decomposic¢des essas que podem ocorrer por via seca ou via Umida. A decomposi¢do por via
seca é considerada um processo mais simples, devido a amostra ser submetida a um processo
de calcinacdo em elevadas temperaturas a tornando sollvel, entretanto a via seca pode acarretar
perda de analitos por volatilizacdo, riscos de contaminacéo, alto gasto de energia e tempo
elevado para a queima de determinadas amostras (Krug, 2019; Gomes, 2021).

A decomposicdo por via umida utiliza de métodos que consistem na destruicdo ou
separagdo por meio de rompimentos das ligacdes da matriz organica utilizando reagentes e uma
fonte externa de energia, no qual esses reagentes costumam ser &cidos como HNOs, HCI,
H2SOs, entre outros, ou a mistura deles, sendo possivel também a adicdo de agentes oxidantes

como o H20> que auxiliam na decomposicédo (Oliveira, 2003; Krug, 2019).
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A utilizacdo de HNOs é frequente e se mostra uma boa escolha, pois € eficiente para a
oxidagdo da matéria orgénica e apresenta vantagens, como o facil manuseio e sua obtencéo em
alto grau de pureza, a possibilidade de perdas por volatilizacdo devido a alta temperatura sdo
reduzidas e tem baixo nivel de interferéncias na maioria das técnicas analiticas. Seu potencial
oxidativo ainda pode ser melhor explorado em sistemas fechados onde pode alcancar
temperaturas acima de 120°C (Mitra, 2003; Krug, 2010).

Dentre os métodos de decomposicédo ainda podemos dividi-los em sistemas fechado e
abertos, os quais utilizam de diversas fontes de energia, podendo ser térmica de equipamentos
como bloco digestor e a chapa de aquecimento, radiagdo micro-ondas, ondas ultrassonicas,
entre outras (Oliveira, 2003; Krug, 2016).

Os métodos que utilizam de sistema aberto em sua maioria apresentam baixo custo e
sdo considerados simples, por outro lado também apresentam elevado teor de carbono residual,
elevado risco de contaminacdo do ambiente e perdas de acido e analitos por volatilizacéo,
causando aumentos no sinal do branco e no tempo de decomposi¢do, demonstrando baixa
eficiéncia (Krug, 2016).

A utilizacdo de sistemas fechados para o preparo de amostras, ganhou destaque devido
as desvantagens de sistemas abertos. Por ser um sistema fechado, néo sdo perdidos analitos por
volatilizagdo, nem os agentes oxidantes, entretanto explosdes devido a pressao dentro dos fracos
durante a decomposicdo ou para abri-los ap6s a decomposicao sdo desvantagens, assim como a
massa de amostra limitada para a utilizacdo desses métodos e principalmente o custo elevado.
A evolucdo dos métodos e equipamentos mais sofisticados tornam a pratica mais segura, porém
aumentam ainda mais os custos para a rotina de laboratorio (Oliveira, 2003; Krug, 2016).

Como alternativa viavel, Ferreira et al. (2013) apresentaram um novo sistema utilizando
tubos digestores em bloco digestor, denominado “dedo frio”, que consiste em um recipiente na
regido superior do tubo digestor, onde é colocado &gua, para que durante a decomposi¢do o
vapor condense na superficie do dedo frio, evitando a perda por volatilizagdo dos analitos e
reagentes durante o processo de digestdo. Desta forma a adicdo de reagentes durante a
decomposi¢do ndo é necessaria, diminuindo ricos de contaminacdo e utilizando menos
reagentes. Todavia, o sistema também apresentava suas desvantagens, ndo permitindo refluxo
da &gua, o que acarretava 0 aumento de temperatura da mesma, tornando a condensacao
ineficiente. Outra desvantagem era a falta de alivio de pressao. O sistema de dedo frio pode ser

observado na Figura 2.
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Figura 2. 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.

Neste contexto, Oreste et al. (2013), desenvolveram um novo sistema de refluxo, que
consiste na circulagdo de agua continua aumentando o resfriamento da superficie e a
condensacéo dos reagentes de forma eficiente.

O sistema é composto por um tubo de vidro com mangueiras acoplada em suas
extremidades propiciando a circulagcdo de agua, sendo essa mantida em 15 °C por um banho
termostatizado, desta forma é possivel a utilizacdo de elevadas temperaturas ainda condensando
0s reagentes, outro componente do sistema € um encaixe de politetrafluoretileno (PTFE) com
ranhura lateral, o qual une o dedo frio ao tubo digestor, diminuindo os riscos de contaminagéo
pelo ambiente e aliviando a pressdo, sendo considerado um método semi-aberto, o sistema pode

ser observado na Figura 3.
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Figura 3. 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 pressao; 5: frasco de reacao.

Fonte: Adaptado de Oreste et al., 2013.

O sistema proposto por Oreste et. al (2013) com as modificacbes do dedo frio foi
utilizado para decomposicdo de amostras bioldgicas e teve sua eficiéncia comprovada para a
quantificacdo de analitos volateis como o Hg, evidenciando a ndo perda de volatilizagdo durante
0 preparo de amostras (Oreste et al., 2013; Bonemann et al., 2021). Desde entdo, diversas
amostras contendo diferentes matrizes foram decompostas usando este sistema de forma
eficiente: goma xantana (Souza et al., 2015), leite em pé (Oreste et al., 2016), arroz (Oliveira
et al., 2016), cerveja (Ledo et al., 2018), silagem de colostro (Pereira, 2016), requeijdo (Diniz
et al., 2017), tomate e derivados (Bonemann et al., 2020), entre outros.

Trabalhos encontrados na literatura como a composicao de silagem de colostro (Pereira,
2016) e de requeijdo (Diniz, 2017), utilizando o sistema de refluxo modificado, evidenciam sua
aplicacdo na decomposigédo de amostras com matrizes e teor de gordura semelhantes a de creme

de leite como preparo de amostra eficiente para subsequente determinagédo elementar.
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3.4. Espectrometria de Emissdo Optica com Plasma induzido por Micro-ondas
(MIP OES)

Tendo em vista a quantificacdo elementar de analitos em diversas amostras, a escolha
da técnica utilizada para a analise € uma etapa de grande importancia, pois cada uma apresenta
suas caracteristicas, sendo assim umas mais vantajosas em relacdo a outras a depender do
objetivo do analista. Desta forma para escolha alguns aspectos sdo importantes como
sensibilidade, detectabilidade, preciséo e custo.

