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Resumo: A biodisponibilidade do nutriente (ou contamindné um importante parametro para
avaliacdo nutricional de um alimento. Os métodopregados para estimar a biodisponibilidade séo,
em geral, muito laboriosos e fornecem resultadssodilantes entre si. O trabalho proposto tem por
objetivo comparar dois processos analiticosvitro que visem estimar a biodisponibilidade de
elementos traco essenciais e potencialmente tégimosmostra de leguminosas de diferentes espécies
(Vigna unguiculata L. Walp, Cajanus cajan L., Lablab purpureus L.Sweet). Apds pré-tratamento das
amostras, foram empregados os métdgilople Bioaccessibility Extraction (SBET) ePhysiologically
Based Extraction Test (PBET) para avaliar a bioacessibilidade dos elementosdra@emonstrou-se
que os percentuais de bioacessibilidade de Cu, Eer diferem-se significativamente, quando se
compara os resultados obtidos nos métodos empregselodo inferiores os percentuais obtidos no
método PBET.

Palavras—chavebiodisponibilidade, elementos tracos, métodostro, leguminosas.

1. INTRODUCAO

A concentracdo de um nutriente em um alimento ndim éndicador confiavel para avaliar um
alimento sob o ponto de vista nutricional. Como semjiiéncia, os termos bioacessibilidade ou
biodisponibilidade de um nutriente foram propogteta comunidade cientifica (FENNEMA et al,
2008). Em 1984, O'Dell ja referia-se a biodispdidlbide como a proporcdo do nutriente nos
alimentos que € absorvida e utilizada nos procedsdsansporte, assimilacdo e conversdo a forma
biologicamente ativa (COZZOLINO, 2009). Segundo YRebal. (1999), a bioacessibilidade oral de
uma substancia pode ser definida como a fracdeedahds condicbes do trato gastrointestinal e que
esta disponivel para a absorcdo. Porém algunsnigsi ndo necessitam ser digeridos para serem
absorvidos e outros, mesmo hidrolisados ndo podagnalssorvidos (COZZOLINO, 2009). O ferro
pode encontrar-se fortemente ligado na estruturgueétato absorvido, ndo havendo liberagdo do ion
metalico as células e incorporacado pelas protéFEENNEMA, 2008).

Muitos fatores promotores e inibidores atuam s@bi@odisponibilidade de elementos traco,
tais como: forma quimica do mineral no alimentgatites dos alimentos; atividade redox em
componentes do alimento; interacbes entre os ninaFao estado fisioldgico do individuo
(FENNEMA, 2008). Portanto, o conceito de biodispiitade de micronutrientes deve reconhecer
todos os fatores importantes, bem como as taxagild®gado do nutriente absorvido e as taxas de
trocas e excrecao, as quais podem variar consileramnte, devido a fatores: (i) intrinsecos, ou,seja
mecanismos de absorcdo e processos metabdlicoduagmateracoes; (ii) extrinsecos, tais como
solubilidade, dimens@o de moléculas, efeitos quisnginérgicos ou antagonistas. Desta forma, em
1997, por ocasido da Conferéncia Internacional meli§onibilidade, o termo biodisponibilidade
passou a referir-se a fracdo de qualquer nutrisgerido com potencial para suprir demandas
fisiologicas em tecidos alvos. Em 2001, o conceitorporou trés aspectos: bioconversdo, bioeficacia
e bioeficiéncia (COZZOLINO, 2009).

Os métodos empregados para estimar a biodispalaithdi de elementos contam com diferentes
abordagengNAYAK e NAIR, 2003). Os testei vivo fazem uso de cobaias (coelhos, ratos, porcos e
macacos). A fracdo bioacessivel dos nutrientedeirdimada pelas andlises das unhas, pélos e sangue
do animal apds a administracdo da dieta de interdssses testes necessitam de profissionais
especializados e infraestrutura especifica patmaealizacdo, além possuirem tempos de execucao e
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custos elevados (BOSSO e ENZWEILLER, 2008; OOMEIdIgt2002). Ja os testasvitro podem

