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RESUMO

Nos ultimos anos, o consumo de suplementos alimentares combinados com uma
alimentacao saudavel e balanceada tem sido incentivado. Nesse contexto, destaca-
se 0 uso de suplementos naturais, como camu-camu e espirulina, que s&o ricos em
minerais e componentes bioativos que auxiliam na manutengdo e no bom
funcionamento do organismo. No entanto, conhecer o conteudo total de minerais e
outros nutrientes néo é suficiente para fornecer o verdadeiro valor nutricional de um
alimento. A simulagao gastrointestinal in vitro permite estimar a fracdo bioacessivel
dos nutrientes que fica disponivel para ser absorvida pelo organismo. Existem estudos
da bioacessibilidade de compostos com propriedades antioxidantes em camu-camu,
porém a bioacessibilidade de minerais ainda nao foi relatada na literatura. A
bioacessibilidade de minerais em espirulina é relatada na literatura, mas a correlagao
entre alguns parametros da composigdo centesimal com a bioacessibilidade de
minerais ainda nao foi reportada. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi
determinar a concentragdo total de minerais (Ca, Mg, Zn, Fe, Mn e Cu) nesses
suplementos de diferentes marcas, avaliar a bioacessibilidade empregando um
método de digestdo in vitro padronizado pela BARGE (Grupo de Pesquisa em
Bioacessibilidade da Europa) e avaliar a correlagao entre proteinas, cinzas, lipidios e
fibras (insoluveis, soluveis e totais) com a fragdo bioacessivel dos minerais. O
conteudo total dos minerais foi determinado por espectrometria de absorgao atdmica
em chama (FAAS), apds digestdo acida assistida por micro-ondas, assim como as
fracdes bioacessiveis e residuais apds ensaios in vitro. Determinou-se ainda o teor de
vitamina C do camu-camu. Com base nos resultados obtidos para proteinas (53,3 -
67,2%) e fibras totais (13,3-20,8%), observou-se que a espirulina pode ser classificada
como produto com alto teor de proteinas e fibras, apresentando valores superiores a
12,0 % e 6,0 % respectivamente. O camu-camu apresentou teores de vitamina C
variando de 0,4 a 18,0 g 100 g™'. As concentragdes totais de minerais (mg kg') para
espirulina seguiram a ordem: Mg (2406,7 — 3155,8), Fe (664,4 — 2065,1), Ca (636,9 -
976,3), Mn (37,5 - 61,4), Zn (7,9 -19,8) e Cu (1,2-9,1), e em camu-camu destacaram-
se em Mg (57,2 — 9361,1), Ca (637,9 - 2414,8), seguidos de Fe (4,4 — 46,3), Mn (2,8
- 26,4), Zn (9,1 — 20,5) e Cu (0,4). A espirulina apresentou maiores fragoes
bioacessiveis na fase gastrointestinal (%) para Mg (82 - 91), Zn (82 — 90), Mn(64 - 81)
seguidas de Cu (59-100), Ca (50 - 76) e Fe (37 - 45). Suplementos de camu-camu
apresentaram fragdes bioacessiveis (%) para Cu (100), Fe(32-104) e Ca (64-89),
seguidas de Mn(7-93), Mg (4-99) e Zn (31-51), na fase gastrointestinal. A
bioacessibilidade mineral apresentou correlagbes negativas com a matriz,
principalmente com fibras alimentares que podem se ligar aos minerais e influenciar
na solubilidade do mineral no trato gastrointestinal. A bioacessibilidade de Fe
contribuiu com 6,6% da ingestao diaria de Fe recomendada no consumo de 1g de
espirulina. Para o camu-camu a contribuicao foi de 3,6 % para a ingestdao de Mg em
1g de camu-camu, e 1,1% para Mn. Assim, com base nesse estudo, foi possivel
avaliar o valor nutricional dos suplementos de camu-camu e espirulina em termos de
minerais, a partir das fracoes bioacessiveis dos minerais em estudo.

