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RESUMO

A alimentacao, apesar de ser a principal via de obtengao de nutrientes e energia
para os seres humanos, também €& considerada a principal via de exposigao a
elementos potencialmente toxicos. Entretanto €& necessario levar em
consideracdo que nem todo nutriente/contaminante ingerido através da
alimentacgao se torna disponivel e pode de fato ser absorvido pelo organismo. De
modo que, para avaliar a efetiva contribuicdo nutricional e/ou téxica de um
alimento, as fragcbes bioacessiveis e biodisponiveis dos elementos inorganicos
devem ser analisadas. Dentre os alimentos com maior preferéncia alimentar,
seja no Brasil ou a nivel mundial, encontra-se a batata, a qual ocupa o 1° lugar
como commodity ndo pertencente aos grédos. Dessa forma, esse trabalho teve
como objetivo a avaliacdo dos teores totais e das fracbes bioacessiveis e
biodisponiveis de elementos considerado essenciais a saude humana como Ca,
Mg, K, P, Cu, Mn, Fe e Zn, bem como de elementos potencialmente toxicos como
As, Cd, Cr e Pb. Para a determinagao desses teores, a digestdo acida e técnicas
espectrométricas como GFAAS, ICP OES e ICP-MS foram utilizadas, além de
métodos in vitro de digestao gastrotintestinal (INFOGEST) e da mimetizagao da
barreira intestinal a partir do uso de células Caco-2. Os resultados obtidos
apresentaram maiores teores totais para os macroelementos (mg g'), enquanto
os teores encontrados para as fragdes bioacessiveis (% m m™) variaram: K
(10,27 — 31,98, 57 — 72%), P (1,18 — 2,61, 59 — 76%), Mg (0,42 — 1,38, 83 —
103%) e Ca (0,15 - 0,79, 30 — 123%) e os menores teores (ug g-') encontrados
para Cu (5,16 — 10,35, 27 — 74%) e Mn (4,22 — 12,02, 60 — 119%). Dentre os
elementos que tiveram sua biodisponibilidade (% m m-') avaliada, observou-se
valores de aproximadamente 5,0% Fe, 12% Zn, 16% Mn e 22% para o P. Os
elementos potencialmente téxicos, Cd e Pb, foram encontrados em 75% das
amostras analisadas, entretanto, os valores de concentragdo encontrados
estavam todos abaixo do teor maximo permitido pela ANVISA (0,10 ug g™),
enquanto que o Cr foi encontrado somente nas cascas de batatas, ndo havendo
um teor maximo preconizado. Para esses elementos, as fragbes bioacessiveis
nao puderam ser quantificadas pelos métodos desenvolvidos no GFAAS (LOQ -
ug L': 0,063 Cd, 0,65 Cr e 0,44 Pb). Para o elemento As, devido aos elevados
teores de K e P nas amostras de batata, ndo foi possivel sua quantificacéo por
GFAAS, com adequada exatiddo e precisdo. Uma vez que os elementos
potencialmente toxicos apresentaram valores para as fragdes bioacessiveis
abaixo do LOQ obtido, e levando-se em consideracao que os teores totais
encontrados estao todos abaixo dos valores preconizados pela ANVISA, pode-
se inferir que as amostras de batata estudadas n&o apresentam risco a saude
humana. Pelo contrario, as amostras de diferentes cultivares analisadas, fazem
parte de uma categoria de alimentos, que além de saudaveis, colaboram com a
ingestdo de nutrientes essenciais, desmitificando que esse tipo de alimento
contém apenas carboidratos, como pode ser constatado pela sua contribuicdo
nutricional, em termos dos teores totais e suas fracdes bioacessiveis avaliadas
nesse trabalho.

Palavras chaves: batata; minerais essenciais; toxicidade; bioacessibilidade;
biodisponibilidade.



ABSTRACT

Food, despite being the main means of obtaining nutrients and energy for human
beings, is also considered the main means of exposure to potentially toxic
elements. However, it is necessary to take into account that not every
nutrient/contaminant ingested through food becomes available and can actually
be absorbed by the body. So, to evaluate the effective nutritional and/or toxic
contribution of a food, the bioaccessible and bioavailable fractions of the
inorganic elements must be analyzed. Among the foods with the highest food
preference, whether in Brazil or worldwide, is the potato, which occupies the 1st
place as a non-grain commodity. Thus, this work aimed to evaluate the total levels
and bioaccessible and bioavailable fractions of elements considered essential to
human health such as Ca, Mg, K, P, Cu, Mn, Fe and Zn, as well as potentially
toxic elements such as As, Cd, Cr and Pb. For the determination of these levels,
acid digestion and spectrometric techniques such as GFAAS, ICP OES and ICP-
MS were used, in addition to in vitro methods of gastrointestinal digestion
(INFOGEST) and intestinal barrier mimicking using Caco-2 cells. The results
obtained showed higher total levels for the macroelements (mg g'), while the
levels found for the bioaccessible fractions (% m m-') varied: K (10.27 — 31.98,
57 -72%), P (1.18 —2.61, 59 — 76%), Mg (0.42 — 1.38, 83 — 103%) and Ca (0.15
—0.79, 30 — 123%) and the smallest contents (ug g-') found for Cu (5.16 — 10.35,
27 —74%) and Mn (4.22 — 12.02, 60 — 119%). Among the elements that had their
bioavailability (% m m') evaluated, values of approximately 5.0% Fe, 12% Zn,
16% Mn and 22% for P were observed. The potentially toxic elements, Cd and
Pb, were found in 75% of the analyzed samples, however, the concentration
values found were all below the maximum content allowed by ANVISA (0.10 ug
g"), while Cr was found only in potato skins, with no recommended maximum
content. For these elements, the bioaccessible fractions could not be quantified
by the methods developed in the GFAAS (LOQ - ug L*: 0.063 Cd, 0.65 Cr and
0.44 Pb). For the element As, due to the high levels of K and P in the potato
samples, it was not possible to quantify it by GFAAS, with adequate accuracy
and precision. Since the potentially toxic elements presented values for the
bioaccessible fractions below the LOQ obtained, and taking into account that the
total contents found are all below the values recommended by ANVISA, it can be
inferred that the potato samples studied do not present a risk to human health.
On the contrary, the samples of different cultivars analyzed, are part of a category
of foods, which, in addition to being healthy, collaborate with the intake of
essential nutrients, demystifying that this type of food only contains
carbohydrates, as can be seen by its nutritional contribution, in terms of total
contents and their bioaccessible fractions evaluated in this work.

Keywords: potato; essential minerals; toxicity; bioaccessibility; bioavailability.
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HEPES - 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

ICP OES - Espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente
acoplado (Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry)
ICP-MS - Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry)

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
LOD - Limite de deteccéao (Limit of detection)

LOQ - Limite de quantificagao (Limit of quantitation)

NOAEL — No-observed-adverse-effect level

RCC — Teor de carbono residual (Residual Carbon Content)

RGE — Extrato gastrico de coelho (Rabbit Gastric Extract)

RSD — Desvio padrao relativo (Relative Standard Deviation)



SBR - razao sinal do analito/sinal de fundo (signal-background ratio)
SGF — Fluido gastrico simulado (simulated gastric fluid)

SIF — Fluido instestinal simulado (simulated intestinal fluid)

SSF — Fluido salivar simulado (simulated salivar fluid)

Ta — Temperatura de Atomizagao

TACO — Tabela brasileira de composi¢ao de alimentos

TDS — Sdlidos totais dissolvidos (total dissolved solids)

TOC — Teor de carbono total (Total Organic Carbon)

Tp — Temperatura de Pirdlise

WHO - Organizag¢ao Mundial da Saude (World Health Organization)



SUMARIO

1 INTRODUGAO..........coomiiiiieeeeeeeeee et 20
1.1 IMPORTANCIA DA QUANTIFICACAO DE NUTRIENTES E
CONTAMINANTES INORGANICOS EM ALIMENTOS........cceceiiieiieieieieienaee 26

1.2 TECNICAS ESPECTROMETRICAS DE ANALISE PARA
CARACTERIZACAO QUIMICA INORGANICA DAS AMOSTRAS DE

B A T AT A S e 32
2 OBUETIVOS . ... e 35
3 MATERIAIS E METODOS..........cooiiiiieeeeeeeeeeeee e 36
3.1 TEOR DE UMIDADE ...ttt 38
3.2 PREPARQO DE AMOSTRAS..... .ottt 39
3.3 TEOR DE CARBONO TOTAL E RESIDUAL.......cccvviiiiiiiiiieeeeeeeie 40
3.4 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA COM PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO - ICP OES........ooiiiie e 41
3.5 ESPECTROMETRIA DE ABSORGCAO ATOMICA POR FORNO DE
GRAFITE — GFAAS .. 41
3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM PLASMA ACOPLADO
INDUTIVAMENTE - ICP-MS.... .o 43
3.7 PARAMETROS DE DESEMPENHO ANALITICO........ccccecveureerrerae. 43
3.8 ENSAIOS DE BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE............ 45
3.9  ANALISES ESTATISTICA. ..ottt 51
4 RESULTADOS EDISCUSSOES...........ccocooviieeeeieeeeeeeee e 52
41  TEORDE UMIDADE........ooi it s 52
42 ESTRATEGIAS DE PREPARO DE AMOSTRAS E TEOR DE CARBONO
RESIDUAL (RCC).. .ttt 52
4.3 PERFIL INORGANICO DAS DIFERENTES CULTIVARES DE BATATA
POR ICP OES ... e 54
4.4 DESENVOLVIMENTO DE METODO POR GFAAS PARA A
DETERMINAGAO DE As, Cd, Cr E Pb NAS AMOSTRAS DE BATATA............. 67

4.4.1 ANALISE DO PERFIL TOXICO DAS DIFERENTES CULTIVARES DE
BATATAPOR GFAAS ... e 7



4.5 ESTUDOS DAS FRACOES BIOACESSIVEIS DOS
NUTRIENTES/CONTAMINANTES  INORGANICOS PRESENTES NAS

AMOSTRAS DE BATATA ... oot 80
46 ESTUDOS DAS FRACOES BIODISPONIVEIS DOS NUTRIENTES
INORGANICOS PRESENTES NAS AMOSTRAS DE BATATA.......ccovvveveennn 91
CONCLUSAO. ...t 98
ETAPAS FUTURAS ... en e 100
REFERENCIAS ... ..o ettt 101

ANEXO 1 - TABELAS E GRAFICOS REFERENTES AO TEXTO................ .15



20

1 INTRODUCAO

A Solanum tuberosum L., também conhecida como batata inglesa, € uma planta
herbacea com sistema radicular relativamente superficial, com a quase totalidade das
raizes permanecendo a uma profundidade de 40-50 cm (EMBRAPA, 2016). A medida que
a planta de batata cresce, ela produz um aumento das hastes no subsolo (Figura 1),
conhecida como tubérculos, parte comestivel da planta e a Uunica considerada
comercialmente importante. Em solos argilosos férteis e sem camadas de obstrugao pode
crescer até cerca de 60 cm de altura (EMBRAPA, 2016). Os tubérculos armazenam e
reservam nutrientes que permitem que a planta sobreviva as diferencgas climaticas, estando
envolvidos também na propagacao de plantas vegetativas (PADMANABHAN et al., 2016).
Devido a diversidade genética apresentada pela batateira, seu cultivo é possivel em uma
ampla variedade de tipos de solos e climas, de maneira que este tubérculo se difundiu pelo
mundo a partir da colonizagdo por parte dos paises europeus em 1620 e tornou-se

fundamental para a alimentagdo humana.

Atualmente a batata ocupa a terceira posicdo em termos de consumo alimenticio
no mundo, sendo a primeira colocada como commodity ndo pertencente aos graos
(EMBRAPA, 2022). A producao mundial relativa ao ano de 2020 foi de aproximadamente
360 milhdes de toneladas, produzida em uma area de 16,4 milhdes de hectares,
constituindo-se numa das principais fontes de alimento para a humanidade. Estima-se que

mais de um bilhdo de pessoas consumam batata diariamente no mundo (FAOSTAT, 2022).

No Brasil, o cultivo mais intenso da batata, juntamente com outras hortaligas,
iniciou-se na década de 20, no cinturdo verde de Sao Paulo (EMBRAPA, 1999). A
producdo aumentou significativamente desde o seu inicio, de forma que no presente
momento, a batata é considerada a principal hortalica do pais, tanto em area cultivada
como em preferéncia alimentar, com uma produgao anual de aproximadamente 3,7 milhdes
de toneladas, em uma area de cerca de 118 mil hectares (IBGE, 2020; FAOSTAT, 2022).
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Figura 1 Representacao da morfologia da Batata (Solanum tuberosum).
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Apesar da crenca popular de que a batata s6 contém carboidratos, seus

tubérculos (parte comestivel da planta) contém proteinas de alta qualidade, além de

consideravel quantidade de vitaminas e sais minerais. Dentre os nutrientes, encontram-se

os macronutrientes, como potassio (K), fésforo (P), calcio (Ca) e magnésio (Mg) e os

micronutrientes, como ferro (Fe), zinco (Zn), entre outros (Tabela 1). Entre esses, o K é

considerado o mais abundante, enquanto a concentracao de Fe e Zn € baixa comparada
aos cereais e as leguminosas (EMBRAPA, 1999; PADMANABHAN et al., 2016).
Aproximadamente 78% do P, 68% do K, 65% do N e do S, 33% do Mg, 9% do Ca, 49% do
Cu, 41% do Zn, 20% Mn e 11% do Fe absorvidos pela planta sdo acumulados nos
tubérculos. (FERNANDES; SORATTO, 2012).

Tabela 1 Composicao da Batata inglesa por 100 gramas de parte comestivel (tubérculo).

Batata inglesa cozida Batata inglesa crua Batata inglesa frita

Energia (kcal) 52 64 267
Proteina (g) 1,2 1,8 5
vitamina C (mg) 3,8 31,1 16,3
K (mg) 161 302 489
P (mg) 24 39 70

Ca (mg) 4 4 6

Mg (mg) 5 15 14
Fe (mg) 0,2 0,4 0,4
Zn (mg) 0,2 0,2 0,4

Fonte: Tabela Brasileira de Composi¢ao de Alimentos — TACO, 2011.
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Além disso, a batata possui um balan¢co adequado de proteina e energia, de
maneira que, o consumo de porcdes desejaveis desse alimento (aproximadamente 0,345
kg para adultos e 0,232 kg para criancas por dia) seja suficiente para o suprimento de
energia ao organismo humano. Com isso, a alimentagdo a base de batata necessita de
menor complementacéo proteica do que a dieta a base de outras raizes, tubérculos e de
cereais. Aléem do mais, a batata € também uma boa fonte de algumas vitaminas do
complexo B, especialmente niacina, tiamina, vitamina B6 e, como reportado na Tabela 1,
de vitamina C (EMBRAPA, 1999).

Em consequéncia da sua composi¢ao, a batateira € uma planta com grande
exigéncia de nutrientes em um curto periodo do ciclo vegetativo, de forma que, é
considerada uma cultura, altamente esgotante para o solo. Além do que, a planta inteira é
colhida, deixando poucos restos da cultura na terra, tornando necessaria a aplicagao de
fertilizantes. Os fertilizantes fornecem nutrientes como P, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, entre outros
ao solo entre uma safra e outra, aumentando a produtividade agricola (MESQUITA et al.,
2012; FIOROTO et al., 2018). As quantidades aproximadas de nutrientes necessarias para

a cultura da batata no Brasil encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 Quantidades de nutrientes extraidos do solo pela cultura da batata (considerando
a producédo de uma tonelada de tubérculos).

Macronutrientes (kg) Micronutrientes (g)
Nitrogénio 2,4-8,2 Boro 1,4-9,0
Fosforo 0,3-1,2 Cobre 0,6-3,9
Potassio 3,7—-13,3 Ferro 32,9-136,6
Calcio 0,4-3,0 Manganés 54-241
Magnésio 0,2-0,9 Zinco 3,4-12,0
Enxofre 0,2-15 - -

Fonte: FERNANDES E SORATTO, 2012.

Além dos fertilizantes, os agroquimicos também s&o utilizados para o cultivo da
batata para evitar doengas e pragas. Segundo o sistema de agrotéxicos fitossanitarios,
Agrofit (2020), os dez ingredientes ativos liberados para utilizagdo como agroquimicos para
a cultura da batata pertencem ao grupo quimico dos organofosforados, organoestanicos,

acetados insaturados, avermectina e benzotiadiazol.

Estudos na literatura cientifica relatam a presenca de contaminantes inorganicos
em ambos os produtos (agroquimicos e fertilizantes), sendo que os teores desses
elementos dependem de alguns fatores como a produgéao e a origem da matéria-prima para
a fabricacdo desses insumos. Os fertilizantes fosfatados, por exemplo, podem conter
naturalmente teores elevados de contaminantes inorganicos (Cd, Pb, As, Cr, F, Sr, Th, U,
entre outros) devido a rocha matriz utilizada como matéria-prima na fabricacdo desses

fertilizantes. A literatura indica quantidades elevadas de As (7,1 mg kg™), Cd (19,1 mg kg
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") e Pb (13,2 mg kg™'), sendo o Cd o contaminante majoritario, encontrado nas rochas
fosfaticas (HAMAMO et al., 1995, RAVEN; LOEPPERT, 1997). Além disso, quando as
composi¢des de alguns micronutrientes, como Cu, Fe, Zn e Mn estdo abaixo das
concentracdes exigidas, os produtores de fertilizantes adicionam matérias-primas de
misturas de minérios e subprodutos industriais para atingir os teores desejados desses
elementos. O fato é que, a depender da matéria-prima utilizada, esse processo também
pode ser uma fonte adicional de elementos potencialmente toxicos (RODELLA, 2005;
HUSGAFVEL et al., 2016)

Assim como no caso da adicdo de micronutrientes aos fertilizantes fosfatados, os
fertilizantes organicos também podem conter elevados teores de contaminantes
inorganicos em suas composi¢des, visto que sdo compostos produzidos a partir de
residuos (lodo de esgoto, esterco e estrume proveniente de diferentes animais como
bovinos, suino e aves) ou subprodutos das industrias (por exemplo, a alimenticia). Um
exemplo de contaminacao de fertilizantes organicos diz respeito a utilizagcdo de adubos
animais, que sao reconhecidamente uma fonte de enriquecimento de metais no solo,
devido a presenca desses elementos téxicos nos suplementos utilizados para a
alimentacao dos animais (KHAN et al., 2018). Em efeito, Santos et al. (2010) inferiram, em
seus estudos sobre a utilizagao de fertilizantes inorganicos e organicos na cafeicultura, que
a presenca de Cd, Cu e Zn em ambos os produtos podem elevar os niveis desses
elementos quimicos no solo e consequentemente nos diferentes cultivares plantados
nesses sitios. Ja Milinovi¢ et al. (2008) relataram que o conteudo de contaminantes
inorgénicos variou significativamente em diferentes fertilizantes a depender da relacéo
N:P:K e de sua origem. No Brasil, o estudo conduzido por Andrade et al. (2017) reportou
teores de As (0,1 — 10 mg L"), Cd (0,096 — 4,0 mg L"), Cr (0,1 -8,0mg L") e Pb (1,0 - 20
mg L") em diferentes amostras de fertilizantes. E diferentemente da literatura
anteriormente mencionada, na qual o Cd é considerado contaminante marjoritario dos
fertilizantes, os elementos com maior predominancia nos estudos de Andrade et al. (2017)

foram o chumbo e o cromo.

Bem como os fertilizantes, os agroquimicos utilizados também podem sofrer
contaminagbdes de elementos quimicos como As, Cd, Pb, Ni, Cr, entre outros. Estes
elementos podem estar presentes na matéria-prima de fabricacdo, como no petroleo e
residuos industriais, assim como, podem ser adicionados intencionalmente a partir da
utilizacdo de nanoparticulas modificadas que atuam como nanopesticidas (DEFARGE;
VENDOMOIS; SERALINI, 2018; KOOKANA et al., 2014). Em um estudo sobre a toxicidade
de herbicidas e pesticidas, Defarge et al. (2018), identificou elementos como As, Cr, Co,

Pb e Ni em 22 pesticidas estudados, dos quais 11 eram a base de glifosato, pertencente a
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classe dos organofosforados, os quais sdo utilizados no cultivo da batata (AGROFIT,
2020).

No Brasil, desde 2001 o Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em
Alimentos (PARA) tem avaliado continuamente os niveis de residuos de agrotdxicos em
alimentos de origem vegetal que chegam ao consumidor final. Nos anos de 2013 a 2015 0
PARA analisou 742 amostras de batatas, das quais 709 apresentaram niveis de
agrotoxicos dentro do limite maximo de residuos (LMR). Porém, em 2 amostras foram
detectados residuos dos agrotoxicos acefato e forato em concentragao acima do LMR e 31
amostras apresentaram agrotéxicos nao autorizados para uso na cultura de batata. Ja nos
anos de 2017 a 2020 o PARA analisou 315 amostras de batata-doce, que apresentaram
28 agrotéxicos nao autorizados para o seu cultivo, como a criomazina. Entretanto, embora
se saiba dos riscos de contaminagdo dos agroquimicos por elementos inorganicos

potencialmente toxicos, poucos estudos na literatura sdo reportados.

O problema relacionado a utilizacédo de agroquimicos e fertilizantes consiste no
fato de que elementos de conhecida toxicidade, tais como, As, Cd, Pb entre outros podem
ser absorvidos pelas plantas, que posteriormente serao utilizadas na alimentacdo humana
(XIAOBING et al., 2017). Como a batata e seus derivados constituem um dos principais
alimentos de consumo, o risco de contaminagé&o gera um impacto significativo na saude
humana. De maneira que o consumo desse alimento pode estar associado a altos niveis
de ingestdo de contaminantes inorganicos, visto que a ingestdo alimentar € uma das

principais rotas de contaminacgao pelo ser humano (CORGUINHA et al., 2015).

Peng et al. (2018) avaliaram a presenca de contaminantes inorganicos (As, Cd,
Cr, Cu, Hg, Pb, Se e Zn) em amostras de batatas cultivadas na China em solos com e sem
escoria (subprodutos gerados a partir da fundigdo de minério na purificacdo de metais).
Todas as amostras apresentaram teores acima do valor preconizado, por agéncias
chinesas (NY 861-2004), para Cd e algumas amostras para Pb e Se. Khan et al. (2017)
observaram elevadas concentracdes de metais no solo irrigado com aguas residuais de
Khushab, cidade do Paquistdo, e estudaram a taxa de transferéncia desses elementos
para as batatas. Nesse estudo, foi possivel verificar que o solo estava contaminado com
Zn, As, Pb, Fe, Ni, Mo, Cu e Se em diferentes niveis de concentragdo e que havia uma
taxa de transferéncia significativa desses elementos para a batata, com excecao do Mo. O
fator de bioconcentragao ficou entre 0,06 e 20,15 mg kg™, variando do As (menor fator,
0,06 mg Kg') ao Zn (maior fator, 20,15 mg Kg'). Hariri et al. (2015), avaliaram a presenca
de elementos inorganicos (K, Ca, Fe, Mn, Zn, Cu, Mo, Cr, Pb e Cd) em chips de batata, no
Libano, e concluiram que varias amostras apresentaram niveis superiores ao estabelecido

pela organiza¢ao mundial da saude (WHO — do inglés World Health Organization) para Cu,
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Zn, Cd, Cr e Pb. No Brasil, poucos séo os estudos realizados em relagdo a composicao
inorganica da batata, sendo que dentre os 152 artigos reportados a partir de uma busca
com as palavras “potato” and “trace elements” na base de dados Web of Science, somente
dois eram relativos a estudos brasileiros. Corguinha et al. (2012) avaliou a presenca de
Cd em diferentes cultivares de batatas plantadas em solos da regido do Mato Grosso e
Minas Gerais devido a grande utilizacdo dos fertilizantes fosfatados utilizados. Em seus
estudos, observou-se que a maior parte do Cd encontrado permaneceu nas cascas das
batatas, com excecao da batata Monalisa, em que o teor de Cd variou ndo somente entre
os diferentes cultivares, bem como dentro da mesma area de plantagédo. Nos tubérculos,
os teores encontrados variaram entre, ndo detectado (limite de detecgédo = 7 ug Kg') a 43
ug Kg', enquanto na casca da batata o valor chegou a 781 ug Kg' de Cd em base seca
de amostra. Ja Bochnia (2010) avaliou os teores de Cd, Cu e Pb em amostras de batata
produzidas na regiao de Guarapuava no Parana. Neste estudo, observou-se que as
amostras de batata que apresentaram maiores teores de Pb e Cu foram as que receberam
uma maior concentracao de adubo durante o ciclo vegetativo da planta. Diferentemente
dos estudos de Corguinha et al. (2012), ndo foram detectados teores de Cd nas amostras

de batatas analisadas (limite de quantificagdo 114,8 ng L™).

