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RESUMO

Fioroto, A. M. Estudo de métodos para avaliar a biodisponibilidade de Fe, Cu e Zn em
presenca de mesocarpo de babacu. 2013. 93p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias (Quimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a disponibilidade de Fe, Cu e Zn em presenca
de mesocarpo de babacgu, pois 0 mesocarpo contem compostos antinutricionais
(fitato e lignina) que podem diminuir a disponibilidade de nutrientes minerais. As
concentracdes de Fe, Cu e Zn encontradas no mesocarpo de babagu foram 17, 7,0
e 2,6 ug g7, respectivamente. Para um melhor entendimento das interacées dos
elementos com 0 mesocarpo, foi realizada a extracdo de substancias complexantes
com solucdes de NaOH (pH 7 e 12). Andlises por espectrometria de absorcdo
molecular indicaram que o principal complexante presente no extrato era o fitato.
Solucdes de Fe, Cu e Zn (10 a 300 mg L™) foram adicionadas aos extratos, para
que, apos agitacao e centrifugacdo, fossem determinadas as recuperacdes desses
elementos. Os resultados mostraram que os elementos formam complexos com o
fitato e a solubilidade desses complexos € dependente da razdo elemento/fitato,
guanto maior essa razdo menor € a solubilidade. Também foi avaliada a interacéo
dos elementos com o sélido remanescente da extracdo. Fe, Cu ou Zn foram
adicionados ao mesocarpo lavado. Nao foi possivel afirmar que houve interacédo do
mesocarpo lavado com Fe e Cu devido a precipitacdo decorrente da hidrdlise.
Porém, o Zn nédo sofreu hidrélise e teve baixas recuperacées, indicando que houve
interacdo com o sélido. Além disso, pode ser observado que ao adicionar maiores
concentracfes de Zn obtiveram-se melhores recuperacdes, provavelmente devido a
saturacdo dos sitios de ligacdo. Para os estudos de disponibilidade, foi utilizado o
procedimento de digestdo simulada in vitro da US Pharmacopeia. Fe e Zn nao foram
extraidos durante a digestdo do mesocarpo, portanto esses elementos ndo estariam
disponiveis para absorcdo pelo organismo. Entretanto, cerca de 120 ug L™ de Cu foi
extraido do mesocarpo. Foram realizadas digestdes do mesocarpo com adicdo de
Fe, Cu e Zn e apenas 48% do Fe, 65% do Cu e 75% do Zn foram recuperados.
Digestdes contendo essa mesma concentragéo dos elementos foram realizadas com
adicoes de Ca e Mg. A presenca do Ca diminuiu a recuperagéo de Fe e Zn. Para
simular uma situacdo proxima ao real, foram realizadas digestbes gastrointestinais
de leite, mistura de leite e mesocarpo e mistura de leite e lignina. Apesar do ferro
presente no leite apresentar baixa disponibilidade, qguando o mesmo foi misturado ao
mesocarpo observou-se um aumento da concentracdo de Fe solavel. Compostos
presentes no leite ou no mesocarpo podem aumentar a solubilidade dos elementos.
N&o foi possivel observar se havia alguma alteracdo da disponibilidade do Cu
presente no leite na presenca do mesocarpo, pois a concentracdo de Cu no leite é
muito baixa. A fracdo de Zn solavel na mistura de leite e mesocarpo permaneceu a
mesma, porém a fracdo dialisavel foi praticamente nula. A adi¢cdo de lignina ao leite
aumentou a extracdo dos elementos. Entretanto, esses elementos continuaram néo
sendo dialisados.

Palavras-chave: babacu, mesocarpo, disponibilidade, fitato, lignina



ABSTRACT

Fioroto, A. M. Study of methods to assess the bioavailability of Fe, Cu and Zn in the
presence of mesocarp of babassu. 2013. 93p. Masters Thesis - Graduate Program in
Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

The aim of this study was to evaluate the availability of Fe, Cu and Zn in the
presence of mesocarp of babassu because it contains antinutritional compounds
(phytate and lignin) that may decrease the availability of mineral nutrients. The
concentrations of Fe, Cu and Zn found in the mesocarp of babassu were 17, 7.0 and
2.6 mg g, respectively. For a better understanding of elements interactions with
mesocarp, it was performed the extraction of complexing substances with NaOH
solutions (pH 7 and 12). Analysis by molecular absorption spectrometry indicated
that the main complexing present in the extract was the phytate. Solutions of Fe, Cu
and Zn (10 to 300 mg L™) were added to the extracts for determining the recoveries
of these elements, after agitation and centrifugation. The results showed that the
elements form complexes with phytate and the solubility of these complexes is
dependent on the ratio element / phytate, the greater this ratio the lower the
solubility. The elements interaction with the remaining solid from extraction was also
evaluated. Fe, Cu or Zn were added to the washed mesocarp. It was not possible to
affirm that there was interaction of washed mesocarp with Fe and Cu due to
precipitation derived from hydrolysis. However, Zn did not suffer hydrolysis and had
low recoveries, indicating that there was an interaction with the solid. Furthermore, it
can be seen that adding higher concentrations of Zn, better recoveries were
obtained, probably due to saturation of the binding sites. For the studies of
availability, it was used an in vitro simulated digestion procedure from U.S.
Pharmacopeia. Fe and Zn were not extracted during digestion of the mesocarp,
therefore these elements would not be available for absorption by the organism.
However, about 120 mg L™ of Cu was extracted from the mesocarp. Mesocarp
digestions were performed with addition of Fe, Cu and Zn and only 48% of Fe, 65%
of Cu and 75% of Zn were recovered. Digestions containing the same concentration
of the elements were performed with additions of Ca and Mg. The presence of Ca
decreased the recovery of Fe and Zn. For simulating a real situation, gastrointestinal
digestion of milk, milk and mesocarp mixture and milk and lignin mixture were
performed. Although the iron present in milk had low availability, when it was mixed
with mesocarp it was observed an increase in the concentration of soluble Fe.
Compounds present in milk or in mesocarp can increase the solubility of the
elements. It was not possible to observe if there was any change in the availability of
Cu present in milk in the presence of mesocarp, because the Cu concentration in the
milk is very low. The fraction of soluble Zn in milk and mesocarp mixture remained
the same, but the dialysable fraction was practically null. Lignin addition increases
the milk elements extraction. However, these elements remain not dialyzed.

Keywords: babassu mesocarp, availability, phytate, lignin
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1. INTRODUCAO

Diversos elementos desempenham um papel importante para o bom
funcionamento do organismo humano. A maioria desses elementos sdo co-fatores
de enzimas que participam de importantes eventos biologicos, tais como o
transporte de oxigénio, o combate a formacdo de radicais livres, a organizacao
estrutural de macromoléculas e a atividade hormonal (DIPLOCK, 1991; PATRIARCA
et al.,, 1988). Cerca de 21 elementos sédo considerados essenciais para o bom
funcionamento do organismo, alguns deles, como P, Ca, S, Cl, K, Mg e Na séo
encontrados nos alimentos em maiores concentragdes, enquanto outros elementos,
por terem baixas concentracfes, sdo denominados de elementos tracos, entre eles
estdo o Cu, Co, Cr, F, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Se, Si, Sn, V e Zn (WALRAVENS, 1980;
PATRIARCA et al., 1988; FAVARO et al., 2000).

Os nutrientes minerais sdo de extrema importancia para manter a boa saude
dos seres humanos. Entretanto, tais elementos ndo sdo produzidos pelo organismo,
sendo necessario que seu fornecimento seja oriundo de fontes externas, a partir da
ingestao de alimentos e suplementos nutritivos (Dossié: os minerais na alimentacao,
2008). Os valores de ingestao diaria de nutrientes sdo estabelecidos com o objetivo
de suprir as necessidades do organismo e garantir a saude do individuo. O consumo
de nutrientes minerais abaixo ou acima dos valores recomendados pode trazer
riscos a saude e, em casos mais agudos levar a morte do individuo (WHO, 1996).

O Brasil € um pais que possui grande diversidade de frutos, que sao
importantes fontes de minerais, bem como de outros nutrientes essenciais para o
organismo humano. Entretanto, muitos frutos da flora brasileira ainda tém
composicdo pouco conhecida e, desta forma, ndo é possivel caracteriza-los quanto

ao valor nutricional em termos dos minerais. Além da falta de conhecimento em
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termos de composicdo, muitos desses frutos sdo tipicamente regionais e ainda nao
sdo explorados comercialmente, por isso, ndao estdo disponiveis para toda a
populacao brasileira.

Apesar da enorme diversidade de frutos disponiveis na nossa flora, no Brasil
existe um grave problema de saude publica, que é a desnutricdo infantil. A
deficiéncia de nutrientes tem ocasionado o baixo peso, atraso no crescimento e a
vulnerabilidade a diversos tipos de infeccdes. Esses problemas nutricionais ocorrem
em todas as regifes e estados brasileiros, mas sdo agravados principalmente nas
regides Norte e Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). De um modo geral, tém-
se poucas informacdes a respeito de quais sdo as principais deficiéncias de
micronutrientes no pais, porém sabe-se que o maior problema relacionado a esse
aspecto tem sido a anemia causada pela deficiéncia de ferro (ferropriva)
(COZZOLINO, 2007).

Uma alimentacdo balanceada e adequada é de fundamental importancia para
se ter uma populacdo saudavel e pode prevenir os riscos de anemia ferropriva e de
outras doencas provocadas pela deficiéncia de minerais essenciais. Para isso, €
necessario que se tenha conhecimento da composicao quimica dos alimentos e dos
varios fatores sinérgicos relacionados a ingestdo dos mesmos, sozinhos ou
combinados entre si. A composi¢cdo quimica, seja mineral ou ndo, é conhecida a
partir de analises quimicas. Em muitos casos, sdo necessarios metodos analiticos
sensiveis, sobretudo para a determinacdo dos micronutrientes. Por outro lado,
informacgdes sobre a biodisponibilidade (ou disponibilidade) desses micronutrientes
requerem estudos in vitro ou in vivo, 0s quais sao feitos a partir da simulacao de
digestéo gastrointestinal ou diretamente com seres vivos. Nesses casos, a analise

guimica é fundamental e de extrema importancia porque, a partir dos resultados
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analiticos, é possivel fazer interpretacbes que levem a elaboracdo de uma dieta
equilibrada e entenda mais profundamente o papel dos alimentos e suas relacdes

para o bom funcionamento do corpo humano.

1.1. O babacgu

O babacu (Orbignya phalerata) é um fruto nativo de regifes brasileiras, que
pode ser encontrado, principalmente, nos estados do Maranhdo, Mato Grosso e
Piaui (LORENZI et al., 2006; PASCOAL; BEZERRA; GONCALVES, 2006). O
babacueiro, apesar de ser uma palmeira ndo cultivada, € abundante na natureza
(LORENZI et al., 2006). Atividades extrativistas envolvendo esse fruto tem sido de
grande importancia econdémica e social para comunidades do Maranhdo (Globo
Rural, 2011; PINHEIRO; FRAZAO, 1995).

O babacu é constituido de epicarpo, mesocarpo (polpa seca e farinacea),
endocarpo (material lenhoso e duro) e améndoas (sementes oleaginosas) (SOUZA;
VIEIRA; OLIVEIRA, 2009; MELO et al., 2007). A Figura 1 traz uma foto do corte
transversal de um coco de babacu, mostrando claramente cada uma das partes
acima mencionadas.

O principal produto retirado do babagu sdo as améndoas, que servem de
matéria prima para industrias cosméticas e alimenticias e também para a producéo
de biocombustivel (LORENZI et al., 2006; Globo Rural, 2011). Na alimentacéo, as
améndoas podem ser consumidas in natura, como castanhas, ou empregadas na
culinaria na forma de 6leo. Uma farinha proteica resultante da extragdo do 6leo da
castanha também tem sido utilizada na culinaria (SOUZA; VIEIRA; OLIVEIRA, 2009;

PASCOAL; BEZERRA; GONCALVES, 2006).
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Epicarpo
Mesocarpo
Endocarpo

Améndoa

Figura 1. Fotografia do corte transversal de um coco de babacu. Fonte: LORENZI et al.

(2006)

Visando ao aproveitamento total do fruto, o mesocarpo, que antes era
descartado, comecou a ser utilizado para diferentes fins e se tornou um importante
subproduto das atividades extrativistas do babacu.

O mesocarpo de babacu vem sendo proposto como material biossorvente
para tratamento de residuos, agindo na remoc¢do de corantes téxteis organicos
(VIEIRA et al., 2009) e de um corante metalado, a ftalocianina de cobre (VIEIRA et
al., 2011). Também foram propostos, tratamentos quimicos do mesocarpo para a
remoc¢do cobre inorganico de agua (VIEIRA et al., 2010; SANTANA et al., 2010).
Além disso, existe um procedimento de modificacdo quimica do mesocarpo de
babacu para a remocéao de ions metalicos (AIROLDI et al., 2012).

Trabalhos cientificos de interesses pecuarios avaliaram a adicdo de
mesocarpo de babacu a ragbes (PASCOAL; BEZERRA; GONCALVES, 2006),
sendo este considerado uma fonte energética alternativa para a alimentacdo animal,
podendo substituir o capim da racao de ovinos (MIOTTO et al., 2012b) ou o milho
fornecido para bovinos (MIOTTO et al.,, 2012a; SILVA et al.,, 2012; CRUZ et al.,

2012).
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Baruque Filho e colaboradores apresentam uma proposta de producdo de
combustivel utilizando o mesocarpo de babacu. Um processo em escala industrial é
descrito para a producdo de etanol, por meio de processos enzimaticos e
fermentacdo do amido presente no mesocarpo (BARUQUE FILHO et al., 1998).