Existem diferentes técnicas j& descritas na literatura e comumente para a anélise
elementar de alimentos encontramos técnicas analiticas como, a Espectrometria de Emissao
Atdmica em Chama (F AES), Espectrometria de Absorcdo Atdmica em Chama (F AAS),
Espectrometria de Absor¢do Atdmica em Forno de Grafite (GF AAS), Espectrometria de
Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP MS), Espectrometria de Emissdo Optica
com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) e Espectrometria de Emissdo Optica com
Plasma Induzido por Micro-ondas (MIP OES) (Bressy, et al., 2013; Gonzales e la
Guardia,2013; Alves et al., 2018; Muller,2020).

Técnicas de absor¢do atbmica como GF AAS e F AAS, utilizam lampadas de catodo
oco com comprimento de onda especifico para cada elemento, como fonte de radiacéo, devido
a isso sdo técnicas mono elementares, demandando diferentes lampadas para analise de
diferentes analitos, assim como um maior tempo de analise em comparac¢do a outras técnicas
(Balaram, 2020; Gomes, 2021; Gonzales e de la Guardia, 2013).

Por outro lado, as técnicas que utilizam plasma destacam-se devido a possibilidade de
quantificacdo de mais de um elemento por analise, ou seja, sdo técnicas multielementares,
diminuindo o tempo de analises e por vezes apresentando maior sensibilidade. Dentre elas
temos a ICP OES e a ICP-MS, entretanto a utilizacdo de gas argdnio dessas técnicas eleva o
custo de operagdo sendo essa sua principal desvantagem (Chalyavi et al., 2017; Junior et al.,
2017).

Como alternativa a essa desvantagem, a técnica de MIP OES, foi langada em 2011, e
tem o seu plasma mantido com nitrogénio, esse entdo de elevada pureza gerado por um gerador
de nitrogénio acoplado a um compressor de ar.

A técnica de MIP OES consiste na formacdo de micro-ondas induzidas na regido do
plasma com frequéncia na regido de GHz, essas entdo transmitem a energia para os elétrons

presentes nas moléculas dos gases introduzidos, desta forma a energia promove a perturbacéo
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do sistema causando colisdes ionizantes e tornando o gas do sistema parcialmente ionizado,
originando assim o plasma induzido por micro-ondas (Agilent Technologies, 2016; Muller et
al., 2020).

A utilizacdo de nitrogénio para o mantimento do plasma nao € a unica possibilidade,
podendo ser utilizado gases como Ar e He ou a misturas de gases como Ar/He ou N2/O2 na
geragdo do plasma, sendo em sequéncia substituido o gas de ignicdo pelo N2 de alta pureza
retirado do ar atmosférico e assim persistindo durante a utilizacdo, devido a essas caracteristicas
o custo diminui significativamente, tornando a técnica de alta frequéncia analitica por ser
multielementar e de baixo custo operacional em comparacdo a outras técnicas de plasma
(Agilent Technologies, 2016; Muller et al., 2020; Bonemann et al., 2021; Louzada et al., 2022).

Com base na Figura 4, mostra a composicdo béasica do equipamento de MIP OES,
constituido por um sistema de introducéo de amostra, um gerador de micro-ondas como fonte
de excitacdo, um sistema de alimentacéo de gas de plasma e um sistema dptico, para controle e
obtencgéo dos dados (Agilent Technologies, 2016).

Monocromador
Com detector de CCD Mecanismo de acionamento
do comprimento de onda
Pre-optica
Plasma
Guiadeonda Tocha
Sisterna de introducdo de amoslra

Figura 4. Imagem do MIP OES com seus principais componentes.
Fonte: Adaptado de Agilent Technologies (2016).

O sistema utilizado para a introdugdo da amostra no plasma é apresentado na Figura 5,
onde a amostra é aspirada por um capilar pela agdo de uma bomba peristaltica, levando a

solucgéo ao nebulizador pneumatico onde a amostra é convertida em aerossol.



22

Aerossol da amostra

Bomba Peristaltica

L e
Amostra
Descarte Gas de nebulizagao

Figura 5. Sistema de introdugdo de amostra para 0 modo convencional.
Fonte: Adaptado de Agilent Technologies (2016).

A amostra ao passar pelo nebulizador, se transforma em um aerossol e o nebulizador
condensa as goticulas de maior didametro seguindo para um caminho de descarte, enquanto as
goticulas mais finas sdo arrastadas pelo nitrogénio até a tocha, onde o plasma atomiza e ioniza
a amostra, emitindo radiacdo que passa pelo detector de dispositivo de carga acoplada (CCD)
de baixo ruido e amplo alcance, sendo entdo medido simultaneamente as intensidades, gerando
espectros e sinais de fundo garantido a precisao e melhorando os limites de detecgédo (Jankowski
& Reszke, 2010; Agilent Technologies, 2016). A Figura 6 apresenta um diagrama esquematico

de funcionamento de um espectrémetro de MIP OES.

Plasma

Luz

Atomos uz /
excitados emitida - /
—

Espectrometro Quantificagao

Amostra em
aerossol

Figura 6. Diagrama esquematico de um espectrémetro de emissdo 6ptica com plasma de micro-
ondas.
Fonte: Adaptado de Agilent Technologies (2016).
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Neste contexto a técnica de MIP OES em comparacdo ao ICP OES, pela utilizagdo de
um N2 ao invés do Ar, diminui o custo operacional, mas acaba apresentando maiores limites de
deteccdo em funcéo da menor energia disponivel, porém sensibilidade superior em comparagédo
ao F AAS. Desta forma a técnica de MIP OES apresenta-se viavel para determinacdes
multielementares em diferentes amostras (agricolas, alimenticias, ambientais, farmacéuticas,
dentre outras), com grande quantidade de leituras em menor tempo, custo reduzido, boa
sensibilidade e limites de deteccdo (Muller et al. 2020).