Visando a obtencdo de batatas com menores teores de contaminantes
inorganicos, estudos que propéem o cultivo da forma organica vém tomando espago na
area da agronomia e de nutricdo alimentar. Dentro desse conceito de cultivo organico, a
nutricdo do solo, apds a colheita da batata, é feita a partir de adubacdées com plantas e
estercos (de animais sem suplementacao alimentar), além da rotacao de cultura nas areas
produtivas (como por exemplo: batata — gréaos — forrageiras). Ja para o controle de pragas,
sdo utilizados produtos alternativos, como os homeopaticos e/ou cultivares de batatas mais
resistentes (ROSSI et al., 2011). Ainda assim, alguns trabalhos como o de Mansour et al.
(2009) tem demonstrado que apesar das amostras de batata convencionais conterem
maiores teores de contaminantes organicos e inorganicos, as amostras organicas também
apresentam teores consideraveis. Isso porque, a contaminacdo por elementos
potencialmente toxicos pode se dar através da utilizagdo de agua para irrigagao
contaminada, emissdes industriais proxima as lavouras e até mesmo no processo de
colheita entre outros fatores (SHARMA et al. 2008)

Conclui-se assim, que um monitoramento continuo deve ser conduzido nas
amostras de batata e demais alimentos, levando-se em consideracao a pertinente questao

de contaminagao evidenciada nesses estudos.
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1.1 Importancia da quantificacdo de nutrientes e contaminantes inorganicos em

alimentos

A contaminacdo de alimentos gera um impacto bastante prejudicial na area de
saude, pois é considerada uma das principais fontes de exposicdo do ser humano frente
aos elementos potencialmente toxicos (CORGUINHA et al., 2015). O conselho nacional de
seguranga alimentar (Consea) afirma que ao consumir um alimento contaminado, a
populagao aumenta o risco de desenvolvimento de diversas doencgas (tais como canceres,
problemas endécrinos, neuroldgicos € mentais, etc). De modo que a analise inorganica de
produtos alimenticios deve ser considerada de suma importancia para a caracterizagao

quimica dos alimentos, intencionando a seguranga alimentar da populagao.

Como anteriormente mencionado, o processo de desenvolvimento da batateira é
dependente de uma quantidade significativa de nutrientes, dentre os quais, elementos
tracos como: Fe, Zn, Cu, Mn, entre outros sdo importantes para o desenvolvimento e
manutencdo da batateira. Entretanto, alguns desses elementos, quando em teores
superiores aos necessarios para as plantas, sdo considerados potencialmente téxicos.
Ademais, os contaminantes inorganicos, em geral, ndo sao biodegradaveis e apresentam
um potencial de acumulagdo em diversos 6rgédos do corpo humano, podendo ocasionar
disturbios no organismo do individuo, em particular para os elementos As, Cd e Pb,
considerados carcinogénicos (IARC, 1987, 1993, 2004).

Dentre os elementos a serem considerados no contexto de seguranga alimentar
destacam-se: As, Cd, Pb, Hg, Sn, Se, Ca, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Na, Ba e Zn, conforme
estabelecido pela Resolugdo Mercosul (RDC 42/2013; CF/12 INF/1, 2018). Dentre esses,
os elementos As, Cd, Pb, Hg, Sn, Cr, Cu e Ba s&o aqueles que devem ser monitorados na
maior parte dos alimentos, devido ao seu potencial toxico, mesmo quando em baixas
concentracoes. Ja os elementos Ca, Fe, K, Mg, Na e Zn sdo aqueles que devem ser
monitorados nos alimentos devido a sua essencialidade ao organismo humano. Sendo

assim possivel tracar/estabelecer o perfil inorganico de uma matriz alimenticia.

Em efeito, as agéncias reguladoras como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), no Brasil e a Food and Drug Administration (FDA), nos Estados
Unidos, regulamentam os teores maximos permitidos dos contaminantes inorganicos, bem
como os teores de ingestdo diaria recomendados para os nutrientes presentes nos
alimentos. Contudo, é importante ressaltar que nem toda substancia ingerida é absorvida
e utilizada pelo organismo humano (PEIXOTO, 2015). Uma vez que, durante o transito do
alimento pelo trato gastrointestinal os nutrientes/contaminantes sofrem diversos processos

de biotransformacao, incluindo a acdo de enzimas e processos de oxidacado, complexacéo,
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metilagao, entre outros, possibilitando ou ndo a liberagao desses nutrientes/contaminantes
para a sua absorc¢&o pelo organismo humano. (VAZQUEZ et al., 2015). Isso quer dizer que,
na pratica, os elementos somente exercerdo seus efeitos, sejam estes benéficos
(nutricional) ou prejudiciais (toxicos) para a saude, quando estiverem efetivamente

disponiveis ao organismo.

Desse modo, observa-se a necessidade de estudos relacionados a quantificagao
dos teores dos elementos que apds o processo de digestdo humana, podem se tornar
disponiveis (fracao bioacessivel) para a absor¢ao pelo organismo humano, como também
quantificar a fracdo dos nutrientes que sédo efetivamente absorvidos pelo organismo e
consequentemente empregados em diversas fungbes biolégicas, seja para promover o
crescimento do individuo, como também para a manutencdo do organismo (fragao
biodisponivel) (COZZOLINO, 2016; MOREDA-PINEIRO et al., 2011).

Na area de nutricdo, o termo bioacessibilidade é definido como a fragdo de um
nutriente liberado da matriz (alimento) durante o processo de digestdo gastrica e que se

torna disponivel para ser absorvido pelo epitélio intestinal.

De acordo com Potter e Hotchkiss (1998), fatores intrinsecos e extrinsecos,
influenciam na disponibilidade e absor¢céo dos nutrientes/contaminantes pelo organismo
humano. Dentre os quais destacam-se a espécie quimica do nutriente, bem como o tipo de
ligacao quimica entre o nutriente e o alimento para os fatores intrinsecos e o estado
nutricional do individuo e fatores genéticos, tais como idade, peso, entre outros para os
fatores extrinsecos. O que significa que a determinacgao do teor total do nutriente ingerido
pelo ser humano, nao fornece informacdes acerca da efetiva contribuicao nutricional do
alimento ao nosso organismo (NAIR; AUGUSTINE, 2018).

Os estudos referentes a bioacessibilidade e a biodisponibilidade, sdo mais
complexos quando comparados aos estudos relacionados ao teor total dos
nutrientes/contaminantes nos alimentos. Em geral, a literatura estd bem consolidada
quanto aos procedimentos e discussdes cientificas relacionadas a determinacéo do teor
total em diversos tipos de matrizes, empregando diferentes estratégias de preparo de
amostras, bem como métodos de determinacao, tanto para compostos organicos quanto
inorganicos. Entretanto, quando o assunto diz respeito a bioacessibilidade e a
biodisponibilidade, esses estudos se mostram desafiadores, seja em termos do
procedimento/protocolo aplicado para a obtencdo das fracbes bioacessiveis e
biodisponiveis, como também ao elevado custo e ao entendimento multidisciplinar
requerido nesses estudos. Ademais, um bom conhecimento/habilidade do analista é
fundamental para se garantir a qualidade analitica dessas analises, em termos de exatidao

e precisdo. Outrossim, esses estudos podem ser realizados tanto por ensaios in vivo como
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por experimentos in vitro, sendo esse ultimo, por simulagdo em laboratério das condigcbes
fisiolégicas do trato gastrointestinal (HE; ZHENG, 2010; KULKARNI et al., 2007). O grande
desafio relacionado aos experimentos in vitro diz respeito & mimetizagdo das condi¢des in
vivo. Os estudos in vitro sdo, em sua maioria, estaticos, ndo sendo capazes de simular a
cinética das reagdes que ocorrem no processo digestivo. Além do mais esses estudos ndo
mimetizagdo a complexa dindmica e interagdes fisioldgicas dos alimentos com os seres
humanos. Por exemplo, nas trés fases da digestdo gastrointetisnal o pH € mantido
constante, bem como a atividade enzimatica. Nao ha também a adicao gradual do fluido
gastrico, seguido pelo esvaziamento. Porém, somado ao custo elevado, a heterogeneidade
entre os individuos e as questbes éticas, 0os ensaios in vitro sdo mais comumente
realizados. Ademais, o método in vitro apresenta algumas vantagens como boa
reprodutibilidade, robustez, simplicidade e menor custo (quando comparado ao método in
vivo), afora da maior facilidade para avaliagdo de cada fase do processo digestivo
(BRODKORSB et al., 2019).

Para mimetizagdo das etapas de digestdo, o método gastrointestinal deve
considerar as trés areas associadas a digestao (boca, estbmago e intestino), bem como as
condicoes fisico-quimicas relacionadas ao processo de digestao, tais como pH, tempo de
residéncia do alimento no meio reacional, temperatura, acao enzimatica entre outras, que
ocorrem em cada etapa digestiva. (HUR; LIM; DECKER, 2011; KULKARNI et al., 2007,
PEIXOTO et al., 2013). Assim sendo, muitos estudos de bioacessibilidade sao iniciados
com a simulagao/mimetizagéo do processo digestivo do alimento na fase oral, o qual leva
aproximadamente 2 minutos, em seguida enzimas (como a pepsina) que atuam na etapa
gastrica sdo adicionadas, sendo o pH ajustado para valores entre 2,5 e 3,0 e entdo o
alimento nesse meio reacional € incubado por cerca de 2 horas em temperatura constante
de 36 — 37 °C. Na etapa final do processo de digestdo ocorre a mimetizagdo da fase
intestinal de modo que novas enzimas (pancreatina e bile) sdo adicionadas ao meio
reacional e o pH é ajustado para 6,5 — 7,0, sendo a solu¢do novamente incubada a
temperatura constante de 36 — 37 °C por cerca de 2 horas. Apos a simulagcédo do processo
digestivo, a fracao soluvel, denominada de quimo, e a fracao insoluvel sdo separadas por
centrifugacdo e tratadas para posterior analise quimica dos elementos inorganicos

presentes no quimo.

Para os estudos de biodisponibilidade in vitro o sobrenadante do digerido, obtido
apos as sucessivas etapas de digestao (fracdo bioacessivel), é inserido em uma cultura
celular, que tem por fungdo a mimetizacdo da mucosa do intestino delgado, onde ocorre
90% da absorcao de nutrientes do sistema digestivo. Nesses estudos sao normalmente
considerados o ftransporte e a retengcao dos elementos, como também compostos

presentes nesse meio pela barreira intestinal. Nessa conjuncdo, o contetudo da fracao
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bioacessivel que consegue passar pela barreira intestinal formada pelas células
corresponde a fracdo biodisponivel, a qual é analisada posteriormente, afim de se avaliar

a efetiva contribuicao nutricional e/ou téxica do alimento ao organismo humano.

Entre as linhagens celulares empregadas para mimetizagdo da mucosa intestinal
humana, as células Caco-2 sao as mais empregadas, pois apresentam, apos diferenciagao
(processo de transformagéao e especializagao das células para serem capazes de realizar
uma fungéo especifica), propriedades morfoldgicas e funcionais semelhantes as células
absortivas do intestino delgado. (CARRIERE et al., 2011; PEIXOTO, 2015). As células
Caco-2 foram isoladas a partir do adenocarcionama do célon humano na década de 70. E
em um estudo conduzido por Chantret, et al. (1988) no final década de 80, elucidou a
capacidade dessas células de sofrerem diferenciacdo espontanea desenvolvendo uma
série de caracteristicas comumente associadas aos enterdcitos do intestino delgado. O
desenvolvimento do fenétipo similar ao enterécito é evidente quando as células atingem
confluéncia (cobertura da area de cultura, como frascos ou pocgos). Em efeito apds a
formacdo da monocamada celular os pesquisadores observaram microvilosidades de
borda em escova, bem como o aumento de varias enzimas digestivas, incluindo a sacarose
isomaltase e lactase (CHANTRET et al.,, 1994). O fato é que a partir dos estudos de
Chantret et al. numerosas pesquisas vém sendo realizadas a fim de se explorar os
mecanismos envolvidos em uma diversificada gama de nutrientes, incluindo glicose,
aminoacidos, minerais entre outros (SHARP, 2005), fato esse que pode ser observado pelo
crescente numero de publicagdes anuais. Em uma busca na base de dados Web of Science
com os termos “bioavailability” AND “Caco-2”, observa-se uma média de aproximadamente
270 artigos por ano, nos ultimos 5 anos. Segundo Sharp (2005) a grande vantagem
associada a utilizacao das células Caco-2 esta relacionada ao fato de serem derivadas do
organismo humano e manterem suas caracteristicas semelhantes as células da barreira
epitelial durante os experimentos. Isso porque quando se utilizava outros modelos como
por exemplo de roedores para os estudos sobre transporte intestinal, alguns problemas
como a geragao de acido ascoérbico por parte dos roedores influenciavam nos estudos de
absor¢do de alguns elementos como o Fe. Ja a utilizacdo de enterécito isolados

apresentavam como desvantagem a alteracao da morfologia durante os ensaios.

Dentro desse contexto, alguns estudos tém investigado a bioacessibilidade e
biodisponibilidade dos elementos quimicos em diversos alimentos. Tognon (2012) avaliou
a bioacessibilidade de Ca, Mg, Na, K, Fe, Cu e Zn em frutas, hortalicas e cereais. Os
macroelementos (Ca, Mg, Na e K) apresentaram, maior bioacessibilidade que os
microelementos (Cu, Fe e Zn). Bertin et al. (2016) estudou a potencialidade da Sarcocornia
ambigua (sal verde ou sal de planta) como fonte nutricional e, assim como no estudo de

Tognon, os macroelementos apresentaram maior bioacessibilidade (de 65 a 80%), com
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excegcao do Ca que apresentou 3% de fracdo bioacessivel. Neste estudo, os
microelementos como V, Cr, Co, Cu e Li apresentaram uma fragao bioacessivel maior que
50%. E valido ressaltar que a fragdo bioacessivel é a razdo entre o teor bioacessivel e o
teor total de cada elemento na amostra. (TOGNON, 2012; BERTIN et al., 2016).

Szymczycha-Madeja, Welna e Pohl (2015) observaram teores bioacessiveis, em
termos de fragdo massica (m/m) para Ba (32,2%), Ca (44,5%), Cr, (44,8%), Cu (24,1%),
Fe (6,6%), Mg (69,6%), Mn (28,4%), P (84,6%), Sr (46,8%) e Zn (59,5%) em infusbes de
café. Ja nos estudos realizados por Peixoto et al. (2016) os teores bioacessiveis de Al (5—
12%), Ba (74-120%), Cd (3—11%), Cr (5-19%), Cu (22-74%), Fe (1-30%), Mg (47-98%),
Mn (19-59%), P (19-115%) e Zn (15-31%) variaram de acordo com o tipo de chocolate
em poé analisado. Esses estudos demonstraram que a fragdes bioacessiveis variam
significativamente de um alimento para outro, como, por exemplo, o Ca nos estudos de
Tognon e Bertin, bem como para matrizes semelhantes como no estudo de Peixoto et al.
(2016). Tal fato esta relacionado a presenca de diferentes substancias quimicas nos
alimentos, as quais podem ajudar na quebra de ligacdes, solubilizacdo, formacao de
compostos insoluveis, ou seja, fazendo com que o elemento quimico fique mais ou menos
bioacessivel. E importante mencionar que diferencas entre os protocolos aplicados para os
estudos in vitro de bioacessibilidade também podem influenciar nos dados de
bioacessibilidade dos elementos. Isso porque, além dos estudos supracitados tratarem de
diferentes matrizes, as quais influenciam nos tipos de ligacées dos elementos, diferentes
métodos de digestdo in vitro foram utilizados pelos autores para os ensaios de
bioacessibilidade. No método utilizado por Tognon (2012) utilizou somente as enzimas em
solugdo aquosa (pepsina, pancreatina e bile), enquanto nos outros dois estudos, além das
enzimas, solugbes que mimetizam os fluidos gastricos e intestinais foram utilizadas. Os
valores pH (1,75-7,0; 1,2-6,8 € 2,0 - 7,0), velocidade de agitagéo (90 rpm, n&o reportado
e 250 rpm) e tempo de digestdo (7 hrs, 4 hrs e 4 hrs) para Tognon, Bertin et al. e
Szymczycha-Madeja et al., respectivamente, também variaram entre os estudos. Fatos
esses que podem gerar resultados distintos, dificultando a comparagao significativa entre
as fracbes bioacessiveis. Visto que do ponto de vista quimico, deve-se levar em
consideragao as constantes de solubilidade de cada analito, bem como alguns parametros
como a forga idnica das solugdes utilizadas e a ocorréncia de hidrolise (BRODKORSB et al.,
2019; PEIXOTO, 2015).

Assim sendo, com o intuito de propor um método padrédo a ser utilizado por
pesquisadores de toda a parte, um grupo de cientistas elaboraram um protocolo intitulado:
INFOGEST Static in Vitro Simulation of Gastrointestinal Food Digestion, o qual encontra-
se publicado na revista Nature Protocols (BRODKORB et al., 2019).
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Quanto aos estudos referentes a fracao biodisponivel, Milani et al. (2020)
observou que embora todos os analitos estudados (Al, Cu, Sr, Mn e Zn) apresentassem
uma significativa fragdo bioacessivel, de aproximadamente 50% para os elementos com
excegao do Cu, a fragao biodisponivel foi consideravelmente menor. Ainda que todos os
analitos tenham apresentado pequenas variagdes entre 0 compartimento apical (parte de
retengcéo) e o compartimento basolateral (relativo ao transporte, ou seja, o que passou pela
barreira intestinal), apenas os elementos Sr e Mn foram quantificaveis no compartimento
basolateral, variando entre ndo detectado a 6% (Sr) e 2% a 4% (Mn), respectivamente.
Aguilera-Velazquez et al. (2023) verificou que o As inorganico, um conhecido contaminante
do arroz, apresentou 79% de biodisponilidade quando se avaliou diretamente no arroz
cozido. Entretanto, quando o arroz cozido passou pelo processo digestivo, a fragdo
biodisponivel foi reduzida pela metade, (= 39%) fato este que deve ser considerado para a

avaliacdo da estimativa do risco dos elementos na saude humana.

O entendimento da necessidade dos estudos de bioacessibilidade e
biodisponibilidade ao longo dos anos é refletido, ndo s6 na criacdo do protocolo
harmonizado da INFOGEST, como também no significativo aumento do numero de
trabalhos publicados nessa area. Ao realizar uma busca na base de dados Web of Science
com os termos “bioaccessibility” and “inorganic elements” or “trace elements”, observou-se
506 artigos publicados até o presente momento, entretanto, apenas 21%
(aproximadamente 105 artigos) correspondem a bioacessibilidade em alimentos. Para o
termo biodisponibilidade, a base de dados € grande pois muitos sdo os artigos referentes
aos estudos de biodisponibilidade de farmacos. Porém ao realizar uma busca sobre a
biodisponibilidade de nutrientes e/ou contaminantes inorganicos em alimentos nos ultimos
5 anos, apenas 20 artigos foram encontrados. De fato, para ambos os estudos aqui
mencionados, um aumento significativo foi observado nesses dultimos 5 anos,

representando 67% dos artigos cientificos publicados.

Dentre os trabalhos encontrados, incluindo estudos sobre as fragdes
bioacessiveis e/ou biodisponiveis, somente 45 trabalhos foram desenvolvidos em nivel
nacional, dos quais nenhum dos trabalhos reportados realizou estudos com amostras de
batatas, objeto de investigacao do presente estudo. Desta forma, percebe-se que apesar
da literatura apresentar uma quantidade consideravel de estudos relacionados frente a
caracterizacao do perfil inorganico de diferentes tipos de cultivares de batata ao redor do
mundo, ha escassez de estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade, em relacé&o aos
diferentes cultivares de batatas no Brasil. Como anteriormente mencionado, & de
significativa importancia a realizagdo de estudos relacionados a bioacessibilidade e a
efetiva absorcao (biodisponibilidade) dos elementos no organismo, uma vez que a partir

desses estudos sera possivel conhecer/entender a efetiva contribuicdo nutricional da
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batata na dieta humana, como também possiveis efeitos toxicos advindos da presenca de
contaminantes inorganicos. Sendo possivel avaliar de forma mais profunda o impacto

desse alimento na saude humana.

1.2 Técnicas espectrométricas de analise para caracterizagao quimica inorganica

das amostras de batatas

Para atender as exigéncias de qualidade e confiabilidade nas analises de
elementos inorganicos presentes em diferentes concentragdes, nas diversas matrizes
alimentares, técnicas espectrométricas como: Espectrometria de absorgcéo atémica com
forno de grafite, (GFAAS — do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry);
Espectrometria de emissado optica com plasma acoplado indutivamente, (ICP OES - do
inglés - Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) e Espectrometria de
massas com plasma acoplado indutivamente (ICP-MS - do inglés Inductively Coupled

Plasma Mass Spectrometry) sao comumente utilizadas.

A técnica GFAAS envolve a quantificacao da energia absorvida de uma fonte de
radiagédo eletromagnética incidente para a promocgéao de elétrons da camada de valéncia
dos elementos quimicos no estado fundamental — absorgao por atomos livres no estado
gasoso. Os atomos de cada elemento absorvem radiagdo em comprimentos de onda
especificos, e esta absor¢cdo é dependente de suas concentragdes. Para gerar atomos
livres (atomizagao) no estado gasoso, esse método emprega um forno de grafite, o qual
consiste em um tubo de grafite pirolitico aquecido eletricamente. O sistema € parcialmente
fechado, contribuindo para o aumento do tempo de residéncia dos atomos no caminho
optico, o que torna a analise quimica muito sensivel, podendo detectar os analitos em nivel
de concentragdo na ordem de pg L' a ng L. Uma caracteristica marcante da técnica, diz
respeito ao fato de ser, em geral, monoelementar (SKOOG, HOLLER, CROUCH, 2009).

Ao contrario do GFAAS, as técnicas de ICP OES e ICP-MS sao multielementares
e baseiam-se na excitagao dos elétrons quando estes sdo expostos a uma elevada energia
térmica (6000 a 1000 K). A técnica de ICP OES é fundamentada na deteccao da radiagao
eletromagnética emitida por atomos neutros ou ions excitados nas regides do espectro
eletromagnético visivel e ultravioleta. O principio fundamental da espectrometria de
emissao oOptica consiste na propriedade dos atomos emitirem radiagdo eletromagnética
quando submetidos a determinadas condigdes de variagdes de energia térmica. Nesse
caso, a atomizacao e a ionizacdo dos elementos quimicos ocorrem dentro de um plasma
de argbnio. Essa técnica permite realizar a quantificacdo dos elementos quimicos de forma
simultadnea, como também obter curvas analiticas de calibracéo lineares considerando

extensos intervalos de concentracdo. E uma técnica que apresenta detectabilidade na
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ordem de mg L' a pug L' O ICP-MS apesar de utilizar o mesmo sistema de
atomizacgéao/ionizacao da técnica anterior, baseia-se na deteccao das diferentes razdes
massa/carga dos elementos. Nesta técnica apés a etapa de atomizagao/ionizagéo, os ions
gasosos sao introduzidos no espectrémetro de massas, onde sdo separados em funcao de
sua razao massa/carga. A selecao dos ions pode ocorrer em diferentes analisadores de
massas, sendo o mais comum os quadrupolos, mas ha ainda os analisadores de setor
magnético, analisadores de duplo foco e analisadores de tempo de v6o, os quais variam
em resolucao, tempo de varredura e rendimento. Nos quadrupolos os ions sdo separados
de acordo com sua razdo massa carga através da aplicagdo de campos elétricos.
Ajustando-se as voltagens de forma apropriada, cria-se uma trajetéria estavel para que
ions de uma determinada razdo massa/carga passem pelo analisador e cheguem ao
detector. Assim como o ICP OES, essa técnica permite a quantificacdo simultédnea de
praticamente 70 elementos e também a obtengdo de curvas analiticas em até quatro
ordens de grandeza. Quanto ao nivel de detectabilidade € o mais sensivel entre as técnicas
citadas, de modo que a maioria dos elementos podem ser detectados em niveis menores
do que partes por bilhdo (SKOOG, HOLLER, CROUCH, 2009).