Segundo relatos populares, o mesocarpo de babacu apresenta algumas
propriedades medicinais. Entrevistas feitas com mulheres que trabalham na extracéao
de améndoas de babacu indicam que o mesocarpo tem sido usado principalmente
para o tratamento de gastrites e doencas inflamatérias. Acredita-se, também, que o
mesocarpo pode trazer beneficios para dores, constipacdo, obesidade, reumatismo,
Ulcera e doengas inflamatorias, como a colite e artrite (SOUZA et al., 2011). Alguns
trabalhos tem demonstrado o interesse de estudar as possiveis propriedades
medicinais do mesocarpo, como por exemplo, um trabalho de Azevedo e
colaboradores que comprovou o beneficio do uso de mesocarpo como tratamento
para trombose, a partir de um estudo in vivo com camundongos (AZEVEDO et al.,
2007).

O mesocarpo também tem sido incluido na alimentacdo humana.
Transformado em farinha, ele é utilizado no preparo de bolos, pdes e mingaus, ou
adicionado a sucos, vitaminados e ao leite (LORENZI et al., 2006; SOUZA; VIEIRA,
OLIVEIRA, 2009).

O mesocarpo tem sido utilizado para substituir 20% da farinha de trigo no
preparo de paes destinados a alimentacdo de criancas em algumas escolas no
municipio de Itapecuru Mirim, Maranh&o. Nutricionistas indicam essa adi¢cdo pelo
fato do mesocarpo de babacu conter carboidratos, proteinas, lipidios e fibras
(informagbes apresentadas no Programa Globo Rural, 2011). Em S&o Jodo do

Arraial, Piaui, o mesocarpo também tem sido usado na merenda escolar. A farinha
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de mesocarpo é adicionada ao leite, preparando-se uma bebida similar a um
achocolatado (informacfes apresentadas no Programa TV Cidade Verde, 2009).

Além disso, o Governo Federal tem incentivado a adicdo de mesocarpo de
babacu a merenda escolar de algumas comunidades do interior do Maranh&o como
medida de combate ao beribéri, pois se acredita que ele possa ser uma fonte de
vitamina B1 (SOUZA; VIEIRA; OLIVEIRA, 2009; MINISTERIO DO
DESENVOLVIMENTO SOCIAL, 2006).

Na Tabela 1 encontram-se algumas substancias que fazem parte da
composicdo da farinha de mesocarpo de babacu. Os valores foram extraidos da
Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO) (NEPA-UNICAMP, 2011). As
concentracfes da composicdo elementar da tabela TACO foram comparadas com
os valores determinados por Naozuka e colaboradores (NAOZUKA et al., 2011).
Nesse caso, merece destaque a concentragdo de Fe, cerca de 10 vezes menores do
gue aqueles reportados na tabela TACO. Os teores de vitaminas da tabela TACO
sdo muito baixos, o que contradiz as informacdes dadas pelo Governo Federal com

respeito a elevada concentracdo de Vitamina B1.



Tabela 1. Composicéo da farinha de mesocarpo de babacu.
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NEPA-

" NEPA- NAOZUKA et
Parametros/ |\ IcAMP. Elemento UNICAMP, al. 2011
Compostos 2011 2011 (Mg g™

(ug g™
Umidade (%) 15,8 Fe 183 160
Energia
(kcal) 329 Cu 2,2 2,1+0,1
Proteina
(9/100g) 14 Zn 3 2,4+0,2
Lipideo
(0/1000) 0,2 Ca 610 432 +2
Carboidrato
(a/100g) 79,2 Mg 390 679+8
Fibra Alimentar
(g/100g) 17,9 Mn 3,8 <0,010
Cinzas
(9/1000) 3,4 P 260 456 + 22
Tiamina
(mg/100g) < 0,005 Na 120 NA
Riboflavina
(Mg/100g) < 0,005 K 3620 4224 + 147
Piridoxina
(mg/100g) <0,005
Niacina
(mg/100g) 2,58
Acido
Ascorbico < 0,05
(mg/1009)

NA: determinagdo néo realizada

Um estudo recente mostrou que Cu e Fe apresentam forte interacdo com o

mesocarpo de babacu durante simulagéo in vitro de digestdo gastrointestinal. Uma

das conclustes desse trabalho foi que a lignina, presente no mesocarpo de babacu

(1,5% m m™), poderia ser um dos constituintes principais que complexa esses

elementos durante, principalmente, a digestéo intestinal (SOUZA, 2011). Se isso for

comprovado para estudos com humanos, 0 mesocarpo pode ter um efeito negativo

diferente ao que tem sido divulgado nos meios de comunicacéo e literatura regional.
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Espera-se que os resultados obtidos com essa dissertacdo, juntamente com 0s
anteriores possam criar um alerta de que a adicdo de mesocarpo a merenda escolar
poderia agravar o quadro de anemia ferropriva, bastante comum em regides do

nordeste brasileiro, e de outros micronutrientes minerais importantes.

1.2. Importancia nutricional dos elementos Fe, Cu e Zn

O ferro desempenha funcbes importantes para o organismo, ele é um
nutriente essencial para o crescimento humano, desenvolvimento e manutencédo do
sistema imunolégico (MARQUES et al.,, 2012). O ferro atua no transporte de
oxigénio, transferéncia de elétrons e como co-fator de enzimas, inclusive na sintese
do DNA. Nos alimentos, o ferro € encontrado em duas formas, heme (Figura 2a) e
nao heme (LOMBARD; CHUA; O'TOOLE, 1997). O ferro-heme pode estar associado
a proteinas, como a hemoglobina (Figura 2b) e presente nos musculos ligado a
mioglobina (HENRIQUES; COZZOLINO, 2007). O ferro da hemoglobina liga-se ao
oxigénio nos pulmbes e o transporta para muasculos e outros tecidos. A
biodisponibilidade do ferro é afetada dependendo da forma na qual ele se encontra,
o ferro-heme presente em carnes é mais bem absorvido pelo organismo do que as
espécies de ferro ndo heme, que sdo encontradas em vegetais e cereais

(LOMBARD; CHUA; O'TOOLE, 1997).
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Figura 2. Estrutrura molecular do ferro-heme (a) e hemoglobina associada as moléculas de

ferro-heme (b). Fonte: www.proteinstructures.com.

A deficiencia de ferro pode causar a anemia, ou seja, a reducao de
hemoglobinas circulantes, o que afeta a oxigenacdo de tecidos. Os sintomas
apresentados da anemia sdo: diminuicdo da capacidade de trabalho, apatia,
cansacgo, respiracdo curta, palpitacdo, dores de cabeca, tontura e irritabilidade
(HENRIQUES; COZZOLINO, 2007).

O cobre € um constituinte de diversas enzimas com atividades de oxidacao e
reducdo, sua funcdo no sistema bioldgico estd relacionada a acao dessas
metaloenzimas (PEDROSA; COZZOLINO, 2007). Reacdes metabdlicas importantes
sao dependentes dessas enzimas associadas ao cobre, tais como o consumo de
oxigénio durante a respiracao celular e a sintese de proteinas de tecidos conjuntivos
e vasos sanguineos (WHO, 1996). O cobre também esta envolvido no metabolismo
0sseo, resposta imunoldgica e na prevencdo de doencas cardiovasculares
(PEDROSA; COZZOLINO, 2007). Em destaque, o cobre exerce uma funcao
importante para absorcéo de ferro pelo organismo e sua deficiéncia pode conduzir o
individuo a um quadro de anemia que ndo responde a terapia com Fe. Isto ocorre
porque o cobre esta associado a uma enzima que catalisa a oxidagao de Fe(ll) para

Fe(lll) na ferritina, permitindo que o mesmo seja transferido para a transferrina,
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sendo que este mecanismo é essencial para absorcdo pelo organismo (PEDROSA;

COZZOLINO, 2007).

O zinco é essencial para a acdo catalitica de mais de 300 enzimas (YUYAMA
et al., 2007). Entre as diversas funcbes dessas metaloenzimas dependentes de
zinco, encontra-se a sintese de RNA e DNA e o metabolismo de proteinas,
carboidratos, lipideos e acidos nucléicos (MAFRA; COZZOLINO, 2004). Além disso,
0 zinco atua na estabilizacdo da estrutura molecular de componentes subcelulares e
membranas. A deficiéncia de zinco pode afetar a concentracdo do horménio de
crescimento, ocasionando um retardamento do crescimento, bem como da
maturacdo sexual e d6ssea (MAFRA; COZZOLINO, 2004; WHO, 1996). O zinco,
também, esta relacionado ao sistema imune, portanto sua deficiéncia pode tornar o
organismo mais suscetivel as infecgfes. O desenvolvimento de dermatite, diarreia,
falta de apetite, alteracbes comportamentais também podem estar relacionadas a

caréncia desse elemento no organismo (WHO, 1996).

1.3. Estudos de biodisponibilidade

Sabe-se que os nutrientes de uma dieta ndo sdo completamente absorvidos
pelo organismo. O termo biodisponibilidade, que inicialmente era utilizado na area de
farmacologia, passou a ser empregado em estudos nutricionais, para estabelecer a
fracdo de nutrientes ingeridos que € aproveitado pelo organismo para suprir as
demandas fisiologicas em tecidos alvos (COZZOLINO; MICHELAZZO, 2007).

Existem diversas metodologias in vivo para estimar a biodisponibilidade de
nutrientes. O balanco quimico avalia a diferenca entre o que foi consumido e

excretado. O método de replecdo avalia 0 quanto o organismo consegue se
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recuperar depois de uma etapa de deplecdo. Em outro método é quantificado o
aparecimento do nutriente no plasma sanguineo, apés a sua ingestdo. Em algumas
propostas, radioisotopos séo utilizados como tracadores, que podem ser rastreados
no organismo e assim seu metabolismo pode ser acompanhado. Isétopos estaveis
também séo utilizados para estimar a biodisponibilidade, porém ndo possibilitam o
rastreamento de elementos (RIBEIRO; COZZOLINO, 2007; FAIRWEATHER-TAIT,
1992).

Apesar de serem mais exatos, os métodos in vivo sdo mais trabalhosos e
demorados, sendo também necessario que se tenha a aprovacdo de um Comité de
Etica para a Pesquisa. Os método in vitro, comparados aos in vivo, sdo mais
simples, rapidos e de baixo custo. Por ter maior controle das condicGes
experimentais e poder avaliar diferentes etapas da digestdo, os métodos in vitro
podem trazer informacBes que ndo sdo alcancadas em todos os estudos com
animais (MILLER et al., 1981; HUR et al., 2011).

Os métodos in vitro sdo baseados em simulacdes da digestdo humana e
permitem apenas estimar a disponibilidade de nutrientes, quantificando as fracbes
solaveis ou dialisaveis. Seria incorreto dizer que as digestdes simuladas avaliam a
biodisponibilidade, pois nesses métodos nao sao reproduzidas a maioria dos fatores
fisiologicos. S&o modelos que podem apresentar boa correlacdo com os métodos in
vivo, mas ndo se tem a garantia de que todo nutriente disponivel sera utilizado ou
estocado pelo organismo. Entretanto, auxiliam o entendimento de certos sistemas, e
a partir dessas informacdes, caso necessario, podem ser sugeridos ensaios in vivo
(RIBEIRO; COZZOLINO, 2007).

Os métodos de digestdo simulada in vitro aplicados a estudos de

disponibilidade podem variar o numero de etapas da digestdo representadas e a
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composicédo dos fluidos utilizados (HUR et al., 2011). O modelo proposto pela United
States Pharmacopeia (USP) € um dos mais aceitos e empregados. Neste
procedimento sdo simuladas as duas principais etapas da digestdo humana, a
digestdo gastrica e intestinal. Para representar os fluidos liberados no estomago sao
utilizadas solucdes contendo acido cloridrico e pepsina. O acido cloridrico desnatura
proteinas tornando as ligacdes peptidicas mais acessiveis a acdo das enzimas. A
pepsina € uma protease, que atua na decomposicdo das proteinas. Durante a
digestdo no organismo, quando o contetudo gastrico chega ao intestino € liberado
bicarbonato (HCO3) pelo pancreas com a finalidade de neutralizar a acidez
proveniente do estdmago. Portanto nessa etapa, antes de adicionar o fluido
intestinal recomenda-se ajustar o pH para 6,8 com solucdo de NaHCO3. O fluido
intestinal é constituido de pancreatina e sais biliares. A pancreatina € composta por
amilase, lipase e proteases, que sdo responsaveis pela digestdo de amidos, lipideos
e proteinas, respectivamente. Os sais biliares sao esteroides, que tem um papel
importante na digestao de gorduras, pois atuam como surfactantes, solubilizando os
lipidios e permitindo que estes tenham uma melhor interagdo com as enzimas
(SILVERTHORN, 2003; US Pharmacopeia XXIV & National Formulary, 2000).

A andlise do sobrenadante das digestbes simuladas in vitro fornecem
informacdes da solubilidade dos nutrientes. Elementos soluveis estdo mais
propensos a serem absorvidos pelo organismo. Porém esses nutrientes podem estar
associados a moléculas de alta massa molecular, impedindo sua absorcdo. A
inclusdo de uma etapa de dialise com membrana de celulose pode ser util para fazer
esse tipo de avaliacdo. No trabalho de Nascimento e colaboradores foi avaliada a
disponibilidade de Fe em castanhas de caju. As fragdes soluveis e o conteudo retido

durante a dialise das amostras foram analisados por cromatografia de exclusdo por
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tamanho com deteccdo UV (SEC-UV) acoplado a um espectrometro de absorcéo
atbmica com forno de grafite (GF AAS). A utilizacdo de duas técnicas de deteccéo
permitiu relacionar perfis moleculares e elementares. Os resultados indicaram que o
Fe associado a espécies com cerca de 9,2 kDa nédo foi completamente dialisado,
portanto ndo estaria disponivel (NASCIMENTO; NAOZUKA; OLIVEIRA, 2010).