Palavras-chave: camu-camu, espirulina, Método UBM; digestao in vitro;
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ABSTRACT

In recent years, the consumption of dietary supplements combined with a healthy and
balanced diet has been encouraged. In this context, the use of natural supplements
stands out, such as camu-camu and spirulina, which are rich in minerals and bioactive
components that help in the maintenance and proper functioning of the body. However,
knowing the total content of minerals and other nutrients is not enough to provide the
true nutritional value of a food. In vitro gastrointestinal simulation allows estimating the
bioaccessible fraction of nutrients that is available to be absorbed by the body. There
are studies on the bioaccessibility of compounds with antioxidant properties in camu-
camu, but the bioaccessibility of minerals has not yet been reported in the literature.
The bioaccessibility of minerals in spirulina is reported in the literature, but the
correlation between some parameters of the proximate composition with the
bioaccessibility of minerals has not yet been reported. In this sense, the objective of
this work was to determine the total concentration of minerals (Ca, Mg, Zn, Fe, Mn and
Cu) in these supplements from different brands, evaluate bioaccessibility using an in
vitro digestion method standardized by BARGE (Research Group in Bioaccessibility of
Europe) and evaluate the correlation between proteins, ash, lipids and fibers
(insoluble, soluble and total) with the bioaccessible fraction of minerals. The total
mineral content was determined by flame atomic absorption spectrometry (FAAS),
after microwave-assisted acid digestion, as well as the bioaccessible and residual
fractions after in vitro tests. The vitamin C content of camu-camu was also determined.
Based on the results obtained for proteins (53.3 - 67.2%) and total fibers (13.3-20.8%),
it was observed that spirulina can be classified as a product with a high protein and
fiber content, presenting values greater than 12.0 % and 6.0 % respectively. Camu-
camu presented vitamin C levels ranging from 0.4 to 18.0 g 100 g-'. Total mineral
concentrations (mg kg') for spirulina followed the order: Mg (2406.7 — 3155.8), Fe
(664.4 — 2065.1), Ca (636.9 - 976.3), Mn (37.5-61.4), Zn (7.9 -19.8) and Cu (1.2-9.1),
and in camu-camu they stood out in Mg (57.2 - 9361, 1), Ca (637.9 - 2414.8), followed
by Fe (4.4 - 46.3), Mn (2.8 - 26.4), Zn (9.1 - 20.5) and Cu (0.4). Spirulina presented
higher bioaccessible fractions in the gastrointestinal phase (%) for Mg (82 - 91), Zn (82
- 90), Mn (64 - 81) followed by Cu (59-100), Ca (50 - 76) and Fe (37 - 45). Camu-camu
supplements presented bioaccessible fractions (%) for Cu (100), Fe (32-104) and Ca
(64-89), followed by Mn (7-93), Mg (4-99) and Zn (31 -51), in the gastrointestinal phase.
Mineral bioaccessibility showed negative correlations with the matrix, mainly with
dietary fibers that can bind to minerals and influence the mineral's solubility in the
gastrointestinal tract. The bioaccessibility of Fe contributed 6.6% of the recommended
daily Fe intake when consuming 1g of spirulina. For camu-camu the contribution was
3.6% for Mg intake in 1g of camu-camu, and 1.1% for Mn. Thus, based on this study,
it was possible to evaluate the nutritional value of camu-camu and spirulina
supplements in terms of minerals, based on the bioaccessible fractions of the minerals
under study.

Keywords: camu-camu, spirulina, UBM method; FAAS; in vitro digestion.
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1. INTRODUGAO

Os consumidores de hoje estdo cada vez mais atentos a seguranga alimentar,
qualidade dos alimentos e questdes relacionadas com a saude visando evitar o
surgimento de doengas cronicas como a obesidade, osteoporose e diabetes
(CENCIC; CHINGWARU, 2010; GULDAS et al., 2022). A deficiéncia nutricional ainda
representa uma grande ameaca a saude e ao desenvolvimento das populagdes em
todo o mundo, especialmente em paises de baixa renda (WHO, 2021). A melhor forma
de melhorar a nutricdo e a saude humana, ainda € diversificar a dieta alimentar,
incluindo suplementos que apresentem quantidades razoaveis de nutrientes
essenciais como: minerais, vitaminas, antioxidantes e compostos bioativos
(BALDERMANN et al., 2016). Nesse contexto, e seguindo uma tendéncia mundial por
produtos alimenticios inovadores, os suplementos alimentares vem se tornando cada
vez mais populares, apresentando-se como opg¢des viaveis na suplementacao
nutricional da populagdo em geral (LAFARGA, 2019).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os suplementos
alimentares s&o caracterizados como produtos para ingestao oral, apresentado como
formulas farmacéuticas, destinado a suplementar a alimentacdo de individuos
saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probiéticos, isolados ou
combinados (ANVISA, 2018a). E comprovado que o consumo de suplementos
alimentares enriquece nutricionalmente a dieta (FULGONI et al., 2011), e diminui a
deficiéncia de minerais quando comparado a dieta de nao-consumidores de
suplementos (BAILEY et al., 2011).