Além dos fundamentos citados de cada técnica, cada uma delas apresenta suas
caracteristicas intrinsecas, de modo que essas técnicas se complementam na promogao
da caracterizacao do perfil quimico das matrizes estudadas. Como por exemplo no caso
do GFAAS que apesar de ser monoelementar, o que pode ser considerado uma
desvantagem, apresenta um menor consumo de gas argbnio para a realizagdo das
analises, tornando os estudos menos custosos. Ja a técnica de ICP-MS une a andlise
multielementar a limites de deteccao e quantificagado menores que o GFAAS, apresentando
a melhor detectabilidade. Porém, como desvantagem, os efeitos de matriz tornam-se
detectaveis para concentracdes de concomitantes maiores que cerca de 500 a 1000 g L-
', sendo necessario a diluigdo da amostra, a alteragdo do procedimento de introdugéo de
amostras, ou entédo a utilizacao de outra técnica como ICP OES para maiores teores dos
analitos. Assim sendo, para a escolha da técnica analitica a ser utilizada, fatores como os
principios intrinsecos de cada técnica, os teores dos analitos totais e suas fracoes

bioacessiveis e biodisponiveis devem ser avaliados.

Observa-se na literatura que trabalhos com poucos elementos a serem analisados
tendem a utilizar a técnica de GFAAS, visto a caracteristica de ser (em geral)
monoelementar, o baixo custo associado as analises e ao nivel de detectabilidade da
técnica. De fato, Menezes et al. (2020) quantificou os teores totais As, Cd e Pb (ug L") em
amostra alimenticias, Camara-Martos et al. (2019) avaliou a presenca de Se e Cd (ug Kg
") nas fragbes bioacessiveis de alimentos organicos utilizados na etapa de introdugéo

alimentar de bebés, e Chiocchetti et al. (2020) investigaram a presenga de Cd e Pb (mg
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Kg™) em amostras de cogumelos secos apos o cozimento desse alimento bem como apds
a digestdo gastrointestinal, empregando a técnica de GFAAS. Em contrapartida, ao ser
analisar maiores quantidades de amostra e de elementos quimicos, técnicas analiticas
empregando plasma como fonte de ions, ICP OES e ICP-MS s&o mais empregadas, sendo
escolhidas de acordo com o nivel de detectabilidade de cada técnica e/ou ainda de acordo
com os fatores intrinsecos de cada uma delas, levando-se em consideragéo a capacidade
de teor de sdlidos dissolvidos (TDS), o sistema de introducao de amostra, entre outros.
Nos estudos de Oliveira et al. (2019), o qual analisou As, B, Ba, Ca, Cd, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Na, P, Se, Sr e Zn tanto para o teor total como para as fragdes bioacessiveis em amostras
de mel, a técnica de ICP OES apresentou limites de quantificacao satisfatorios para os
microelementos como 0,04 ug g para Cd, 0,05 ug g para Mn, 1,1 ug g™ para e 0,07 ug
g para Cu, enquanto que no estudo conduzido por Erdemir, Sahan e Gucer (2019) maior
detectabilidade foi necessaria para a quantificacédo de Cd, Mn, Zn, Cu e Pb em alimentos
para bebés a base de arroz e vegetais. Outro fator a ser levado em consideracao diz
respeito ao equipamento disponivel para realizagao das analises, uma vez que diferentes
tipos de preparo de amostras podem ser utilizados para adequacao/compatibilizacao da

amostra a técnica analitica disponivel.
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2 OBJETIVOS
Objetivo Geral

Caracterizar as diferentes cultivares de batata, em termos de sua composi¢cao
inorganica, avaliando os elementos quimicos presentes nessas amostras em relagdo a sua
essencialidade e/ou toxicidade para a saude humana. Avaliar a efetiva contribuicdo

nutricional da batata por meio de estudos de bioacessibilidade e biodisponibilidade.

Objetivos especificos

- Investigar estratégias de preparo de amostras para a matriz, batata, visando a

determinagao do teor total dos elementos inorganicos;

- Desenvolver métodos analiticos validados para a determinacao dos teores dos elementos

inorganicos, empregando-se técnicas analiticas como GFAAS, ICP OES e/ou ICP-MS;

- Simular o processo gastrointestinal in vitro para os estudos de bioacessibilidade;

- Executar procedimentos de cultivo celular com a linhagem celular Caco-2, visando a

aplicabilidade dessas células nos estudos de biodisponibilidade;

- Quantificar as fragdes bioacessivel e biodisponivel dos elementos quimicos em estudo

no organismo humano (simulacao in vitro) a partir do consumo de batata;

- Avaliagao do real efeito nutricional e/ou toxico do consumo da batata, a partir dos teores
observados nas fragdes bioacessiveis e biodisponiveis presentes nas diferentes cultivares

de batata.



36

3 MATERIAIS E METODOS

Os materiais utilizados (balbes volumétricos, béqueres, pipetas, frascos de
plastico etc.) foram descontaminados antes de sua utilizac&do. Para isso, foram deixados
em banho de HNO3 10% v v’ por 24 horas, no minimo, e, em seguida, enxaguados com

agua ultrapura, pelo sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, USA), ao menos 3 vezes.

Solugbes Padrao Analitica de 1000 mg L' em HNOs3 1% v v, (Carlo Erba
Analyticals) de cada analito (Sb, As, Be, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li, Mn, Mo, Ni, P, Se, Sr,
Tl, Sn, V, Zn, Si, Ba, Ag, Ca, Mg, Na e K) foram empregadas no preparo das solugbes
padrao multielementar para constru¢ao das curvas analiticas de calibragéo, e mantidas em
refrigeracdo durante todo o periodo de execugao do trabalho. Os modificadores quimicos
foram preparados a partir da solugdo padréo contendo 10 pg L' Pd(NOs). (Palladium Matrix
Modifier, Sigma Aldrich). Todas as solugdes foram preparadas utilizando-se pipetas
automaticas, marca LABMATE Pro LMP volumes de 100, 1000 e 10000 pL.

Para as decomposicoes acidas e preparo das solugdes intermediarias utilizou-se
HNO; 65% m m ' (Carlo Erba Analyticals, grau P.A) e H,O, 30% m v' (Vetec de grau P.
A). O acido utilizado neste estudo foi previamente ultra purificado por um processo de
destilagao, por meio de um destilador de acido Distillacid (Berghof Products®), operando

em temperaturas de 10°C - 20°C abaixo do ponto de ebuligdo do acido (sistema subboiling).

As amostras de batatas estudadas nesse trabalho foram adquiridas em comércio
local da cidade de Curitiba/PR. Todas as amostras foram previamente congeladas,
liofilizadas e armazenadas em dessecador para posterior preparo de amostras e analise
quimica. As amostras foram pesadas utilizando-se a balanga analitica marca Bel, modelo
M124Ai. As Figuras 2 e 3 indicam as diferentes espécies de batata, empregadas nesse
estudo. As batatas cultivadas a partir da utilizagéo de fertilizantes e agroquimicos foram
consideradas neste trabalho como amostras cultivadas de forma convencional e se referem
a batata Monalisa (BMC), batata Asterix (BAC) e batata doce (BDC), enquanto a batata
Monalisa (BMO) corresponde a batata cultivada de forma organica. As amostras BMC e
BMO correspondem a batata em sua totalidade, ou seja, contendo polpa e casca. Um
subgrupo de amostras que também foi analisado corresponde a casca da batata Monalisa
convencional (CBMC), casca da batata Monalisa organica (CBMO) e as batatas Monalisa

convencional e organica sem casca, BMSCC e BMSCO, respectivamente.
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Figura 2 Batata Monalisa, cultivada de forma convencional - BMC e Batata Monalisa
cultivada de forma organica - BMO

Figura 3 Batata Asterix - BAC e Batata doce — BDC, ambas cultivadas de forma
convencional.

Os reagentes utilizados para os ensaios de 'bioacessibilidade foram adquiridos de
acordo com o protocolo da Nature (2019) intitulado INFOGEST com excecao do extrato
gastrico de coelho (RGE), enquanto que para os ensaios de 2biodisponibilidade os
reagentes foram adquiridos de acordo com o protocolo realizado por Peixoto (2015).

Ambos os reagentes se encontram listados abaixo:

'a-amilase salivar humana (Sigma-Aldrich)
e 'Pepsina suina (Sigma-Aldrich)

o 'Bile bovina (Sigma-Aldrich)

e 'Pancreatina suina (Sigma-Aldrich)
e 'CaCl; (H20), (Merck)

e 'NaOH (Merck)

e 'HCI (Sigma-Aldrich)

e 'KCI (Merck)

e 'KH,PO4 (Merck)

e 'NaHCOs; (Merck,)

e 'NaCl (Merck)

o 'MgCl; (H20)s (Merck)

e " (NH4)COs (Sigma-Aldrich)

e 'CaCl, (H20). (Sigma-Aldrich)

e 'Amiloglucosidase (Sigma-Aldrich)

e 2Células Caco-2, adquiridas do banco de células do Rio de Janeiro;
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e 2Meio de cultura DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) com alta
concentragao de glicose, 4,5 g L' (Cultilab);

e 2Soro fetal bovino inativado (Cultilab);

e 2Solugdo de Aminoacidos ndo essenciais 100x — NEAA (do inglés Non-Essential
Amino Acids) (Merck);

e 2de L-glutamina 200 mM (Merck);

e 2Piruvato de sodio 100 mM (Merck);

e 2HEPES 1M (do inglés 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (Merck);

e 2Solugdo de antibidticos — 100 IU mL™" de penicilina e 100 yg mL" de estreptomicina
(Merck)

e 2Solugdes de sais balanceados D-PBS sem Ca?" e Mg?" (do inglés Dulbecco
Phosphate Buffered Saline) (Merck);

e 2Solugéo 2,5 g L tripsina/ 0,2 g L™ EDTA (Merck);

3.1 Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com o método descrito nos métodos
fisico-quimicos para analise de alimentos, do instituto Adolfo Lutz, 42 edicdo, com algumas
adaptagdes. A massa de aproximadamente 2,000 g foi pesada em balanca analitica, sobre
um vidro relégio de peso conhecido, as amostras foram pesadas em triplicata, como pode

ser observado na Figura 4.

Figura 4 Teor de umidade realizados para as amostras de batatas.

Posteriormente a pesagem, as amostras foram colocadas em estufa a Tz 105 °C
durante 4 horas. Nesse intervalo de tempo, as amostras foram pesadas, apés retorno a
temperatura ambiente (mantidas em dessecador), em sucessivos intervalos de tempo de

uma hora para o acompanhamento da perda de massa. Apos atingir valor de massa
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constante, o monitoramento da perda de massa foi encerrado, e o valor de massa obtido

foi empregado no calculo do teor de umidade.

O teor de umidade foi obtido conforme equacéo 1:

) Mg — Mgy
Teor de Umidade (%) = . x 100 (Eq.1)
ai

Onde: M, = massa da amostra antes da secagem e Mar= massa da amostra apos secagem.
3.2 Preparo de Amostras

Diferentes procedimentos de preparo de amostras aplicando-se a decomposicao

das amostras em meio acido foram avaliados, conforme esquema proposto na Figura 5.

Figura 5 Fluxograma dos procedimentos de preparo de amostras aplicando-se a
estratégia de decomposicao acida nas amostras de diferentes cultivares de batatas.
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Inicialmente, foram avaliadas trés estratégias de preparo de amostras por
decomposigado acida: decomposicao acida (banho de agua) em chapa de aquecimento
(Modelo 114, Ethiktechnology), decomposicao acida em bloco digestor (Thermoreaktor TR
300, Merck) e decomposigao acida assistida por radiacdo micro-ondas (modelo Multiwave
Go, Anton Paar).

Para a decomposi¢cao em chapa de aquecimento e em bloco digestor, diferentes
niveis de concentragdo (2 a 13% m v') de acido nitrico (HNO3) juntamente com 1,0 mL de
peroxido de hidrogénio (H202) 30% m v'' foram estudados (Tabela 3). Diferentes tempos
de decomposicdo da amostra também foram avaliados nessa etapa. Para esses
experimentos a massa de amostra utilizada foi de aproximadamente 0,1000 g (massa em

base umida para chapa de aquecimento e em base seca para a chapa de aquecimento e
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bloco digestor). Nestas digestdes, a temperatura foi mantida relativamente constante a 100
°C, sendo monitorada com auxilio de um termémetro. As amostras foram pesadas
diretamente no tubo de ensaio. Ao final do procedimento, todas as solugbes e/ou
suspensodes resultantes foram avolumadas para 15,0 mL com agua ultrapura. (KRUG;
ROCHA, 2016; VIRGILIO et al., 2016).

Tabela 3 Diferentes condi¢des reacionais estudadas para a decomposicdo em meio acido
de amostras de diferentes cultivares de batatas em banho de agua empregando chapa de
aquecimento e aquecimento em bloco digestor. Massa da amostra - 0,1000g e temperatura
constante de 100 °C.

Condigao de Tempo de H20,30% m v [HNO:Jsinal Tempo de
preparo de contato com (mL) (% vv') Aquecimento
amostras acido (min) (min)
1 30 1 13 30
2 0 1 13 30
3 0 1 6 30
4 0 1 2 30

O preparo de amostras em forno micro-ondas também foi avaliado para a matriz
de estudo e empregou-se 2,5 mL HNO3; 65% m m-', 1,0 mL de H202 30% m v'e 4,5 mL
de agua ultrapura. A massa utilizada foi de 0,3000 g de amostras de batatas em base seca
e umida. O programa de aquecimento empregado no forno de micro-ondas esta
apresentado na Tabela 4. (ARCEUSZ; RADECKA; WESOLOWSKI, 2010; ARPADJAN et
al.,2008; HAJAR; SULAIMAN; SAKINAH, 2014; KRUG; ROCHA, 2016).

Tabela 4 Programa de aquecimento para a decomposi¢cao acida assistida por radiacao
micro-ondas para as amostras de diferentes cultivares de batatas. Massa da amostra -
0,3000g.

Etapa Temperatura (°C) Rampa (min) Permanéncia (min)
1 125 5 10
2 180 8 10
Refrigeragao 50 - 20

3.3 Teor de Carbono Total e Residual

As determinagdes do teor de carbono total (TOC — do inglés total organic carbon)
nas amostras foram realizadas a partir do equipamento de analise elementar: Vario EL I
Element Analyzer, locado no departamento de solos da UFPR — Agrérias. O reagente

acetanilida, contendo teor exatamente conhecido, 71,09 % de C foi utilizado como padrao.

As determinacdes do teor de carbono residual (RCC - do inglés residual carbon
content), foram realizadas por ICP OES, conforme condi¢des instrumentais descritas na
Tabela 5. A analise foi realizada no comprimento de onda (A) de 193,03 nm (linha de

emissao atdmica do C) no modo de vista radial. As amostras analisadas foram previamente
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decompostas em meio acido assistida por radiagdo micro-ondas, conforme as condi¢des
reportadas na Tabela 4. A curva de calibragédo analitica do carbono foi preparada a partir
de uma solugéo padrao de concentragdo 4,00 g L' de carbono (20 g L' de ureia - CH4N20)
em HNO3; 9% v v, conforme sugerido por Gouveia et al. (2001). O intervalo da curva
analitica foi de 1,0 — 2000 mg L' de carbono (C).

3.4 Espectrometria de Emissao Atémica com Plasma Indutivamente Acoplado —
ICP OES

A fim de se quantificar os elementos quimicos inorganicos presentes nas amostras
de batatas utilizou-se o ICP OES dual view, modelo, OPTIMA 8300; marca, Perkin Elmer,
locado no Departamento de Quimica da UTFPR Ecoville. Utilizou-se o equipamento em
configuragao modo axial para os microelementos (Sb, As, Be, Cd, Cr, Co, Cu, Fe, Pb, Li,
Mn, Mo, Ni, Se, Sr, Tl, Sn, V, Zn, Si, Ba, Ag) e em modo radial para os macroelementos
(Ca, Mg, P, Na e K). As condigdes instrumentais utilizadas estdo descritas na Tabela 5.

Tabela 5 Condicbes instrumentais do ICP OES para a determinagcdo dos elementos
quimicos inorganicos nas amostras de diferentes cultivares de batatas.

Poténcia de Radiofrequéncia 1300 W
Vazio do gas do Plasma 8,0 L min™’
Vazao do gas auxiliar 0,2 L min™*
Vazao do gas no nebulizador 0,55 L min""
Sistema de Nebulizagao Meinhard | Camara ciclénica
Replicatas 3
Vazao da bomba peristaltica 1,5 mL min™’
Elementos (A/ nm) Ag 328,068 — As 193,759 — Cu 327,393 —
Linhas de emissao atémicas () K 766,490 — Li 670,784 — Mg 285,213 - P
177,495 — Sb 206,833 —Se 196,026 —
Si 251,611
Elementos (A/ nm) Ba 233,527 — Be 313,042 — Ca 393,366 —
Linhas de emissao i6nicas (ll) Co 228,616 — Cr 267,716 — Fe 238,204 —

K 769,896 — Mn 257,610Mo 202,031 — Ni
231,604 — Sn 189,927 — Sr 407,771 -V
309,311 - Zn 213,856

3.5 Espectrometria de Absorgcao Atdmica por Forno de Grafite - GFAAS

O equipamento GFAAS marca Shimadzu de carater multiusuario, modelo AA
6800F/6800G, equipado com corretor de fundo lampada de deutério e aquecimento
longitudinal, locado no laboratério do Grupo de Quimica Analitica Ambiental, no centro
politécnico da UFPR, foi utilizado para o desenvolvimento do método de quantificacdo de

As, Cd, Pb e Cr. As condicbes instrumentais obtidas estao descritas na Tabela 6.
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Tabela 6 Condi¢des instrumentais para a determinagao de Cd, Pb e Cr nas amostras de
diferentes cultivares de batatas por GFAAS.

Condigdes do As Cd Pb Cr
equipamento
Comprimento de 193,7 228.,8 283,3 357.,9
onda / nm
Corrente da lampada 12 8 20 10
/I mA
Largura de fenda/ 1,0 1,0 1,0 1,0
nm
Corretor de Fundo ON ON ON ON
Lampada de
Deutério
Modo de aquisicdo  Altura do pico Absorbancia  Absorbancia  Absorbancia
de Sinal Integrada Integrada Integrada
Modo de Calibragao Concentragdo Concentracdo Concentracdo Concentragao
ug L ug L ug L ug L
Replicatas 3 3 3 3
Tubo de Grafite Tubo de Tubo de Tubo de Tubo de
grafite grafite grafite grafite
pirolitico pirolitico pirolitico pirolitico
Modo de Aquecimento  Aquecimento Aquecimento  Aquecimento
Aquecimento Longitudinal Longitudinal Longitudinal Longitudinal

Para otimizagdo dos métodos de andlise, utilizou-se HNO3; 1% v v (ultrapuro)
fortificado com concentragdes conhecidas de cada um dos elementos quimicos (2 ug L™
de Cd e 5 ug L' de As, Cr e Pb) e comparou-se o resultado com as amostras de BMC
fortificadas nas mesmas concentragées. Nessas analises foram avaliados os valores do
sinal de absorbancia, a forma do sinal transiente (por meio do parametro signal-background
ratio, SBR) bem como os valores de recuperagédo. Em todas as analises no GFAAS injetou-
se um volume de 20 uL de acido fortificado e quando necessario, 5 uL de modificador
quimico de Pd(NOs), de concentragdo também otimizada para esse volume. Visando a
avaliacdo do comportamento térmico do Cd, Pb e Cr nas amostras de batatas, foram
construidas curvas de temperaturas de pirdlise (Tp) e atomizagéo (Ta). As faixas de
temperatura foram avaliadas de forma crescente em incrementos de 50 ou 100 °C, a
depender do analito em questdo. Desta forma, fixou-se a temperatura de pirdlise 6tima
encontrada e entdo se avaliou a temperatura de atomizacédo em intervalos crescentes de
temperatura, com incrementos de 50 ou 100 °C. Para o elemento As um planejamento
fatorial 2* com ponto central foi realizado (Tabela 7). As varidveis analisadas foram:
temperatura de pirdlise, temperatura de atomizacao, tempo de pirdlise,e concentragao do
modificador de Pd(NO3). (Anexo 1 — Tabela A2 Matriz do planejamento). Duas variaveis
respostas foram analisadas, recuperacdo e o parametro SBR. Os experimentos foram

realizados de forma aleatoéria e em duplicata no ponto central.
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Tabela 7 Variaveis e niveis estudados pelo planejamento fatorial 2* com ponto central,

elaborado a partir do software Statistica® 7.0.

Variavel (-) Ponto Central (+)
Tp (°C) 500 850 1200
Ta (°C) 2000 2200 2400
Tempo de pirdlise (s) 2 3 4
[Pd(NO:s)2] 2,5 5,0 7,0

3.6 Espectrometria de Massas com Plasma Acoplado Indutivamente — ICP-MS

A fim de se quantificar os elementos quimicos inorganicos presentes nas fragcoes
bioacessiveis e biodisponiveis das amostras de batatas utilizou-se o ICP-MS com detector
do tipo quadrupolo simples, modelo, RQ, marca, Thermo Scientific®, locado no Laboratério
de Analises de Minerais e Rochas (LAMIR), no centro politécnico da UFPR. Utilizou-se o
equipamento para analise dos microelementos (Cu, Mn, Zn, Fe). As condigbes
instrumentais utilizadas estéo descritas na Tabela 8.

Tabela 8 Condicoes instrumentais do ICP-MS para a determinacédo de Cu, Mn, Zn e Fe
nas amostras de diferentes cultivares de batatas.

Poténcia de Radiofrequéncia 1548,6 W
Vazao do gas do Plasma 14,02 L min"
Vazio do gas auxiliar 0,79 L min™"
Vazao do gas no nebulizador 1,06 L min™’!
Sistema de Nebulizagao Micromist 50uL min™' / Camara ciclénica
Vacuo 1,445 mbar
Replicatas 3
Velocidade da bomba 40,0 rpm
Voltagem das Lentes idnicas
CCT -46V
Angular -280V
Deflecgao -35V
Razoes isotopicas Cu®, Fe%6, Mn%®, Zn®®

3.7 Parametros de Desempenho Analitico

Para as analises no ICP OES e ICP-MS as curvas analiticas de calibragdo em

diferentes intervalos de concentragao foram preparadas em meio de HNO3 1% v v' (Anexo
1).

Para os analitos Cd, Pb e Cr quantificados por GFAAS empregou-se curvas de
calibragéo analiticas em intervalos de 0,05 —1,0 ug L' (Cd), 0,2 - 5,0 ug L"'(Pb)e 0,5-6,0

ug L(Cr), respectivamente, em meio de HNO3 1% v v'.
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O intervalo de linearidade para as curvas analiticas de calibracdo obtidas, foi
considerado aceitavel quando valores do coeficiente de determinagao (R?) foi maior que
0,99 de acordo com o INMETRO (2020).

Em relacao aos ensaios de exatidao, para os elementos Ca, Mg, P, K, Cu, Mn, Zn,
Ba e Fe empregou-se materiais de referéncia certificados (CRM) de matrizes vegetais tais
como: folhas de espinafre, folhas de tomate e folhas de cha verde (SRM 1570a e SRM
1573a e GBW 10052 respectivamente). No entanto, como ndo possuiamos um material de
referéncia certificado para todos os elementos analisados, testes de adi¢cao e recuperagao
também foram realizados com o objetivo de se avaliar a exatiddo dos métodos de
determinacéo utilizados. Desta forma, a recuperacédo do analito foi avaliada adicionando-

se concentragdes conhecidas de cada analito em

estudo, na amostra, previamente a sua analise. Apos aproximadamente um més
de contato entre o analito e a amostra, a amostra fortificada com o analito foi submetida ao
preparo de amostras empregado nesse trabalho e analisada. O critério de aceitagao para
a recuperacao entre 80 e 120 % foi selecionado de acordo com os valores preconizados
pela Comunidade Europeia diretiva 96/23/EC de 2002 e INMETRO DOQ-CGCRE-008 de

2020. A recuperacao foi calculada a partir da equacao 2.

[amostra fortificada] — [amostra]

% Recuperagao = x 100 (Eq.2)

[solucdo padriao]

A precisdao foi avaliada através da repetitividade dos experimentos de
recuperacao, de acordo com a equacao 3 abaixo. A precisdo é medida sob condi¢des de
repetitividade ou sob condi¢des de reprodutibilidade e expressa na forma de coeficiente de
variagcado — (CV (%)) e/ou estimativa do desvio padrao relativo — RSD (%) (INMETRO, 2020).

s
% RSD = =X 100 (Eq.3)

Onde, s corresponde ao desvio padrao das leituras no nivel de concentracéo

estudado e m a média dos resultados obtidos através das replicatas (n=3).