Uma etapa adicional empregada a estudos de disponibilidade de Fe que tem
sido encontrada na literatura € a cultura de células Caco-2 (células de carcinoma do
célon humano) (HUR et al., 2011). Estas células apresentam propriedades
funcionais e morfolégicas parecidas com as células intestinais responsaveis pela
absorcdo de nutrientes minerais. O uso desse método aproxima-se mais das
condi¢Bes reais do organismo, incluindo fatores fisiologicos ao experimento. A
cultura dessas células € feita sobre uma membrana porosa de uma céamara
apropriada, esquematizada na Figura 3. Essa membrana é inserida em uma
segunda camara (camara basal). Entdo, apos se realizar a digestdo simulada in vitro
da amostra, a fracdo sollvel é adicionada na camara apical. Depois de um periodo
de incubacdo esse sistema permite a estimativa do consumo do elemento, a partir
da andlise das células, e a fracdo transportada pode ser determinada no contetudo
da camara basal (PERALES et al., 2007; GLAHN et al., 1998; THOMPSON et al.,
2010).

Em ambos os casos (estudos in vivo e in vitro) a quimica analitica apresenta
um papel relevante no desenvolvimento de meétodos para a determinagdo de
espécies de interesse. As amostras possuem grande diversidade e, na maioria das
vezes, apresentam matrizes complexas, que tornam a analise um desafio. Portanto

€ necessario que se tenha um bom conhecimento sobre o preparo das amostras e

dominio das técnicas analiticas empregadas. Além disso, no caso de estudos com
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nutrientes minerais, as concentracdes que ja sao baixas, se tornam ainda menores
guando se deseja avaliar a fracdo biodisponivel (ou disponivel), tornando o desafio
ainda maior. Deste modo, os cuidados durante o preparo de amostra e 0 uso de
técnicas de alta sensibilidade, como por exemplo, espectrometria de absorcéo
atbmica com forno de grafite (GF AAS) e espectrometria de massas com plasma

indutivamente acoplado (ICP-MS) é primordial para o sucesso das analises.
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Figura 3. Esquema de sistema de cultura de células Caco-2 para avaliagdo da

disponibilidade de ferro.

A biodisponibilidade dos nutrientes é dependente de sua forma quimica,
guantidade ingerida, presenca de outros nutrientes e agentes ligantes encontrados
na dieta. Também existem os fatores fisioldgicos, como a genética, idade, sexo,
saude e gravidez (FILISETTI; LOBO, 2007). O estado nutricional do individuo
também pode alterar a biodisponibilidade dos nutrientes. A absor¢cdo de Fe, por
exemplo, depende de sua concentragdo no organismo. Mecanismos que ocorrem
nas células intestinais podem aumentar a biodisponibilidade do elemento quando o
individuo encontra-se anémico (LOMBARD; CHUA; O'TOOLE, 1997). Fibras

insoluveis, fitatos, polifendis, oxalatos, taninos e flavonoides, conhecidos como
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compostos antinutricionais, podem afetar negativamente a biodisponibilidade de

minerais (FILISETTI; LOBO, 2007; COSTA; ROSA, 2008).

1.4. Compostos antinutricionais

O acido fitico, cuja férmula estrutural estda representada na Figura 4, é
abundante em cereais, leguminosas, castanhas, sementes oleaginosas e tubérculos.
Tem a funcédo de reservar grupos fosfatos reativos e estocar energia nas plantas
(SILVA; SILVA, 1999; DOST; TOKUL, 2006). Em pH préximo ao encontrado na
regido intestinal, o acido fitico é fortemente ionizavel e a elevada densidade de carga
negativa proveniente dos grupos fosfatos Ihe permite interagir com ions metalicos e
formar complexos estaveis, tornando-os indisponiveis para absorcédo pelo organismo
humano (QUIRRENBACH et al., 2009; DOST; TOKUL, 2006; SILVA; SILVA, 1999;

KUMAR et al., 2010).
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Figura 4. Formula estrutural do acido Fitico. Fonte: QUIRRENBACH et al., 2009.

As fibras alimentares sdo consideradas uma classe de compostos derivados

de vegetais, que nao sofrem hidrolise, digestdo e absorcéo pelo intestino humano.
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Essas fibras incluem polissacarideos, oligossacarideos, lignina e outras substancias
associadas a planta (FILISETTI; LOBO, 2007) e por possuir a capacidade de se
associar a ions metalicos em solu¢cdes, também podem apresentar uma influéncia
negativa em relacao a biodisponibilidade de elementos essenciais para 0 organismo
(FILISETTI; LOBO, 2007; TORRE; RODRIGUEZ; SAURA-CALIXTO, 1995).

A lignina, constituinte da parede celular de vegetais, € uma macromolécula
polifendlica, constituida basicamente de trés monémeros, guaiacil, siringil e p-
hidroxifenilpropano (Figura 5a). Sua estrutura complexa pode ser encontrada com
diversas variacbes em seus grupos funcionais (Figura 5b) (TEJADO et al., 2007). A
lignina é inserida na alimentacao a partir de cereais, frutas e vegetais (FLY; FAHEY
JUNIOR; CZARNECKI-MAULDEN, 1998). A estrutura rigida da lignina torna-a
resistente a digestdo, além do mais, possui a capacidade de se ligar a metais,
portanto, quando elementos essenciais sdo associados a ela, esses podem néo ser
absorvidos pelo organismo (TORRE; RODRIGUEZ; SAURA-CALIXTO, 1995; FLY;

FAHEY JUNIOR; CZARNECKI-MAULDEN, 1998).
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Figura 5. Formulas estruturais da lignina: (a) Representacao das unidades estruturais

e (b) estrutura da lignina proposta por Adler (1977). Fonte: TEJADO et al., 2007.

Apesar da existéncia de compostos com propriedades antinutricionais, para
gue seja feita uma avaliacdo adequada da qualidade de um alimento € preciso
realizar um balanco entre os beneficios e os efeitos negativos que ele pode
ocasionar. Muitos alimentos apresentam prés e contras, portanto é necessario
identificar também os prejuizos gerados pelo seu consumo. Por exemplo, fibras
apresentam caracteristicas antinutricionais, relacionadas a diminuicdo da

biodisponibilidade de metais, porém seu consumo € indicado por nutricionistas, e
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apresenta beneficios para a saude, como a reducao de colesterol (COSTA; ROSA,

2008).
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2. OBJETIVO

O objetivo desta pesquisa foi o estudo de métodos para avaliar a
disponibilidade de Fe, Cu e Zn em leite integral em p6 na presenca de mesocarpo de
babacu, por meio de digestdes gastrointestinais simuladas in vitro e estudo das
interacbes entre 0s elementos e o0 mesocarpo, utilizando a espectrometria de
absorcdo atébmica com forno de grafite (GF AAS), a espectrometria de absorcéo
atbmica com chama (F AAS) e a espectrometria de emissdo Optica com plasma

indutivamente acoplado (ICP OES) como técnicas de deteccao.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

Foi utilizado um espectrébmetro de absorcdo atdmica com atomizacao por
chama (F AAS), modelo AAS vario 6 (AnalytikJenaAG, Jena, Alemanha), com
amostrador automatico, modelo AS52, do mesmo fabricante. Nas determinacdes de
Fe, Cu e Zn foram utilizadas lampadas de catodo oco (HCL) (Narva, Alemanha).

Também foi utilizado na pesquisa um espectrometro de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), modelo iCAP 6300 Duo (Thermo Fisher
Scientific, Cambridge, Inglaterra), com vista axial e radial, detector simultaneo CID
(Charge Injection Device), com intervalo de trabalho de 166,25 a 847,0 nm, 383 mm
de distancia focal, policromador Echelle com 52,91 linhas/mm e fonte de
radiofrequéncia de 27,12 MHz, que permite ajuste da poténcia aplicada de 750 a
1350 W. O gas utilizado para purgar a Otica e permitir a escolha de linhas de
emissao na regido do ultravioleta e para formar o plasma foi argbnio grau solda, com
pureza 99,998% v v (Oxilamen, S&o Paulo, SP, Brasil).

Quando a analise exigia uma técnica de maior sensibilidade, foi utilizado um
espectrometro de absorcdo atdbmica com atomizagdo eletrotérmica em forno de
grafite e deteccdo simultanea, modelo SIMAA 6000° (PerkinElmer, Norwalk, CT,
EUA), equipado com corretor de radiacdo de fundo por efeito Zeeman longitudinal,
forno de grafite com plataforma integrada e aquecimento transversal, arranjo 6tico
do tipo Echelle e detector de estado soélido, composto por um arranjo de 60
fotodinodos, com capacidade para deteccdo simultanea. Lampadas de catodo oco

de Cu e Fe do mesmo fabricante foram utilizadas.
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Também foi utilizado um espectrometro de absorcdo atbmica com forno de
grafite (GF AAS), modelo ZEEnit 60 (AnalytikJenaAG, Jena, Alemanha), dotado de
lampadas de catodo oco, corretor de fundo baseado no efeito Zeeman com campo
variavel e amostrador automatico, modelo MPE60, do mesmo fabricante.

Argonio grau solda, com pureza 99,998% v v* (Oxilimen, Sdo Paulo, SP,
Brasil) foi utilizado como gas de protecao do tubo de grafite e como gas de purga.

Os extratos de mesocarpo e as solucdes de acido fitico foram analisados em
um espectrofotbmetro de absorcdo molecular, modelo 8453 (Agilent Technologies,
California, EUA), dotados de lampadas de tungsténio e de deutério e um arranjo de
fotodiodos, que possibilita a medicdo simultanea do espectro completo da regido do
ultravioleta e visivel.

Para a digestdo das amostras e material de referéncia certificado foi utilizado
um forno de micro-ondas de alta pressdo, com cavidade, modelo Speedwave®OPC
four (Berghof, Eningen, Alemanha), equipado com 12 frascos de TFM™PTFE
(modelo DAC-17) e sensores de infravermelho (IR) ndo invasivos para medidas
individuais de temperatura e pressao em cada frasco.

Para a pesagem das amostras e reagentes, foi utilizada uma balanca analitica
(Ohaus Adventurer, Mettler Toledo, Sao Paulo, Brasil), com precisdo de até 0,0001g.

Um medidor de pH, modelo PH-710 (Unity, Guarulhos, SP, Brasil) com
resolucdo de 0,01 e precisdo de = 0,1, foi utilizado durante o ajuste de pH da
amostra.

A secagem das amostra de mesocarpo e leite em po foi realizada em uma

estufa, modelo Q317M-32 (Quimis®, S&o Paulo, SP, Brasil).
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Uma mesa agitadora, modelo Q225M (Quimis®) foi utilizada para promover a
homogeneizacéo e agitacdo constante durante as extragdes de acido fitico e lignina
do mesocarpo.

Uma centrifuga para tubos, modelo Q222TM (Quimis®) foi empregada na
separacao do sobrenadante das misturas preparadas com o mesocarpo de babacu e
dos residuos remanescentes das digestdes simuladas.

Um banho Dubnoff Microprocessado, modelo Q226M2 (Quimis®) foi utilizado

durante a simulacdo das digestdes gastrointestinais.

3.2. Materiais, reagentes e solucdes

Todas as solucgdes foram preparadas com agua de elevado grau de pureza
(18,2 MQ cm), obtida em um deionizador com sistemas de ultrapurificacdo Milli-Q®
(Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA).

Acido nitrico (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) foi utilizado na preparacdo
de solucbes analiticas de referéncia e para digestdo das amostras. Perdxido de
hidrogénio (Merck KgaA) foi utilizado em combinacdo com o &cido nitrico para a
digestdo das amostras. Hidroxido de sodio (Merck KgaA) e acido cloridrico (Merck
KgaA) foram utilizados para o ajuste de pH e no preparo das solugdes para as
digestdes simuladas. As solugbes analiticas de referéncia foram preparadas a partir
de solucdes estoques contendo 1000 + 2 mg L™de ferro (FeCl; em 0,1 mol L™ de
HCI), cobre (CuCl, em H,0), zinco (ZnCl, em 8,6x10™
mol L de HCI), célcio (CaCl, em H,0) e magnésio (MgCl, em 8,6x10° mol L* de

HCI) Titrisol® (Merck KgaA).
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Os fluidos da digestdo simulada foram preparados com NaCl (Merck KgaA),
pepsina (Sigma Aldrich, Saint Louis, EUA), HCI (Merck KgaA), NaHCO3; (Reagen,
Rio de Janeiro, Brasil), K,HPO,4 (Synth®, Diadema, Brasil), NaOH (Merck KgaA),
pancreatina (Sigma Aldrich) e sais biliares (mistura de colato de sddio e desoxicolato
de sédio) (Sigma Aldrich).

Membranas de éster celulose (Sigma Aldrich) em tubos de 32 mm com
porosidade de 12,4 kDa foram utilizadas na etapa de dialise.

Lignina alcalina em pd, com baixo teor de sulfonato (Sigma Aldrich) foi
utiizada nos ensaios de digestdo gastrointestinal simulada. Também foram
preparadas solucées de referéncia a partir de solucéo de acido fitico, 50% (m m™)

em agua (Sigma Aldrich).