4. Materiais e Métodos

4.1.  Instrumentacéo

A determinacdo da concentracdo dos elementos foi realizada utilizando o espectrometro
de emissdo Optica com plasma induzido por micro-ondas (MIP OES) modelo Agilent 4200
(Agilent Technologies, Australia), equipado com um nebulizador OneNeb séries 2, uma camara
de nebulizacdo ciclénica, uma bomba peristaltica, uma mangueira, com uma extremidade para
o0 descarte de residuos e na outra um capilar para a introducao das amostras. O plasma gerado é
ativado utilizando um pequeno fluxo de gas Ar (argbnio) com pureza de 99,996% (Agilent
Technologies) e mantido com gas nitrogénio, este é obtido na atmosfera através de um
compressor modelo MSV 12 (Schulz, Brasil) e convertido por um gerador de nitrogénio modelo
4107 (Agilent Technologies, Australia). A medicao das amostras foi realizada em triplicata, de
forma que, a bomba peristaltica em uma velocidade de 15 rpm, realiza-se a aspiracdo de cada
amostra em 15 s, estabilizando por 15 s e por fim a leitura de cada analito por mais 3 s. As
leituras passam por correcdo automatica dos sinais de fundo por meio de uma subtracdo dos
valores de intensidade dos brancos da curva de calibracao.

As pesagens das amostras foram realizadas em uma balanca analitica modelo AR2140
(Ohaus Adventurer, EUA) com resolucédo de 0,01 g e tara maxima de 210 g.

Para obter a fragdo bioacessivel, foi utilizado um banho Dubnoff com agitacdo e
aquecimento modelo Q226M2 (Quimis, Brasil), um pHmétro modelo pHS-3B (PHtec, Brasil)
e uma centrifuga de velocidade méaxima de 10.000 rpm modelo 5804R (Eppendorf, Alemanha).

A fracdo ndo-bioacessivel foi decomposta através da utilizacdo de bloco digestor

modelo MA-4025 (Marconi, Brasil), com sistema de refluxo.



24

4.2.  Materiais e Reagentes

Todos os reagentes utilizados possuem grau de pureza analitico e as solu¢bes foram
preparadas com agua deionizada, obtida por meio de um destilador de vidro modelo MA-075
(Marconi, Brasil) seguido de sua deionizacdo realizada em uma coluna com resina mista
catidnica e anionica modelo CS 1800 (Permution, Brasil).

No estudo de bioacessibilidade, foram utilizados os seguintes reagentes: a- Amylase a
partir de Aspergillus oryzae, Pepsina, Bile e Pancreatina (Sigma, EUA), KCI (Merck), KH2PO4
(Sigma-Aldrich), NaHCOs (Synth), NaCl (Merck), MgCl2(H20)s (Sigma), (NH4)2COs (Synth),
CaCl(H20): (Vetec), NaOH (Vetec), HCI (Qhemis).

Para decomposicdo da fracdo ndo-bioacessivel, foi utilizado HNOz 65% (v/v) (Synth),
este bidestilado abaixo do seu ponto de ebulicdo em um destilador de quartzo MA-075
(Marconi, Brasil) e H202 35% (v/v) (Synth). As filtragens foram realizadas utilizando papel
filtro quantitativo faixa azul com 8 pum de porosidade e papel filtro quantitativo faixa preta com
28 um.

A curva de analitica foi preparada a partir de uma solucdo estoque multielementar n® 6
para ICP (Sigma-Aldrich, Alemanha) contendo 100 mgL™ de cada um dos analitos, em meio
de HNO3 2% (v/v).

4.3. Amostras

As amostras de creme de leite foram compradas no comércio local de Pelotas/RS, sendo
escolhidas 14 amostras, divididas em 8 amostras de creme de leite em caixa de diferentes
marcas, 2 de creme de leite zero lactose, 2 de creme de leite vegetal e 2 de creme de leite em
lata. As mesmas foram homogeneizadas manualmente, armazenadas em frascos de
polipropileno (PP) de 50 mL, identificadas e mantidas a -16 °C em um refrigerador, até a

realizacdo do estudo. Cada amostra foi identificada conforme apresentado na Tabela 2.



Tabela 2. Identificacdo das amostras de Creme de Leite.
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Amostras
Identificacao Marca Embalagem Origem Lactose
1CAC 1 Caixa Animal Com
1LAC 1 Lata Animal Com
2CAC 2 Caixa Animal Com
3CAC 3 Caixa Animal Com
3CAS 3 Caixa Animal Sem
3CVS 3 Caixa Vegetal Sem
3LAC 3 Lata Animal Com
ACAC 4 Caixa Animal Com
5CAC 5 Caixa Animal Com
5CAS 5 Caixa Animal Sem
6CAC 6 Caixa Animal Com
7CAC 7 Caixa Animal Com
8CAC 8 Caixa Animal Com
9CVS 9 Caixa Vegetal Sem

4.4.  Fracdo bioacessivel e ndo-bioacessivel

Para avaliar a bioacessibilidade dos analitos nas amostras de creme de leite, é necesséario

conhecer a concentracdo total dos analitos.