Os limites de detecgédo e quantificagdo (LOD e LOQ) foram determinados de
acordo com o0 DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020) a partir das equagdes 4 e 5 a seguir:

3,3s 10 s

Onde, s corresponde ao desvio padrao das leituras no nivel de concentracao

estudado e b ao coeficiente angular (inclinagéo da curva analitica).
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Para técnica de ICP OES, os valores de LOD e LOQ também foram determinados,
conforme sugerido por Thomsen, Schatzlein e Mercuro (2003), de acordo com as equagodes
6eT:

3 *RSD = BEC 10 = RSD * BEC
Lob = 100 (Eq.6) LoQ = 100 (Eq.7)
BEC = M SBR = Ipaarso = Irundo
SBR Ifundo

Onde: RSD é o desvio padrao relativo para 10 medidas do branco analitico; BEC
(Background Equivalent Concentration) concentragao equivalente de fundo; SBR (Signal-
to-Background ratio) € a razao entre sinal analitico e sinal de fundo; Cpagrao COrresponde a
concentracao da solugéao de referéncia; lpadrao € IFundo COrrespondem as intensidades de

emissao do analito e do branco (fundo).

Para a técnica GFAAS, os limites de detecgdo e quantificacdo também foram
calculados de acordo com o proposto por Welz e Sperling especificamente para a técnica
de absorgao atdmica por forno de grafite. (WELZ; SPERLING, 1999). Para esses calculos

utilizou-se as equacdes 8 e 9 abaixo:

S blank 1 1 9 S blank
LOD = b t(f,a) a-l—; (EQ8) e LOQ = T (qu)

Sendo: Spiank: 0 desvio padrao de 10 analises do branco analitico; b: a inclinagdo da reta

(Slope ou coeficiente angular); m: o numero de medida da amostra (igual a 1); n: 0 niUmero
de medidas da solugdo do branco analitico (10 analises) e; t: (t student para 95% do

intervalo de confianga).
3.8 Ensaios de Bioacessibilidade e Biodisponibilidade

Dois protocolos para a digestdo in vitro foram empregados, o protocolo da
INFOGEST (2019) e o protocolo sugerido por Peixoto (2015), o qual € uma adaptagao do
protocolo sugerido por Laparra et al., (2003). Os métodos foram denominados por protocolo
1IN e protocolo 2PE, respectivamente. Para os estudos de biodisponilidade o protocolo
sugerido por Peixoto (2015) foi empregado com algumas modificagdes. Ambos os estudos
foram conduzidos no Laboratério de projetos e processos ambientais e Laboratério de
cultivo do grupo de toxicologia celular na UFPR devido a impossibilidade de realizagéo

desses estudos no Instituto Tecnoldgico de Alimentos (ITAL), em razao da pandemia
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causada pela COVID-19, como previamente sugerido quando no inicio desse trabalho.
Para a medir o pH das diferentes etapas do processo digestivo utilizou-se fitas de pH, bem
como um pHmetro (modelo SP1800, marca Sensoglass). Para a etapa de separagéo entre
as fragdes bioacessiveis e insollveis utilizou-se papel filtro qualitativo de 80 g m2 inseridos

em funis de vidro previamente descontaminados.
- Protocolo de bioacessibilidade P 1IN (adaptado do INFOGEST, 2019)

O método consiste na simulacao, in vitro, das etapas de digestao que ocorrem na
boca (fase oral), no estdmago e no intestino. Para tal, fluidos digestivos sintéticos foram
preparados conforme a Tabela A1 (Anexo 1). Os fluidos preparados foram estocados a —
20 °C, conforme preconizado pelo INFOGEST 2019.

O processo simulado de digestao foi realizado empregando-se 2,500 g de batata
liofiizada (Batata Monalisa Convencional (BT)). Todas as solugbes utilizadas foram
previamente aquecidas a temperatura de 37 °C. A massa de amostra foi adicionada a tubos
falcon de 50 mL, ao qual 2,0 mL do fluido oral (SSF — do inglés simulated salivar fluid); 12,5
uL da solugdo de CaCl, 0,3 mol L' e 0,488 mL de agua ultrapura foram acrescentados,
para um volume final de 5,0 mL. A mistura permaneceu em incubag¢ao por 2 minutos em
um banho termostatico (banho Dubnoff Q226M, Quimis), a 37 °C, sob agitagdo orbital

constante de 120 rpm.

Em seguida, 4,0 mL do fluido gastrico (SGF — do inglés simulated gastric fluid),
0,334 mL de pepsina 10 mg mL™"; 10,0 uL de CaCl, 0,075 mol L e 0,446 mL de agua
ultrapura foram acrescentados a mistura resultante da etapa de digestdo da fase oral,
perfazendo um volume de 10,0 mL. O pH da mistura foi corrigido para pH = 3,0
adicionando-se um volume suficiente de solugdo de HCI 1,0 mol L' e foi novamente
incubada a 37 °C e agitagdo de 120 rpm durante 2 horas. Apés a etapa de simulagao da
digestao gastrica, foram adicionados a mistura, cerca de 4,0 mL do fluido intestinal (SIF-
do inglés simulated intestinal fluid), 2,5 mL de pancreatina; (133 mg mL™); 1,5 mL de bile
(200 mg mL™); 20 uL de CaCl, (0,3 mol L") e 1,720 mL de agua ultrapura, totalizando um
volume de 20,0 mL. Nesta etapa o pH foi corrigido para pH = 7,0 adicionando-se volume
suficiente de solugdo de NaOH 1 mol L. Apds a corregéo do pH, a mistura resultante foi

levada ao banho termostatico por 2 horas, a temperatura de 37 °C e agitagdo de 120 rpm.

Ao final do periodo de incubagéo, a amostra na solugao simuladora da digestao
gastrointestinal foi colocada em um banho de agua a 100 °C por 5 minutos e posteriormente
em um banho de gelo por 5 minutos de maneira a inativar as atividades enzimaticas. Entdo

as amostras foram centrifugadas (centrifuga CT 6000 e Laboratech) durante 30 minutos a
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3000 rpm visando a separacao da fragéo soluvel (fracdo bioacessivel) da fragéo insoluvel

(amostra n&o digerida), sendo posteriormente filtradas, digeridas e analisadas.
- Protocolo de Bioacessibilidade P 2PE (PEIXOTO, 2015)

Nesse protocolo a etapa de digestdo oral é desconsiderada, sendo assim o
processo de digestao in vitro se inicia na etapa de digestao gastrica. Para esse método,
massas de amostra em torno de 2,500 g de batata: batata liofilizada, batata cozida e batata
in natura foram pesadas. Para inicializar a etapa de digestdo gastrica as amostras (2,5000
g) foram inseridas em um tubo falcon de 50 mL, acrescentando-se agua ultrapura até atingir
uma massa de 20 mg, sendo em seguida o pH corrigido para pH = 2,0 com solugéo de HCI
0,1 mol L. Uma quantidade suficiente de solugdo de pepsina 10% m v™' foi adicionada a
mistura de forma a se obter uma proporcao de 0,02 g pepsina/100 g de solugdo a ser
digerida. Apos a adicao de pepsina, a mistura resultante foi avolumada com agua ultrapura,
até atingir um valor de massa final de 30 g. Em seguida, essa mistura foi incubada em um

banho termostatico, por 2 horas, a T= 37 °C e agitacao orbital constante de 120 rpm.

Para a etapa de simulacdo da digestao intestinal, o pH do digerido gastrico foi
ajustado para pH = 6,5 adicionando-se um volume suficiente de solugdo de NH4sOH 25%
m v''. Em seguida, adicionou-se 0,4% m v' de pancreatina e 2,5% m v de bile, de modo
a obter uma mistura de 5 x 103 g de pancreatina/100g de solugdo e 3 x 102g de bile/100 g
de solugcdo. Novamente a mistura resultante foi incubada em banho termostatico por 2
horas, a T=37 °C e 120 rpm.

Ao final do periodo de incubagéo o pH foi ajustado para pH = 7,2 com solugéo de
NH4OH 25% v v' e assim como no protocolo 1IN, as misturas foram colocadas em um
banho de agua a 100 °C por 5 minutos e posteriormente em um banho de gelo por 5 min.
Entdo as amostras foram centrifugadas (centrifuga CT6000, Laboratech) durante 30
minutos a 3000 rpm visando a separagao da fragao soluvel (fragéo bioacessivel) da fragéo

insoluvel (amostra nao digerida) sendo posteriormente filtradas, digeridas e analisadas.

A representagao esquematica de ambos os protocolos de digestéo in vitro para os

estudos de bioacessibilidade esta apresentada na Figura 6.



48

Figura 6 Representacao esquematica dos ensaios de bioacessibilidade in vitro. *Figura
central obtida em https://brasilescola.uol.com.br/biologia/orgaos-do-corpo-humano.htm
acessado em 08 de julho de 2021.

Protocolo 1IN ENSAIOS DE BIOACESSIBILIDADE Protocolo 2PE
in vitro

2,5 g de amastra

2,0 mL Fluide oral

12,5 ul CaCl, 0,3 M H.Q
7.0 \ vE=20mL

2 Pepsina
2 min, 37 2C, 120 rpm o
Lz {0.02g/100 solucia)
pHZ2D

4,0 mL Fluido gastrico
0,334 mL de papsina 10 mg mL"
10 ul de CaCl, 0,075 M
pH3,0

2h, 37 2C, 120 rpm

Pancreatina (Sx10 *g/100g solucdo)
Bile (5x107%g/100g solugao)

2h, 37 2C, 120 rpm pHES

4,0 mlL Fluido Intestinal
2,5 mL de Pancreatina 133 mg mL*
1,5 ml de Bile 200 mg mL*

20 ul de Ca0l; 0,3 M
pH7,0

2h, 37 5C, 120 rpm

Corregao do pH para 7,2

2h, 37 ©C, 120 rpm - Inibi¢3o daz atividades enziméaticas com chogque térmico
- Cantrifugagdo por 30 min a 3000 rpm
- Separacio da Fracdo solbvel e Insollwel

As fragOes soluveis (bioacessiveis) e insoluveis foram decompostas utilizando-se
a radiacao assistida por micro-ondas conforme programa de aquecimento detalhado na
Tabela 4 (secao 3.2).

O caélculo das fragbes bioacessiveis foram realizados a partir do teor dos
elementos (em fracdo massica) na fragcdo bioacessivel em relacdo ao teor total dos

elementos (em fragdo massica) presentes na amostra, conforme Equacgao 10:

analito na fracado bioacessivel

Fracao bioacessivel (%) = x 100 (Eq.10)

analito na amostra

Um balanco de massa foi aplicado para se avaliar a exatiddo das analises
quimicas referentes aos teores dos analitos encontrados na fragao bioacessivel e na fragao
da amostra nao digerida, pelo teor total desses analitos presentes nas amostras de batatas,
conforme equacéao 11:

Recuperacgio bioacessibilidade

teor do analito na fracdo bioacessivel + teor do analito na fragao insoltivel
= - x 100 (Eq.11)
teor total do analito na amostra
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Os ensaios de biodisponibilidade foram realizados a partir das células Caco-2,
adquiridas no banco de células do Rio de Janeiro, as quais apresentaram passagens
(numero de subculturas que as células passaram) entre 34 e 40. As células foram mantidas
e cultivadas em frascos com area de cultivo de 25 cm? e 75 cm? a depender da quantidade
de células. Nos frascos de cultivo foram adicionados 5 mL (garrafas de 25 cm?) e 10 mL
(garrafas de 75 cm?), do meio de cultura DMEM com alta concentragdo de glicose (4,5 g L
") suplementado com 20% v v'! de soro fetal bovino inativado, 1% v v' de piruvato de sodio
100 mM, 1% v v'' de HEPES 1M e 1% v v'' de solucéo de antibidticos.

Os frascos de cultivo celular, com as células e o meio de cultura, foram mantidos
em uma incubadora (NuAire NU-5100, Purecell) a 37 °C e atmosfera controlada com 5%
de CO; e 95% de ar, para a expansao das células. A depender do crescimento das células
0 meio de cultura antigo foi retirado e um novo meio foi acrescentado a cada 48 — 72 horas.
Quando as células atingiram no minimo 70% de confluéncia (cobertura da area de cultivo
dos frascos) os subcultivos foram realizados. Para tal, os meios presentes nas garrafas
foram aspirados e as células foram lavadas com 2,0 mL de D-PBS. Em seguida adicionou-
se 3,0 mL de solugao tripsina/EDTA aos frascos de cultivo e incubou-se de 5 a 10 min,
para que houvesse a dissociacao das células. Apds esse tempo, 6,0 mL de meio, de DMEM
suplementado, foram adicionados as garrafas de forma a cessar a acao da tripsina/EDTA,
sendo o conteudo transferido para tubos falcons de 15 mL e centrifugados (DT 4500, Daiki)
por 5 min a 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado enquanto o pellet (formado pelas
células) foi ressuspendido em 6,0 mL do meio de cultura (DMEM suplementado) e
transferido para novos frascos de cultura ou para os insertos poliméricos (Transwell®). A
cultura das células nos insertos poliméricos foi feita a partir da adigdo de 5 x 10* células
cm? (aproximadamente 240000 células por pogo) no compartimento apical juntamente com
1,5 mL do meio de cultura, ao tempo em que no compartimento basolateral 2,0 mL de meio
de cultura foram adicionados. Para a contagem das células utilizou-se uma cémara de
Neubauer. Assim como na fase de expansao das células nos frascos de cultivo, as placas
com os insertos poliméricos foram incubadas a 37 °C e atmosfera controlada com 5% de
CO. e 95% de ar e os meios dos compartimentos apicais e basolaterais foram trocados a
cada 48 — 72 horas até a formacao e diferenciacao das monocamadas celulares. Para
verificacdo da formagado e diferenciagdo da monocamada celular um microscopio de
laboratdrio invertido (DM IL LED, Leica) e um sistema de medida de resisténcia elétrica
transepitelial ((TER, do inglés Transephitelial Electrical Resistance) (ERS-2, Millicell®)
equipado com eletrodo MERSSTXO01 foi utilizado.

Apos a formagdo e diferenciagdo da monocamada celular nos insertos

poliméricos, os ensaios de biodisponibilidade foram realizados aspirando-se os meios de
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cultura presente em ambos os compartimentos e adicionando-se 1,5 mL da fragao
bioacessivel ao compartimento apical e 2,0 mL de uma solugao salina composta por 0,4 g
L-"de KCI, 0,35g L' de NaHCOs3, 8,0 gL"de NaCle 1,0 g L' de C¢H1.0s a0 compartimento
basolateral. Posteriormente, as placas de cultura celular foram incubadas a 37 °C a
atmosfera controlada com 5% de CO2 e 95% de ar por 2 horas. Na Figura 7 € apresentada

uma ilustracéo sobre os ensaios de biodisponibilidade.

Figura 7 Representacao esquematica do sistema experimental in vitro utilizado para os
ensaios de biodisponibilidade.

Insertos poliméricos
Monocamada

AN Celular

Compartimento apical

Compartimento basolateral

- £ fr
Células cultivadas Placas de cultive celular de \\, ¥

em frascos de cultura i iméri
6 pocos com insertos poliméricos pogos

Durante a simulagéo da fragao biodisponivel a TER foi medida a cada 30 min de
forma a verificar a integridade das monocamadas celulares. Ao fim do periodo de 2 horas
as solucdes presentes em ambos os compartimentos foram recuperadas por aspiragao e
armazenadas em tubos falcons de 15 mL para posterior mineralizacdo acida utilizando-se
a radiagao assistida por micro-ondas conforme programa de aquecimento detalhado na
Tabela 4 (segédo 3.2), e andlise dos teores metalicos pelas técnicas espectrométricas.
Nesse caso, devido aos baixos teores dos elementos a serem quantificados, utilizou-se 1,5
mL dos compartimentos apicais e 2,0 mL dos compartimentos basolaterais para a etapa

de mineralizagao.

O calculo das fragbes biodisponiveis foram realizados a partir do teor dos
elementos (em fragdo massica) na fracao biodisponivel em relacao a fragao bioacessivel
dos elementos (em fragao massica) presentes na amostra, conforme Equacao 12:

analito na fragao biodisponivel

Fracéo biodi i %) = 1 Eq.12
ragao biodisponivel (%) analito na fragao bioacessivel x 100 (Eq.12)

Assim como na fragao bioacessivel, um balan¢o de massa foi aplicado para se
avaliar a exatidao das analises quimicas referentes aos teores dos analitos encontrados

na fracao biodisponivel.




51

3.9 Analise Estatistica

Os ensaios/medidas analiticas foram realizados em no minimo 3 replicatas e os
resultados foram apresentados em termos de média + desvio padrdo. Analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se analise de variancia de fator unico (ANOVA), teste Tukey e
teste tswdent, cOM auxilio dos softwares Statistica® 7 e Excel (Microsoft 365). Para essas

analises as diferengas foram consideradas significativas para um p(value) < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Teor de umidade

Os teores de umidade das amostras de batata, Monalisa convencional (BMC) e
organica (BMO), batata asterix (BAC) e batata doce (BDC), sdo apresentados na Tabela
9. Esses resultados foram comparados com os valores listados pela Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos - TACO (TACO, 2011).

A Tabela TACO apresenta um unico valor para a batata inglesa crua, ndo sendo
feita uma discriminagcdo em relagao a variedade referente a cultura da batata. Ao aplicar
um teste tswdent bicaudal com 95% de confianga observou-se que todas as amostras
apresentaram diferenga significativa em relagdo ao valor expresso na Tabela TACO.
Entretanto, é necessario ressaltar que a Tabela TACO é um instrumento informativo, néo

possuindo carater normativo.

Tabela 9 Teor de umidade obtido nas diferentes cultivares de batata (in natura) analisadas,
comparadas aos valores da Tabela TACO.

Amostras Teor de Umidade Teor de umidade
Encontrado (%) Tabelado (TACO) (%)
BMC 87 £ 0,002
BMO 81+ 0,01 83
BAC 80+ 0,01
BDC 73 +£0,02 70

BMC - batata Monalisa convencional; BMO — batata Monalisa organica; BAC — batata
Asterix convencional e BDC — batata doce convencional.

O teor de agua (% umidade) presente no alimento € um dos parametros mais
comumente determinados em analises de rotina. Isso ocorre, pois, o teor de umidade tem
influéncia direta no armazenamento e na qualidade dos produtos alimenticios. A presenca
de agua em determinadas temperaturas esta relacionada ao favorecimento da propagagao
de fungos e a produgao de micotoxinas, ambos prejudiciais a saude humana (RASCHEN
et al., 2014).

4.2 Estratégias de Preparo de Amostras e Teor de Carbono Residual (RCC)

Dentre as diferentes formas de preparo de amostras estudadas, a decomposicao
acida assistida por radiagdo micro-ondas foi a que melhor apresentou eficiéncia de
decomposicao da amostra (em relagédo a decomposi¢cao em chapa de aquecimento e em
bloco digestor), obtendo valores satisfatorios em termos de exatidéo e precisdo. Tal fato
ocorre devido a associagdo de temperaturas e pressbes elevadas com reagentes

oxidantes, como HNO3; e H20,. Sob essas condi¢des, ha uma diminuigao na viscosidade e
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tensdo superficial dos reagentes, o que favorece o umedecimento e a penetragcao do
solvente extrator na matriz. Além disso, a digestdo em frascos fechados permite que o
HNO3 se regenere apos a oxidagdo dos compostos organicos devido a presenca de Oz na
fase gasosa (refluxo). O uso de H>O- auxilia e melhora o processo de digestao, pois fornece
maior quantidade de O, ao meio reacional, auxiliando na regeneragao do HNO3. Assim,
como bem relatado e consolidado na literatura, ocorre uma decomposicido eficaz da
matéria organica com consequente liberagdo dos analitos para a fase aquosa. Além disso,
esse método de decomposigcao promove baixo teor de sélidos dissolvidos, sendo adequado
para analise por ICP OES e ICP-MS (BARELA et al., 2017; BlZZl et al., 2017; SAVIO et al.,
2014).

O refluxo gerado no interior dos tubos de teflon também favorece na obtencao de
baixos teores de carbono residual (RCC - do inglés residual carbon content) o que também
€ desejavel, em particular para as técnicas de ICP OES e ICP-MS. Isso ocorre, visto que
pequenas quantidades de compostos organicos no plasma favorecem um aumento na
eficiéncia de nebulizacao e transporte dos aerossois para o atomizador, elevando o sinal
analitico quando comparado as solu¢des isentas de qualquer teor de carbono. Além do
que, a presenca de baixas concentracdes de carbono esta associada a uma melhora na
eficiéncia de ionizacao de alguns elementos quimicos (os que apresentam elevada energia
de ionizagao) por meio de reacdes de transferéncia de carga com o carbono (BARELA et
al., 2017; BlZZl et al., 2017; SAVIO et al., 2014). Entretanto, teores elevados de RCC sao
prejudiciais para as técnicas de plasma, pois podem levar a instabilidade do plasma, com
consequente perda do nivel de detectabilidade dessas técnicas (elevados valores para o
LOD/LOQ). O carbono em excesso pode ser depositado na superficie da tocha causando
a obstrucao do sistema de nebulizacdo, os quais geralmente possuem baixa capacidade
para o TDS (do inglés total dissolved solids) (BARELA et al., 2017). Dessa forma,
anteriormente a determinacdo dos nutrientes e dos elementos potencialmente toxicos
presentes nas amostras de batata, avaliou-se a eficiéncia do preparo de amostra em meio
acido assistido por radiagdo micro-ondas. Essa etapa foi realizada a fim de se avaliar qual
das amostras estudadas poderia apresentar uma maior complexidade de matriz de forma
a dificultar a mineralizacdo da amostra. Os teores de carbono total (TOC) e residual nas
amostras antes e apds a etapa de preparo de amostras, podem ser observados na Tabela
10.
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Tabela 10 Teor de carbono total (TOC) e residual (RCC) das amostras de diferentes
cultivares de batata. (Valor médio + desvio padréo, n=3). Padrao de acetanilida, composta
por 71,09 % de C apresentou recuperacao de 98%.

Amostras BMC BMO BAC BDC
TOC (% m m™) 38 £ 0,07 39 + 0,09 40+ 2 38+0,6
RCC (% m m™) 45+0,3 47 +04 48+0,3 45+04

BMC - batata Monalisa convencional; BMO — batata Monalisa organica; BAC — batata
Asterix convencional e BDC — batata doce convencional.

A literatura indica que valores de RCC de até 13 % (m m™") sdo aceitaveis para as
técnicas de ICP OES e ICP-MS, pois nao causam interferéncia no sinal dos analitos
(ARAUJO et al., 2002; BIZZI et al., 2011). Assim sendo, pode-se concluir a eficiéncia da
decomposicao assistida por radiacdo micro-ondas nas amostras de batata, visto que os
valores de RCC encontram-se abaixo de 5%. Segundo os preceitos de validagao de
meétodos analiticos, a amostra com maior complexidade, geralmente, € empregada para o
desenvolvimento do método. Pois entende-se que, se 0 método é seletivo para uma matriz
mais complexa também o sera para as matrizes mais simples e semelhantes. No presente
estudo, as variedades de batata apresentaram valores de RCC préximos, de maneira que
todas poderiam ser utilizadas para o desenvolvimento dos estudos em relagéo ao preparo
de amostra e ao método de determinacado. A amostra de batata Monalisa convencional foi

a escolhida para tais procedimentos.
4.3 Perfil inorganico das diferentes cultivares de batata por ICP OES

Apos o estudo do RCC, as amostras previamente digeridas foram analisadas por
ICP OES. As curvas analiticas de calibracdo dos elementos determinados apresentaram
coeficientes de determinagdo (R?) acima dos limites estabelecidos pelas agéncias
reguladoras (R? > 0,99), INMETRO (2020) e Comunidade Europeia (2002). Os parametros
estatisticos das curvas de calibragao analitica, bem como o LOQ podem ser observados

na Tabela 11.

Tabela 11 Parametros estatisticos das curvas de calibragao analitica e os valores de LOQ
obtidos nas analises por ICP OES das amostras de batata.