3.3. Amostra

As amostras de mesocarpo extraidas do babacu e processada na forma de
um po6 finamente moido de coloracdo castanha clara foram adquiridas em
comunidades do nordeste brasileiro (Maranhdo) e fornecidas pelo Professor Dr.
Edivan Carvalho Vieira (Departamento de Quimica da Universidade Federal do
Piaui).

Leite em p6 integral Ninho® (Nestlé), fortificado com ferro, foi utilizado nos
ensaios de disponibilidade juntamente com 0 mesocarpo.

Para avaliar a exatiddo do meétodo de determinacdo elementar total,
desenvolvido para o ICP OES, foram feitas analises em paralelo dos materiais de

referéncia certificados (CRM) de folhas de péssego (SRM® 1547) e figado bovino

(SRM® 1577) do National Institute of Standards and Technology (NIST).
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3.4. Procedimento Experimental

Toda vidraria e recipientes utilizados nos experimentos foram previamente
lavados com detergente neutro, descontaminados em banho de HNO3z; 10% (v v?)
durante 24hs, enxaguados com agua Milli-Q®, secos no interior de capela de fluxo

laminar e mantidos em recipiente fechado durante armazenamento.

3.4.1. Otimizag&o dos parametros instrumentais

3.4.1.1. Espectrometro de absorgdo atdomica com chama

As determinacdes de Fe, Cu e Zn no espectrometro de absorcdo atbmica com
chama foram executadas seguindo os parametros instrumentais apresentados na

Tabela 2.

Tabela 2. Parametros instrumentais e operacionais adotados para o F AAS

Resolucao Altura de Vazdo de Vazéo de

Elemento A (nm) I (mA) Espectral  observagdo  Acetileno ar
(nm) (mm) (Lh? (Lh?

Cu 324.8 4,0 0,8 5 65 400

Fe 248,3 4,0 0,2 5 65 400

Zn 213,9 4,0 0,5 5 65 400

Efeitos de matriz na determinacéo de Fe, Cu e Zn nas digestdes simuladas
foram avaliados pelo método de adicéo e recuperacéo. Foram adicionados 1mg L™

de Fe e Cue 0,1 mg L de Zn & solucdo gastrointestinal e posteriormente analisada.



40

3.4.1.2. Espectrémetro de absorcao atdmica com forno de grafite

O programa de aquecimento do espectrbmetro de absorcdo atdmica
simultanea (SIMAAS) foi baseado em um estudo prévio do grupo (NASCIMENTO,;
NAOZUKA; OLIVEIRA, 2010). As etapas de secagem e limpeza mantiveram-se sob
as mesmas condicdes, apenas as temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram
otimizadas, pois sdo as etapas mais criticas do programa de aquecimento. As
condi¢Bes instrumentais adotadas para as determinacdes de Cu e Fe estdo
descritas na Tabela 3. E importante destacar que foi usado o modo simultaneo do
equipamento, sendo possiveis as determinacdes de Cu e Fe em um mesmo ciclo de

aguecimento.

Tabela 3. Parametros operacionais e instrumentais adotados para o SIMAAS.

Elemento A (nm) | (MA) Resolucéo Espectral

(nm)
Cu 324,8 12 0,8
Fe 2483 25 0,8

A temperatura de pirélise e de atomizagdo foram otimizadas buscando
condicbes compromissadas que permitissem as determinacdes simultaneas dos
elementos. Para a otimizacdo da pirolise, foram realizadas leituras dos sinais de
absorbancia de solucbes de referéncia, solu¢cdes das digestdes gastrointestinais e
do branco de fluido gastrointestinal, variando-se de forma crescente a temperatura
de pirdlise do programa de aquecimento e mantendo-se constante a temperatura de

atomizacdo em 2500°C. A melhor temperatura de pirélise foi aguela que respeitou as
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caracteristicas térmicas dos elementos, ou seja, tomou-se como referéncia para a
escolha a temperatura do elemento mais volatil.

Depois de se estabelecer a melhor temperatura de pirdlise, foi feita a
otimizacdo da etapa de atomizacdo. Nesse caso, foram realizadas leituras das
solucbes variando-se a temperatura de atomizacdo de 1700 a 2500°C. A
temperatura que teve a maior razdo sinal/ruido e com menor desvio padréo relativo
foi selecionada. Nesse caso, tomou-se como referéncia para a escolha a
temperatura do elemento menos volatil. Em nenhuma das condi¢cdes foi utilizado
modificador quimico.

Para verificar a existéncia de interferéncias da matriz, foram realizadas
calibracbes com adicdo de padrdo, uma em meio do branco (fluidos gastrico e
intestinal) e outra em meio da amostra apos digestdo gastrointestinal. As solucdes
foram preparadas em frascos de 1000 pL, adicionou-se 125 pL do branco ou da
amostra e os padrdes foram adicionados em concentracdes que variaram de 10 a 80
pug L. Também foi realizada a calibracdo aquosa, preparada com as mesmas
concentracoes.

O espectrometro de absorgcéo atbmica com forno de grafite (GF AAS), ZEEnit
60, também foi utilizado para as determinacdes de Cu. As condi¢des instrumentais
dotadas para essas determinacgdes foram similares a do SIMAAS. O comprimento de
onda do Cu e a resolucao espectral continuaram os mesmos (Tabela 3). Apenas a
corrente da lampada que foi alterada para 4,0 mA. O programa de aquecimento do
GF AAS foi baseado no programa otimizado para o SIMAAS.

A avaliagéo dos efeitos de matriz nas determinagdes de Cu nos extratos das

digestdes simuladas por GF AAS foi realizada a partir do teste de adicdo e
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recuperacdo. Adicionou-se 10 pg L' de Cu ao sobrenadante da digestdo
gastrointestinal do mesocarpo, que, posteriormente, foi analisada.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para as determinacfes
efetuadas por F AAS e GF AAS foram determinados a partir do desvio padrdo (SD)
de 10 leituras do branco (branco da digestdo éacida e fluido gastrointestinal)

dividindo-se pelo coeficiente angular (a), de acordo com as Equacdes 1 e 2.

L p_ 35D
 a Equacdo 1
_10-5D
 a Equacéo 2

3.4.1.3. Espectrometro de emisséo 6tica com plasma indutivamente acoplado

A escolha dos melhores comprimentos de onda para determinacdo elementar
no ICP OES foi realizada com base na maior razdo sinal/ruido e na néo
sobreposicao de linhas espectrais de outros elementos ou concomitantes. Para as
determinacdo de Ca optou-se por escolher um comprimento de onda menos
sensiveis devido a alta concentracdo desse elemento nas amostras. Os
comprimentos de onda e 0s parametros instrumentais empregados encontram-se

descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros instrumentais e comprimentos de onda adotados para as

determinacdes por ICP OES

Poténcia de radiofrequéncia 1250 W
Gas do plasma 12 L min*
Gas auxiliar 0,5L min*

Gas de nebulizacdo 0,2 Mpa
Nebulizador Babington
Camera de nebulizacao Ciclénica
Orientacéo da tocha Modo Axial

Comprimentos de onda (nm)

Fe (I1) 259,940 Ca (Il) 184,0
Cu (1) 324,754 Mg (1) 285,213

Zn (1) 202,548

() Linhas atdmicas e (Il) Linhas ibnicas

Visando minimizar possiveis variacdes nos sinais de emisséo, o que poderia
resultar em aumento nos desvios padrées e inexatiddo do método, as determinacdes
foram feitas em condi¢gbes robustas do ICP. A avaliacdo da robustez do método
empregado para as analises foi feita a partir da razao das intensidades das linhas de
emissao idnica (280,270 nm) e atbmica (285,213 nm) do magnésio (Mg IlI/ Mg I) de
uma solucdo aquosa de 1,0 mg L™, como proposto por Mermet e colaboradores.
Uma razdo com valor acima de 10 demonstra que o método encontra-se com uma
robustez notavel, ou seja, o método tolera variagcbes das matrizes das amostras,
sem alterar significativamente os sinais analiticos. Valores inferiores a 4 indicam que

0 método esta muito susceptivel a interferéncias de matriz (MERMET; POUSSEL,
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1995). Para analises por ICP OES com a tocha no modo axial € necessario que a
razdo de Mg Il/ Mg | seja multiplicada por um fator, calculado a partir da razdo dos
valores de sinais de fundo (Squndo) de ambas as linhas de Mg (e= Stundomgty Stundomy(n)
para corrigir desvios da Optica do equipamento (STEPAN et al., 2001).

Para a avaliacdo dos efeitos de matriz nas andlises dos extratos da digestéo
gastrointestinal por ICP OES foram realizados testes de adicdo e recuperacao. As
solucdes foram preparadas adicionando-se 120 ug L™ de Fe e Zn ao sobrenadante
da digestéo gastrointestinal da mistura de leite com mesocarpo, que, posteriormente,
foi analisada.

Os limites de deteccédo (LD) foram calculados de acordo com a Equacéo 3, a
partir dos desvios padrdes relativos (RSD) de dez medidas do branco analitico, a
concentracdo equivalente a radiacédo de fundo (BEC = Cs/SBR) e a razao sinal/ruido
(SBR = (Isr = lpranco)/lbranco), Onde: Cs; € a concentracdo da solucdo de referéncia
contendo Fe, Cu, Zn (1 mg L™Y), Cae Mg (10 mg L™), Is; é a intensidade de emisséo
dessa solucéo e lyanco € a intensidade de emissdo do branco. Para a determinacao

do limite de quantificagdo, o LD foi multiplicado por 10 (NAOZUKA et al., 2011).

D= 3-BEC-RSD
B 100 Equacéo 3

3.4.2. Digestéo acida das amostras para determinacéo elementar total

As determinacdes das concentracdes totais de Fe, Cu, Zn, Ca e Mg em
mesocarpo de babacu e leite em pé tiveram como objetivo a caracterizacdo desses

materiais para posterior correlacdo com as quantidades disponiveis, ap0s ensaios
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de digestdo simulada. As analises em paralelo dos materiais de referéncia
certificados de folhas de péssego (SRM® 1547) e figado bovino (SRM® 1577)
tiveram como propésito de avaliar a exatiddo do método. O material de folhas de
péssego foi escolhido por possuir uma matriz vegetal, portanto similar ao mesocarpo
de babacu e o figado bovino, uma matriz de composicdo gordurosa, mais proxima
da composicéo do leite.

As amostras de leite em p6 e mesocarpo de babacgu foram secas em estufa a
60°C. Durante esse processo, consecutivas pesagens foram realizadas até que
massas constantes fossem obtidas, indicando a eliminacdo total da humidade
presente na amostra.

Para o pré-tratamento, massas de aproximadamente 200 mg das amostras
(leite em pd, mesocarpo de babacu e dos materiais de referéncia certificados) foram
diretamente pesados nos frascos de TFM™PTFE e submetidos & decomposicdo por
via umida em forno de micro-ondas, com mistura oxidante diluida, composta de 2,0
mL de HNOjz + 1,0 mL de H;O, + 3,0 mL de H,O. Esta mistura vem sendo
recomendada e apresenta 6tima eficiéncia de digestdo para varias matrizes com alto
teor de matéria organica (NAOZUKA et al., 2011). O programa de aquecimento do
forno de micro-ondas encontra-se descrito na Tabela 5. Ap6s o término do programa
de aquecimento, os frascos foram resfriados em banho de gelo, por
aproximadamente 30 minutos até atingir a temperatura ambiente para que
pudessem ser abertos. Posteriormente, os digeridos foram transferidos para tubos
tipo Falcon de polipropileno e diluidos com agua ultra-pura (Milli-Q®) para 10 mL.
Todas as digestbes das amostras foram feitas em duplicatas. Além do uso de
materiais de referéncia certificados para avaliar a exatiddo do método, também

foram realizados testes de adicdo e recuperagdo nas amostras antes da digestao.
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Para isso, aliquotas de solucdes de referéncia com concentracbes baseadas nos
teores naturais dos elementos contidos no leite e no meocarpo foram adicionadas as

amostras antes de serem levadas ao forno de micro-ondas.

Tabela 5. Programa de aquecimento do forno de micro-ondas

Etapa Temperatura (°C) Rampa (min) Patamar (min)
1 140 5 1
2 180 4 5
3 200 4 10

3.4.3. Avaliacao da interacao de Fe, Cu e Zn com o0 mesocarpo de babacu

Para um melhor entendimento das interagbes de Fe, Cu e Zn com 0
mesocarpo de babacu foram realizados os seguintes experimentos sem a utilizacao

de fluidos gastrointestinais.

3.4.3.1. Teste de adicao e recuperacao de Fe ao mesocarpo de babagu

Massas de mesocarpo (100 mg) foram pesadas e misturadas a 10 mL das
solugbes de Fe** (10 a 400 mg L™). O pH da mistura foi ajustado com NaOH de
modo a obter valores aproximados da digestao intestinal (pH 7). As amostras foram
homogeneizadas em uma mesa agitadora por 2h (400 rpm). As solucdes foram
centrifugadas e o sobrenadante analisado por espectrometria de absor¢cao atbmica

com atomizacao por chama (F AAS).
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3.4.3.2. Extragcao de complexantes do mesocarpo de babacu

Com o intuito de avaliar o efeito de substancias complexantes, fracamente
ligadas ao mesocarpo, foram realizadas extracdes em pHs 7 e 12. Para massas de
2 g de mesocarpo foram adicionados 200 mL de agua e o pH foi ajustado com
solucéo de NaOH para 7 ou 12. As misturas foram homogeneizadas em uma mesa
agitadora por 30 min (400 rpm) e logo apés, foram realizadas filtracdes simples com
papel de filtro. O residuo sdlido da extracdo em pH 12 foi lavado novamente com
NaOH (pH 12) e, posteriormente, com trés aliquotas de 200 mL de agua. O sdlido foi
colocado em vidro de relogio e levado a estufa (60°C) para secagem.