Desta forma, para a determinacéo da concentracéo total dos analitos Al, Cu, Fe, K, Mg,

Mn e Zn, as amostras de creme de leite foram decompostas a partir do método relatado na

literatura por Pereira et al. (2016): pesaram-se 1 g de cada amostra e foram adicionados 5 mL

de HNOs e 10 esferas de vidro em tubos de digestdo. Em seguida, os tubos foram levados para

0 bloco digestor com sistema de refluxo e la permaneceram por 2 horas a uma temperatura de

200 °C. Apds, os tubos foram retirados para resfriamento, adicionando 1 mL de H20: e

colocados novamente no bloco digestor a 150 °C por mais 30 minutos. Ao final, as solucdes

resultantes foram avolumadas a 25 mL com agua deionizada para posterior analise pela técnica

de MIP OES. A decomposicao e quantificacdo da concentracdo total das amostras de creme de

leite, foram realizadas em um trabalho anterior.
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Para avaliar a bioacessibilidade dos elementos nas amostras de creme de leite, 0 método
de digestéo in vitro descrito por Minekus et al. (2014) foi aplicado, assim simulando o sistema
digestivo humano em 3 diferentes etapas: a fase oral, a fase gastrica e a fase intestinal. O
procedimento utilizado é descrito a seguir:

Inicialmente foram pesados aproximadamente 3 g das amostras em frascos de PP e
adicionados 4 mL de saliva sintética, 1 mL de CaCl, 7,5 mmol/L e por fim ajustado o pH a 7
com adicdo de NaOH 1 mol/L, em seguida colocada no banho Dubnoff com aquecimento a 37
°C e agitacdo por 10 minutos.

Apos, foram retiradas do banho e foram adicionados 9,1 mL de suco gastrico sintético,
700 pL de CaCl> 2 mmol/L e ajustado o pH a 3,0 com HCI 1 mol/L, entdo colocadas novamente
ao banho por 2 horas.

Para simulacdo da fase intestinal, as amostras foram retiradas do banho e adicionados
18,5 mL de suco intestinal, 1,35 mL de CaCl> 9 mmol/L e NaOH 1 mol/L para ajuste do pH a
7,0 e entdo devolvidas ao banho de agitacdo onde permaneceram por mais 2 horas.

Por fim, as amostras foram retiradas do banho e imersas em um banho de gelo por 20
minutos. Apo6s, foram centrifugadas por 10 min a 10.000 rpm e entdo foi retirado o sobrenadante
(fracdo bioacessivel) para posterior diluicdo e determinagdo dos analitos. Ja a fragdo ndo
bioacessivel, ou seja, o sélido restante na centrifugacdo foi decomposto a partir do mesmo
método utilizado para a quantificacdo da concentracao total. Ao fim do processo, as solucBes
resultantes foram avolumadas a 15 mL com &gua deionizada e posteriormente diluidas para
determinacéo dos analitos por MIP OES.

Cabe salientar que a quantificacdo total, a etapa de simulagédo do processo digestivo e a
decomposicdo do solido obtido, foram todas realizadas em triplicatas para cada amostra, bem
como a realizacao de brancos durante 0s processos para descontar possiveis analitos presentes

nos reagentes utilizados durante o processo.

45. Parametros de mérito

A utilizacdo do metodo proposto para a decomposicdo da matéria organica a fim de
quantificar a concentracao total e para a decomposicao da fracdo ndo-bioacessivel dos analitos
em amostras de creme de leite, teve seus parametros de mérito avaliados para garantir a sua

adequacdo ao objetivo do trabalho.
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Os paré@metros de merito avaliados foram: a linearidade e os limites de detec¢do (LD) e
limites de quantificacdo (LQ) para cada analito. Desta forma, a linearidade foi obtida a partir
da realizacdo de curvas de calibracio, com faixa linear de 0,1 a 5,0 mg L%, com os padrdes de
calibracdo preparados em condicdes semelhantes a solucdo resultante das amostras, assim,
possuindo um carater &cido proporcional. Os valores de LD e LQ foram obtidos a partir dos
calculos utilizando as equacdes representadas de 1 a 4 (Sousa, 2007; Montaser,1992).

o _ 3% RSDgranco X BEC

100
Equacéo 1
10 X RSDgranco X BEC
LQ =
Q 100z
Equacéo 2
_ Cpadrio
BEC =~SBRr
Equacédo 3
SBR = IPadraﬁlo - IBranco
IBranco
Equacéo 4

Sendo:

RSD: Desvio padrédo da leitura do branco (n=10)

BEC: Concentracgdo equivalente do fundo

Chpadrao: Concentracdo de um padrdo da curva analitica

Ipadrio: Intensidade do sinal de emisséo do padréo da curva escolhido
loranco: Intensidade do sinal de emisséo do branco analitico

SRB: Razdo entre o sinal de emissao e sinal de fundo.
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5. Resultados e Discussao
5.1. Parametros de mérito

Com a realizacdo das curvas de calibracdo e dos céalculos utilizando os valores de
intensidade dos brancos do método proposto, foram obtidos os pardmetros de mérito
apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros de mérito para os elementos de interesse obtidos a partir das leituras por
MIP OES.

Faixa linear a LDm) LQm)
Elementos R?
(mg L) (L mg+) (mgkg?)  (mgkg)

Al 0,1-50 65226,51 0,999 0,150 0,502

Cu 0,1-50 228557,83 0,999 0,079 0,266

Fe 0,1-5,0 18413,05 0,999 0,340 1,134

K 0,1-5,0 48713,89 0,999 0,959 3,198

Mg 0,1-50 413630,17 0,993 0,126 0,422
Mn 0,1-50 85650,99 0,999 0,006 0,021

Zn 0,1-5,0 25954,98 0,998 0,185 0,618

a: inclinagéo da curva analitica; LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificacdo; R?: coeficiente de

correlacéo linear.

Os resultados obtidos apresentam uma correlacdo linear adequada entre a intensidade e
os valores de concentracao, evidenciado pelos coeficientes de correlacdo linear para todos os
analitos com R?> 0,99, representando menor dispersdo dos dados, obtendo boa precisio e
exatiddo para quantificacdo dos analitos. Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos
apresentam valores baixos, onde o maior valor para LQ foi de 3,198 mg/kg para K e 0 menor
de 0,021 mg/kg para Mn, os valores apresentaram sensibilidade adequada para a anélise de Al,
Fe, K, Mg, Mn e Zn em amostras de creme de leite por MIP OES, atendendo o objetivo do
trabalho para a avaliacdo da fracdo bioacessivel. o analito Cu obteve LQ préximo, porém acima
do esperado encontrar em amostras de creme de leite com base na literatura disponivel,
entretanto devido as diferentes variedades de creme de leite foram realizadas as leituras para a

analise visto que nédo se encontra informagdes sobre as mesmas na literatura.