A demanda global por suplementos alimentares a base de microalgas esta
crescendo, sendo cada vez mais consumidas devido aos beneficios funcionais que
elas oferecem, além das contribuigdes a nutricdo e a saude (WELLS et al., 2017). Elas
podem ser consideradas como um ingrediente alimentar alternativo e promissor,
devido a sua composig¢ao nutricional, riqueza em compostos bioativos e por serem
consideradas uma fonte proteica sustentavel para o futuro (BATISTA et al., 2017). A
maior parte da biomassa das microalgas comercializada para fins alimenticios € de
espirulina, vendida principalmente como suplemento alimentar em comprimido,
capsula ou em po (LAFARGA, 2019). Sua excelente composig¢ao nutricional e bioativa

possui propriedades imunoestimulantes, antioxidantes, antitumorais, neuro



protetoras, anti-inflamatorias, hipoglicemiantes e prebidticas (BORTOLINI et al.,
2022). Os varios compostos bioativos da espirulina incluem ficocianina,
polissacarideos, acidos graxos poliinsaturados, em especial o acido y-linolénico,
compostos fendlicos, vitaminas, carotenoides, oligoelementos e minerais (HAN et al.,
2021).

Similarmente aos suplementos a base de microalgas, alguns frutos de espécies
nativas brasileiras, embora apresentem composi¢cao nutricional benéfica a saude
humana, ainda sdo negligenciados e subutilizados na rotina alimentar da populagao
brasileira (PEREIRA et al., 2013). O aumento do conhecimento sobre a composigao
e atividades bioldgicas das frutas brasileiras subutilizadas, como as do género
Myrciaria, pode estimular seu consumo, o uso comercial na industria alimenticia,
farmacéutica e cosmética, criando oportunidades de lucro financeiro para as
populagdes locais, bem como a restauracdo ambiental pelo aumento do cultivo dessas
espécies (SCHULZ et al., 2020). O camu-camu € um exemplo disso e possui varios
compostos nutricionais, como aminoacidos e acidos graxos essenciais, vitaminas,
minerais, bem como fitoquimicos, antioxidantes e substancias anti-inflamatérias
(CASTRO; MADDOX; IMAN, 2018). No Brasil, o camu-camu ainda é pouco
consumido, principalmente in natura, devido a elevada acidez da polpa, sendo
necessario promover o desenvolvimento de derivados mais favoraveis ao paladar
(MATTIETTO; CARVALHO; RIBEIRO, 2019).

Embora os suplementos alimentares apresentem elevado valor nutricional com
base em alguns nutrientes, deve-se destacar que nem sempre o conteudo nutricional
presente no suplemento, sendo ele mineral ou qualquer outro nutriente, é
disponibilizado totalmente no trato gastrointestinal para ser absorvido. Este fato esta
relacionado ao conceito conhecido como bioacessibilidade, que diz respeito a fracédo
de uma substancia, seja ela essencial ou contaminante, que é liberada a partir da
matriz alimentar no sistema digestério e fica disponivel para absorgao intestinal. O
estudo da bioacessibilidade pode ser realizado por meio de digestdes in vitro do
alimento, simulando as condicdes gastrointestinais do corpo humano (TOKALIOGLU
et al., 2014). Métodos in vitro sao amplamente utilizados para estudar o
comportamento gastrointestinal de nutrientes como: minerais, vitaminas e

antioxidantes. Estes métodos tém a vantagem de serem mais rapidos, menos
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onerosos financeiramente, menos trabalhosos e sem restrigdes éticas comparados
aos métodos in vivo (MINEKUS et al., 2014).