Para confirmar a hipotese de que parte dos compostos extraidos do
mesocarpo de babacu poderia ser o fitato, foram feitas varreduras (260-800 nm) por
espectrometria de absorcdo molecular na regidao do UV-Vis de uma solucéo de acido
fitico e dos extratos obtidos nos pHs 7 e 12. Antes de proceder as varreduras, as
solucBes de acido fitico (5% m/v) e o extrato em pH 12 tiveram o pH ajustado para 7
com NaOH e HCI, respectivamente. O &cido fitico foi diluido 8 vezes e os extratos 10

vezes antes das medidas.

3.4.3.3. Teste de adicéo e recuperacao de Fe, Cu e Zn nos extratos

Retirou-se 7 aliquotas de 2 mL de cada um dos extratos, descritos no item
anterior, e a eles foram adicionadas concentragdes conhecidas de Fe, Cu e Zn (10 a
300 mg L™Y). As solucdes foram diluidas com agua para 3 mL. O pH das solucdes
foram ajustados para 7, proximo aquele da digestdo intestinal. Em seguida foram

homogeneizadas em uma mesa agitadora por 30 min (400 rpm), centrifugadas a
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1700 rpm e os sobrenadantes analisados por F AAS. Esse estudo foi realizado,

individualmente, para cada elemento (Fe, Cu e Zn).

3.4.3.4. Teste de adicéo e recuperacao de Fe, Cu e Zn ao mesocarpo lavado

Pesou-se 7 aliguotas de 50 mg do mesocarpo lavado, em pH 12, obtido no
item 3.4.3.2, e foram adicionados 5 mL de solucdes de 10 a 300 mg L™ de Fe, Cu ou
Zn. As misturas tiveram seus pHs ajustados para 7 e foram homogeneizadas em
uma mesa agitadora por 30 min (400 rpm), em seguida foram centrifugadas a 1700
rom e os sobrenadantes analisados por F AAS. Esse procedimento foi realizado,

separadamente, para cada elemento (Fe, Cu e Zn).

3.4.4. Procedimento geral para digestédo gastrointestinal in vitro

Os estudos de disponibilidade foram realizados a partir de um método in vitro,
recomendado pela US Pharmacopeia XXIV (US Pharmacopeia XXIV & National
Formulary, 2000). Nesse método recomenda-se o emprego de fluidos gastricos e
intestinais, simulando as duas etapas da digestdo do organismo humano. Além
disso, é importante manter a temperatura sob controle e agitacdo constante para
garantir a interacao dos reagentes.

O fluido gastrico foi preparado a partir da mistura de 0,2 g de NaCl, 0,32 g de
pepsina e 7,0 mL de HCIl 10% (v v'). Do mesmo modo, o fluido intestinal foi
preparado misturando-se 0,680 g de K,HPO,, 1,0 g de pancreatina,1,25 g de sais
biliares e 7,7 mL de NaOH (0,2 mol L™). Em ambos os casos essas substancias

foram diluidas para 100 mL com agua Mili-Q°.



49

No geral, os procedimentos para a digestdo gastrointestinal in vitro seguiram
o roteiro a seguir. Adicionou-se 3 mL de fluido gastrico (pH ~ 1,5) a amostra e a
mistura foi mantida em um banho termostatico por 2 horas a 36°C, sob agitacao
constante (100 rpm). Para prosseguir com a digestao intestinal, foram adicionados
0,4 mL de NaHCO; 3% (m v%), com a finalidade de ajustar o pH da etapa da
digestdo gastrica para 6,8 (condicdo necessaria para a digestdo intestinal). Em
seguida, 3 mL do fluido intestinal foram adicionados e a mistura permaneceu
novamente em um banho termostatico. Depois de terminada a digestdo, um banho
de gelo foi utilizado para diminuir bruscamente a temperatura, e assim cessar a
atividade das enzimas e, consequentemente, a digestdo. Os digeridos, contendo
material so6lido em suspenséo foram centrifugados e os sobrenadantes analisados
por SIMAAS, GF AAS, F AAS ou ICP OES.

Para a etapa de dialise, 2 mL do sobrenadante das amostras digeridas foram
transferidas para um membrana de éster celulose com porosidade de 12,4 kDa.
Fitas de polietileno foram usadas para fechar as membranas, mantendo as duas

extremidades unidas, conforme mostrado na Figura 6.

Fita de paolietileno €—
Membrana de
gster celulose

~+—> 30 mL de agua

Figura 6. Desenho esquematico ilustrando o processo de dialise.
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Em seguida, a membrana de diadlise foi introduzida em um tubo de
polipropileno contendo 30 mL de agua deionizada, sem que suas extremidades
fossem submersas na agua e permaneceu durante 12h. ApOs esse tempo, a
membrana foi cuidadosamente aberta e o conteudo foi coletado para a determinacgéo
dos elementos de interesse. Para calcular a fracdo dialisada, subtraiu-se a
concentracdo dos elementos do conteudo do interior da membrada (fracdo que ficou
retida) da concentracdo total dos elementos determinados no sobrenadante das
amostras depois de digeridas.

Para reduzir o teor de matéria organica nas amostras e evitar possiveis
interferéncias no ICP OES, os digeridos, assim como as amostras dialisadas,
passaram pelo processo de decomposicdo em forno de micro-ondas. Foi adicionada
uma mistura 2,0 mL de HNO3 + 1,0 mL de H,0O, a 3 mL do sobrenadante da digestao
ou ao conteudo integral do interior das membranas de dialise. O programa de
agquecimento do forno de micro-ondas utilizado foi 0 mesmo apresentado na Tabela
5. Ap6s digestdo, as amostras foram diluidas para 7 mL com &gua Mili-Q® e

analisadas.

3.4.4.1. Digestao gastrointestinal do mesocarpo de babacu

Massas de 200 mg de mesocarpo de babacu foram submetidas a digestao
gastrointestinal simulada, com a finalidade de avaliar a disponibilidade de Fe, Cu e
Zn. Os sobrenadantes dos digeridos foram analisados por F AAS para a

determinacdo de Zn e SIMAAS para determinacdo simultanea de Fe e Cu.
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3.4.4.2. Digestao gastrointestinal do mesocarpo com adi¢cao de Fe, Cu e Zn

Para estudar a influéncia do mesocarpo de babacu na disponibilidade de Fe,
Cu e Zn, procedeu-se uma digestdo gastrointestinal, com adicdo de solucdo
multielementar contendo os elementos de interesse na pesquisa. A uma massa de
200 mg de mesocarpo de babacu adicionou-se 0,6 mL de uma solucéo
multielementar com 0,28 mg de Fe**, 0,018 mg de Cu®" e 0,14 mg de Zn**. Entao,
essa mistura foi submetida a digestdo gastrointestinal simulada. As determinacdes
das fracbes soluveis de Fe, Cu e Zn foram feita por F AAS. As massas dos
elementos adicionados foram baseadas no valor de ingestdo diaria recomendada
pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Supondo que um individuo
consuma uma colher de sopa de mesocarpo por dia (cerca de 10 g) e os valores de
ingestao diaria recomendada para o Fe, Cu e Zn sédo 14 mg, 0,9 mg e 7 mg,
respectivamente (ANVISA, 2005), a massa de mesocarpo utilizada de 200 mg
combinada com os valores adicionados mantiveram essa mesma proporcao.

Para avaliar a recuperacdo desses elementos adicionados na etapa da
digestdo gastrica, as amostras foram digeridas seguindo o mesmo procedimento,
porém foi interrompida nesse primeiro estagio de reacao, apos 2 h sob agitacao no
banho termostatico. Depois da digestdo, a mistura foi colocada em banho de gelo
para interromper o0 processo e posteriormente submetida a centrifugagdo. O
sobrenadante dessa digestéo foi analisado por F AAS.

Um detalhe importante que deve ser ressaltado € que as solugbes de
referéncia utilizadas para as adigbes encontravam-se em meio &acido. Portanto as
mesmas alteravam o pH das digestdes simuladas, deste modo foi necessério
adicionar mais 0,4 mL de NaHCOs; 6,7% (m v') antes de se iniciar a etapa da

digestao intestinal para ajustar o pH para aproximadamente 7.
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3.4.4.3. Digestéo gastrointestinal do mesocarpo com adi¢édo de Ca e Mg

Para avaliar o efeito de Ca(ll) e Mg(ll) na disponibilidade dos elementos foram
feitas digestdes gastrointestinais do mesocarpo de babacu com adicdo de Ca** ou
Mg?* juntamente com uma solucédo multielementar de Fe (280 pg), Cu (18 pg) e Zn
(140 pg), mencionada no item 3.4.4.2. Nesse caso o0 foco principal foi avaliar a
recuperacdo das massas de Fe, Cu e Zn adicionadas ao mesocarpo de babacu na
presenca e auséncia de Ca ou Mg.

Os experimentos foram realizados na presenca de 1,0 mL de solucdes de
Ca®* (0,88 mg) ou Mg®*" (0,067 mg), essas adicbes foram baseadas nas
concentracdes totais do leite. As determinacdes das fracdes sollveis de Fe, Cu e Zn

nessas amostras foram feita por FAAS.

3.4.4.4. Digestao gastrointestinal de leite, mistura de leite com mesocarpo e

mistura de leite com lignina

Os procedimentos de digestdo gastrointestinal foram realizados com leite
integral em pd (100 mg) na presenca e auséncia de mesocarpo de babacu (100 mg)
com o intuito de avaliar a influéncia do mesocarpo na disponibilidade de Fe, Cu e Zn
presentes no leite. Apos a digestao gastrointestinal, foi realizada a etapa de dialise
das amostras.

Uma das hipdteses dessa pesquisa esta relacionada ao efeito da lignina,
presente no mesocarpo, como um sequestrante de Fe, Cu e Zn. Por isso, também
foi avaliado o efeito da lignina fazendo-se digestdo gastrointestinal de lignina (3,2

mg) e de uma mistura de leite em pé (100 mg) com lignina (3,4 mg). Nesse
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experimento, informacdes adicionais foram obtidas a partir dos procedimentos de
dialise.
Em ambos os estudos, as fracdes dos elementos sollveis e dialisados foram

determinadas por ICP OES, exceto para o Cu, que foi determinado por GF AAS.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Resultados das otimiza¢des instrumentais

4.1.1. Espectrébmetro de absorgdo atbmica com chama

Nas determinacdes por F AAS foram empregadas as condi¢cdes apresentadas
na Tabela 2. A avaliacdo dos efeitos de matriz na determinacao de Fe, Cu e Zn nos
extratos da digestdo gastrointestinal por F AAS foi feita pelo método de adicao e
recuperacdo. Para adicdo de 1 mg L™ de Fe e Cu & amostra a recuperacéo foi de
93% e 96%, respectivamente, e para a adicdo de 0,1 mg L™ de Zn a recuperac&o foi
de 95%, indicando a auséncia de interferéncias causadas pela matriz.

Para as determinagdes das concentracdes de Fe, Cu e Zn nos extratos das
digestdes simuladas obteve-se LDs iguais a 0,1, 0,02 e 0,02 mg L™ e LQs iguais a

0,4, 0,07 e 0,08 mg L™, respectivamente.

4.1.2. Espectrometros de absorgcdo atdmica com forno de grafite

No caso do SIMAAS, as otimizacbes do programa de aquecimento para
determinacdes simultaneas de Fe e Cu mostraram como melhores temperaturas de
pirdlise e atomizacdo 1200°C e 2000°C, respectivamente. Na Figura 7, pode ser
observado que durante o estudo de pirdlise, o Fe resistiu a temperaturas mais
elevadas, chegando a 1400°C sem que houvesse perda do analito, porém, para
manter uma condicdo compromissada para as duas espécies determinadas, foi
estabelecida uma temperatura de 1200°C para a pirélise, pois a partir dessa

temperatura pode se observar a perda de sinal analitico do Cu, devido a sua
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volatilizacdo. A temperatura de atomizacdo, também, foi escolhida buscando
condicbes compromissadas para a determinacdo simultdnea, bem como as maiores
razdes sinal/ruido e menores valores de desvio padrdo entre as medidas (n=2). O
programa de aquecimento estabelecido para as determinacdes de Cu e Fe encontra-

se descrito na Tabela 6.
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Figura 7. Curvas de pirGlise para o Ferro (—+—) e para o Cobre (—=—) e de
atomizacdo para o Ferro (—e=—) e o Cobre ( ) em meio da amostra apos

digestao gastrointestinal
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Tabela 6. Programa de aquecimento para determinacédo simultanea de Fe e Cu por

SIMAAS

Etapa Temperatura Rampa Patamar Ar_ .
(°C) (s) (s) (mL min™)

Secagem | 110 1 30 250

Secagem Il 130 15 30 250

Pirdlise 1200 10 20 250

Atomizacéao 2000 0 5 0
Limpeza 2500 1 3 250

Além das curvas de calibracdo em meio aquoso, também foram realizadas
calibragcbes com adicdo de analito em meio do branco (fluido gastrointestinal) e
amostra (extrato do mesocarpo apos digestao gastrointestinal), com a finalidade de
avaliar possiveis interferéncias da matriz. As Figuras 8 e 9 mostram as curvas de
calibracdo para Fe e Cu nos diferentes meios. Na curva de calibragdo do Fe em
meio ao branco (Figura 8), pode ser observado um coeficiente linear elevado, devido

a existéncia de contaminacédo de Fe no fluido gastrointestinal.
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Curvas de Calibracao Fe
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Figura 8. Curvas de calibracdo para o Ferro em meio aquoso (*), em meio ao

branco ( ®) e em meio da amostra (*).