Analito Curva Analitica de R? Intervalo LoOQ° LOQ*
Calibragao
Macro mg L™ mg L™ mg L
Ca y = 7930x +3901,1 0,99 0,5-50 0,08 0,02
Mg y = 26352x + 12908 0,99 0,5-75 0,05 5x10%
P y =234,1x + 143,93 0,99 5-125 3,89 0,15
K y =69,553x + 146,02 0,99 50 — 300 4,98 0,36

Continua na proxima pagina
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Analito Curva Analitica de R? Intervalo LoQ° LOQ*
Calibragao

Micro ug L ug L ug L1
Cu y =106,85 +4233,9 0,99 40 - 500 3,36 0,45
Mn y =439,92x — 534,7 0,99 20 — 500 0,02 0,03
Zn y=13,101x-474,54 0,99 80 - 500 0,19 2,04
Ba y =58,338x-66,704 0,99 5-250 0,02 0,07
Fe y=2,2602x-8,8810 0,99 20 — 1000 0,22 0,37

° LOQ calculado segundo Thomsen, Schatzlein e Mercuro, 2003.
* LOQ calculado segundo INMETRO, 2020 e Comunidade Europeia, 2002.

Como pode ser observado, os valores de LOQ calculados a partir do BEC
(concentragao equivalente do sinal de fundo, do inglés background equivalente
concentration), sdo geralmente menores para os microelementos. Isso ocorre, pois, o BEC
€ considerado como a razao entre os sinais das espécies interferentes e das espécies de
interesse. De modo que é possivel, a partir desse paradmetro, subtrair o sinal de fundo
intrinseco a técnica de emissdo. Uma explicagao para que o efeito de correcao do BEC
seja pronunciado para os microelementos sao as baixas concentragdes desses analitos na
matriz, de maneira que estes elementos sao mais susceptiveis as interferéncias espectrais
(causadas pela grande quantidade de linhas espectrais emitidas pelos elementos
quimicos). Assim sendo, o calculo do LOQ a partir do BEC, gera valores mais proximos ao
real para os microelementos (THOMSEN, SCHATZLEIN E MERCURO, 2003).

Para verificagao da exatidao e precisao do método foram utilizados tanto a analise
dos CRM, como o método de adicao e recuperacao (Tabelas 12 e 13). Na tabela 13, o
valor esperado corresponde as concentracdes adicionadas, levando-se em consideragao
a diluicdo do teor do analito na amostra para os calculos na etapa de adicdo dos padrdes.
Em ambos os métodos utilizados foram obtidos valores de recuperagéo (80 — 120%) e RSD
(< 10%) dentro dos limites preconizados para todos os analitos, corroborando a eficiéncia

do método de quantificagao.
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Tabela 12 Avaliagao dos parametros de desempenho analitico, exatidao e precisao, para
0 método utilizado no ICP OES para a determinacao dos teores de elementos inorganicos
em diferentes cultivares de batata, empregando materiais de referéncia certificados. (Valor
médio + desvio padrao, n= 3)

Folhas de espinafre (SRM 1570a)

Analito Valor certificado (mg kg™') Valor encontrado (mg kg™)

Ca
K
Mg
P
Ba
Cu
Fe
Mn
Zn

15260+660
29000+260

5187167

12,22+0,86

76,0%1,2
82,3%£3,9

153371536
32187770

6006+161

14,15+0,51

83,6+3,6
91,845,4

Folhas de tomate (SRM 1573a)

Analito  Valor certificado (mg kg™')  Valor encontrado (mg kg™)

Ca
K
Mg
P
Ba
Cu
Fe
Mn
Zn

50450+550
26760+480

2161+28

4,7+0,14
367,5+4,3
246,3+7,1
30,94+0,55

53912+1005
30451+1068

256987
3,8+0,05
366,1+11,4
249,4+5,5
31,96+1,28

Folhas de cha verde (GBW 10052)

Analito Valor certificado (mg kg')  Valor encontrado (mg kg™')

Ca
K
Mg
P
Ba
Cu
Fe
Zn

12100+300
15500+700
2200+80

2800+100
4114
24+1

322+23

3542

11753+378
16895+189
2197485
3006+66
43+1
26+0,6
328+21
36+0,6

Recuperacéao
(%)
101
111

116

116
110
112

Recuperacao
(%)
107
110

119
81
100
101
103

Recuperacao

(%)
97

109
100
107
105
108
102
104

RSD
(%)
3,5
2,4
2,7
1,3
5,3
5,9

RSD
(%)
1,9
85

3,4
1,8
0,5
2,7
4,0

RSD
(%)
3,2
1,1
3,9
2,2
3,5
3,1
8,9
1,7
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Tabela 13 Avaliacdo da exatidao e precisao, para o método utilizado no ICP OES para a
determinagdo dos teores de elementos inorganicos em diferentes cultivares de batata,
empregando experimentos de adicido e recuperacao. (Valor médio *+ desvio padrao, n= 3).

Ca

Mg

Mn

Fe

Zn

Ba

Be

Cd

Cr

Co

Mo

Ni

\')

Teor do Analito na

Amostra
(ng L")

6827 + 646
6827 + 646
6827 + 646
31078 + 2294
31078 + 2294
31078 + 2294
< 500"
<500
<500
50708 + 2373
50708 + 2373
50708 + 2373
134 + 32
134 + 32
134 + 32
<500
<500
<500
0,87 +£0,12
0,87 +0,12
0,87 +£0,12
< 5**
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<5
<3

Teor do Analito
Esperado

(ug L)

680
11700
21700
3100
17770
27770
< 500
10000
20000
5070
22675
32675
<500
10030
20030
<500
10000
20000
40
60
80
40
60
80
40
60
80
40
60
80
40
60
80
40
60
80
40
60
80
40
60
80

Teor do Analito

encontrado
(ng L)

699 + 30
11890 + 161
21252 + 622

3273 +19

18903 + 33
28135+ 778
<500
10125 £ 71
19991 + 638
5586 + 127
23628 + 355
32612 + 743
<500
10537 + 143
19605 + 605
<500
10284 + 145
20160 + 521
39+0,2
57+1,4

75+ 1,1

38+0,6

55+0,2
74+14
38+0,2

54 +0,4

72+1,6

37+0,5
59+0,7
73+1,8
39+0,08
56 +0,4
74+15
41+0,3
57+1,2
78+12
34+0,8
50+0,8

67 +1,3

44 £+ 0,7

66 £ 0,8

84+1,9

Rec
(%)

102
98
102
105
106
101
101
100
110
104
100
105
98
103
100
97
95
95
94
92
93
94
90
90
92
98
91
98
94
93
102
96
o
84
83
84
111
110
105

*1° ponto da curva para macroelementos / ** 2° ponto da curva para microelementos
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Ap0ds a etapa de avaliacdo dos parametros de desempenho analitico, as amostras
de batatas previamente mineralizadas em meio acido, foram analisadas por ICP OES
visando a avaliagao de seu perfil quimico inorganico. Verificou-se que quando se empregou
as amostras em base umida, independente da forma de preparo, os valores para os teores
dos analitos quantificados apresentaram RSD elevados, provavelmente devido aos baixos
valores de concentragéo dos analitos e a heterogeneidade das amostras. Sendo assim, as
amostras de batatas foram previamente liofilizadas e posteriormente mineralizadas em
meio Aacido assistida por radiagdo micro-ondas obtendo-se resultados satisfatorios,
consequéncia da melhor representatividade da amostra, garantida pela sua
homogeneidade. Os resultados dos teores encontrados para os elementos quimicos
podem ser observados nas Figuras 8 a 11. Foi necessario separar os elementos nos
graficos de acordo com o nivel de concentracao similar entre eles presente nas amostras
de batatas, para melhor visualizagdo dos macros e micros constituintes.

Figura 8 Teores de K quantificados por ICP OES em amostras de diferentes cultivares de

batata (base seca) decompostas em meio acido assistida por radiagédo de micro-ondas.
(Valor médio + desvio padrao, n=3).

K nas amostras de batata

40,00
35,00

30,00

25,00
(@]
o 20,00
S
15,00
10,00
5'0 I
0,00

BMC CBMC BMSCC BMO CBMO BMSCO BDC

o

BMC — batata Monalisa convencional; CBMC — cascas de batata Monalisa convencional;
BMSCC - Batata Monalisa sem casca convencional; BMO — batata Monalisa organica;
CBMO - cascas de batata Monalisa organica; BMSCO - Batata Monalisa sem casca
organica; BDC - batata doce convencional e BAC — batata Asterix convencional;
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Figura 9 Teores de Ca, Mg, e P quantificados por ICP OES em amostras de diferentes
cultivares de batata (base seca) decompostas em meio acido assistida por radiacéo de
micro-ondas. (Valor médio * desvio padrao, n=3).
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BMC — batata Monalisa convencional; CBMC — cascas de batata Monalisa convencional;
BMSCC - Batata Monalisa sem casca convencional; BMO — batata Monalisa organica;
CBMO - cascas de batata Monalisa organica; BMSCO - Batata Monalisa sem casca
organica; BDC — batata doce convencional e BAC — batata Asterix convencional;

Figura 10 Teores de Fe quantificados por ICP OES em amostras de diferentes cultivares
de batata (base seca) decompostas em meio acido assistida por radiagdo de micro-
ondas. (Valor médio + desvio padréo, n=3).
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BMC — batata Monalisa convencional; CBMC — cascas de batata Monalisa convencional;
BMSCC - Batata Monalisa sem casca convencional; BMO — batata Monalisa organica;
CBMO - cascas de batata Monalisa organica; BMSCO - Batata Monalisa sem casca
organica; BDC - batata doce convencional e BAC — batata Asterix convencional;
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Figura 11 Teores de Cu, Mn, Zn e Ba quantificados por ICP OES em amostras de
diferentes cultivares de batata (base seca) decompostas em meio acido assistida por
radiacdo de micro-ondas. (Valor médio + desvio padrao, n=3).
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BMC — batata Monalisa convencional; CBMC — cascas de batata Monalisa convencional;
BMSCC - Batata Monalisa sem casca convencional; BMO — batata Monalisa organica;
CBMO - cascas de batata Monalisa organica; BMSCO - Batata Monalisa sem casca
organica; BDC — batata doce convencional e BAC — batata Asterix convencional;

Elementos como Cr, Co, V e Mo apresentaram valores abaixo do primeiro ponto
da curva de calibragcdo analitica, contudo, apresentaram bons valores de RSD e
recuperacoes entre 80 e 120%, isso se deve ao fato de estarem acima do LOQ. Ja o Sb,
As, Be e Li encontraram-se abaixo do limite de detecgéo (0,36; 0,27; 0,008 e 0,013 ug g
respectivamente). Os demais elementos estudados (Se, Sr, Tl, Sn, Si) ndo foram
quantificados devido a falta de linearidade das curvas de calibragdo analitica, nas

condi¢des instrumentais aplicadas.

Em relacdo aos teores determinados por ICP OES, espera-se encontrar
concentracgdes consideraveis de Cu, Mn, Zn e Fe nas amostras de batata, pois esses sédo
micronutrientes essenciais para as plantas ( BROADLEY et al., 2012; KRAMER, 2010;
PALMER; GUERINOT, 2009). O Fe, entre os microelementos, € o mais requerido pelas
plantas, pois esta relacionado a processos fundamentais como fixacdo de nitrogénio,
fotossintese, respiragédo, sintese de DNA e de horménios, além de ser essencial ao
metabolismo energético e atuar no desenvolvimento de tronco e raizes (JUCOSKI et al.,
2016; OZTURK et al., 2011; NUNES, 2019). O Zn é um ativador enzimatico e sua caréncia
provoca uma reducdo do crescimento vegetal. O Mn possui papel importante na
fotossintese, respiragao, reducao e fixagcao de nitrogénio e sua caréncia altera a tonalidade
das folhas, tornando-as verde-azuladas. Para o Ba, baixas concentracbes em relacédo aos

outros analitos s&o esperadas, pois esse elemento ndo possui fungdo nutricional para as
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plantas e em teores elevados pode levar a reducdo de crescimento foliar e radicular,
levando-as a morte (MERLINO, 2013).

Os elementos Ca, P, K e Mg sao considerados macroelementos, o que significa
que se encontram em teores mais elevados que os microelementos nas plantas. O Ca é
responsavel pela estruturagdo das membranas nas paredes celulares, de forma a
proporcionar estabilidade, além de influenciar na resisténcia das batatas a mudancas
ambientais, enquanto o fésforo desempenha um papel fundamental na biossintese de
carboidratos, nas reagdes de transferéncia de energia, na divisdo celular, entre outros
processos. Além do mais, o P faz parte da estrutura do DNA, mRNA e ATP. Ja o Potassio
esta relacionado a osmoregulagdo, ativagdo enzimatica e equilibrio cation-anion, entre
outros processos. Segundo White e Broadley (2009), as batatas apresentam quantidades
elevadas de potassio. O Mg € um componente essencial da molécula de clorofila e, assim
como os outros macroelementos, esta ligado diretamente ao metabolismo energético
(SUBRAMANIAN et al., 2011).

Aplicando-se uma ANOVA de fator unico seguida por um teste Tukey aos
resultados obtidos de concentracido dos analitos verificou-se que para a maioria dos
elementos estudados diferengas significativas foram observadas entre os diferentes
cultivares de batata. Para o Ca, Mn, Zn as unicas amostras com teores que nao se diferem
entre si correspondem as amostras BAC e BMO, para os elementos Mg e Ba os valores de
BAC e BMC néo diferiram entre si, ja para os elementos P, K e Fe todos os teores foram
significativamente diferentes entre as amostras. O elemento Cu foi o que apresentou uma
maior quantidade de amostra sem diferenca significativa como no caso das amostras de
BDC e BAC, BDC e BMC e, BAC e BMC. As diferengas entre amostras ocorrem, pois,
apesar da essencialidade dos elementos quimicos supracitados, seus teores nas amostras
de batata podem variar consideravelmente a depender da composi¢cao quimica do solo,
sua capacidade de troca catidnica, pH do solo, aplicagao de fertilizantes/agroquimicos e
localizacao geografica, além da variedade da batata (KHAN et al., 2017; KUMPULAINEN;
PAAKKI; TAHVONEN, 1988; MANSOUR et al., 2009; RIVERO et al., 2003; SANTOS et al.,
2019; OZTURK et al., 2011; WANG; NIE; ZHU, 2016). As diferencas entre os teores
encontrados nas batatas podem ser melhor compreendidas/corroboradas, a partir da
comparacao de estudos relacionados a composicdo quimica inorganica de batatas em
diferentes paises, levando-se em consideragdo partes da batata (amostras de casca e

batata (polpa) como também a batata como um todo (Tabelas 14 e 15).
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Observa-se que os teores determinados nas cascas das batatas sdo maiores para
todos os elementos quimicos estudados, com exce¢ao do P, quando comparadas a polpa
do tubérculo. Em outros estudos como de Subramanian et al., 2011 e Wszelaki et al., 2005
observou-se 0 mesmo comportamento (Tabela 11). Tal fato deve-se a fung¢ao protetora
exercida pela casca, a qual acaba por acumular maior quantidade de fibras e nutrientes
(MULLIN; SMITH, 1991; NARVAEZ-CUENCA et al., 2018; SUBRAMANIAN et al., 2011;
WSZELAKI et al., 2005).

Além disso, quando se compara este trabalho com os estudos na literatura
verifica-se que as batatas brasileiras (regido de Curitiba) apresentaram menor valor
nutricional em relacdo aos nutrientes Ca, Mg, P e K que as batatas da Inglaterra
(SUBRAMANIAN et al., 2011) e dos Estados Unidos ( WSZELAKI et al., 2005). Contudo,
os teores de Ca, com excegdo da casca da batata monalisa (790 + 71 mg kg™' em base
seca) foram semelhantes aos teores encontrados na Etidpia e na Italia por Tadesse et al.
(2015) e Tamasi et al. (2015). Em relacdo aos teores de Mg, a batata doce apresentou um
teor semelhante ao estudo de Tadesse et al. (2015), enquanto as demais amostras
continham teores mais elevados como descritos por Tamasi et al. (2015). Os valores de P,
como pode ser observado no trabalho de Surdyk et al. (2010), variaram significativamente
de uma safra para outra. De maneira que, a safra de 2007 na Sérvia, foi a que apresentou
valores mais proximos aos encontrados neste trabalho. Para o K, com exce¢ao da amostra
de batata doce que apresentou valores entre os encontrados na Italia, as demais amostras
apresentaram teores intermediarios, ou seja, estando acima dos teores obtidos para os
paises ltalia, Etiopia e Sérvia, e abaixo dos teores para as batatas da Inglaterra e Estados
Unidos. Em relagdo aos micronutrientes € possivel verificar significativa variacao entre os
teores presentes nas amostras em diferentes regides do planeta e até mesmo de uma safra

para outra como mostra o estudo de Surdyk et al. (2010), em particular para o cobre.

Segundo o departamento de agricultura dos Estados Unidos (USDA) os valores
dos elementos inorganicos podem variar entre 60 — 160 mg kg™ para Ca, 190 — 250 mg kg
' para Mg, 480 — 750 mg kg™ para P, 3680 — 5060 mg kg™ para K, 0,77 — 1,85 mg kg™ para
Cu, 1,16 — 2,41 mg kg™ para Mn, 2,70 — 3,50 mg kg™' para Zn e 4,70 — 12,4 mg kg™ para
Fe, para batata inglesa em base umida, valores esses maiores que os determinados no
Brasil. Os valores de referéncias, no Brasil, sdo indicados pela Tabela TACO, dessa forma
os teores encontrados nesse trabalho também foram comparados a esse informativo para
uma avaliacao referente as amostras analisadas. Observa-se na Tabela 16 que a amostras
analisadas nesse trabalho apresentaram teores significativamente diferentes dos
Tabelados para a maioria dos minerais. Para o Ca somente as amostras BMC e BAC

apresentaram teores semelhantes ao Tabelado. A amostra BAC apresentou ainda valores
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similares ao Tabelado para P e Mn. As amostras BDC e BMO somente apresentaram
teores similares para Mn e Mg, respectivamente. Tais resultados sdo corroborados a partir

de um teste tswdent bicaudal com nivel de confianga em 95% e 2 graus de liberdade.

Tabela 16 Comparacgéao entre os teores dos constituintes inorganicos determinados nesse
trabalho e os valores de referéncia estimados pela Tabela TACO 42 Ed. 2011.
Concentragées em mg kg™ em base umida

Analito TACO para BMC BMO BAC TACO para BDC

Batata inglesa Batata doce
em geral
Ca 40 345+ 378+ 348+ 210 107,2
3,2 1,3 3,0 +6,8
Mg 150 132,0+ 138,3+ 1976 170 114,2
5,9 5,7 6,8 +94
P 390 2294+ 4959+ 380,7 % 1490 320,2
5,2 10,5 12,0 t
10,8
K 3020 3289,3 3603,5 42631 5350 2771,
+1206 +139 1792 0+
72,3
Cu 0,9 0,7 £ 1,2+ 1,1+ 1,5 1,4
0,06 0,05 0,04 0,01
Mn 1,0 0,7 0,8+ 09+ 24 26+
0,02 0,04 0,04 0,12
Zn 2,0 27+ 23+ 24+ 8 1,5+
0,08 0,03 0,09 0,09
Ba - 0,1+ 0,1+ 0,2+ - 0,6+
0,01 0,01 0,01 0,04
Fe 4,0 29+ 55+ 29+ 8 7,7+
0,05 0,2 0,01 0,63

BMC - batata Monalisa convencional; BMO — batata Monalisa orgéanica; BAC — batata
Asterix convencional e BDC — batata doce convencional.

Deve ser mencionado que para a elaboracdo da Tabela TACO, leva-se em
consideragédo uma quantidade elevada de amostras (5 fornecedores em volumes de 3 a 20
kg de batata) de forma a contemplar as diferentes regidées do Brasil. Desta forma, o valor
medio do teor dos elementos inorganicos encontrados a partir da analise da amostragem

de batatas em todo o territorio nacional é reportado na Tabela TACO.

Apos a determinagao dos teores de nutrientes (excegado do Ba), avaliou-se o valor
nutricional das amostras de batatas com base nos valores estabelecidos para ingestao
diaria pela RDC 269 (ANVISA, 2005). O calculo foi realizado a partir da equagéo abaixo

relativa a ingestao diaria recomendada (IDR).

Cbatata X Cfator X Qalimento ingerido

IDR =
Pesomédio

(Eq.13)
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Onde Chatata cOrresponde a concentragao do metal na batata (mg kg™') em base
seca, Criora conversao da base seca para base umida (0,085), Qaiimento ingerido @ quantidade
de batata ingerida por dia (em média 0,345 kg para adultos e 0,232 kg para criangas) e
peso (em média 59,90 kg para adultos e 32,70 kg para criangas) (CHERACHI et al., 2013).

Se nao dividirmos pelo peso e levarmos em consideragdao somente a quantidade
de batata ingerida, obtém-se a concentragdo em (mg) dos nutrientes ingeridos, sendo
possivel comparar com os limites estabelecidos pela RDC 269/2005 ANVISA e pela Diretriz
da WHO (2012) sobre a ingestédo de potassio para adultos e criangas (Tabela 17).

Tabela 17 Valores de ingestdo diaria a partir do consumo de batatas, levando-se em
consideracdo o teor total dos nutrientes encontrados, em relagcdo as quantidades

estabelecidas pela RDC 269 da ANVISA e pela WHO (2012).
Analitos Amostras ANVISA WHO

BMC BMO BAC BDC

Ca (mg) 7,77 556 509 11,64 Adultos 1000 -
5,23 3,74 342 7,83 Criangas 300 - 700 -
Mg (mg) 29,65 21,34 28,97 12,40 Adultos 260 -
20,02 14,35 19,48 8,34 Criangas 36 — 100 -
P (mg) 51,75 76,54 55,82 34,78 Adultos 700 -
34,80 51,47 37,54 23,39 Criangas 100 — 1250 -
Cu (mg) 0,16 0,18 0,16 0,15 Adultos 900 -
0,10 0,12 0,11 0,10 Criancas 200 — 440 -
Mn (mg) 0,17 0,12 0,14 0,29 Adultos 2,3 -
0,11 0,08 0,09 0,19 Criancas 0,003-1,5 -
Zn (mg) 0,60 0,36 0,35 0,16 Adultos 7 -
0,40 0,24 0,23 0,11 Criangas 2,8-5,6 -
Fe (mg) 0,64 0,84 042 0,83 Adultos 14 -
0,43 0,57 0,28 0,56 Criangas 0,27 - 9,0 -
K (9) 0,7 0,6 0,6 0,3 Adultos - 3,5
0,5 0,4 0,4 0,2 Criangas - &5

BMC - batata Monalisa convencional; BMO — batata Monalisa organica; BAC — batata
Asterix convencional e BDC — batata doce convencional.

Os valores reportados indicam que a batata possui significativa contribuicao para
a ingestao diaria quanto aos nutrientes aqui investigados. Dentre os quais destacam-se
uma significativa contribuicdo para a dieta alimentar de Mg (de 4,8 a 11,4 % para adultos
e 12,3 a 29,4% para as criancas), P (de 5,0 a 10,9% para adultos e 3,5 a 7,6% para as
criangas), Mn (de 5,4 a 12,5% para adultos e 11,1 a 25,7% para as criangas), Zn (de 2,3 a
8,6% para adultos e 2,5 a 9,6% para as criangas), K (de 8,6 a 21,2% para adultos e 5,8 a
14,3% para as criangas) e Fe (de 3,0 a 16,3% para adultos e 5,8 a 14,3% para as criangas).
Entretanto, Segundo a portaria n® 27 de 13 de Janeiro de 1998, um alimento sé pode ser
considerado fonte de minerais ao apresentar no minimo 15% da IDR por 100 g, e

considerado rico em minerais ao apresentar no minimo 30% da IDR por 100 g. De modo
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que ao levarmos em consideracao o teor em 100 g, a batata ndo pode ser considerada
fonte de minerais para nenhum dos elementos em estudo visto que a porcentagem maxima

encontrada em 100 g da batata foi de 6,1% de K.