ser atrativos devido a maior velocidade analitichka&xo custo. Estes testes se fundamentam na
extracdo seletiva ou simulam a fisiologia do trgagtrointestinal e podem ser classificados em duas
categorias, estéticos e dinAmicos, sendo os pomgiais usuais. O método estatico considerado mais
simples é dSmple Bioaccessibility Extraction (SBET), proposto pelo Consorcio para Pesquisas em
Solubilidade e Biodisponibilidade (SBRC). Os ensajoe simulam as condi¢des fisico-quimicas das
solugBes encontradas do estdbmago e no duodeno buw@arcthamados de teste de bioacessibilidade e
podem ser conhecidos contnysiologically Based Extraction Test (PBET) (OOMEN et al, 2002;
RUBY et al., 1996). Os métodas vitro podem gerar resultados para estudos de avalig;éecd a
saude humana. O desenvolvimento, validacdo e padgdo destes métodos é uma area que ainda
demanda estudos (INTAWONGSE e DEAN, 2006).

O Guia Alimentar para a Populagéo Brasileira prezogue o feijdo € importante para garantir
uma dieta equilibrada (BRASIL, 2006), portanto d&reo seu consumo incentivado. As leguminosas
sao fontes de elementos essenciais, particularndenke P, Ca, Cu, Fe e Zn (IQBAdt al., 2006) e
fornecem quantidades suficientes de Fe, Ca e Renidgs numa dieta humana. N&o obstante, é
necessario mencionar a possivel presenca de cowtai®s inorganicos nos vegetais, pois constitui
um risco eminente a manutencéo da saude (KAHLOBBKR0

De acordo com os estudos de 2012, o Brasil prodis68,8 mil t/ano de feijdo comum, safra
2011/2012. A contribuicdo do Estado da Bahia nesssma safra foi de 310,1 mil t/ano. O consumo
de feijao no Brasil apresentou um aumento congidiera periodo de 2009 a 2012, passando de 3.450
a 3.700 mil toneladas. Considerando o periodo 88 22012, houve um aumento no consumo desse
alimento, passando de 3.450 a 3.700 mil toneladadieta do brasileiro (CONAB, 2012).

A busca por aprimoramentos nos meios e condi¢Siesffjuimicas utilizadas nos testesitro
para que se tornem cada vez mais fiéis a valoridosinos testei vivo podem se apresentar como
uma solugdo mais préatica e confiavel para invegdigs sobre o comportamento de nutrientes no
organismo. Este artigo visa fazer um aprofundamentdatores fisiologicos do processo de digestédo
gastrointestinal, assim como em detalhes da cogfmsie amostras de trés espécies de leguminosas
— Vignia unguiculata (caupi, branco)Lablab purpureus (mangald) eCajanus cajan (gandu) —, em
termos de elementos tragos essenciais e potenoi@méxicos, de modo a relacionar essas
observacdes tedricas com valores praticos obtideensaios de PBET e SBET.

2. MATERIAL E METODOS

Os estudos para este trabalho foram conduzidosacoostras dé/igna unguiculata L. Walp
(caupi); Cajanus cajan L. (guandu) d_ablab purpureus L. Sweet (mangald). As amostras de caupi e
gandu utilizadas nos experimentos foram obtidasidede de Ipir4, micro-regido de Feira de Santana
(Centro Norte Baiano). Ja4 as amostras do feijdayaléarforam adquiridas na cidade de Santo Amaro
(regido metropolitana de Salvador). A etapa detqatémento das amostras ja foi realizada em
trabalho anterior, o que envolveu as operacbes elecd® e lavagem, escorrimento e
acondicionamento em embalagens plasticas conteéd@@dlg.JEm seguida, as amostras foram mantidas
sob temperatura de refrigeracdo. Para consendgsi@mostras, utilizou-se secagem em estufa a
60°C, com circulagdo de ar forcada. A amostra @amoida por 2 min, em moinho de bolas com
frasco e esferas de carbeto de tungsténio. Porasinamostras moidas foram acondicionadas em
frascos plasticos descontaminados.

Para a descontaminagéo, todos os materiais utkzadra os experimentos foram mantidos
completamente submersos em banho de acido nitrit6% (v/v) durante no minimo 24 horas.
Posteriormente, os materiais foram lavados abuadsmite com agua deionizada e enxaguados,
finalmente, com agua ultrapura. Todas as solugiiasf preparadas com reagentes de grau analitico e
agua ultrapura, com resistividade especifica d2Xig.cm™.