Um dos procedimentos para avaliar a ocorréncia de interferéncias espectrais
ou de matriz é pela comparacao dos coeficientes angulares das curvas analiticas de
calibracdo em diferentes meios. A raz&o entre coeficientes angulares de uma curva
de calibracdo aquosa e de uma curva de calibragdo em meio da amostra deve ser
de, aproximadamente, 1, para que possa ser considerado que os efeitos de matriz
sdo inexistentes e que permitam a calibracdo do instrumento com solucbes de
referéncia aquosas (KUMMROW et al., 2008). A razdo entre os coeficientes
angulares das curvas de calibracdo aguosa e em meio da amostra para a
determinacdo de Fe foi de 1,0 e para o Cu foi de 1,2. Quando comparados 0s
coeficientes angulares das curvas de calibracdo aquosa e em meio do branco
obtiveram-se os valores das razfes iguais a 1,1 para a determinacdo de Fe e 1,2

para o Cu.
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Curvas de Calibracao Cu
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Figura 9. Curvas de calibragcdo para o Cobre em meio aquoso (*#), em meio ao

branco (®) e em meio a amostra (+).

Esses valores encontram-se dentro de um intervalo (+ 20%) que pode ser
considerado como aceitavel para que a curva de calibracdo aquosa seja empregada
para as analises sem prejudicar a exatiddo do método.

Para as determinacfes simultaneas de Fe e Cu nos extratos das digestdes
gastrointestinais por SIMAAS, obtiveram-se LDs de 3 pg L™ e LQs de 10 pg L™ para
ambos elementos.

O programa de aquecimento estabelecido para determinacdo de Cu por GF
AAS estéa descrito na Tabela 7. Este programa foi baseando no programa otimizado

para o SIMAAS.
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Tabela 7. Programa de aguecimento para determinacédo Cu por GF AAS

Etapa Temperatura Rampla Patamar Tempo A_r .

(°C) (°Cs™) (s) (s) (L min™)
Secagem | 110 110 30 30,8 1
Secagem Il 130 2 30 40,0 1
Pirdlise 1200 110 20 29,7 1
AZ 1200 0 5 5,0 0
Atomizacéao 2000 2000 5 5,0 0
Limpeza 2500 500 3 4 1

A avaliacdo dos efeitos de matriz na determinacdo de Cu nos extratos da
digestdo gastrointestinal por GF AAS foi feita pelo método de adicéo e recuperacao.
Para adicdo de 10 pg L™ de Cu & amostra a recuperacéo foi de 86%, indicando a
auséncia de interferéncias causadas pela matriz.

O LD e o LQ obtidos para a determinacdo da concentracdo total de Cu nas
amostras de mesocarpo, leite e CRMs por GF AAS foram 0,1 pg g* e 0,4 pg g™,
respectivamente. Para a determinagcédo de Cu nos extratos das digestdes simuladas

obteve-seumLDde2pugL* e LQ de 6 pg L™

4.1.3. Espectrometro de emissédo otica com plasma indutivamente acoplado

Visando minimizar possiveis variagdes nos sinais de emissdo, o que poderia
resultar em aumento nos desvios padrdes e inexatiddo do método, as determinacdes

foram feitas em condi¢des robustas do ICP OES.



60

A avaliacdo da robustez do método empregado para as analises foi feita a
partir da razdo de Mg IlI/ Mg I, como proposto por Mermet e colaboradores
(MERMET; POUSSEL, 1995). O fator de correcdo de desvios da Optica do
equipamento (g) para a solucdo aquosa de 1,0 mg L™ de Mg foi de 1,4 e a razdo Mg
ll/ Mg 1, ja corrigida, foi 12,5. Portanto o método encontra-se com uma robustez
notavel, ou seja, o método pode tolerar variacdes das matrizes das amostras, sem
alterar significativamente os sinais analiticos e consequentemente os resultados.

Para a avaliacao dos efeitos de matriz nas andlises dos extratos da digestao
gastrointestinal por ICP OES, foram adicionados 120 ug L™ de Fe e Zn & amostra. As
recuperagbes obtidas para Fe e Zn, foram de 87% e 101%, respectivamente,
indicando a auséncia de interferéncias causadas pela matriz.

Os LDs e LQs para a determinacdo da concentracdo total de Ca, Mg, Fe, Cu
e Zn e determinacdo de Fe, Cu e Zn nos extratos da digestdo gastrointestinal por

ICP OES encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8. Valores de LDs e LQs para a determinacdo elementar total e analise da

digestéo in vitro por ICP OES

Determinacéo elementar total Analise da digestao in vitro
LD LQ LD LQ
(Mg g™) (Mg g™) (Mg L) (Mg L)
Ca 0,6 6
Mg 0,6 6
Fe 0,2 2 5 49
Zn 0,02 0,2 1 13

Cu 0,4 4 14 139
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4.2. Determinacdo elementar apds digestdo em forno de micro-ondas

As determinacdes dos elementos Fe, Cu, Zn, Ca e Mg foram executas na
amostras de mesocarpo e leite em pd, com e sem adi¢cao dos analitos por ICP OES,
apos digestao acida assistida por micro-ondas.

Na Tabela 9 encontram-se os valores das concentracdes dos elementos nos

CRMs de figado bovino (SRM® 1577) e de folhas de péssego (SRM® 1547).

Tabela 9. Resultados das determinacdes de Fe, Cu, Zn, Ca e Mg nos materiais de

referéncia certificados

Figado bovino (SRM® 1577) Folhas de péssego (SRM® 1547)
Valor Certificado Valor encontrado Valor Certificado Valor encontrado
(ug g™) (ug g™) (ug g™) (ng g™)
%Ca 116 = 4 130 + 58 15600 + 200 14335 + 518
Mg 601 + 28 458 + 16 4320 + 80 3329 + 34
Fe 184 + 15 167 = 6 218 + 14 181 + 10
Zn 127 + 16 9% + 4 179 + 04 140 + 09
PCu 160 + 8 139 + 20 37 + 04 29 + 01

2 Andlise por ICP OES, ® Andlise por GF AAS, Desvio Padrdo (n=2 amostras)

Para verificar a concordancia dos resultados, foi aplicado o teste t-Student.
Todos os elementos tiveram resultados concordantes com os valores certificados, a
um nivel de confianca de 95%, com excecdo do Mg, que apresentou concentragdes
menores que os valores certificados.

Na Tabela 10 encontram-se os resultados das determinagcdes dos elementos

em amostras de mesocarpo e leite em pd. Nesse caso, foram realizados testes de
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adicdo e recuperacdo para verificar a existéncia de eventuais interferéncias de

matriz, ou mesmo interferéncias espectrais, durante as analises das amostras.

Tabela 10. Resultados das determinacdes de Fe, Cu, Zn, Ca e Mg nas amostras de

leite e mesocarpo

Leite Mesocarpo
S e meGme S e
%Ca 8758 * 1439 4914 115% 384 = 8 249 110%
Mg 614 + 85 491 119% 487 = 5 497 97%
Fe 192 + 28 246 100% 17 = 1 10 94%
4Zn 25 4 25 88% 26 + 0,2 1,0 96%
Cu 03 + 01 2,5 80% 7 + 1 5 73%

3 Anélise por ICP OES, ° Andlise por GF AAS, Desvio Padrdo (n=2 amostras)

Com excecdo da recuperacdao de Cu no mesocarpo, tiveram-se boas
recuperacdes, que variaram entre 80% e 119%. Essas recuperacdes indicam a
inexisténcia de interferéncias durante as andlises, seja no procedimento de abertura
(perdas ou contaminacgdes), seja durante as determinagdes no ICP OES. Mesmo o
Mg, que ndo apresentou resultados concordantes para as analises dos CRMs,
devido a possiveis interferéncias de matriz, teve boas recuperacdes, 119% para a
amostra de leite e 97% para 0 mesocarpo. As diferencas observadas podem ter
ocorrido porque os CRMs, apesar de ter caracteristicas semelhantes as amostras,
nao possuem matrizes idénticas. Portanto as interferéncias que ocorreram durante

as analises dos CRMs nao foram observadas no teste de adicao e recuperacao.
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As concentracdes de Fe e Ca determinadas para as amostras de leite sédo
concordantes, a um nivel de confianca de 95%, com as informacdes contidas no
rétulo do fabricante, onde constam 200 pg g* de Fe e 9,4 mg g* de Ca. Para os
outros elementos, ndo havia informacbes de suas concentracdes no rotulo.
Entretanto, as resultados também foram comparados com os valores apresentados
pela Tabela Brasileira de Composicédo de Alimentos (TACO) (8900 pg g* de Ca, 770
ug gt de Mg, 5,0 ug g* de Fe, 27 pgg™* de Zne 1,1 pug g* de Cu) (NEPA-UNICAMP,
2011), todos foram concordantes, com execédo do Fe e Cu. A concentracédo de Fe
determinada foi cerca de 40 vezes maior que o valor da TACO, porém, o leite
utilizado neste trabalho era enriquecido com pirofosfato de Fe, além disso, como ja
foi citado, esse valor foi concordante com as informac6es contidas no rétulo.

Comparando os resultados obtidos para o0 mesocarpo com o0s valores
determinados anteriormente em um trabalho de Naozuka e colaboradores (Tabela 1)
(NAOZUKA et al., 2011), as concentracbes de Cu e Mg apresentaram diferencas
significativas, porém os demais elementos apresentaram valores concordantes a um
nivel de confianca de 95%, quando aplicado o teste t-Student. Ao comparar 0s
resultados com os valores da tabela TACO (Tabela 1), foram observadas diferencas
significativas para as concentracdes de Fe, Cu e Ca, em destague, a concentracéo
do Fe da tabela TACO foi de cerca de 10 vezes maior do que 0s obtidos nesse
trabalho e no trabalho de Naozuka e colaboradores.

As diferencas encontradas entre os valores obtidos e os da literatura podem
ter ocorrido, pois amostras vegetais sofrem influéncias de diversos fatores que
podem modificar a sua composicdo mineral, tais como sua origem, COmpoSIiCao

guimica do solo e condi¢des climaticas (ALMEIDA et al., 2009).
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Apesar de ser observado que o mesocarpo de babacu apresenta teores de
nutrientes minerais importantes, ainda ndo € possivel afirmar se esse alimento pode
ser considerado como fonte desses nutrientes, ou seja, informacdes de
concentracdes totais ndo sdo suficientes do ponto de vista nutricional, uma vez que,

esses elementos podem néo estar disponiveis para a absorcao pelo organismo.

4.3. Avaliagéo dainteracao de Fe, Cu e Zn com o mesocarpo de babagu

Para um melhor entendimento das interagbes dos elementos com o
mesocarpo de babacu, foram realizados os experimentos sem a utilizacdo de fluidos

gastrointestinais.

4.3.1. Teste de adicéo e recuperacao de Fe ao mesocarpo de babacu

Quando Fe(lll) foi adicionado ao mesocarpo de babacu (100 mg) pode ser
observada uma mudanca de coloracdo da solucédo extratora final, de marrom claro
para um marrom muito escuro, indicando possivel formacdo de complexos entre o
Fe e ligantes naturais presentes no mesocarpo. Porém, como pode ser observado
na Figura 10, para maiores concentracbes de Fe(lll) ocorreu a descoloragdo das
solugdes. O gréfico da Figura 11 mostra a porcentagem de recuperacdo em funcao
das concentracdes de Fe(lll) adicionadas. Pode-se observar que para adigdes acima

de 250 mg L™ a concentracéo de Fe encontrada na solug&o foi muito baixa.
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Figura 10. Extratos das adicdes crescentes de Fe(lll) (10-400 mg L™) & 100 mg de
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mesocarpo de babacu, em pH=7, apds separacao do solido remanescente.
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Figura 11. Grafico de porcentagens de recuperacdo em fungcédo da concentracdo de

Ferro adicionado ao mesocarpo de babacu.

Os resultados apresentados nas Figuras 10 e 11 permitem inferir que Fe(lll)
pode estar sendo complexado a ligantes presentes na matriz do mesocarpo de
babacu e a ligantes extraidos para a solu¢do, 0 que provocou o aparecimento da
coloracdo marrom escura na solucdo. Para as baixas concentracbes de Fe(lll)

encontradas nas solucdes com adices superiores a 250 mg L™ pode-se inferir a
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ocorréncia, além da formacdo de complexos insoluveis, de outros processos como a
hidrolise e precipitacao.

Como foi observado que poderiam existir diferentes mecanismos envolvidos
na retencao dos elementos e muitos equilibrios (complexacédo, adsorcéo, hidrolise e
precipitacdo), preferiu-se utilizar outras estratégias para estudar alguns desses
mecanismos separadamente. Entdo experimentos foram realizados para avaliar a
complexacdo e a adsorcdo dos metais a partir das interagcdes com 0s extratos e no

mesocarpo de babacu apos lavagem com solugéo alcalina (pH=12).

4.3.2. Extracdo de complexantes do mesocarpo de babacu

O extrato de mesocarpo de babacu obtido em pH 12 apresentou uma
coloracdo mais escura do que em pH 7 (Figura 12), essa diferenca deve estar
relacionada a maior capacidade dessa solucdo em extrair acidos organicos

fracamente ligados a matriz.

(b)

Figura 12. Extratos de mesocarpo de babacu obtidos em (a) pH 7 e (b) pH12.