29

5.2.  Avaliacdo da fracdo bioacessivel

A etapa de determinacdo da concentracao total dos analitos e a decomposicao da fracéo
ndo bioacessivel, além de trazer informacbes comparativas a fracdo bioacessivel, também
auxilia para comprovar a exatiddo do ensaio de bioacessibilidade, sendo realizado um balango
de massas conforme a equacéo 5, relatado por Souza et al. (2019) e Bonemann et al. (2021).

(CB — CNB)

REC(%) = T x 100

Equacédo 5

Onde:

CB = Concentracdo da fracdo bioacessivel,

CNB = Concentracdo da fragdo ndo bioacessivel;
CT = Concentragdo total.

Desta forma, utilizando a amostra 8CAC, foram realizados os célculos de balanco de

massas para comprovacao da exatiddo do método para avaliagdo da fracdo bioacessivel. Os
resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados da concentracdo bioacessivel (CB), concentracdo nao bioacessivel (CNB)
e recuperagdo em % (R) para a amostra 8CAC. Valores em mg kg™ (n = 3)

Creme de Leite

Analito 8CAC
CT CB CNB R
Al 1,134 £ 0,017 <LD 3,095 + 0,149 111
Cu <LD <LD <LD -
Fe 1,169 + 0,033 1,391 + 0,042 <LD 118
K 1478,4 + 103,0 1445,19 + 22,43 270,83 + 20,04 97
Mg 96,400 + 2,497 68,846 + 0,210 19,363 + 1,667 108
Mn <LD <LD <LD -
Zn 3,543 + 0,056 1,758 + 0,026 <LD 81

%R: Recuperacdo em porcentagem

Os resultados obtidos comprovam a exatidao da bioacessibilidade, obtendo recuperacéo

na faixa de 81 a 118 % para os elementos Al, Fe, K, Mg e Zn, entretanto os analitos Cu e Mn
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apresentaram valores abaixo do LD, assim entdo ndo sendo possivel a avalicdo de sua

bioacessibilidade.

Apds a comprovacao da exatiddo do método, 0 mesmo foi aplicado para as amostras de

diferentes variedades de creme de leite. Os valores obtidos para a fracdo bioacessivel,

concentracdo da fracdo bioacessivel e para a concentracdo total dos analitos em todas as

amostras de creme de leite de origem animal em caixa estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados da concentracdo total (CT), concentracdo bioacessivel (CB) e fracdo

bioacessivel (FB) para cremes de leite em caixa de origem animal. Valores em mg/kg. (n=3)

Creme de Leite

Analito 1CAC 2CAC
CT CB %FB CT CB %FB
Al 3,091 + 0,287 2,716 + 0,328 88 3,458 + 0,149 <LD -
Cu <LD <LD - <LD <LD -
Fe 2,274+ 0,120 1,195 + 0,005 53 1,909 + 0,143 <LQ -
K 1184,4 + 45,1 782,84 + 4,90 66 1031,17 £50,85 712,42 + 54,052 69
Mg 101,44 +£ 8,10 62,43 + 6,07 61 85,049 +4,721 94,882 4,312 112
Mn <LD <LD - <LD <LD -
Zn 5,494 + 0,453 1,190 + 0,009 22 5,365 + 0,531 <LQ -
3CAC 4CAC
Al 3,069 + 0,011 <LD - 1,664 + 0,074 <LD -
Cu <LD <LD - <LD <LD -
Fe 1,569 + 0,633 <LQ - 2,123+ 0,079 <LQ -
K 1396,5+128,1 845 + 79,538 60 1085,34 + 55,07 823,98 + 14,93 76
Mg 99,139 + 5,957 37,64 + 3,38 38 106,901 £ 6,550 69,353+ 6,191 65
Mn <LD <LD - <LD <LD -
Zn 4,859 +0,471 1,759 + 0,026 36 10,493 + 0,185 3,563 + 0,048 34
5CAC 6CAC
Al 3,479 £ 0,098 <LD - 3,139 £ 0,227 <LD -
Cu <LD <LD - <LD <LD -
Fe <LQ <LQ - 1,809 +0,171 <LQ -
K 1395,0+ 11,0 1204,77 + 54,22 86 1465,3+ 79,3 959,96 + 102,95 65
Mg 133,33 +4,73 123,11+ 2,52 92 113,05+ 3,92 46,585 + 2,250 41
Mn <LD <LD - <LD <LD -
Zn 7,246 + 0,133 1,881 +0,172 26 5,338 + 0,529 1,178 + 0,006 22
7CAC 8CAC
Al 2,796 + 0,008 <LD - 1,134 £ 0,017 <LD -
Cu <LD <LD - <LD <LD -
Fe 1,177 £ 0,003 <LQ - 1,169 + 0,033 1,391 + 0,042 119
K 1768,8 £ 157,0 1206,4+112,1 68 1478,4 + 103,0 14452 £ 22,4 97
Mg 81,392 +0,660 35,151 + 3,412 43 96,400 + 2,497 68,846 +£ 0,210 71
Mn <LD <LD - <LD <LD -
Zn 2,157 + 0,065 1,792 + 0,009 83 3,543 + 0,056 1,758 + 0,026 50

%FB: Fracdo bioacessivel em porcentagem
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A amostra 1CAC foi a Gnica que apresentou concentracdo bioacessivel para o Al, sendo
sua fragdo bioacessivel de 88% 0 que é uma excecdo, tendo em vista que as demais amostras
apresentaram valores abaixo do LD, porém quantificadas sua concentracdo total e néo
bioacessivel, o que indica que ha tendéncia deste analito ser excretado durante o processo
gastrointestinal.

Dentre as fragdes bioacessiveis encontradas para Fe, temos abaixo do LQ as amostras
2CAC, 3CAC, 4CAC, 5CAC, 6CAC e T7CAC, evidenciando a tendéncia de pouca
bioacessibilidade deste elemento em cremes de leite em caixa, com excec¢do das amostras 1CAC
e 8CAC, que apresentaram racdo bioacessivel de 53% e 119%, respectivamente.