A determinacdo do teor total dos analitos foi mealo em trabalho anterior, através da
decomposicao de 500 mg de amostra em bloco digestor5,0 mL HNQ 65% (m/m) e 10,0 mL
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H202 30% (v/v). Aos tubos digestores foram adaptadedos frios para promover o refluxo,
minimizando perdas por evaporagdo para posteriotermdmacdo empregando técnicas
espectrométricas (NANO et al, 2009). A temperatmabloco digestor foi ajustada segundo uma
elevacao gradual, de acordo com intervalos de 8Q sgndo a inicial 50 °C, a intermediaria 100 °C e
a final 150 °C. No momento em que se atingiu eltaal temperatura foi iniciado a adi¢éo lenta de
peréxido de hidrogénio @®,) 30% (v/v), em porcdes de 1 mL. Ao fim de cadaodguosicdo, devido
a presenca de particulado, os digeridos obtid@srfdiltrados para balGes volumétricos de 25 mL e o
volume dos balBes foi completado com agua ultrapura

Para a determinagéo dos analitos nas solu¢cbedgiredds das amostras e nos extratos obtidos
foi empregado o espectrémetro de emissdo Opticapiasma de argdnio indutivamente acoplado
(ICP OES) simultaneo com visdo axial VISTA PRO (®ay Mulgrave, Australia). Foram utilizados a
camara de nebulizac&ruman-Master e o nebulizadoW-Groove como sistema de introducdo da amostra.
O sistema Optico do ICP OES foi calibrado com s@duge referéncia multielementar o alinhamento
da tocha foi realizado com uma solucdo de Mn 5,0LihgAs linhas espectrais foram selecionadas
(Tabela 1) considerando-se as intensidades dos sieaemissdo dos analitos e do sinal de fundo, o
desvio padrédo das medidas, a sensibilidade adegaada determinacdo dos elementos presentes em
altas e baixas concentracdes nas matrizes, bem ocoperfil dos espectros e a possibilidade de
interferéncias. Estdo apresentadas na Tabeladndg;0es operacionais do espectrémetro.

Tabela 1 — Parametros operacionais de medida @écte@metro de emissao Optica com plasma
indutivamente acoplado.

Parametros operacionais Condi¢6es Instrumentais
Poténcia de medida (W) 1300
Tempo de integracdo do sinal (s) 1,0
Vazéo do gas do plasma (L rfjn 15
Vazao do gas auxiliar (L mi) 1,5
Vazéo do gas de nebulizacédo (L Hin 0,70
Vazéo de bombeamento da amostra (mL/min) 0,70
I linha atémica Cd 1l 226,502; Cr Il 267,716; Cu | 327,395;
' Fe 11 238,204; Mo Il 202,032; Pb Il 220,353;
II: linha ibnica Zn1 213,857

Foram aplicados dois métodos recomendados natlitarpara avaliar a biodisponibilidade:
SBET e PBET. No primeiro, que foi realizado em &tab anterior, a simulagéo da digestéo foi feita
empregando-se 100 mL de fluido extrator, o quatemarglicina a uma concentragéo de 0,4 midl L
em um pH 1,5 ajustado com acido cloridrico conegltty a 1g da amostra. A mistura foi entdo
submetida a uma agitacao tipo orbital a 30 rpmupoperiodo de 1h, a uma temperatura constante de
37 °C. Em seguida foi realizada uma filtracdo atsade um filtro de disco de acetato celulose de
porosidade 0,4nm. Ja o método PBET, descrito por Navarro et 8082, envolve a simulacao das
condicbes da digestdo gastrica, seguida pela dwmesttestinal. Foram utilizadas enzimas,
amino&cidos, sais organicos e inorganicos e out@gentes. A amostra é incubada a 37 °C por 1 h
com pepsina em pH 2,5 (simulacéo da digestdo gag&iposteriormente, em pH 7,0 com extratos de
bile e pancreatina (simulacdo da digestao intdtina
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos extratos das fases gastricas e intestinaigrndi@ou-se a concentracdo dos analitos
empregando-se ICP OES e os métodos SBET e PBEIré§Hq).

A razdo entre o teor total do analito presente mms&ra e no filtrado corresponde a
bioacessibilidade. Essa relacdo é entdo multigdigent um fator de 100 e o resultado final é express
em percentagem de bioacessibilidade (INTAWONGSHEAN, 2006).