Uma hipoétese que surgiu foi que um dos principais complexantes presente no

mesocarpo de babacu poderia ser o acido fitico, pois esse composto € encontrado
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em altas concentracdes nos vegetais, por ter a funcéo de reservar fosforo e energia.
O acido fitico também possui a capacidade de se ligar a ions metélicos para formar
complexos estaveis (QUIRRENBACH et al., 2009).

A analise espectrofotométrica dos extratos apresentou um forte indicio de que
essa hipotese seja correta. Os espectros do acido fitico e dos extratos (Figura 13)
apresentaram grande similaridade e ambos tiveram absorbancia maxima em 272

nm.
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Figura 13. Espectro de absorbancia do (—) acido fitico, (—) extrato em pH 7 e

(=) extrato em pH 12

4.3.3. Teste de adicao e recuperacao de Fe, Cu e Zn nos extratos

A Figura 14 representa os extratos do mesocarpo de babagu em pH 7 e 12,
com as respectivas concentracbes de cada um dos elementos a eles adicionadas. E
importante ressaltar que os estudos de adicdo dos elementos com ambos os
extratos foi feito em pH=7, ajustados proximos a condi¢do intestinal. Durante a

adicdo dos elementos aos extratos (pHs 7 e 12), além da formagéo de precipitado

castanho escuro observou-se também a descoloracdo das solugdes (Figura 14). Em
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solucdes aquosas com pH=7, o Fe** e o Cu®** podem sofrer hidrélise e se precipitam
na forma de hidréxidos. As constantes de solubilidade de Fe(OH); (Kps = 1,6.10%) e
Cu(OH), (Kps = 4,8.10%°) s&o baixas e nas condicdes do experimento (10 a 300
mg L) é esperado que ocorra a formacdo de precipitado devido & hidrélise. O
Zn(OH), possui uma constante de solubilidade maior (Kps = 3,0.10™°), portanto
nesse pH e nas concentracdes adicionadas ndo foi observada ocorréncia de
hidrélise.

Mesmo com a possibilidade de ocorrer a hidrélise dos ions Fe(lll) e Cu(ll),
pode-se afirmar que o precipitado formado € proveniente da complexacdo e nédo
somente da hidrélise desses ions. Os produtos da hidrdlise de Cu e Zn apresentam
coloracbes caracteristicas diferentes do precipitado observado no experimento, o
Cu(OH), é um sdlido azul gelatinoso e Zn(OH), um sélido branco, o que né&o foi
observado visualmente na composicdo do precipitado. J& o Fe(OH)3; tem coloracéo
castanha, similar a do precipitado formado. A descoloracdo das solucdes e o
aumento do volume de precipitado indicam que o composto presente em solucéo
precipitou juntamente com os elementos. Para os extratos em pH=7 a descoloragdo
da solucao fica mais evidente do que para os extratos em pH=12.

A Figura 15 apresenta os graficos de recuperacdo dos elementos adicionados
nos extratos de pH 7 e 12 apés centrifugacédo. Se fosse considerada somente a
ocorréncia da hidrolise, ndo eram esperadas as elevadas recuperacdes de Fe e Cu
como observadas em algumas das adi¢cbes. Porém, os resultados mostram que, 0s
complexos formados entre o fitato e esses elementos, até certa concentracéo,
minimizam o efeito da hidrdlise, tornando os elementos mais soluveis e aumentando
as recuperacdes. Esse efeito € mais evidente para o extrato em pH=12, pois contém

maior concentracao de fitato. Entretanto, para maiores concentractes de Fe e Cu,
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os complexos podem ser insolUveis. Sabe-se que, conforme se aumenta 0 numero
de cations ligados ao fitato, a solubilidade do complexo formado tende a diminuir.
Por exemplo, fitato mono-férrico é altamente solluvel, enquanto o fitato tetra-férrico é
insoluvel (ROUCHON et al, 2011).

O Zn(ll) ndo deve ter sofrido hidrolise, porém deve ter formado complexo
insoluvel, em altas concentracdes, o que pode ser evidenciado pela descoloracao

das solucdes (Figura 14) e pelas baixas recuperacfes (Figura 15).

T
T 1[I
L

100 200 300

Figura 14. Adicdo de Fe, Cu e Zn aos extratos em pH 7 e 12 (10-300mg L™).
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Figura 15. Recuperacédo do (—=—) Ferro, ( ) Cobre e (—+—) Zinco adicionados

aos extratos preparados em (a) pH 7 e (b) pH 12 e ajustados para pH 7.

4.3.4. Teste de adicao e recuperacao de Fe, Cu e Zn no mesocarpo lavado

Outro mecanismo que pode ocasionar a reten¢cdo dos elementos € a adsorcéo
ou complexacéo pelas fibras insollveis presentes no mesocarpo. A avaliacdo desse
mecanismo, sem a interferéncia do efeito dos compostos complexantes fracamente
ligados ao mesocarpo, foi feita a partir da lavagem do mesocarpo com NaOH (pH
12) para que praticamente todo composto complexante, fracamente ligado, fosse
eliminado. Depois que o mesocarpo foi lavado, ndo foi mais observada a coloragéo
dos experimentos anteriores. Mesmo ap0s a adicdo dos elementos o0s
sobrenadantes permaneceram incolores.

As recuperacfes obtidas nesse estudo encontram-se nos graficos da Figura
16. Pode-se observar que as recuperacdes de Fe e Cu analisadas nos
sobrenadantes foram inferiores a 20%. Por outro lado, as recuperagbes de Zn

variaram de 20 a 80% para concentracées entre 10 até 100 mg L™, respectivamente,
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mantendo-se praticamente constante até 300 mg L. Nas condicdes em que o
estudo foi realizado, ndo ocorre precipitacdo de Zn(OH),. Porém, em concentracdes
mais baixas, podem-se observar baixas recuperacdes, mostrando que houve
interagbes entre 0 Zn e o mesocarpo. O aumento das recuperagfes para maiores
concentracfes adicionadas pode ser um indicativo de saturacdo dos sitios de
ligacao.

A retencdo de Fe e Cu pelo mesocarpo lavado ndo pode ser avaliada, pois no
pH em que foi preparada a mistura, esses elementos estariam completamente
precipitados na forma de hidroxidos, ndo sendo possivel diferenciar qual mecanismo
estaria diminuindo suas recuperacdes. Entretanto, os resultados dos graficos
mostram uma relacdo direta entre as recuperacdes e as tendéncias de hidrolise

Fe(ll) > Cu(ll) > Zn(lI).
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100%
80%
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100 200 300 400
-20%
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Figura 16. Recuperacéo do (—=—) Ferro, ( ) Cobre e (—+—) Zinco adicionados

ao mesocarpo lavado.
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4.4. Digestdes simuladas in vitro

4.4.1. Digestao gastrointestinal do mesocarpo de babagu

Os resultados das determinacbes de Fe, Cu e Zn no sobrenadante da
digestdo simulada de mesocarpo e do branco analitico (fluido gastrointestinal),
encontram-se na Tabela 11. Os fluidos utilizados durante a digestao gastrointestinal
apresentaram contaminacdes, principalmente de Fe e Zn, como pode ser observado
na linha referente ao branco da Tabela 11. Entretanto, as concentracfes de Fe e Zn
no branco foram maiores do que aquelas obtidas nas solu¢bes gastrointestinais
apos a digestdo in vitro. Resultados semelhantes foram observados anteriormente
por Souza, 2011. Esses resultados indicam que parte do Fe e Zn foi incorporado ao
sélido do mesocarpo de babacu remanescente da digestdo gastrointestinal. Desta
forma, o Fe e Zn naturalmente presentes no mesocarpo ndo sdo extraidos durante a
digestdo gastrointestinal e, portanto, ndo estariam disponiveis para absorcéo pelo
organismo. Ao contrario, 0 mesocarpo de babacu esta atuando como uma espécie
sequestrante desses elementos.

Esperava-se que o mesmo comportamento ocorresse para o Cu, que nos
experimentos anteriores mostrou tendéncia a formacgéo de ligacbes tanto com os
compostos fracamente ligados ao mesocarpo como com a matriz do mesocarpo
lavado. Entretanto, observou que ocorreu extracdo de Cu ligado ao mesocarpo. I1Sso
pode ser comprovado fazendo-se a diferenca entre a concentracdo encontrada no
branco (29 pg L™) com aquela presente no extrato da digestdo gastrointestinal (149
ug L™). Nesse caso, cerca de 120 ug L™ de Cu foram extraidos do mesocarpo de

babacu.
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Tabela 11. Concentracbes de Fe, Cu e Zn solubilizado durante a digestédo

gastrointestinal simulada do mesocarpo de babacu.

Concentracédo Fe® Concentracdo Cu® Concentracéo zZn®
(Mg L) (Mg L) (Mg L)
Mesocarpo 176 + 5 149 + 5 682 + 26
Branco 218 + 1 29 + 1 856 + 22

2 Andlise por SIMAAS, ° Andlise por F AAS

Os dados experimentais obtidos nessa pesquisa ndo permitem que se chegue

a uma conclusédo a respeito desse comportamento inesperado para o Cu.

4.4.2. Digestao gastrointestinal do mesocarpo com adi¢&o de Fe, Cu e Zn

Para avaliar a interacdo de Fe, Cu e Zn com o mesocarpo durante a digestao,
foram realizadas digestbes simuladas in vitro com adicdo de concentracdes
conhecidas desses elementos. As concentracfes adicionadas foram baseadas nos
valores de ingestéo diaria recomendada pela ANVISA (ANVISA, 2005).

Para avaliar a disponibilidade na etapa da digestdo gastrica, o procedimento
foi interrompido nesse primeiro estagio de reacdo. As recuperacfes dos elementos
adicionados ao mesocarpo encontram-se na Tabela 12. Durante a digestdo gastrica
todos os elementos tiveram boas recuperagfes, porém os nutrientes minerais ndo
sdo absorvidos pelo estbmago e sim no intestino, durante a digestdo intestinal
(SILVERTHORN, 2003). Portanto, € apds a digestdo gastrointestinal que deve ser
avaliada a disponibilidade desses elementos.

Entretanto, os dados apresentados na Tabela 12 permitem verificar que em

meio acido os ligantes naturais presentes no mesocarpo estariam protonados o que
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impediria ligacbes com os elementos adicionados. Também deve se considerar que
no pH do fluido gastrico os elementos ndo sofrem hidrolise e, portanto, ndo séo

precipitados da solucéo.

Tabela 12. Recuperacdes dos elementos adicionados ao mesocarpo de babacu na

digestédo simulada in vitro com interrup¢éo apdés etapa da digestao gastrica.

Elemento m A(‘:il‘g’)”ada m RE;‘g;rada Recuperacio
Fe 280 260 92%
Digestdo Gastrica Cu 18 20 114%
Zn 140 150 107%

Na Figura 17 sao apresentadas fotos das digestdes simuladas de mesocarpo
com e sem a adicdo da solucdo multielementar de Fe, Cu e Zn. A digestao
gastrointestinal do mesocarpo apresenta-se como uma mistura heterogénea, onde
pode ser observado um corpo de fundo, que é o residuo sélido de mesocarpo. A
coloracdo dos sobrenadantes das misturas deve-se a presenca de compostos
extraidos durante a digestdo. A solucdo da digestdo do mesocarpo com adicdo de
solucdo multielementar apresentou uma coloracdo diferenciada (Figura 17 a),
possivelmente causada pela complexacdo dos elementos pelo fitato presente no
mesocarpo. Essa coloracdo escura da solucao foi observada assim que se ajustou o

pH para 7 com NaHCOs.
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Figura 17. Mesocarpo em digestdo gastrointestinal (a) com e (b) sem adicdo de

solucdo multielementar (Fe, Cu e Zn).

Na Tabela 13 estdo apresentadas as recuperacfes dos elementos
adicionados ao mesocarpo apos digestdo gastrointestinal. Apenas 48% do Fe, 65%
do Cu e 75% do Zn podem ser considerados disponiveis uma vez que estao soluveis

no extrato da solucao gastrointestinal.

Tabela 13. Recuperacbes dos elementos adicionados ao mesocarpo de babacu

apos o processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

M Adicionada m Recuperada

Elemento Recuperacao
(1) (1) perag
Fe 280 134 48%
Digestéo i
Gastrointestinal Cu 18 12 65%
Zn 140 105 75%

4.4.3. Digestao gastrointestinal do mesocarpo com adi¢cao de Ca e Mg

O leite foi o alimento escolhido para se estudar a disponibilidade de Fe, Cu e

Zn na presenca de mesocarpo de babacu. Pois essa € uma das maneiras em que o
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mesocarpo tem sido consumido, inclusive essa mistura tem sido usada na merenda
escolar em Séo Jodo do Arraial, Piaui (informacgdes apresentadas no Programa TV
Cidade Verde, 2009). Entretanto, antes de se iniciar os estudos com as misturas de
leite e mesocarpo, foi avaliado se poderia ocorrer alguma influéncia da alta
concentracdo de Ca (8,8 mg g*) e Mg (0,6 mg g*) presentes no leite sobre a
disponibilidade de Fe, Cu e Zn.

Nesse sentido foram realizadas digestdes com adicdo de Ca*" (880 ug) e
Mg?* (67 pg) juntamente com uma solucdo multielementar de Fe (280 pg), Cu (18
Hg) e Zn (140 pg).

Na Tabela 14 estdo descritos os resultados das massas recuperadas de Fe,
Cu e Zn adicionados ao mesocarpo de babacu ,na presenca e auséncia de Ca e Mg,

durante digestdo gastrointestinal simulada.