O analito K apresentou as maiores concentragfes em todas as amostras e sua
bioacessibilidade variou entre as amostras em caixa de diferentes fabricantes, ficando em torno
de 60 a 97%, apresentando bioacessibilidade elevada, podendo ser grande fonte do analito para
alimentacdo diaria.

As amostras de creme de leite em caixa apresentaram valores com grande variabilidade
entre os fabricantes para Mg, com valores entre 38% a 112%, indicando que o processo de
fabricacdo realizado deve influenciar diretamente na bioacessibilidade do analito, desta forma
a contribuicdo de cremes de leite em caixa para a ingestéo do analito ocorre de maneira variada.

Para 0 elemento Zn, as amostras 7CAC e 8CAC foram as amostras em caixa de origem
animal com maior bioacessibilidade, sendo seus valores de 83% e 50% respectivamente,
excecdes em comparacdo as outras amostras de creme de leite em caixa, que exibiram baixa
bioacessibilidade ndo ultrapassando 36%, exibindo a dificuldade de desprendimento do analito
da matriz do creme de leite em caixa comum durante a ingestéo.

Assim como as amostras de creme de leite de origem animal em caixa, 0 ensaio de
bioacessibilidade foi aplicado em amostras de cremes de leite de origem animal em lata e sem
lactose, assim como os de origem vegetal. Os resultados obtidos referentes a estas amostras

estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados da concentracdo total (CT), concentracdo bioacessivel (CB) e fracdo
bioacessivel (FB) para cremes de leite de origem animal em lata, em caixa sem lactose e de
origem vegetal. Valores em mg/kg. (n=3)

Creme de Leite

Analito 1LAC 3LAC
cT CB %FB cT CB %FB
Al T 1553+0027 <LD T 1496+ 0069 <LD -
Cu <LD <LD ] <LD <LD ;
Fe  1443+0130 1557+0176 108 1695+0013  1394+0028 82
K 11783+21  1017.63+458 86  1403,73 + 56,69 91111’,07031; 65
Mg  74053+3761 74214080 100 57218+3982 1528340559 27
Mn <LD <LD i <LD <LD )
Zn  3451+0032 3099+0161 90 51200289  3432+0186 67
3CAS 5CAS
Al 255420109 <D T 5249:0219  3939:0018 75
Cu <LD <LD <LD <LD

Fe 2,025+ 0,113 1,155+ 0,011 57 1,761+ 0,123 1,829 + 0,180 104
K 1236,02 + 35,27 757,81 + 24,95 61 1612,1 + 103,0 1364,9 + 30,4 85
Mg 70,465 + 2,045 55,69 + 3,16 79 88,626 +0,210 97,885+9,035 110

Mn <LD <LD - <LD <LD -
Zn 1,404 £ 0,028 1,413 £0,108 101 4,984 + 0,259 4,186 + 0,224 84
3CVS 9CVS
Al 2,512 £ 0,109 <LD - 3,366 + 0,210 <LD -
Cu <LD <LD - <LD <LD -
Fe 3,501 + 0,108 3,360 + 0,194 96 3,779+ 0,168 3,434 +£ 0,299 91
K 242,01 +17,77 50,297 + 4,705 21 356,56 + 34,15 <LD -
Mg 29,516 £ 0,631 24,272 + 1,943 82 20,808 £1,025 24,340+0,186 117
Mn <LD <LD - <LD <LD -

Zn 5,012 + 0,291 1,170 £ 0,006 23 1,266 + 0,084 1,171 £ 0,028 93
%FB: Fracdo bioacessivel em porcentagem

Dentro os valores apresentados, a amostra 5CAS foi a Unica com concentracao
bioacessivel quantificada para Al, com 75% de bioacessibilidade, e as demais amostras de
diferentes variedades assim como a grande maioria das amostras de creme de leite de origem
animal em caixa, apresentaram valores abaixo do LD para concentracdo bioacessivel, 0 mesmo
identificado até na outra amostra de creme de leite sem lactose de origem animal analisada.

Para o analito Fe, as amostras de creme de leite em lata 1LAC e 5LAC apresentaram
alta bioacessibilidade, com fracdes bioacessiveis acima de 80%, destoando das amostras de
mesma origem em caixa. Além disso as amostras sem lactose de origem vegetal apresentaram
alta bioacessibilidade para o alimento, entretanto as fragcdes bioacessiveis de creme de leite sem
lactose de origem animal divergiram, obtendo 57% para 3CAS e 104% para 5CAS, o que indica
que cremes de leite de origem vegetal tendem a apresentar matriz com menor resisténcia ao

desprendimento do analito que as de origem animal sendo elas com ou sem lactose.
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As amostras de creme de leite em lata e em caixa sem lactose ndo apresentaram
diferenga significativa com relagdo as em caixa para o analito K, porém uma diferenca
significativa entre as fracbes bioacessiveis entre os fabricantes, indicando a influéncia do
processo de producdo. As amostras de origem vegetal foram as com menor bioacessibilidade
para o analito, de forma que a amostra 3CVS apresentou apenas 21% e a 9CVS ficou abaixo do
limite de deteccdo, indicando que grande parte do analito estd presente na fracdo ndo
bioacessivel e tende a ser excretada durante a digestéo.

Para as amostras de creme de leite vegetal, foi evidenciada alta bioacessibilidade para o
analito Mg com valores de 82% e 117% para as amostras 3CVS e 9CVS, respectivamente. As
amostras sem lactose de origem animal também apresentaram alta bioacessibilidade com 79%
e 110% e para as amostras em lata 100% para a amostra 1LAC e para a amostra 3LAC foi
obtido o menor valor entro todas as amostras com 27% de bioacessibilidade. Desta forma,
cremes de leite sem lactose, seja de origem vegetal ou animal, tendem a apresentar maior
desprendimento do analito, enquanto as demais sdo significativamente influenciadas pelo
processo de producao.