Considerando o método PBET, foram obtidas conogidrale Cu, Fe e Zn no extrato obtido
apos a fase géstrica e fase intestinal. As coraxggs de Cd, Cr, Mo e Pb estavam abaixo do lireite d
deteccdo. Em trabalho recente, foram obtidas ctraggies de Pb em amostras de feijdo carioca
variaram entre 4,6 e 6,2 ug §SANTOS, 2008). Estas concentra¢es estdo acintianide maximo
de tolerdncia (LMT) preconizado pela legislacdo sieaa para leguminosasn natura ou
industrializada (0,50 ug™y (ANVISA, 2007). No entanto, os niveis foram fixadnternacionalmente
em 0,2 ug g para Pb em leguminosasnatura e 1 ug g para leguminosas (ervilhas e feijdes verdes
e ervilhas maduras) processadas (em conserva) (XOZD7). A Figura 1 ilustra a comparacéao das
concentracdes dos tracos determinados. Observaespaga as amostras de caupi (CNP1, CNP2 e
CNP3) o0 Zn esta presente em maior concentracaaoideedo elemento Fe. J4 para as amostras de
mangal®, observa-se que o Fe estda em maior coac&atno extrato, quando comparado a Zn e Cu.

A bioacessibilidade de minerais pode variar de ma&®1% para mais de 90%, a depender da
espécie quimica. As razdes para essa ampla faixaigda e complexa, desde que muitos fatores
interagem para determinar a bioacessibilidade filgaum nutriente. Em adicdo a tais fatores, em
alguns casos, os nutrientes absorvidos podemesstama forma que ndo pode ser metabolizada pelo
organismo (FENNEMA et al, 2008).
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Figura 1 — Concentragfes de elementos trago obimlastrato intestinal pelo método PBET.

Também foram comparados a extracdo dos elementpsF€we Zn, considerando-se 0s
resultados obtidos empregando-se os métodos SBEABET. Também sdo comparadas as
concentracdes nas fases gastricas e intestinattmlo PBET (Figura 2).

Enquanto no SBET o compartimento géastrico € formaatoum fluido extrator, o qual contem
glicina a uma concentracdo de 0,4 mdldm um pH 1,5 ajustado com &cido cloridrico coreeiat,
no PBET utiliza-se pepsina, pancreatina e saisilde As altera¢cbes quimicas necessérias para o
processo digestivo sdo conseguidas com auxilicagdemszimas do trato digestivo, que catalisam a
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hidrélise das proteinas nativas em aminoacidosadudos em monossacarideos e das gorduras em
glicerol e acidos graxos (HARPER et al, 1982). Aldas enzimas, séo utilizados sais de &cido
acético, malico, citrico e latico, os quais poddmamcomo ligantes. Desta forma, espera-se que 0s
teores dos elementos tracos presentes nos extlatioe®s, empregando-se o método PBET, sejam
inferiores aos obtidos pelo SBET, devido aos efait® complexagdo dos ions metélicos. Ou seja, 0s
percentuais de bioacessibilidade obtidos, empregaad método SBET, sao superestimados, quando
comparados ao PBET. A Figura 2 apresenta clararesstecomportamento para Cu, Fe e Zn.
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Figura 2 — Comparacao das concentragfes de elesrtea¢o nas fases gastrica e intestinal obtidas no
pelo método PBET e fase gastrica, pelo método SBETconcentracdes de Cu; (b) concentracbes de
Zn; (c) concentracdes de Fe.

Ambos os métodos desconsiderarem fatores, tais:@agfio de microorganismos presentes no
trato digestivo; a adsorcao que ocorrem preferneiate no epitélio duodenal e a digestéo inicial no
compartimento bucal (BOSSO e ENZWEILLER, 2008). gqredisto, admite-se que o PBET é um
dos ensaiom vitro que simula com maior consisténcia o processoghstiio no trato gastrointestinal

Quanto as diferentes espécies de leguminosas iga#as, observa-se comportamento
semelhante com relacdo as extracdes dos elemeasofasges. No entanto, quando se compara o
comportamento dos elementos, observa-se grande&ari
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4. CONCLUSOES

Conclui-se com os resultados obtidos até o momguéoos métodom vitro SBET e PBET
fornecem resultados consideravelmente diferentesrespeito as concentracdes dos analitos, e desta
forma, resultam em respostas distantes de biodkspidade.