Apesar do fato de n&o ser considerada fonte de nutrientes, é valido ressaltar que
dentre as verduras, hortalicas e tubérculos apresentados na Tabela TACO (2011) a batata
inglesa crua se apresenta em 3° lugar em relagéao ao teor de P e em 4° lugar em relagao
ao teor de K. Visto que, a batata é a primeira colocada em consumo alimenticio a nivel
mundial, o seu consumo ajuda na ingestdo dos minerais essenciais, principalmente P e K,
além do mais a batata apresenta outros nutrientes necessarios ao bom funcionamento do
organismo humano, como carboidratos, proteinas, vitaminas etc. Para os demais
nutrientes, percebe-se que os teores encontrados na batata sdo semelhantes aos teores
presentes nas demais verduras, hortalicas e tubérculos, com exce¢ao do Ca, elemento no

qual a batata apresenta menor teor.

O elemento Ba encontrado nas amostras de batatas nesse estudo, como ja
reportado na literatura, ndo é considerado essencial aos seres vivos, de forma que nao ha
valores de ingestao diaria (nutriente) recomendados pelas agéncias reguladoras. Pelo
contrario, o Ba é considerado toxico aos seres humanos principalmente na forma de ions
Ba(ll) (WHO, 2001). Dessa forma a WHO preconiza um limite maximo de ingestao diaria
de 0,02 mg de bario por kg de massa corporal por dia, sendo que até 0,21 mg/kg/dia é
considerado o teor maximo de contaminante (TMC) que nao apresenta efeitos deletérios a
saude humana (NOAEL - do inglés no-observed-adverse-effect level) (WHO, 2001).
Utilizando a equacao de IDR, obtém-se valores de 0,0003 — 0,0023 mg/kg/dia para adultos
e de 0,0003 — 0,0028 mg/kg/dia para criancas, sendo os menores teores obtidos para a
amostra de batata Monalisa organica (BMO) e os maiores para a casca de batata Monalisa
convencional (BMC). Pode-se observar desse modo, que apesar da presencga de Ba nas

amostras, ndo ha risco de contaminac&o aguda devido aos baixos teores encontrados.

4.4 Desenvolvimento de método por GFAAS para a determinagao de As, Cd, Cre

Pb nas amostras de batatas

Diversos fatores influenciam nas temperaturas de pirdlise e de atomizagdo dos
elementos quimicos, como o tipo da matriz, a temperatura de ebulicdo do analito, a ligac&o
do analito com a matriz, os reagentes adicionados na etapa de preparo de amostras, o
modificador quimico utilizado entre outros (SCHELEMMER et al., 1999). Assim sendo, para
se obter resultados analiticos confiaveis faz-se necessarios estudos sobre tais
temperaturas, parametros esses muito significativos para se obter resultados com

qualidade analitica desejavel.
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Nessa etapa do estudo, 2 ug L' de solugéo padrao de Cd e 5 ug L' de solugao
padrdo de As, Cr e Pb em meio acido HNO3 1% v v foram empregados. Os diferentes
niveis de concentracdo de cada analito foram empregados de acordo com o nivel de
detectabilidade do GFAAS, os quais favorecem a melhor visualizagao do perfil dos sinais
analiticos, em termos de sua simetria, como também na avaliagdo do pardmetro SBR. O
perfil do sinal transiente (sinal do analito) € um indicativo tanto da etapa de pirdlise
(separacao térmica entre o analito e matriz) como também da etapa de atomizagao
(condigdes reacionais) adequadas para a formagao da nuvem atdmica em um ambiente

relativamente isotérmico no GFAAS.

Condicodes instrumentais adequadas foram obtidas a partir de uma otimizacao
univariada das temperaturas de pirdlise e de atomizagao para os elementos Cd, Cr e Pb.
De forma que as curvas de otimizagdo podem ser observadas na Figura 12 (a), (b) e (c).
Para o analito As nao foi possivel a obtengédo de bons resultados relacionados as Figuras
de mérito e a simetria dos sinais transientes, de modo que decidiu-se por um estudo mais
robusto através da execucao de um planejamento fatorial, como mencionado na Secao 3

(materiais e métodos).

Figura 12 Curvas de temperatura de pirdlise e de atomizagao para (a) Cd, (b) Pb e (c) Cr
em meio acido (HNO3 1% v v''). Andlise de 20.L de solugdo padrao (5 ug L") de cada
analito e emprego de modificador quimico (Pd 1 ug/5 uL) para a determinacéo de Cd e

Pb por GFAAS.
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Chumbo - Pb
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O Cd apresentou maiores valores de absorbancia quando a temperatura de
pirdlise (T,) foi fixada em 600 °C e a temperatura de atomizagao (Ta) em 1100 °C. Porém,
nessas condi¢des, o sinal transiente do analito ndo retornava a linha de base, obtendo-se
valores de absorbancia discrepantes em relagdo ao nivel de concentracdo empregado,
visto que o valor da absorbancia é obtido a partir da integragcado da area do sinal analitico
(sinal transiente). Dessa maneira, selecionou-se a T, de 1250 °C, a qual apresentou valores

satisfatérios de absorbancia com sinais transientes bem definidos (Fig. 12 (a)). Para o Pb,
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as Tp e Ta 6timas ocorreram em 500 °C e 2400 °C (Fig. 12 (b)). Para o analito Cr, na T, de
1100 °C e T, de 2300°C foram obtidos sinais analiticos com perfil mais simétrico (Fig. 12
(c)) e com satisfatoria resolugéo sinal do analito/sinal de fundo (SBR — 3,06), sendo essas
as temperaturas selecionadas para as analises. Para a T, além do melhor SBR a
temperatura de 2300°C apresentou melhor valor de recuperagao, 87%, enquanto a T, de
2200°C, apesar de apresentar maior absorbancia do sinal analitico, apresentou valor de

recuperacao abaixo de 80%.

Quanto ao emprego de modificadores quimicos, diferentes concentragées de Pd
foram avaliadas para os analitos estudados. Welz e Sperling (1999) reportam a eficiéncia
do modificador composto por Pd e Mg e somente de Pd para uma ampla faixa de
elementos, tais como Ag, Al, Cd, Cu, Pb, Sb, Si, Zn entre outros. Além do mais, observou-
se a partir de estudos prévios realizados pelo grupo GEPAmM (NASCIMENTO et al., 2020;
MENEZES et al, 2021), que uma pequena quantidade do modificador quimico,
aproximadamente 1 ug/5uL de Pd, é suficiente para que se promova a estabilizacdo dos
analitos Cd e Pb em meios com baixos teores de matéria organica, apds otimizagao das
condicdes reacionais e instrumentais. Ademais, devido a alta volatilidade desses analitos,
(Cd e Pb) verificou-se que uma pequena quantidade de modificador deve ser adicionada
de forma a estabiliza-los termicamente, de maneira a se obter sinais analiticos desejaveis
para a técnica de GFAAS. (ARSLAN; TYSON, 2007; VOLZHENIN, 2018; WELZ;
SPERLING, 1999). Ja para o Cr, resultados satisfatérios dos parametros de validagao
foram atendidos sem a necessidade de modificadores quimicos. Fato esse, que se deve
aos baixos teores de RCC obtidos apds a decomposicdo em meio acido assistida por
radiacdo micro-ondas. O Cr é conhecido por formar carbetos refratarios que dificultam sua
analise, porém em um meio oxidante (solugao acida apos o processo de digestao assistida
por radiacao micro-ondas) e com pouca disponibilidade de carbono, como demonstrado
pelo baixo RCC, a formagéo de carbetos € consideravelmente atenuada. Além do mais,
em temperaturas acima de 1500 °C (T, = 2300 °C) ocorre a decomposi¢ao dos compostos
de Cr3C que podem ter sido formados nas etapas anteriores a etapa de atomizacgao, por
meio da reagao: Crsg) + C) (DOBROWOLSKI; PAWLOWSKA-KAPUSTA; DOBRZYNSKA,
2012; QUINAIA; NOBREGA, 2000; WELZ; SPERLING, 1999).

Nas condicbes instrumentais otimizadas, valores de recuperacido (resposta
avaliada) dentro de 80 a 120% foram obtidos para todos os analitos. Na Tabela 18, os
programas de aquecimento otimizados para os analitos Cd, Pb e Cr estao reportados, bem
como os sinais transientes advindos (Figura 13) das condi¢des reacionais/instrumentais

aplicadas nesse estudo.
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Figura 13 Sinais transientes obtidos para Cd, Cr e Pb nas condic¢des 6timas de Ty e Ty,
com modificador quimico de Pd 1 ug/5uL para Cd e Pd e a auséncia de modificador para
Cr. O sinal em vermelho corresponde ao sinal do analito, enquanto o sinal em azul
corresponde ao do background (sinal de fundo).
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Tabela 18 Programa de aquecimento desenvolvido/otimizado no GFAAS para a
determinacgao de Cd, Pb e Cr nas amostras de diferentes cultivares de batata decompostas
em meio acido assistida por radiacdo micro-ondas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (Seg) Modo de Fluxo de
Aquecimento Ar
(L min)

Cd Pb Cr Cd Pb Cr

Secagem 120 150 150 35 20 20 Rampa 0,10

250 250 250 10 10 10 Rampa 0,10

400 500 800 10 10 10 Rampa 1,00

Pré pirdlise 500 500 1100 10 10 10 Rampa 1,00

Pirolise 600 500 1100 3 3 3 Permanéncia 0,10
(Hold)

Atomizagao 1250 2400 2300 3 2 2 Permanéncia 0,00
(Hold)

Limpeza 2400 2500 2500 2 2 2 Permanéncia 1,00
(Hold)

Para a determinagao Cd e Pb, houve adicdo de modificador quimico em todas as
solugdes de analise (solugdes padrao, branco de reagente, branco de amostra e amostras)
de forma a garantir um meio reacional semelhante entre as solugbes analisadas. Assim
como para as curvas construidas no ICP OES, as curvas analiticas de calibragao para os
analitos em GFAAS, apresentaram boa linearidade e um valor de R? dentro dos limites
estabelecidos pelo INMETRO (2020). (Tabela 19).
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Tabela 19 Parametros estatisticos das curvas de calibragao analitica e os valores de LOQ
obtidos nas analises por ICP OES.

Analito  Curva Analitica de R? Intervalo LOQ* LOQ**
Calibragao pg L7 pg L pg L

Cd y =0,1934x + 0,0071 0,99 0,05-1,0 0,063 0,057
Pb y =0,0213x + 0,0172 0,99 0,2-5,0 0,72 0,65
Cr y =0,0163x + 0,0173 0,99 0,5-6,0 0,49 0,44

* Calculado conforme preconizado pelo INMETRO (2020).
** Calculado conforme Welz e Sperling (1999).

O LOQ foi calculado como sugerido por Welz e Sperling (1999) por se tratar de
calculos especificos para a técnica utilizada nesse trabalho (GFAAS). Além do mais, os

calculos realizados apresentam nivel de confianga de 95% para os valores de LOQ.

Ainda no processo de validagcdo do método, foram realizados testes de
recuperagao em trés niveis de concentracao para os elementos em estudo. Os valores de
recuperacao foram calculados a partir da equacédo 2. Os resultados dos parametros
exatidao e precisdo mostraram-se adequados para o método desenvolvido (Tabela 20),

visto que se encontram dentro dos valores preconizados pelo INMETRO (2020).

Tabela 20 Valores de recuperagao obtidos para Cd, Pb e Cr em GFAAS para as amostras
de batatas (BMC) decompostas em meio acido assistida por radiagdo micro-ondas. (Valor
médio + desvio padrao, n= 3)

Teor do Analito na Teor do Analito Teor do Analito Rec RSD
Amostra esperado apos Encontrado (%) (%)

(vgL™) fortificagao (Mg L™

(MgL™)

0,16 + 0,02 0,05 0,053 + 0,003 106 3,53
Cd 0,16 + 0,02 0,35 0,35+ 0,04 97 0,78
0,16 £ 0,02 0,75 0,69+ 0,03 91 6,18
<LOQ 0,5 0,55+ 0,03 109 0,35
Cr <LOQ 3,0 3,54 + 0,06 118 1,63
<LOQ 50 5,12+ 0,03 102 0,60
<LOQ 0,4 0,47 + 0,01 107 3,21
Pb <LOQ 2,0 2,09+ 0,11 104 541
<LOQ 50 5,33+ 0,20 107 3,62

LOQ = 0,65 pg L™ Cre 0,44 ug L' Pb

Em relacado ao As, a dificuldade de analise se deve ao baixo comprimento de onda
(193,7 nm) do elemento, o qual esta préximo ao limite sistema 6ptico do equipamento,
gerando problemas espectrais ndo especificos (CASTRO, ALLER, 2003; CHAKRABORTI,
IRGOLIC, 1984; EPA, 2007; PERAMAKI, PESONEN, PIISPANEN, 2000). Ademais, a

presenca de fosfatos, sulfatos, sédio e potassio, em concentragdo de mg L' podem
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contribuir para uma possivel supressao do sinal analitico do As e gerar sinais de fundo
elevados. Dentre os ions citados, o fosfato desempenha maior supressao do sinal analitico
para As, sendo classificado como interferéncia quimica. Segundo Welz et al. (1988), uma
reducdo de 75% em relacéo ao sinal obtido na auséncia de fosfato ocorre na presenca de

apenas 5 mg L' de PO.*.

De fato, verifica-se pelos estudos reportados na literatura a necessidade de
diferentes estratégias analiticas para a detecg¢ao de As por GFAAS em matrizes variadas,
principalmente as que apresentam altos teores de fésforo em sua composi¢cao. Michon et
al. (2007) relatou a necessidade de concentracdes elevadas de modificador quimico Pd-
Mg (2 ug — 10 pg), além da utilizagédo de uma lampada de catodo oco especifica (UltrAA-
Lamp que consiste € uma lampada de catodo oco de descarga intensificada de alta
intensidade), que permitiu um aumento de 40% na absorbancia, para determinagao de
concentragdes abaixo de 10 ug L' de As em amostras de agua para consumo humano.
Ainda em um estudo de interferéncia, Michon et al. (2007) corroborou a forte interferéncia
do anion PO.4* devido a propriedades quimicas semelhantes com o ion arseniato. Irisov,
Musin e Zakharov (2021), optaram por utilizar um forno de grafite com fonte continua de
alta resolugdo e 20 ug de Pd como modificador quimico para obtencao de melhores
resultados na quantificagdo de As em amostras de urina. Além do mais, um novo método
de introducdo de amostra, em duas etapas, foi utilizado para separagao do As e ions
fosfato. Menezes et al. (2021) relatou a necessidade de elevadas concentragdes (7 ug) de
modificador quimico de Pd para determinagcdo de As em derivados de cAnhamo devido ao
alto teor de fosforo nas amostras, o que ocasionou um maior sinal de fundo, e

consequentemente menor sensibilidade nas analises.

Como pode ser visto anteriormente nesse trabalho, altos teores de P e K foram
encontrados nas amostras de batata em estudo, sendo necessario otimizar os parametros
instrumentais de forma mais robusta através de um planejamento fatorial 2 com ponto

central (Anexo 1, Tabela A2).

Observou-se através dos resultados obtidos, a partir dos experimentos realizados
de acordo com o planejamento fatorial, que para a recuperagao (e consequente melhora
do sinal analitico) a temperatura de pirdlise foi considerada significativa (Figura 14),
enquanto que para um melhor SBR, a concentracdo do modificador quimico foi a variavel
significativa, ambos com sinais negativos, indicando que a influéncia de menores

temperaturas e concentracdes de modificador quimico para as variaveis respostas.

O grafico gerado em relagdo a recuperagédo (Figura 14) indicou que menores
temperaturas de pirdlise, eram mais adequadas, obtendo-se melhores valores de

recuperacao. Tal fato esta de acordo com a literatura, visto que o As apresenta ponto de
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ebulicdo relativamente baixo (614°C), sendo volatilizado em temperaturas de pirdlise

préximas e acima desse valor.

Figura 14 Grafico de Pareto obtido para o planejamento fatorial 2* com ponto central na
otimizacao do programa de aquecimento do GFAAS para a determinacdo de As em
amostras de batatas. Variavel resposta: Recuperacéo.

Pareto Chart of Standardized Effects; Varable: Absorbéncia
2*{4-0) design; M5 Pure Error= 0000005
DV Recuperacdo

(1)Tp (°C)

2by3

7
@ra ) 7 7} 3.80087
7

(4)Tempo de Pirdlize ()

wyal 7 |rierier :
1by2 m-*l TETTT

@R e
1byd %1,0&0&5
1by3 %-,353553
3by4 %,3535534

Standardized Effect Estimate ( Ab=olute Value)

Entretanto, menores temperaturas de pirdlise ndo foram eficientes para a
eliminagao da maior parte das interferéncias ocasionadas pela presencga de concomitantes,
em particular, de compostos formados com P e K (WELZ et al. 1988; MICHON et al. 2007),

elementos presentes nas amostras de estudo, como pode ser observado na Figura 15 (a).
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Figura 15 Sinais transientes para As (em vermelho) e sinais de fundo (em azul) obtidos
no GFAAS, para amostra de batata fortificada com 5 g L' de As a partir do
planejamento fatorial aplicado, 24 com ponto central. (a) T, = 500 °C; (b) T, =1200 °C.
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Figura 16 Grafico de Pareto obtido para o planejamento fatorial 2* com ponto central na
otimizacao do programa de aquecimento do GFAAS para a determinacao de As em
amostras de batatas. Variavel resposta: SBR.
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Para o parametro SBR, apesar da temperatura de pirélise néo ter sido considerada
significativa (Figura 16), observou-se que esta variavel, bem como a interacdo entre ela e
a concentragdo de modificador quimico estao préoximas a linha de significancia. Tais fatos,
juntamente com os sinais observados na Figura 15, indicaram a necessidade de maiores
temperaturas de pirdlise para melhores resultados no parametro SBR. Assim sendo, uma
Tp um pouco maior de 1200 °C deve ser encontrada de forma a possibilitar com maior
eficiéncia a eliminagao dos interferentes e obter uma satisfatoria razao para o SBR. Para
isso, o modificador quimico é comumente utilizado. O modificador quimico converte o
analito em uma forma menos volatil, permitindo maiores temperaturas de pirdlise (etapa na
qual ocorre a eliminagdo da matriz sem perda por volatilizagdo do elemento a ser
analisado), possibilitando a separagdo o analito dos concomitantes (IRISOV, MUSIN,
ZAKHAROV, 2021; LEITE, 2010). Contudo como ja mencionado anteriormente e
corroborado pelo grafico de pareto, uma elevada concentragdo de modificador pode
ocasionar um maior sinal de fundo devido a formagdao de compostos mais refratarios
(WELZ, SPERLING, 1999). Em efeito, observa-se na Figura 15 que em 1200 °C de Tp e
2,5 ug de Pd, melhores sinais foram obtidos (Fig. 15 (b)), enquanto que em baixas
temperaturas de pirélise (500 °C), mesmo com uma baixa concentracdo de modificador
(2,5 ng), sinais de fundo elevados foram obtidos (Fig. 15 (a)). Constata-se com esses

resultados que novos experimentos, que levem em consideragao as variaveis significativas,
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deveriam ter sido realizados. Entretanto, o equipamento utilizado para esses experimentos

ficou inoperante por um longo periodo de tempo, impossibilitando a continuagao desses
estudos.

4.4.1 Analise do perfil toxico das diferentes cultivares de batata por

GFAAS.

Ap6s a otimizagdo dos métodos por GFAAS para Cd, Pb e Cr as amostras de
batatas decompostas em meio acido assistida por radiagao micro-ondas foram analisadas.
Para a analise de Cd as amostras foram diluidas 10 vezes, enquanto para Pb e Cr, foram
diluidas 5 vezes. As amostras foram diluidas para diminuigao do teor acido (de 13% m m-"
para 1,3% m m™ para Cd e 2,5% m m™' Pb e Cr). Visto que uma acidez elevada (13% m m-
1), além de diminuir a vida atil do tubo de grafite, leva a imprecisdes nas analises e altos
valores de RSD, conforme ja observado em trabalhos prévios pelo grupo GEPAmM
(NASCIMENTO et al., 2020; MENEZES et al., 2021). Isso ocorre devido ao aumento da
viscosidade e da tensao superficial da amostra, propriedades essas que afetam a formacéao
da gota a ser inserida no interior do tubo de grafite, ocasionando em problemas de
reprodutibilidade na introdugcé&o de amostra pelo autoamostrador prejudicando a qualidade
analitica dos resultados (MINAMISAWA et al., 2006; SHALTOUT; SEOUDI; EID, 2008). Os

teores encontrados para os analitos nas amostras de batatas estédo reportados na Tabela
21.

Tabela 21 Teor de Cd, Cr e Pb quantificados por GFAAS nas diferentes amostras de
batatas digeridas em meio acido assistida por radiagédo micro-ondas. (Valor médio + desvio

padréo, n=3).

Amostra TeordeCd TeordeCd Teorde Cr Teor de Pb Teor de Pb
ug por 100g ug por ug por 100g ug por 100g ug por 100g

(BS¥) 100g (BU*) (BS¥) (BS¥) (BU*¥)
BMC 17,51+0,92 2,34+0,12 <LOQ 5,43 + 0,01 0,70 + 0,001
CBMC 2278+143 296+0,19 21,85+1,97 49,67 +1,24 6,45+ 0,16
BMSCC 11,74+0,59 1,52+0,07 <LOQ 12,90 + 0,96 1,67 £0,12
BMO 4,19+0,23 0,54 +0,03 <LOQ 4,34 £ 0,45 0,56 + 0,04
CBMO 858+084 1,11+0,08 80,28+3,89 10,35+0,75 1,35+ 0,09

BMSCO 5,07+0,36 0,66 + 0,05 <LOQ <LOQ <LOQ
BDC <LOQ <LOQ <LOQ 7,89 + 0,46 1,02 + 0,06
BAC 7,08+0,32 0,91+0,06 <LOQ 4,94 + 0,33 0,64 + 0,04

BMC - batata Monalisa convencional; CBMC — cascas de batata Monalisa convencional;
BMSCC - Batata Monalisa convencional sem casca; BMO — batata Monalisa organica;
CBMO - cascas de batata Monalisa organica; BMSCO - Batata Monalisa sem casca
organica; BDC — batata doce convencional e BAC — batata Asterix convencional.

LOQ =0,063 pg L' Cd, 0,65 ug L' Cre 0,44 ugL"' Pb

*BS — Base Seca

**BU — Base umida
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O teor de Cd e Pb maximos permitidos em tubérculos pela ANVISA (RDC n°
42/2013) é de 0,10 ug g', o que corresponde a 10 pg por 100 g de amostra. O teor maximo
permitido aplica-se aos alimentos no estado fisico em que sao oferecidos ao consumidor.
Dessa maneira, ao calcular os teores de Cd e Pb para a amostra em base umida, observou-
se que as amostras de batatas analisadas se encontram abaixo do limite maximo

preconizado para esses analitos.

Para o elemento Cr ndo ha teores maximos preconizados pela ANVISA, visto que
esse analito é considerado um micronutriente importante para a saude humana. Assim
sendo, avaliou-se o valor nutricional da casca de batata monalisa convencional e organica
em relagdo aos valores estabelecidos para ingestao diaria pela ANVISA (RDC 269, 2005),
utilizando o mesmo calculo de IDR, citado anteriormente (equacao 13, secédo 4.3). A
ingestao diaria de Cr para adultos encontra-se por volta de 35 mg, enquanto para as
criangas o teor € de 15 mg, do qual observa-se uma contribuicdo de 0,02% a 0,06% para
os adultos e 0,03% e 0,10% para as criangas com o consumo de cascas de batata

convencionais e organicas, respectivamente (CHERACHI et al., 2013).

Apesar do Cr ser considerado um nutriente importante para a saude humana, é
relevante ressaltar que o Cr hexavalente (VI) é considerado toxico, de forma que muitos
estudos relatam a necessidade de estudos de especiacdo quimica. Entretanto, segundo
Shanker et al. (2019), o Cr (VI) é absorvido seletivamente pelas hemacias e reduzido a Cr
(1) pela glutationa (uma molécula com fungao antioxidante). O Cr (lll) por sua vez, possui
diversas fungdes no organismo, entre elas, o aumento da acao da insulina, sendo
recomendado para controle de diabetes do tipo 2 (DOBROWOLSKI; PAWLOWSKA-
KAPUSTA; DOBRZYNSKA, 2012; QUINAIA; NOBREGA, 2000; CABRERA-VIQUE et al.,
1997).

Em contrapartida, os elementos Cd e Pb, ndo possuem nenhuma fungao para o
organismo humano, sendo na verdade, considerados elementos toxicos a saude humana.
A Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer (IARC, 1993) classificou o cadmio como
um carcinogéneo humano (Grupo 1) com base em estudos ocupacionais e em estudos
mais recentes sobre a exposicao humana, o Cd foi estatisticamente associado ao aumento

do risco de cancer de pulmao, endométrio, bexiga e mama.