Com relacdo ao analito Zn, as amostras sem lactose apresentaram maior
bioacessibilidade sendo acima de 80% com excec¢do da amostra 3CVS que apresentou baixa
bioacessibilidade, podendo ser atribuido a matriz do vegetal base para sua producdo apresentar
uma matriz mais complexa para a liberagdo do analito em meio a digestdo. As amostras em lata
1LAC e 3LAC apresentaram 90% e 67%, respectivamente em suas fracdes bioacessiveis, com
variacdo grande de bioacessibilidade.

Para melhor visualizacdo das possiveis tendencias das diferentes variedades de creme
de leite foi construido um grafico com as fracdes bioacessiveis das diferentes amostras para
cada analito, com excecdo do Cu e do Mn, que apresentaram valores abaixo do limite de
deteccdo. O grafico com as fracGes bioacessiveis para cada analito esta apresentado na Figura
1.
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Figura 7. Grafico de colunas agrupadas da fracdo bioacessivel em porcentagem das amostras
de creme de leite para cada analito.

Para 0 Al, as amostras 1CAC e 5CAS foram excecdes, sendo as unicas quantificadas e
dentre elas a amostra sem lactose apresentou menor bioacessibilidade em relagdo a com lactose.

A diferenca de bioacessibilidade para o analito Fe, entre as amostras de diferentes
embalagens do mesmo fabricante, caso das amostras 1CAC e 1LAC e as amostras 3CAC e
3LAC, pode ser atribuida ao Fe presente na lata, geralmente ndo presente na maioria das caixas,
podendo assim ter se difundido da embalagem no creme de leite, estando presente no alimento
livre da matriz do alimento, aumentando sua bioacessibilidade. Além disso as amostras de
origem vegetal apresentaram maior bioacessibilidade que as amostras de origem animal,
indicando a maior dificuldade de desprendimento do analito da matriz de origem animal.

O analito K, tem sua bioacessibilidade influenciada principalmente pelo processo de
producédo de cremes de leite de origem animal, devido a grande variedade encontrada, porém
apesar de sua variacdo tendem a grande bioacessibilidade do analito. Em contrapartida os
cremes de leite de origem vegetal apresentaram baixa bioacessibilidade indicando influéncia
direta da origem na disponibilidade do analito.

Para o analito Mg, a influéncia da producéo de cada fabricante é ainda mais expressiva,
com diferenca significante entre os valores obtidos de sua bioacessibilidade podendo ser baixa
ou elevada, entretanto esse comportamento ndo € evidenciado em cremes de leite sem lactose

independente de sua origem, que tendem a apresentar alta bioacessibilidade para o analito.
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Em geral, os cremes de leite em caixa dos variados tipos apresentam baixa
bioacessibilidade para Zn, porém algumas excec¢des foram evidenciadas podendo ser de seus
processos de fabricacdo, além disso as amostras em lata apresentaram alta bioacessibilidade,
comportamento semelhante encontrado ao analito Fe, podendo ser atribuido a possivel liberagédo
do analito da embalagem no alimento aumentado a bioacessibilidade do analito ao fim do

processo.
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5.3. Contribuicdo para ingestao diaria

Tendo conhecimento da concentracdo total e da bioacessibilidade das amostras para
cada analito, foram realizados calculos considerando a concentracdo bioacessivel das amostras
para cada analito e a ingestdo diéria recomendada (IDR), obtendo entdo a contribui¢do que a
concentracdo bioacessivel desses analitos tem para alimentagdo de adultos. A porcao de amostra
considerada para a avalicdo foi de 200g, o encontrado em uma unidade de creme de leite e 0s
valores de IDR utilizados foram de 8,58 mg para Al; 0,9 mg para Cu; 14 mg para Fe; 4700 mg
para K; 260 mg para Mg; 2,3 mg para Mn e 7 mg para Zn, todos os valores para adultos
(ANVISA, 2005). Os resultados referentes as contribuigdes de cada amostra podem ser

observados nas Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Contribuicdo da concentracdo bioacessivel (CB) de creme de leite de origem animal
em caixa em % para a IDR dos analitos, considerando uma porcéo diéria de 200 g.

Creme de Leite
Analito m';(';a 1CAC 2CAC 3CAC ACAC

C % CB % CB % CB %
Al 858 0543 633 - i i i i i
Cu 09 i i i i i i i i
Fe 14 0239 171 01634 117 00468 033 01678 1,20
K 4700 15657 333 14248 303 169 360 16479 351
Mg 260 12485 480 1897 730 7528 290 1387 533
Mn 2,3 - - - - - - - -

Zn 7 0,238 340 01146 164 03518 5,03 0,7126 10,18
SCAC 6CAC 7CAC 8CAC

Al 8,58 - - - - - - - -

Cu 0,9 - - - - - - - -

Fe 14 - - - - - - 0,2782 1,99

K 4700 240,95 513 19199 4,08 241,28 513 289,03 6,15
Mg 260 2462 947 9317 358 7,0302 2,70 13,76 5,30
Mn 2,3 - - - - - - - -
Zn 7 0,3762 537 02356 3,37 0,3584 512 0,3516 5,02

O analito Al para as amostras de creme de leite em caixa, tende a ndo contribuir para
IDR com excegdo da amostra 1CAC que presentou contribuicdo de 6% da ingestdo diaria
recomendada. A baixa contribuigdo do analito € um bom sinal, tendo em vista que o Al é um

elemento considerado toxico dependendo da concentragcdo em que Se encontra.
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Para o Fe, foi observado uma baixa contribuicdo em todas as amostras de creme de leite
em caixa, sendo a amostra com maior contribuicdo a 8CAC com aproximadamente 2% de
contribuicdo e a de menor a amostra 3CAC com menos de 1%, além das amostras 5CAC, 6CAC
e 7CAC que ndo apresentaram contribuicéo significativa.

Para K, a contribuigdo das amostras em caixa ficou em torno de 3 a 6 %, destacando-se
a amostra 8CAC com maior contribuicéo para a IDR deste analito.