Tabela 14. Massas de Fe, Cu e Zn recuperadas da digestdo gastrointestinal de

mesocarpo de babacu com adicdo de Ca e Mg.

M Recuperada M Recuperada M Recuperada
sem adicao* com adi¢éo de Ca com adi¢c&o de Mg
(H9) (H9) (ug)
Fe 134 + 3 115 + 2 138 + 7
Cu 11,7 + 0,2 11,6 + 0,3 11,5 + 0,4
Zn 105 + 5 78 + 6 103 + 3

*Digestéo gastrointestinal com adi¢éo de Fe, Cu e Zn

Ao avaliar a influéncia de Ca e Mg na disponibilidade desses elementos,
notou-se que a adicdo de Ca pode diminuir a solubilidade de Fe e Zn durante a
digestdo gastrointestinal. As recuperacdes obtidas para 0 Fe nas amostras com

adicdo de Ca foram 14% menores do que na sua auséncia e para o Zn esse efeito
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foi mais evidente, a presenca de Ca diminuiu 26% a sua recuperacdo. A
disponibilidade de Cu néo foi alterada na presenca de Ca. As massas recuperadas
de Fe, Cu e Zn nas amostras com adicdo de Mg também nao apresentaram
diferencas significativas quando comparadas as recuperacdes obtidas na auséncia
de Mg.

Na Figura 18 estdo apresentadas fotos de digestbes gastrointestinais do
mesocarpo de babacu com adi¢cdo da solucdo multielementar de Fe, Cu e Zn na

presenca e auséncia de Ca e Mg.

Figura 18. Mesocarpo em digestdo gastrointestinal com adicdo de (a) solucao
multielementar (Fe, Cu e Zn), (b) solucdo multielementar com Ca e (c) solucéo

multielementar com Mg.

Na foto da digestdo com a adicao de Ca (Figura 18b) pode ser observado que
ocorreu pequena descoloracdo da solucdo em relacdo a digestdo do mesocarpo
com adicdo de apenas Fe, Cu e Zn (Figura 18a). Além disso, pode ser visualizado
um volume maior de solido remanescente da digestdo quando o Ca foi adicionado.
Como verificado anteriormente, essa coloracdo da solucdo deve-se a presenca de
complexos de fitato com os elementos. Portanto, a descoloracdo provocada pela

adicdo de Ca e a formacéo de precipitado indicam que o Ca estaria diminuindo a
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solubilidade dos complexos de fitato. Essa observacao € coerente com os resultados
apresentados na Tabela 14, uma vez que a diminuicdo da recuperacao de Fe e Zn
poderia estar associada a precipitacdo dos complexos de fitato.

Na literatura sdo encontradas informacdes a respeito da influéncia do Ca na
disponibilidade de Fe e Zn em presenca de fitato. O Ca forma complexos com o
fitato e esse complexo Ca-fitato pode se ligar ao Fe e ao Zn, formando complexos
ainda mais insollveis do que os complexos de apenas Fe-fitato ou Zn-fitato (SILVA;
SILVA, 1999).

No caso da adicdo do Mg a digestdo, ndo foi observada influéncia na
disponibilidade de Fe, Cu e Zn, nem alteracdes na coloracdo das solugdes (Figura

18c).

4.4.4. Digestao gastrointestinal de leite, mistura de leite com mesocarpo e

mistura de leite com lignina

Em principio, os estudos para avaliar as interagdes dos elementos com o
mesocarpo de babacu foram todos realizados com solugbes padrdes, portanto
podem ndo representar o que ocorre na realidade, pois diferentes espécies desses
elementos estdo presentes nos alimentos, podendo ndo apresentar o0 mesmo
comportamento observado com os padrdes e interagir com o mesocarpo de forma
diferente. Entretanto, esses estudos realizados com os padrdes possibilitaram uma
melhor compreenséo do sistema.

Para simular uma situacdo mais proxima do real, ensaios foram realizados
para avaliar a disponibilidade de Fe, Cu e Zn na digestdo gastrointestinal de leite em
po, em mistura de leite e mesocarpo de babacu e em mistura de leite e lignina, com

0 proposito de verificar a influéncia dessa substancia na digestdo. Os graficos
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referentes aos estudos de disponibilidade de Fe, Cu e Zn nos ensaios com leite
podem ser observados nas Figuras 19, 20 e 21, respectivamente. Em cada caso, as
primeiras colunas representadas nos graficos das figuras referem-se as
concentracdes totais dos elementos, calculadas a partir das massas adicionadas de
leite e mesocarpo, suas respectivas concentracoes totais determinadas no item 4.2 e
volume das digestdes. As segundas colunas representam as fracdes soluveis,
obtidas durante a digestdo gastrointestinal, apos centrifugacéo, e as ultimas colunas
representam as concentracdes dialisadas (diferenca entre as concentracdes solaveis

e as concentracdes remanescentes no interior da membrana de dialise).
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Figura 19. Disponibilidade de Fe em leite (a) e misturas de leite e mesocarpo (b) e

misturas de leite e lignina (c).
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Figura 20. Disponibilidade de Cu em leite (a) e misturas de leite e mesocarpo (b) e

misturas de leite e lignina (c).
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Figura 21. Disponibilidade de Zn em leite (a) e misturas de leite e mesocarpo (b) e

misturas de leite e lignina (c).

A digestéo gastrointestinal de leite revelou que o Fe e Zn (Figuras 19a e 21a)

presentes no leite ndo sao prontamente solubilizados na solugéo de digestéo. Esse

resultado é particularmente interessante para o0 Fe uma vez que o leite em pé
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utilizado na digestéo continha 192 pg g™ (valor total determinado), sendo que parte
desse ferro é oriundo do enriquecimento com pirofosfato férrico (informado no rétulo
do produto). A Tabela TACO informa que a concentracdo natural de Fe no leite
integral em p6 é de 27 ug g*. Desta forma, os resultados apresentados na Figura 19
indicam que nem o Fe natural nem o adicionado estdo totalmente disponiveis
(apenas 7% do total estdo soluveis). Apos a didlise, foi observado que praticamente
todo ferro ficou no interior da membrana, indicando baixa disponibilidade do mesmo
para ser absorvido pelo organismo.

O mesmo comportamento foi observado para o Zn. Porém, a proporcéo de Zn
extraido durante a digestado gastrointestinal foi maior (25%) em comparacdo com o
Fe. A concentracdo de Cu no leite é baixa e pelos resultados apresentados na
Figura 20a pode-se observar que todo ele foi extraido para a solucdo gastrointestinal
e encontra-se disponivel, conforme mostrado pelos resultados apés a dialise.

A mistura de mesocarpo com o leite aumentou a concentracdo de Fe soluvel
(Figura 19b) em comparacao com a digestédo do leite puro. O mesocarpo contém Fe,
porém quando avaliado isoladamente, ndo foi observada solubilizacdo do mesmo na
solucdo gastrointestinal, mas com a adicdo do leite ocorreu maior solubilizacéo. E
também importante de se considerar que a concentracao total de Fe na mistura leite
e mesocarpo foi maior do que aquela observada no leite puro (barras azuis Figura
19).

O ferro tem baixa biodisponibilidade, pois ele pode se hidrolisar e precipitar no
pH intestinal, porém nos alimentos existem outros nutrientes, como amino acidos e
peptideo, que podem se ligar ao ferro tornando-o solivel e, consequentemente,
biodisponivel (MILLER et al., 1981). Na Equacéo 4, € mostrada uma representacao

da reacdo que poderia estar ocorrendo. O Fe primeiramente encontra-se associado
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a compostos ligantes do mesocarpo (Mes) formando FeMes. Na presenca do leite,
proteinas como a caseina ou outros compostos ligantes, representados na reacao
por L° podem se ligar ao Fe formando um complexo soluvel, melhorando, assim, a

sua disponibilidade (SILVA; SILVA, 1999).

FeMes) + Lag) <> Fel(q) + Mes’ Equacao 4

Outra explicacdo sugerida para o aumento da fracdo de ferro solavel € que
compostos presentes no mesocarpo (por exemplo, o fitato) também podem formar
compostos soluveis com os elementos, dependendo das concentracbes dos
mesmos, como ja foi observado no item 4.3.3.

A didlise mostrou que uma pequena fracdo do Fe soluvel na mistura leite +
mesocarpo é dialisada e, portanto, estaria disponivel.

O Cu soluvel na mistura de leite com o mesocarpo € proveniente do proprio
mesocarpo uma vez que a concentracao deste elemento no leite € muito baixa.
Deste modo, nédo foi possivel observar se havia alguma alteracéo da disponibilidade
do Cu presente no leite na presenca do mesorcarpo.

A fracdo de Zn soltuvel na mistura de leite e mesocarpo permaneceu a mesma
em comparacdo com o leite puro (Figura 21), mostrando que o0 mesocarpo nao
influenciou a solubilidade do elemento. Algo que deve ser notado € que, mesmo o
Zn apresentando solubilidade relativamente boa, em ambos os casos sua fragédo
dialisada foi praticamente nula, indicando baixa disponibilidade.

A lignina € um dos possiveis responsaveis pela retencdo dos nutrientes
minerais e a mesma encontra-se presente no mesocarpo de babacu. Para avaliar,

individualmente, o efeito causado por esse composto, foi realizada a digest&o in vitro



83

do leite em presenca de lignina. Nas Figuras 19c, 20c e 21c pode ser observado que
a adicdo de lignina ao leite aumentou a extracdo dos elementos, elevando suas
fracOes solluveis. Nesse caso, 0s elementos sdo complexados pela lignina tornando-
0s mais soluveis. Entretanto, esses elementos, mesmo sollveis, podem ndo se
encontrar disponiveis para a absorcdo pelo organismo, pois estdo fortemente
associados a lignina, um composto de alta massa molecular. As concentracées dos
elementos nas fracdes dialisadas foram muito baixas, exceto para o Zn, mostrando
gue os elementos solubilizados pela interacdo com a lignina permaneceram retidos
durante a etapa de dialise.

No caso do Zn (Figura 21c), pode ser observado um aumento da fracdo
dialisada, porém, a mesma apresentou um desvio padrdo muito alto devido,
principalmente, a menor interacdo deste elemento com a lignina, o que pode ter
influenciado na diadlise e também a contaminacdo dos fluidos gastrointestinais
(Tabela 11).

Foi realizado um ensaio de digestdo gastrointestinal utilizando somente a
lignina, para avaliar se possiveis contaminantes presentes na lignina estariam

adicionando concentracdo de Fe, Cu e Zn ao sistema. Porém as concentracdes dos

elementos no extrato da digestao simulada de lignina encontravam-se abaixo do LD.
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5. CONCLUSOES

A determinacdo elementar total mostrou que o mesocarpo de babacu possui
na sua composicdo Fe, Cu e Zn nas concentracbes de 17, 7,0 e 2,6 ug g'l,
respectivamente. Nos estudos de disponibilidade foi observado que o Fe e 0 Zn ndo
se encontram disponiveis ap6s a digestdo gastrointestinal in vitro. Portanto o
mesocarpo ndo pode ser considerado como fonte desses nutrientes. O Cu foi
extraido durante a digestdo simulada, apresentando uma fracéo soluvel de 55%.

Além disso, foi observado que o mesocarpo pode interagir com 0s elementos
e, a partir de diferentes mecanismos (complexacdo, adsorcdo e precipitacdo),
diminuir a sua disponibilidade.

O &cido fitico presente no mesocarpo pode formar complexos sollveis com 0s
Fe, Cu e Zn. Porém, a solubilidade dos complexos formados é dependente da razéo
elemento/fitato, ou seja, conforme se aumenta o nimero de cations ligados ao fitato,
a solubilidade do complexo formado tende a diminuir e, consequentemente,
prejudicar a sua disponibilidade.

Também foi observado que os ions Fe(lll) e Cu(ll) podem se hidrolisar e
precipitar no pH intestinal, e isso impede que sejam absorvidos pelo organismo.
Porém nos alimentos existem outros nutrientes, como amino acidos e peptideo, que
podem se ligar a eles.

A adicdo de Ca ao mesocarpo durante a digestdo simulada diminuiu a
solubilidade de Fe e Zn. Uma explicacdo sugerida para esse acontecimento, € que 0
Ca forma complexos de baixa solubilidade com fitato presente no mesocarpo e
esses complexos podem se ligar ao Fe e ao Zn. Os complexos Fe-Ca-fitato e Zn-Ca-
fitato sdo mais insolUveis do que quando esses elementos sdo complexados apenas

pelo fitato, formando Fe-fitato e Zn-fitato. Portanto, alimentos que contém fitato em
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sua composicdo diminuem a biodisponibilidade de nutrientes minerais, e a presenca
de Ca pode agravar esse efeito.

Apesar do ferro presente no leite apresentar baixa disponibilidade, quando o
mesmo foi misturado ao mesocarpo observou-se um aumento da concentracdo de
Fe solavel. Compostos presentes no leite, por exemplo, proteinas como a caseina
ou outros compostos ligantes diminuiram o efeito negativo que o mesocarpo vinha
apresentando ao reter os elementos, tornando-os indisponiveis. O aumento da
solubilidade do Fe também pode ter ocorrido devido a presenca de compostos
complexantes no mesocarpo, como por exemplo, o fitato, que dependendo da sua
concentracdo pode formar complexos soluveis com 0s elementos.

A lignina, um dos componentes da fibra do mesocarpo de babacu, pode
aumentar a solubilidade dos elementos durante a digestdo gastrointestinal, porém os
mesmos podem ndo estar disponiveis, uma vez que 0s elementos associados a

lignina podem ser retidos durante a etapa de dilise.
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