AGRADECIMENTOS
Agradecemos ao apoio do CNPqg, e a Universidade rédleda Bahia pela utilizacdo de
equipamentos.

REFERENCIAS
BOSSO, S. T.; ENZWEILER, J. Ensaios para determéngéio)disponibilidade de chumbo em solos
contaminados: revisdQuimica Nova v.31, p. 394-400, 2008.

BRASIL. Guia alimentar para a populacdo brasileira: promovedo a alimentacdo saudavel
Ministério da Saude, Secretaria de Atencdo a Salderdenacdo Geral da Politica da Politica de
Alimentacao e Nutricdo, 2006, 210p.

CONAB - Companhia Nacional de Abastecimerdcompanhamento de safra brasileira graos,
oitavo levantamento, maio 2012. Disponivel em:
<http://www.conab.gov.br/OlalaCMS/uploads/arquiv@s/Q5 10 08 49 52 boletim_maio_2012.pdf
>. Acesso em: jul. 2012.

COZZOLINO, S. M. FBiodisponibilidade de Nutrientes 32 Ed. Sdo Paulo: Manole, 2009.
FENNEMA, O. R; PARKIN, K; DAMODARAN, SFood Chemistry. 42 ed. Boca Raton: CRC Press,
2008.

HARPER, H. A, RODWELL, V.W, MAYES, P.AManual de quimica fisiolégica 5. Ed. Sao Paulo:
Atheneu, 1982.

INTAWONGSE, M.; DEAN, J. R. In-vitro testing for sassing oral bioaccessibility of trace metals in
soil and food samplegnalytical Chemistry, v.25, n. 9, p 876-886, 2006.

IQBAL, A., KHALIL I. A., ATEEQ N., KHAN M. S. Nutritional quality of important food legumes.
Food Chemistry, v.97, p. 331-335, 2006.

NANO, R.M.W.; BRUNS, R. E.; FERREIRA, S. L. C.; B&&N, N.; SOUSA, R. A.; CADORE, S.
Statistical mixture design development of digestimethods for Oyster tissue using inductively
coupled plasma optical emission spectrometry ferdtermination of metallic ion3alanta, v. 80,

p. 559-564, 2009.

NAVARRO, P., ARANA, G., ETXEBARRIA, N., DEAN, J.R.Evaluation of the physiologically
based extraction test as an indicator of metatityxin mussel tissuéAnalytica chimica acta, v. 622,
p. 126-132, 2008.

NAYAK, B.; NAIR, M. In vitro bioavailability of iran from wheat flour fortified with ascorbic acid,
EDTA and sodium hexametaphosphate, with or withioart. Food Chemistry, v. 80, p. 545-550,
2003.

OOMEN, A. G.; HACK, A.; MINEKUS, M.; ZEIUDNER, E.CORNELIS, S. C.; SCHOETERS
G.,VERSTRAETE, W.; VAN DE WIELE, T.; WRAGG, J.; RORELBERG, C. J. M.; SIPS, A;



G ‘4 ¥IICONNEPI

PALMAS . TOCANTINS . 2012

19 a 21 de outubro - Ciéncia, tecnologia e inovagao: agoes sustentaveis para o desenvolvimento regional

VAN WIINEN J. H. Comparasion of five in-vitro digem model to study the bioacessiblity of
soilcontaminantsEnvironment Science Technologyv.36, p. 3326, 2002.

RUBY, M. V.; DAVIS A.; SCHOOF R.; EBERLE S.; SELL®INE, C. M. Estimation of Lead and
Arsenic Bioavailability Using a Physiologically Bstbs Extraction TestEnvironment Science
Technology, v. 30, p. 422-430, 1996.

RUBY, M. V.; SCHOOF R.; BRATTIN W.; GOLDADE M.; POSG.; HARNOIS M.; MOSBY D.
E.; CASTEEL S. W.; BERTI W.; CARPENTER M.; EDWARDO%; CRAGIN D.; CHAPPELL D W.
Advances in Evaluating the Oral Bioavailability labrganics in Soil for Use in Human Health Risk
Assessmengnvironment Science Technologyv. 33, p. 3697-3705, 1999.