Com relacdo aos analitos Mg e Zn, as amostras em caixa apresentaram grande variacdo
entre suas contribuicBes para o IDR, de forma que para Mg a amostra 7CAC teve a menor
contribuicdo com 2,7% e a maior contribuigé@o para a IDR do analito foi de 9,5% proveniente
da amostra 5CAC, ja para o analito Zn obteve a maior contribuicdo entre todos os analitos com
10,2% da IDR pela amostra 4CAC, porém a amostra 2CAC apresentou a menor contribuicéo
para o analito com 1,6% de sua IDR.

A contribuigdo das amostras de creme de leite de origem animal em lata, em caixa sem

lactose e de origem vegetal para a IDR dos analitos esta exposta abaixo na Tabela 6.

Tabela 8. Contribuicdo da concentracdo bioacessivel (CB) de creme de leite de origem animal
em lata, em caixa sem lactose e de origem vegetal em % para a IDR dos analitos, considerando

uma porcao diaria de 200 g.

Creme de Leite

Analito PR 1LAC 3CAS 3CVS
mg/dia
% CB % CB %
Al 8,58 - - i i i i
Cu 0,9 ] ] i i i i
Fe 14 0311 222 0231 165 0672 480
K 4700 20352 433 15156 322 1005 021
Mg 260 1484 571 11139 4,28 4,85 1,87
Mn 23 ; ; i i i i
Zn 7 06198 885 02826 404 0234 334
3LAC 5CAS 9CVS
Al 8,58 3 3 07878 9.8 i i
Cu 0,9 ; ; i i i i
Fe 14 02788 199 03658 261 0686 491
K 4700 18220 388 27299 581 i i
Mg 260 3056 118 19577 753 4868 187
Mn 2,3 - - - - - -

Zn 7 0,6864 9,81 0,83 11,96 0,2342 3,35
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Para Al, a Gnica amostra com contribui¢do significante é a amostra 5CAS, com 9,2% de
contribuicdo para a IDR.

As amostras de creme de leite em lata apresentaram contribuicdes semelhantes por volta
de 2% de IDR para o analito, igualando a maior concentracdo do analito em amostras em caixa,
as amostras sem lactose também apresentaram valores préximos sendo para 3CAS uma
contribuicéo de 1,7% e da amostra 5CAS 2,6%. As amostras de creme de leite de origem vegetal
apresentaram os maiores valores de contribuicdo para a IDR com contribuicdes proximas a 5%
de ingestdo diaria.

A contribuicdo das amostras de origem vegetal para o analito K ficou abaixo de 1%,
entretanto as amostras em lata e em caixa sem lactose, apresentaram contribui¢cdes semelhantes
as encontradas para as amostras em caixa, contribuindo entre 3,2 a 5,8 % da IDR para o analito.

Com relacéo ao analito Mg as amostras de creme de leite em lata e em caixa sem lactose,
apresentaram variacao significativa entre as amostras, sendo observada a tendencia de se obter
uma contribuicdo maior do analito em creme de leite em caixa sem lactose, onde as amostras
obtiveram contribuicdo de 4,3 e 7,5%. J& as amostras de origem vegetal se mostraram mais
constantes apresentando valores de contribuicdo proximos a 2%.

Os valores de contribuicdo para o analito Zn em amostras creme de leite de origem
vegetal apresentaram contribuicdo de cerca de 3,3% comparavel as contribui¢bes para a
ingestdo diaria das amostras em caixa, entretanto as amostras de creme de leite em lata exibiram
a tendencia a maiores contribuicBes para o analito, de forma que a contribuicdo foi de 8,9% e
9,8% para as amostras 1LAC e 3LAC respectivamente. As amostras de creme de leite sem
lactose em caixa apresentaram 0 mesmo comportamento das amostras em caixa com lactose,
porém o valor obtido para a contribuicdo da amostra 5CAS foi de aproximadamente 12%, a

maior contribuicdo para o analito.
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6. Conclusao

A aplicacdo do metodo de digestdo in vitro e do método de decomposicao utilizados
para o presente estudo possibilitou a quantificacdo e avaliacdo dos analitos Al, Cu, Fe, K, Mg,
Mn e Zn presentes na fragdo bioacessivel de amostras de creme de leite em caixa e em lata de
origem animal, com e sem lactose e em amostras de creme de leite de origem vegetal em caixa.

As amostras apresentaram valores abaixo do limite de deteccdo para determinacdo da
concentracdo total dos analitos Cu e Mn, assim ndo sendo avaliada sua bioacessibilidade. Para
o analito Al apenas as amostras 1CAC e 5CAS foram quantificadas a concentracao bioacessivel,
as demais amostras de variedades de creme de leite apresentam baixa bioacessibilidade, pois
estiveram abaixo do LQ na concentracdo bioacessivel, mas foram quantificadas sua
concentracdo total e ndo bioacessivel, além de apresentarem valores abaixo do limite de
deteccdo em sua concentracdo bioacessivel. Os demais analitos foram avaliados e foi possivel
identificar tendencias entre os subgrupos de amostras para alguns analitos, destacando se a
baixa bioacessibilidade em amostras de creme de leite de origem animal em caixa, alta
bioacessibilidade para os de origem vegetal em caixa e 0s de origem animal em lata para Fe.
Outro exemplo é a alta bioacessibilidade apresentada para cremes de leite sem lactose de origem
vegetal e animal para a maioria dos analitos.

Por fim a contribuigdo das amostras de creme de leite foi avaliada em relagéo ao IDR
de cada analito, sendo destacada a contribuicdo de mais relevancia para os analitos das amostras
8CAC, 5CAS e 4CAC, contudo a amostra que mais contribuiu para a IDR de um analito foi a
5CAS com aproximadamente 12% da ingestdo diaria recomendada para Zn. Ao fim do estudo
pode se comprovar a contribuicdo que as amostras podem ter na alimentacdo diaria de adultos,
porém ndo contribui de forma expressiva sendo necessario a ingestdo de diferentes alimentos

para atingir as recomendacdes de ingestdo dos analitos determinados.
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