Segundo a associagao Food and Drug Administration (FDA) o Pb é classificado
como elemento toxico classe 1, o que significa que esse elemento ndo deve estar presente
em alimentos e medicamentos. Esse metal reage ou se complexa com muitas
biomoléculas, afetando adversamente os sistemas reprodutivo, nervoso, gastrointestinal,

imunoldgico, renal, cardiovascular, esquelético, muscular e hematopoiético, bem como os
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processos de desenvolvimento, sendo, portanto, considerado cancerigeno pela IARC em
1987 (JOHNSON, 1998).

Embora os valores de Cd, Pb e Cr quantificados no trabalho estejam em baixas
concentracoes, observa-se a importancia de monitoramento desses elementos uma vez
que seus teores podem variar significativamente nas batatas a depender de diversos
fatores, como o teor desses elementos no solo, no ar, na agua e nos produtos de

fertilizagao e agroquimicos, como também nas diferentes culturas de batata.

Na Tabela 22 pode ser verificada a diferenga entre os teores desses analitos em
amostras de batatas (e seus derivados) cultivadas em diferentes partes do mundo. Pode-
se observar que no presente estudo foram obtidos os maiores teores de Cd, o que pode
estar associado ao solo, qualidade/quantidade de fertilizantes e agroquimicos aplicados
entre outros fatores ja mencionados. (AL-ATTAR et al., 2012; KHAN et al., 2018; THOMAS;
OMUETI; OGUNDAYOMI, 2012).

Tabela 22 Teores de Cd, Cr e Pb encontrados em amostras de batatas e suas variedades
na literatura cientifica. (Teor em base seca).

Forma da batata Cdpugg™ Crugg’ Pb ug g Estudo
Residuo de - 0,075 0,014 Ju et al. 2017
batata
Batatas - - ND - 0,46 Bochnia, 2010.
Convencionais
Batatas ND - 0,28* ND — 15,6* 0,53-4,3
Convencionais Mansour et al.
Batatas 0,09 -0,35* 0,01 -14,6* 0,25-3,5* 2009
Organicas
Chips de batata ND - 3,12 ND -44 ND - 1,89 Hariri et al. 2015
Batatas 0,08 -0,32 - 0,51-0,77 Ozturk et al. 2011
convencionais
Batatas ND - 0,036 - - Corguinha et al.
convencionais 2012
Cascas de ND - 0,781 - -
batata
Batatas 0,046 — 0,15 - - Fan et al. 2009
convencionais
Batatas 0,06 - 1,3* - - Sanderson et al.
convencionais 2019
Batata 12 - 23 ND* — 0,22 ND* — 0,49 Neste estudo
Convencional
Batata Organica 40-9,0 ND* - 0,80 ND* -0,10
!\ID = Nao detectado / ND* = Abaixo do LOQ (=0,063 ug L' Cd, 0,65 ugL"' Cre 0,44 ug L
Pb);

* Valores transformados para base seca, levando em consideragao o teor de umidade
médio de 85%
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4.5 Estudos das fragdes bioacessiveis dos nutrientes/contaminantes inorganicos

presentes nas amostras de batata

Conforme descrito na secado 3.8, dois protocolos referentes aos ensaios de
bioacessibilidade foram aplicados na amostra de batata Monalisa convencional (BMC). A
amostra BMC foi a escolhida uma vez que nao houve diferenga significativa entre os RCC
obtidos para todas as amostras de batatas analisadas. A fragdo bioacessivel (fase liquida)
€ a porgao solida obtidas apds a aplicagao dos protocolos foram posteriormente digeridas
em meio acido assistido por radiagdo micro-ondas e analisadas por ICP OES e GFAAS.
Assim como no preparo de amostras para quantificagéo do teor total, as amostras in natura
e cozidas ndo apresentaram bons resultados, em termos de precisdo. De modo que,
somente os resultados das amostras em base seca (liofilizadas) serdo reportados e

discutidos neste estudo.

Deve-se ressaltar que o protocolo P 1IN foi modificado em relagdo ao uso do
extrato gastrico de coelho. A lipase gastrica (proveniente do extrato gastrico do coelho) é
indicada por ser mais resistente a desnaturacdo acida e por possuir propriedades
bioquimicas adequadas para simulagao in vitro. Nos seres humanos a digestédo dos lipidios
comeca no estdbmago com acgao da lipase pré duodenal (gastrica) e segue até o pancreas,
onde a lipase pancreatica é responsavel por digerir substratos lipidicos que foram mal
digeridos na etapa anterior. Porém, para a efetiva acao da lipase gastrica faz-se necessario
a utilizacdo da enzima co-lipase, visto que a acédo da lipase € inibida na presenca dos
acidos biliares, ocasionando apenas a quebra de poucas ligagdes de ésteres de acidos
graxos de cadeias curtas no estémago (CARRIERE et al., 1998; PEIXOTO, 2015). Outro
ponto a ser ressaltado esta relacionado a polaridade dos lipidios, os quais sao moléculas
majoritariamente apolares que se encontram estaveis em suas ligacées simples entre
carbonos. De forma que, os lipidios ndo apresentam grupamentos ricos em elétrons para
estabilizar os elementos metalicos que se comportam como acidos de Lewis (MORRIS;
MOHIUDDIN, 2021). Assim sendo, a probabilidade que os nutrientes estudados nesse
trabalho estejam associados aos lipidios, € baixa. Ademais, encontram-se na literatura
trabalhos recentes baseados neste protocolo que também ndo empregaram a lipase
gastrica, tais como de Muleya et al. (2021) e Junejo et al. (2021). Alidas, a prépria
INFOGEST em sua versao anterior, ndo fazia uso desse reagente. Além dos fatores
anteriormente citados, levando-se em consideracdo que ha somente uma Uunica
empresa/fornecedor responsavel pela comercializagao (Lypolytech) da enzima gastrica de
coelho, a qual ndo possui o reagente em estoque, sendo necessario em torno de seis
meses para a emissao das remessas, e o alto valor de aquisicdo desse reagente, se optou

por prosseguir os experimentos de bioacessibilidade sem esse reagente.
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Estudou-se também a necessidade da utilizagao da enzima alfa-amilase, na etapa
de digestdo que ocorre na fase oral, obtendo-se resultados significativamente semelhantes
entre os ensaios, quando na presenca da alfa-amilase como na sua auséncia. Isso ocorre,
segundo Sherwood (2010), pois a etapa de digestdo na fase oral é considerada pouco
relevante, quando se leva em consideragdo o processo digestivo como um todo, ndo
contribuindo significativamente para a liberagao dos elementos inorganicos na fragéao
bioacessivel. Essa constatagao esta relacionada a velocidade associada a fase oral de
digestao (2 minutos no P 1IN), e principalmente, a capacidade das enzimas produzidas nas
demais fases de digestao (gastrica e intestinal) de promover a completa digestdo dos
alimentos. Visto os resultados significativamente semelhantes e o alto custo da enzima
alfa-amilase, optou-se por realizar a etapa oral da digestao do protocolo 1, sem a enzima

alfa-amilase.

De forma geral, tem-se observado que em estudos que visam a mimetizagéo da
digestao in vitro maiores dispersdes sao relatadas para os resultados obtidos. Sendo as
maiores dispersdes relacionadas a fatores como a quantidade e o grau de pureza dos
reagentes utilizados (MILANI, 2019). Levando-se em consideragao as maiores dispersoes
pode se observar a partir da Figura 17 que ambos os protocolos aplicados se mostraram
adequados para os estudos de bioacessibilidade. A recuperacgao foi o parametro utilizado
para verificagdo da adequagéo dos métodos de digestado in vitro, de modo a avaliar quais
os analitos estariam em niveis adequados para serem quantificados com adequada
exatidao/precisdo nas fragbes bioacessiveis, mesmo com as maiores dispersdes. Com
excecao do Ca e do Fe, os valores de recuperagao obtidos para ambos os protocolos foram
semelhantes estatisticamente. Entretanto, em relagéo as fragbes bioacessiveis os valores
encontrados para Cu e Zn foram significativamente diferentes. Observa-se ainda, a partir
da Figura 17, que para o protocolo P 1IN um valor discrepante de recuperagao foi obtido
para o Ca, fato esse que pode estar relacionado a maior quantidade de reagentes utilizados
nesse protocolo, visto a utilizagdo das solugbes que simulam tanto a fase oral, gastrica,

como a fase intestinal (Anexo 1 - Tabela A1) do processo digestivo.

Assim sendo, apesar da adequacéao dos dois protocolos estudados, optou-se por
prosseguir somente com o ensaio P 1IN por se tratar de um protocolo normatizado, o que
possibilita a comparacao dos resultados com outros trabalhos da literatura. De forma que,

os resultados obtidos a partir o protocolo P 1IN podem ser observados na Figura 18.
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Figura 17. Valores de recuperagéo para os analitos Ca, Mg, P, Cu, Mn, Zn, Fe e K
presentes na fracao bioacessivel para os dois protocolos (1IN e 2PE) de digestao in vitro
aplicados em amostra de batata Monalisa convencional (BMC), em base seca.
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Figura 18. Teores dos elementos Ca, Mg, P, Cu, Mn, Zn, Fe e K presentes nas fragcdes
bioacessiveis aplicando-se o protocolo 1IN de digestéo in vitro para as diferentes
amostras de batatas em base seca (Valor médio * desvio padrao, n = 3)
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Assim como nos estudos mencionados anteriormente na introdugdo deste
trabalho, observa-se nesse estudo que as fragdes bioacessiveis dos elementos variam de
elemento para elemento, e que os macronutrientes Ca, Mg, P e K apresentaram maior
bioacessibilidade, para a maioria das amostras de batata, enquanto as menores fracoes
bioacessiveis foram encontradas nos micronutrientes Cu, Zn e Fe. Este resultado pode ser
explicado a partir da essencialidade e necessidade desses elementos tanto para os
vegetais, frutas, tubérculos, como para os seres humanos (TOGNON, 2012). Os elementos

Cd, Pb e Cr, analisados nas fragdes bioacessiveis por GFAAS, estavam abaixo do LOQ
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(0,063 ug L' Cd, 0,65 ng L' Cr e 0,44 ug L' Pb) ndo sendo possivel inferir sobre suas

fracOes bioacessiveis.

Observa-se na Figura 18 que entre as diferentes cultivares de batata estudadas,
a amostra BDC foi a que apresentou menor fragdo bioacessivel para Ca (30%) e Fe,
enquanto a amostra BAC apresentou a maior fracdo bioacessivel de Mn (118%) e uma
fracao discrepante para Ca (146%), a qual deve ser melhor investigada. Para Mg (83 —
103%), P (59 — 75%), Mn (60 — 70%), exceto para a amostra BAC, e K (68 — 72%), os

teores das fragdes bioacessiveis apresentaram baixas variagdes entre as amostras.

Dentre os possiveis fatores para as diferentes fracoes bioacessiveis nas amostras
de batata, é valido ressaltar neste caso a composi¢cao quimica da matriz, visto que todas
as amostras foram submetidas ao mesmo ensaio de bioacessibilidade (P 1IN). Um bom
exemplo da influéncia da composi¢ao quimica da matriz é a baixa bioacessibilidade do Ca
na amostra de batata doce cultivada de forma convencional (BDC). A batata doce é um
alimento rico em 4cido oxalico (C2H204), o0 qual é conhecidamente um inibidor de absorgéo
de Ca, ocasionando em uma menor fracdo bioacessivel do Ca nessa amostra quando
comparadas as demais amostras estudadas (COZZOLINO, 2016). Ademais verifica-se que
a amostra BDC apresentou as maiores fragdes bioacessiveis de Zn e Cu, enquanto as
amostras com maiores fracbes bioacessiveis de Ca apresentaram menores fracdes
bioacessiveis desses elementos. Isso acontece visto que altos niveis de Ca presentes na
dieta, podem reduzir a bioacessibilidade e absorcao de Fe, Zn e Cu (COZZOLINO, 2016;
SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2015). Embora ainda ndo haja um consenso
sobre 0s mecanismos pelos quais o Ca exerce uma influéncia negativa na
bioacessibilidade e posterior absorgdo dos minerais, muitos autores sugerem um efeito em
nivel celular (COZZOLINO, 2016; YBARRA; COSTA; FERREIRA, 2001). Para que o Fe
ndo heme (Fe de origem vegetal — Fe3") seja absorvido pelo organismo humano é
necessario primeiro sua redugdo a Fe?" para que a proteina transportadora de ions
metalicos divalentes, conhecida como DMT-1, o transporte. Entretanto, essa proteina ndo
¢ especifica para o ion Fe?*, sendo responsavel também pelo transporte de ions divalentes
como Mn?*, Co?*, Cu?* e Zn?*. Dessa maneira, sugere-se que altos niveis de Ca?* (um ion
também divalente) iniba o transporte dos demais ions (GROTTO, 2008; YBARRA; COSTA,;
FERREIRA, 2001).

Outro exemplo relacionado a influéncia da composicao quimica das amostras
pode ser elucidado a partir do Fe. Esse nutriente tem sua fragao bioacessivel influenciada
positivamente pela presenca do acido ascérbico (CeHgOs) € do acido citrico (CsHsO7), seja
na batata ou em alimentos ingeridos juntamente com a batata, o que significa que, quanto

maior o teor desses compostos na batata, maior sera a fragao bioacessivel do Fe. Em
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contrapartida, o Fe tera sua fracdo bioacessivel reduzida em amostras de batatas que
apresentam maiores quantidades de fitatos (CeH1s024Ps) € alguns compostos fendlicos.
Isso ocorre, pois, a presenca dessas substancias pode alterar a forma quimica dos
nutrientes, bem como seu estado de oxidagao. A presenca de acido ascorbico no alimento
auxilia na redugéo do Fe*" (Fe de origem vegetal) a Fe?*, que possui uma melhor absorgao
pelas células. Por outro lado, compostos como o acido fitico podem ser ligar ao Fe (e
demais nutrientes), formando complexos insoluveis durante o processo de digestdo
humana, de maneira que o Fe se torna menos bioacessivel ao organismo humano (ANDRE
et al., 2014; COZZOLINO, 2016; LANE, RICHARDSON, 2014).

Em efeito, as condicbes ambientais, o tipo de solo, o tipo e a concentragcédo de
fertilizantes/agroquimicos utilizados, bem como a variedade genética das batatas, sao
fortes determinantes de sua composicédo matricial (ANDRE et al., 2014; ANDRE et al.,
2015; BURGOS et al., 2007).

Da mesma forma os fatores genéticos dos individuos, como estado nutricional,
sexo, idade e fatores gastrointestinais influenciam na quantidade dos nutrientes liberada
pelos alimentos, isso porque fatores como o pH e as concentragdes das enzimas nas
sucessivas etapas de digestdo podem alterar a forma quimica em que os elementos se
encontram (COZZOLINO, 2016).

O fato é que, independentemente do fator pelo qual a bioacessibilidade ¢é alterada,
a maioria dos elementos estudados apresentou fragdes bioacessiveis menores do que
100%, o que significa que quase sempre a exposig¢do interna (digestdo) do nutriente é
menor que o seu teor total presente na amostra. Dessa forma se observa a necessidade
de adequacao dos calculos do IDR a partir das fragdes bioacessiveis, uma vez que
somente os teores bioacessiveis € que estdo disponiveis para a efetiva absorcao e

utilizacao por parte do organismo humano.

Os nutrientes investigados nesse trabalho sdo de suma importancia para o bom
funcionamento do organismo humano. O Ca além de ser um dos minerais mais importantes
para a manutencao da vida, também é o mineral mais abundante no corpo humano, sendo
responsavel por aproximadamente 1 a 2% do peso corporal. Esse nutriente possui diversas
funcbes tais como as fungdes estruturais, de formacdo e manutencao do esqueleto,
regulagado tempo-espacial na fungéo neuronal entre outras. Acredita-se, ainda, que o Ca
seja capaz de atuar na inibicdo da proliferagéo de certas células cancerigenas. Sendo o
Ca um dos nutrientes mais importantes para os seres humanos, e sua deficiéncia pode
causar diversos disturbios ocasionando doencas como raquitismo, osteoporose,

hipertensao, doencas cardiovasculares, obesidade entre outras (COZZOLINO, 2016).
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Assim como o Ca, o P é considerado um dos principais componentes dos 0ssos
e dos dentes. O P faz parte da estrutura quimica dos fosfolipidios, fosfoglicideos,
fosfoproteinas, acidos nucleicos e nucleotideos, grupos esses importantes para a
agregacao plaquetaria. Dentre suas diversas fungbes no organismo humano, o P também
apresenta a fungdo de tamponamento de sistemas acidos ou alcalinos, auxiliando na
manutencéo do pH, além de ser componente chave de duas moléculas de vital importancia,
o ATP e o 2,3-difosfoglicerato. Devido aos altos niveis de fosfato presente em animais e
plantas que fazem parte da rotina alimentar dos seres humanos a deficiéncia de P é
considerada rara, ocorrendo majoritariamente em razao da falta de administracao desse
mineral em pacientes em terapia nutricional parenteral. Ja o K € um macronutriente
necessario para o funcionamento correto das fungdes celulares, tais como a transmissao
neural, a contragdo muscular, entre outras. A deficiéncia desse elemento esta relacionada
a perdas por vOmitos, diarreias, desnutricdo grave ou cirurgias, € em caso moderados
ocasiona no aumento da pressao sanguinea, aumento no risco de calculos renais,
sensibilidade ao sal entre outros problemas. Em casos de deficiéncia aguda observa-se
sintomas como arritmias cardiacas, fraqueza muscula e intolerAncia a glicose
(COZZOLINO, 2016).

O Mg é um cofator (auxilia nas fungdes cataliticas) em mais de cem reacobes
enzimaticas, além de ser extremamente importante no metabolismo de diversos nutrientes
(Ca, K, P, Zn, Cu, Fe etc.), porém sua principal funcao esta relacionada a estabilizacao da
estrutura de ATP nos musculos e em outros tecidos moles. A baixa absorcéo de Mg esta
relacionada a elevacao da pressdo sanguinea, bem como aumento da excitabilidade

muscular, arritmias cardiacas e outros diversos problemas (COZZOLINO, 2016).

Os micronutrientes Fe, Cu, Zn e Mn, assim como os macronutrientes,
desempenham papeis importantes no organismo humano. No que diz respeito ao Fe, uma
de suas fungdes mais importante esta relacionada ao transporte de oxigénio através da
hemoglobina para os eritrocitos e através da mioglobina para os musculos. Sua deficiéncia
esta intrinsicamente relacionada a anemia, considerada a doenga de maior incidéncia
causada pela deficiéncia de um micronutriente. O Cu possui fungbes organicas bem
especificas para respiracao celular, oxidacao e transporte de Fe, além de possuir um
envolvimento consideravel nos metabolismos do esqueleto, no sistema imunolégico e na
reducao do risco de doencas cardiovasculares. Sua auséncia no organismo & ocasionada
por doencas como doenga de Crohn, doencga celiaca, fibrose cistica e sindrome do intestino
curto. A deficiéncia desse nutriente pode afetar o sistema nervoso causando graves danos
neurologicos, e também, conduz a anemia. O Zn tem suas fun¢des principais relacionadas

ao sistema catalitico, estrutural e regulatério no organismo humano, atuando assim, de



86

forma fundamental no sistema imune. Sua deficiéncia no organismo esta relacionada a
disturbios como anorexia, alteragdo do paladar, alopecia, disfungdes imunolégicas, entre
outros. O Mn € um micronutriente indispensavel no metabolismo dos macronutrientes,
auxiliando na formacao de tecidos, ossos e dos processos reprodutiveis. Assim como para
o P, a deficiéncia de Mn é considerada rara em seres humanos (COZZOLINO, 2016). Dada
a importancia dos nutrientes estudados, os calculos de IDR foram realizados para os teores

encontrados nas fragdes bioacessiveis (Tabela 23).

Tabela 23 Valores de ingestdo diaria a partir do consumo de batatas, levando-se em
consideracao os teores obtidos pelas fragdes bioacessiveis dos nutrientes, em relagao as
quantidades estabelecidas pela RDC 269 da ANVISA e pela WHO (2012).

Analitos Amostras ANVISA WHO
BMC BMO BAC BDC

Ca (mg) 7,62 6,79 7,44 3,49 Adultos 1000 -
512 456 5,00 2,35 Criangas 300 - 700 -
Mg (mg) 26,49 18,99 29,84 10,41 Adultos 260 -
17,81 12,77 20,07 7,00 Criancas 36 — 100 -
P (mg) 3468 52,82 42,42 20,52 Adultos 700 -
23.32 3552 28,53 13,80 Criancas 100 — 1250 -
Cu (mg) - 0,06 0,04 0,11 Adultos 900 -
- 0,04 0,03 0,08 Criancgas 200 - 440 -
Mn (mg) 0,12 0,07 0,16 0,19 Adultos 2,3 -
0,08 0,06 0,11 0,13 Criancas 0,003-1,5 -
Zn (mg) 0,30 0,08 0,18 0,11 Adultos 7 -

0,20 0,05 0,12 0,07 Criangas 28-5,6 -

Fe (mg) 0,26 0,25 0,14 Adultos 14 -
0,18 0,177 0,09 - Criangas 0,27 -9,0 -
K (9) 0,53 0,39 0,45 0,17 Adultos - 3,5
0,35 0,27 0,30 0,11 Criancas - 3,5

BMC - batata Monalisa convencional; BMO — batata Monalisa orgénica; BAC — batata
Asterix convencional e BDC — batata doce convencional.

Os valores reportados na Tabela acima indicam que a batata continua possuindo
uma significativa contribuicao para a ingestao diaria da maioria dos nutrientes em relagao
as suas fragdes bioacessiveis. Dentre os quais destacam-se o Mg (de 4,0 a 11,5 % para
adultos e 10,3 a 29,5% para as criangas), P (de 2,9 a 7,5% para adultos e 2,0 a 5,3% para
as criangas), Mn (de 3,3 a 8,2% para adultos e 6,8 a 17% para as criangas), Zn (de 1,1 a
4,3% para adultos e 1,2 a 4,8% para as criancgas) e K (de 4,9 a 15,1% para adultos € 3,3 a
10,1% para as criangas). Os elementos Ca e Cu possuem baixa contribuigdo nutricional
tanto para o teor total (Tabela 17) como para a fragcdo bioacessivel. Enquanto o Fe
apresenta uma menor contribuicdo nutricional quando sua fracdo bioacessivel é
considerada. A comparacgao entre as contribuigcdes nutricionais da batata em relagdo aos
teores totais e as fragdes bioacessiveis podem ser observadas nas Figuras 19 e 20 a

seqguir.



Figura 19 Grafico de comparacao entre a contribuicdo nutricional, das diferentes
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cultivares de batata, em relacao ao teor total e as fragbes bioacessiveis de (a) K, (b) Ca,

(c) Mg, P, Mn, Zn e Fe e (d) Cu para adultos.
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Figura 20 Grafico de comparacgao entre a contribuicdo nutricional, das diferentes
cultivares de batata, em relagao ao teor total e as fragdes bioacessiveis de (a) K, (b) Ca,
(c) Mg, P, Mn, Zn e Fe e (d) Cu para criangas.

TT — Teor total / FB — Fragao bioacessivel / BMC — Batata Monalisa convencional / BMO — Batata
Monalisa organica / BDC — Batata Doce convencional / BAC — Batata Asterix convencional
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Comparacao entre as contribui¢cdes do teor total e das
fragbes bioacessiveis na nutricdo de criancas
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Observa-se, a partir dos graficos, que o para os elementos Ca, Mg, Mn e Fe as
maiores contribuicdes nutricionais dizem respeito a nutricdo infantil, enquanto que os
nutrientes P e Zn a contribuigéo foi mais significativa para os adultos. Isso, levando-se em
consideracdo a média de teores recomendados por dia para as criangas, 0s quais variam
de acordo com as faixas etarias. Essas diferengas estao relacionadas tanto aos teores de
nutrientes indicados na ingestao diaria, bem como com o peso e o estado nutricional do
individuo e com a quantidade de alimento ingerido. Como pode ser observado na Tabela
23, a necessidade dos minerais no organismo humano varia de acordo com a idade do
individuo. Para melhor elucidar essa observagao, tomamos como exemplo a quantidade
diaria recomendada para o Ca: enquanto criangas de 0 a 6 meses necessitam de 300 mg
por dia, criancas de 7 a 10 anos devem ingerir 700 mg, e os adultos de modo geral,

requerem 1000 mg por dia. O mesmo ocorre para os demais minerais (ANVISA, 2005). A
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menor quantidade na fase infantil ndo esta relacionada a menor necessidade dos nutrientes
e sim a fatores do individuo, como peso, idade, fatores genéticos entre outros. Ainda
utilizando o Ca como exemplo percebe-se a necessidade de maiores ingestdes diarias por
parte dos adultos devido a perda desse elemento pelo organismo. Como ja mencionado,
dentre as diversas fungdes exercidas pelo célcio no organismo, esse elemento esta
intrinsicamente relacionado a formacao e manutencao da estrutura éssea corporal. Porém
devido ao processo de ressorgao (liberagdo do calcio do osso), mulheres na menopausa e
homens idosos tendem a perder significativamente esse elemento, necessitando de
maiores quantidades de Ca, enquanto em criangas o processo de formacao Ossea se

sobrepde ao processo de ressorgao (COZZOLINO, 2016).

4.6 Estudos das fracoes biodisponiveis dos nutrientes inorganicos presentes nas

amostras de batata

Para que as células se multipliquem, permanecam em cultura, formem a
monocamada e se diferenciem é necessario que se disponibilize meios de cultura que
promovam a nutrigdo celular e que simulem as condi¢des adequadas para a cultura celular.
Nesse sentido, componentes basicos como sais, vitaminas, aminoacidos, proteinas,
antibioticos entre outros sdo comumente utilizados nos meios de cultura. Para as células
Caco-2, os nutrientes necessarios sao disponibilizados a partir do meio de cultura DMEM
contendo elevado teor de glicose suplementado com soro fetal bovino, solugdo de
aminoacidos, L-glutamina, piruvato de sddio, antibiéticos e HEPES. Porém, o meio de
cultura suplementado, nesse caso, tem a fungao ndo somente de fornecer nutrientes, bem
como oferecer outros fatores como os de crescimento e de adesao celular ao substrato e
de promoverem o tamponamento do meio de cultura. Entretanto, além do meio de cultura,
para a proliferacdo e sobrevivéncia das células o controle de outros parametros fisico-
quimicos como pH, temperatura, umidade e controle da composi¢ao atmosférica (% COz e
0O2) também sé&o essenciais (GONCALVES & SOBRAL, 2020). Dessa forma, visando o
crescimento adequado da cultura celular Caco-2, o fornecimento de nutrientes foi realizado
a cada 48 - 72 horas e as células foram mantidas incubadas a 37 °C em atmosfera
controlada com 5% de CO, e 95% de ar, como descrito em materiais € métodos (se¢ao
3.8). Para a troca do meio de cultura e repique (subcultivo) foi necessario avaliar o
crescimento e aderéncia das células a partir do microscopio 6ptico invertido. Para a troca
do meio observou-se ainda os aspectos fisicos do meio como coloragdo e opacidade e o
aspecto quimico: pH do meio (o qual deve estar entre 7,0 e 7,6). A depender da confluéncia,

repiques (> 70%) ou a troca do meio (< 70%) foi realizada.

No que se refere aos ensaios de biodisponibilidade utilizando-se as células Caco-

2, como ja descrito na introducao, a formacao da monocamada e a diferenciacdo das
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células sao imprescindiveis. Na Figura 21 é possivel verificar a formagéo da monocamada
obtida para as células cultivadas em laboratério apds 8 a 10 dias de sua insergao nos
insertos poliméricos, Transwell®. Apesar da sua heterogeneidade, observou-se contornos
evidentes indicando a formagao de uma monocamada. Para verificagdo da integridade da
monocamada, além da observagao morfolégica das células, mediu-se a resisténcia elétrica
transepitelial (TER) antes e durante os experimentos. A TER fornece informacdes sobre a
proximidade e integridade das juncdes de oclusdo (juncdes estreitas) presentes na
monocamada, isso porque, a barreira formada pelas jungdes constitui um obstaculo para
a troca de eletrdlitos entre o compartimento apical e basolateral, gerando uma resisténcia
elétrica. De modo que a resisténcia transepitelial indica o quao confluente e justapostas
estdo as células na monocamada. Quanto mais justapostas, maior a dificuldade de
transporte de um compartimento para o outro e maior a resisténcia transepiteial (PRESS &
DI GRANDI; 2008). Assim sendo, conforme descrito em Peixoto (2015), somente os pogos
com monocamada que apresentaram TER maiores que 250 Q cm? foram utilizados, visto
que valores acima de 250 Q cm? indicam uma confluéncia com células justapostas
adequadas para os ensaios de biodisponibilidade.

Figura 21 Micrografia optica das células Caco-2 em meio de cultura.
aumento de 20 vezes

Além dos fatores anteriormente citados, para os estudos de absorcdo de
compostos e elementos quimicos inorganicos utilizando-se células Caco-2, como neste
trabalho, a concentragao da osmolalidade também deve ser levada em consideracgao, afim
de garantir a integridade da monocamada formada, a qual mimetiza a barreira fisica no
epitélio intestinal. Valores de osmolalidade discrepantes de 310 mOsm Kg' podem levar a

lise (morte) celular e a desintegragéo das monocamadas (VERHOECKX et al. 2015). Desse
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modo as fra¢des bioacessiveis das amostras de batata BMC liofilizada bem como a solugéo
salina utilizada no compartimento basolateral, foram avaliadas. A solugdo salina
apresentou uma osmolalidade de 304 mOS Kg”', enquanto as amostras de batata
apresentaram 480 + 9,7 mOSm Kg' sendo necessaria a diluigdo da amostra com agua
ultrapura. De modo que para inser¢cdo da fracdo bioacessivel nos insertos poliméricos
contendo as células, uma diluicao de aproximadamente 1,6 vezes foi realizada, obtendo-

se valores finais de osmolalidade de aproximadamente 306 + 5,0 mOSm Kg-'.

Assim como reportado no trabalho de Peixoto (2015), em relagdo aos ensaios de
biodisponibilidade, os teores de Ca, K, e Mg nao puderam ser quantificados pelas técnicas
espectrométricas, utilizadas nesse trabalho, visto os altos teores desses elementos nos
reagentes utilizados durante os experimentos. Observou-se também, que, assim como nos
estudos relativos as fragbes bioacessiveis, os altos teores de elementos presentes nos
reagentes e a grande quantidade de reagentes utilizados geraram uma maior dispersao
nos resultados. De maneira que nesse estudo, uma dispersao elevada foi encontrada para
o Cu (RSD > 40%), ndao sendo possivel avaliar seus resultados. Para os analitos Fe, Mn,
P e Zn valores de recuperagado entre 60 e 95% foram obtidos para os ensaios de
biodisponibilidade, conforme Figura 22, de modo que os seus resultados serao discutidos
posteriormente nesse trabalho. Nesse caso, utilizou-se das fragdes bioacessiveis, obtidas
através do protocolo padronizado P 1IN (INFOGEST), nos compartimentos apicais, para
0s ensaios de biodisponibilidade baseado no trabalho de Peixoto (2015).

Figura 22 Valores de recuperagéo para os analitos Fe, Mn, P e Zn presentes na fragcao
biodisponivel aplicando-se o protocolo de biodisponibilidade baseado em Peixoto
(2015) in vitro (células Caco-2), utilizando-se das fragbes bioacessiveis do protocolo P

1IN (INFOGEST) para as amostras de batata Monalisa convencional (BMC) em base
seca.

Recuperagao
120

100

80

60

40

20

0
Fe Mn P Zn

Na Figura 23 é apresentado os teores dos elementos Fe, Mn, P e Zn aplicando-
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se o protocolo, referente aos ensaios de biodisponibilidade, de Peixoto (2015) para a
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avaliacdo da fracdo biodisponivel. Observou-se que as fragdes biodisponiveis variaram
entre 4,9% a 22% a depender do analito.

Figura 23 Teores dos elementos Fe, Mn, P e Zn presentes nas fragdes biodisponiveis
aplicando-se o protocolo de biodisponibilidade baseado em Peixoto (2015) in vitro
(células Caco-2) utilizando-se das fragdes bioacessiveis do protocolo P 1IN (INFOGEST)
para as amostras de batata Monalisa convencional (BMC) em base seca (Valor médio +
desvio padrao, n = 6)
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Assim como nos estudos de bioacessibilidade, as fracbes biodisponiveis dos
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minerais podem ser influenciadas por diversos fatores, como os tipos de ligagdes quimica
desses elementos na matriz, a presenga ou auséncia de outros componentes alimentares,
metabolizacdo, estado nutricional e de saude do individuo, entre outros (AFFONFERE et
al., 2023).

Para o Fe estima-se fragcdes biodisponiveis entre 15 a 20% considerando o Fe
heme, em dietas mistas (carnes e demais grupos alimentares), enquanto que para o Fe
nao heme, a disponibilidade é variavel, contudo, sempre baixa. Ademais, ao tempo em que
a absorgao do Fe heme nao ¢ influenciada pelo estado nutricional do individuo, a absorc¢ao
do Fe ndo heme ¢ influenciada significativamente ndo somente por esse fator, bem como
pela dieta alimentar (COZZOLINO 2016; SANTO et al., 2004). De modo que, apesar da
baixa biodisponibilidade de Fe (4,9%) nesse trabalho, estudos relatam que dentre o grupo
das hortaligas, leguminosas e tubérculos, a batata € o alimento que apresenta maiores
fragbes biodisponiveis devido a presencga de vitamina C e de baixos niveis de acido fitico
como explicado anteriormente na secao 4.5 (PADMANABHAN et al., 2016). Assim como
para o Fe, a biodisponibilidade do Zn (12%) nesse trabalho ficou abaixo do estimado por
Cozzolino (2016), a qual indica uma absorgao entre 20 e 40%. A menor absorgéo de Zn,
em relacdo a literatura, pode estar relacionada dentre varios fatores ao teor de Ca

apresentado nas amostras de batata Monalisa convencional. Pois, além do fato supracitado
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do ion Ca?" inibir o transporte dos metais divalentes, o calcio pode ainda formar complexos

insoltveis com o zinco diminuindo sua absorg¢ao no organismo humano.

A biodisponibilidade do fésforo e manganés, assim como dos demais elementos
€ influenciada pela forma quimica dos elementos no alimento e pela presenca de uma série
de substancias como exemplificado para o ferro e zinco. Segundo a literatura o fésforo
organico (naturalmente encontrado no alimento) apresenta uma menor disponibilidade,
visto que necessita da agdo de enzimas digestivas para ser hidrolisado e absorvido na
forma inorganica. O manganés tem sua absor¢ao afetada principalmente por fontes de
carboidratos, proteina animal e pela presenga de outros minerais, dentre os quais o Fe é
considerado o principal. Em efeito, um estudo realizado por Finley (1999) observou que em
mulheres com baixa ferritina (proteina que reserva ferro) e baixa ingestdo de manganés, a
absorcao do desse elementos foi 5 vezes maior do que em mulheres que apresentaram
ferritina alta. De modo que, ao contrario do que se presume, para 0 manganés, a eficiéncia
de absorcao parece ser favorecida com a ingestdo de menores teores. Tal fato esta
relacionado aos mecanismos de absor¢gdo por parte do organismo humano. Ademais,
assim como para o Fe e Zn, a presenca de acido fitico presente na dieta a base de vegetais
€ responsavel pela baixa biodisponibilidade de elementos como P e Mn (SANDBERG,
2002, COZZOLINO 2016, AFFONFERE et al., 2023). De modo que o fato da batata
apresentar um baixo conteudo de acido fitico pode estar relacionado a uma maior fragcao

biodisponivel (22%) do fésforo e (15%) manganés nesse estudo.

O acido fitico (CeH18024Ps) € um acido organico que tem como papel fisiologico a
reserva de fosforo, de energia, bem como ser fonte de cations nos vegetais (COSGROVE,
1963). A depender do pH do meio, o acido fitico pode apresentar diferentes conformagodes
(Figura 24), e sua estrutura indica o alto potencial quelante, visto a presenca de 12 dtomos
de hidrogénio substituiveis. Em valores de pH superior a 11,3 a maior parte dos grupos
fosfatos (5) encontra-se na posigao axial, ja em pH abaixo de 10 a configuragdo muda de
maneira que a maior parte do grupo fosfato (5) encontra-se na posicéo equatorial. As
conformagdes variam de acordo com o pH de forma a fornecer maior estabilidade a
molécula a partir da minimizacdo das repulsdes eletrostaticas da molécula (PATO;
NOAILLY; MOSSOYAN, 1999).
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Figura 24 Conformacgdes do acido fitico: (a) cinco posi¢des equatoriais e uma axial; e (b)
cinco posigcdes axiais e uma equatorial.

o]
(@) o |l o (b)
O ~p7 O
O Ll O ” -
I I ?“‘01—1 o 5p-f
—0O o
Ho_r|> OH HO_j OH | 0 o
\ 2l
0
O 2 (_‘p"r|x"0
o —— (s}
"
p- o i
Ho. |l oH P— OH o} %
P~ | | P (8]
| OH s o |
o o | o 0 /P
o | o
0

Fonte: PATO; NOAILLY; MOSSOYAN, 1999

Ademais, o acido fitico pode sofrer processos de desfosforolilagao durante os
processos de armazenamento, cocgdo e digestdo dos alimentos, de forma a produzir
compostos pentafosfato (IP°), tetrafosfato (IP*), trifosfato (IP%) e até mesmo compostos
difosfato (IP?) e monofosfato (IP"). Entretanto somente os compostos puro com seis e com
cinco grupos fosfatos apresentam efeitos antinutricionais em relacdo aos mineriais. Isso
ocorre, visto que 6 dos 12 prétons substituiveis sdo fortemente dissociados (pKa <3,5), de
maneira que em compostos com 6 e 5 grupos fosfatos, o acido fitico adquiri carga
fortemente negativa em uma ampla faixa de pH (acima de 5), interagindo facilmente com
os cations (e com proteinas até em valores de pH=10). (SANDBERG et al., 1989;
PERSSON, 1998).

Segundo Thompson (1987), em pH intermediario, entre 5 a 10, além das ligagdes
diretas entre os cations metdlicos e o acido fitico (ligagdo tipo O-M?*-0O), as proteinas
presente no meio podem também formar complexos ternarios com os cations e o acido
fitico (ligagbes O-M?*-proteinas). O fato € que devido a estabilizagio adquirida a partir da
complexacao dos metais e proteinas ao acido fitico em pH intermediario, os complexos
formados sdo em geral insoluveis, nao permitindo a absorcao por parte do organismo,
como por exemplo a partir da proteina transportadora de ions metalicos divalentes, DMT-
1 (COZZOLINO, 2016; SANDBERG et al., 1989; PERSSON, 1998).

Em relacdo a contribuicdo nutricional das fragdes biodisponiveis, percebe-se uma
reducao significativa visto as baixas taxas de transporte do compartimento apical para o
basolateral. Entretanto, mesmo para as fracbes bioacessiveis, estudos que levem em
consideracao o estado no qual as batatas sdo ingeridas se fazem necessarios para um
melhor entendimento de suas fung¢des nutricionais. Segundo relatado por Tognon (2012)

os alimentos quando cozidos tendem a apresentar perdas dos nutrientes correspondentes
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ao teor total, porém ha um aumento nas fragdes bioacessiveis dos elementos, a qual pode
influenciar na bioacessibilidade desses elementos. Esses fatos estdo relacionados a
capacidade das moléculas de agua em “modificar” os compostos. As moléculas de agua
sdo capazes de atingir o interior do alimento e solubilizar uma parte dos elementos,
transportando-os para fase liquida e diminuindo suas concentragbes na fase sdlida. Em
contrapartida, as moléculas de agua, quando em elevada temperatura, séo capazes de
desnaturar as proteinas e descaracterizar as fibras naturais, gelatinizando o amido, de
forma a tornar os nutrientes mais bioacessiveis, visto a fragilizacao entre as ligagdes que
ocorrem entre os nutrientes e os demais componentes alimentares. Em efeito, quando os
resultados obtidos nesse estudo (amostras de batatas cruas) sdo comparados ao estudo
de Andre et al. (2015), onde o teor bioacessivel foi obtido a partir de amostras de batata
cozidas, observa-se um aumento na fragdo bioacessivel de 11 — 40 % (obtidas nesse
estudo) para 64 — 79%.

Ademais, o estudo de outros fatores como a ingestdao de grupos alimentares
também se mostra necessario, pois como elucidado por Cozzolino (2016) os minerais e
elementos — tragos sdo mais lentamente absorvidos quando consumidos com outros
componentes da dieta alimentar do que quando ingeridos isoladamente. Assim sendo,
estudos que levem em consideracdo os componentes alimentares dos alimentos,
comumente, ingeridos juntamente com a batata e sua forma de ingestao devem ser levados

em consideragao para uma analise mais eficaz sobre sua contribuicao nutricional.
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CONCLUSAO

Como bem elucidado na literatura, o método de mineralizacéo acida assistida por
radiacdo micro-ondas forneceu solugcdes compativeis para as técnicas analiticas
espectrométricas empregadas nesse trabalho. Bem como os métodos analiticos
empregados em ICP OES e ICP-MS apresentaram adequados parametros de desempenho
para a quantificacdo confiavel dos nutrientes/contaminantes inorgénicos presentes nas
amostras de batata. Para a técnica GFAAS, os métodos desenvolvidos apresentaram
adequada seletividade, sendo possivel empregar uma curva analitica de calibragdo externa
de modo a facilitar sua execu¢do sem a necessidade de consumo de amostras para os

elementos Cd, Cr e Pb, além de ter apresentado parametros de desempenho satisfatérios.

Em relacao aos estudos das fragdes bioacessiveis e biodisponiveis, os protocolos
in vitro utilizados tem se mostrado adequados, de acordo com a literatura, para a simulagao
e mimetizacdo da digestao gastrointestinal e o processo de absor¢cdo dos elementos
quimicos na fase intestinal pelo organismo humano. Entretanto para situacdes diversas em
que o individuo pode se encontrar, como por exemplo, ser portador de doencas,
desnutricao, estar em estado de gestacao entre outros, os parametros dos protocolos in
vitro devem ser ajustados. Para os ensaios de bioacessibilidade realizados, apesar dos
dois métodos utilizados apresentarem valores de recuperagao proximos para os analitos
investigados, com excecao do Fe, valores significativamente diferentes para as fragcoes
bioacessiveis foram obtidas para o Cu e o Zn. Fato este que pode estar associado a
interacao dos componentes da matriz com as solugdes utilizadas nos protocolos, visto que
no protocolo 2PE as enzimas foram solubilizadas em agua, enquanto no protocolo P 1IN
solugdes de simulagdo de cada etapa do processo digestivo foram utilizadas. Ademais,
além da diferenga dos valores obtidos para as fragdes bioacessiveis de Fe, Cu e Zn entre
os dois protocolos e da utilizagao das solugdes que simulam a fase oral, gastrica e intestinal
no protocolo P 1IN, optou-se pelo protocolo padronizado da INFOGEST, o qual permite

uma maior comparacao entre os trabalhos na literatura.

Apesar da influéncia de diversos fatores intrinsecos e extrinsecos inerentes ao
estudo realizado, quando na ingestdo de nutrientes por parte do organismo humano,
observou-se nesse trabalho que as amostras de batata apresentaram uma significativa
contribuicdo em relacao aos teores totais e suas fragdes bioacessiveis para Mg, P, K, Mn
e Zn, enquanto para o Fe a contribuicdo nutricional diminuiu consideravelmente para as
fracbes bioacessiveis (m m™') de 16% para 1,8% para adultos e 33% para 3,0% no caso
das criancgas, levando-se em consideracdo a amostra de batata Monalisa organica (BMO).
O Ca apresentou as menores contribuicdes no que diz respeito aos macronutrientes (0,7 a

1,6% para criancas e de 0,5 a 1,2% para adultos), mesmo apresentando elevadores teores
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totais e fragbes bioacessiveis proximas a 100 %, fato este que é devido a grande

quantidade recomendada de ingestao diaria (1000 mg).

No que se refere as fragcdes biodisponiveis observou-se que a batata apresenta
baixa contribuicao nutricional para todos os elementos estudados, dado as baixas fracoes
encontradas (fragdes menores que 23% m m™'). Ainda assim, observou-se na literatura que
quando o grupo de alimentos compostos por hortalicas, leguminosas e tubérculos é levado
em consideracao, a batata tende a apresentar uma melhor absor¢gdo de minerais como Fe,

Mn, Zn e P devido aos baixos teores de acido fitico.

Para os elementos que apresentam toxicidade a saude humana (Cd e Pb), tanto
os teores totais, se encontraram abaixo do limite maximo preconizado pela RDC 269/2005
da ANVISA, como as fragbes bioacessiveis (<LOQ: 0,063 ug L' Cd, e 0,44 ug L' Pb)
indicando o consumo seguro do alimento. Contudo, levando-se em consideragao a
presenca de elementos como Cd, Pb entre outros potencialmente toxicos em fertilizantes,
principalmente os fosfatados, e agroquimicos utilizados no cultivo da batata, bem como a
possibilidade da presenca desses elementos no proprio solo, um monitoramento continuo

deve ser realizado de forma a garantir a seguranca alimentar da populagao.

Assim sendo, os resultados obtidos a partir das fragdes bioacessiveis e
biodisponiveis corroboram a importancia de se levar em consideracao o processo de
digestdo e absorcédo dos nutrientes para avaliagdo dos riscos de ingestdo dos elementos

potencialmente toxicos, bem como a efetiva contribuigdo nutricional da batata.

Vale ressaltar também, que até o presente momento, a forma como o estudo esta
sendo conduzido e a abordagem/correlagédo dos resultados obtidos, conduz a novos
entendimentos acerca da matriz de estudo, principalmente em termos de seu efeito
nutricional, e também de seu potencial toxico ao individuo. Ademais, que seja de nosso
conhecimento, os resultados obtidos para a biocessibilidade de Ca, Mg, K, P, Cu, Mn e Zn
em amostras de batata e biodisponibilidade para Fe, Mn, P e Zn, sdo inéditos na literatura
cientifica. O que é relevante, sendo a matriz de estudo (batata) um dos alimentos mais

consumidos na atualidade.
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ETAPAS FUTURAS

Estudo sobre a influéncia de componentes alimentares na

bioacessibilidade dos elementos em estudo;

Estudos sobre os teores totais e as fragdes bioacessiveis e biodisponiveis

em amostras cozidas a partir de analises por ICP-MS;

Estudos sobre os teores totais e as fragdes bioacessiveis e biodisponiveis
de Na, visto a importdncia da bomba sddio-potassio no organismo

humano;

Desenvolvimento de método adequado para a quantificagdo de As nas

amostras de batata.
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Figura A1 Curva de calibragéo analitica utilizada para quantificacédo de Ca em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A2 Curva de calibracao analitica utilizada para quantificacido de Mg em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A3 Curva de calibragédo analitica utilizada para quantificagdo de P em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A4 Curva de calibracao analitica utilizada para quantificacdo de K em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A5 Curva de calibragéo analitica utilizada para quantificacédo de Cu em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A6 Curva de calibracao analitica utilizada para quantificacado de Mn em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A7 Curva de calibragio analitica utilizada para quantificacdo de Zn em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A8 Curva de calibracao analitica utilizada para quantificacao de Ba em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Figura A9 Curva de calibragio analitica utilizada para quantificacao de Fe em diferentes
amostras de batata por ICP OES.
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Tabela A2 Matriz referente ao planejamento fatorial completo 24 com ponto central utilizado
para a otimizacao de parametros instrumentais da técnica GFAAS para quantificacao de

As em amostras de diferentes cultivares de batata.

Tp

1200
850
1200
500
1200
500
500
1200
1200
1200
500
1200
500
850
500
500
500
1200

Ta

2000
2200
2000
2000
2000
2000
2400
2400
2000
2400
2400
2400
2400
2200
2000
2000
2400
2400

[PA(NO2);] Tempo de

2,5
5,0
7,0
2,5
7,0
7,0
7,0
2,5
2,5
7,0
7,0
2,5
2,5
5,0
2,5
7,0
2,5
7,0

To
2,0
3,0
4,0
2,0
2,0
4,0
4,0
4,0
4,0
2,0
2,0
2,0
4,0
3,0
4,0
2,0
2,0
4,0

SBR

-0,796
-0,953
-0,972
-0,917
-0,942
-0,971
-0,941
-0,912
-0,800
-0,959
-0,942
-0,846
-0,938
-0,943
-0,929
-0,951
-0,920
-0,935