Diferentes matrizes foram investigadas em ensaios in vitro como por exemplo:
farinhas funcionais (FERREIRA; TARLEY, 2021), carne de cordeiro (DE HIGUERA et
al., 2021), suplementos nutricionais (TOKALIOGLU et al., 2014), frutas (DE LIMA et
al., 2014; KHOUZAM; POHL; LOBINSKI, 2011), paes e biscoitos (URIBE-
WANDURRAGA et al., 2020; VITALI; VEDRINA DRAGOJEVIC; SEBECIC, 2008),
frutos do mar e peixes (MOREDA-PINEIRO et al., 2012), café solivel (STELMACH,;
SZYMCZYCHA-MADEJA; POHL, 2016) e mel (BILUCA et al., 2017). Contudo, ndo é
relatado na literatura estudo de bioacessibilidade de minerais essenciais em espirulina
e camu-camu, correlacionando a composicdo centesimal e sua influéncia na
disponibilidade desses nutrientes.

Buscando estabelecer um procedimento padronizado e validado de
bioacessibilidade in vitro, para estudar a bioacessibilidade humana, via trato
gastrointestinal, o Grupo de Pesquisa em Bioacessibilidade da Europa (BARGE)
desenvolveu um método unificado de bioacessibilidade (UBM). Este método, é capaz
de fornecer dados reprodutiveis e robustos, com um protocolo detalhado de
orientagdes e recomendagdes. Além disso, simula os processos quimicos que
ocorrem na boca, estbmago e no intestino, usando solugdes sintéticas que mimetizam
a composi¢cdo dos sucos gastrointestinais, sendo amplamente empregado em
diferentes amostras alimenticias (ANDRADE et al.,, 2020; COSTA et al., 2022;
FERREIRA; TARLEY, 2021; INTAWONGSE; KONGCHOUY; DEAN, 2018;
TOKALIOGLU, 2022; TOKALIOGLU et al., 2014; XU et al., 2023; ZHUANG et al.,
2020). Diante disso, permite avaliar o comportamento dos componentes da matriz
alimentar durante a digestao gastrointestinal.

Assim, dado a importéncia em conhecer o valor nutricional de um suplemento,
no que diz respeito aos minerais, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
bioacessibilidade de Ca, Mg, Fe, Zn, Cu e Mn, empregando o método UBM, em
amostras de suplementos alimentares de espirulina e camu-camu. As concentragdes
totais, bioacessiveis e residuais de Ca, Mg, Fe, Zn e Mn foram quantificadas por
espectrometria de absor¢ao atbmica com chama (FAAS) e Cu foi quantificado por
espectrometria de emissado atdmica com plasma induzido por micro-ondas (MP-AES).

Juntamente, foi determinada a composi¢cao centesimal (cinzas, lipidios, proteinas e
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fibras soluveis e insoluveis) da espirulina e camu-camu, bem como a vitamina C de
camu-camu, buscando uma correlacdo com valores de bioacessibilidade através da

correlacdo de Spearman.

2. FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 DEFICIENCIA DE NUTRIENTES

Atualmente a busca por alimentos nutritivos e funcionais tem sido crescente,
muito em razao da maior conscientizagdo do consumidor a respeito desses alimentos
e também em razao da estreita relagao entre nutricdo e muitas doencas (GULDAS et
al., 2022). A ma-nutricdo é responsavel ndo somente pela desnutricdo e a falta de
vitaminas ou minerais adequados, mas também pela maioria dos casos de obesidade
e doencas resultantes da dieta, como: colesterol, diabetes, triglicerideos, entre outras.
As consequéncias dessas situagbes de desnutricdo e inseguranga alimentar sao
muitas e afetam negativamente a funcédo de todos os érgédos do sistema humano,
sendo a causa de muitas mortes (WHO, 2021).

Buscando superar a desnutricdo e alcancar o suprimento ideal dos nutrientes
para o corpo humano, varias regulamentagdes que indicam a quantidade ideal de
minerais, por exemplo, a ser ingerida na dieta alimentar diaria (IDR — Ingest&o Diaria
Recomendada) em varios paises (FAO, 2004; FDA, 2016) e também no Brasil
(ANVISA, 2012) foram publicadas. Assim como a IDR, os valores maximos de
ingestao diaria recomendados (UL - Torelable Upper Intake Levels) também foram
regulamentados no pais (ANVISA, 2018b).

De acordo com a Resolucdo Anvisa n° 243/2018, a substancia bioativa ou
composto bioativo é todo nutriente (vitaminas ou minerais) ou ndo nutriente (licopeno,
Omega-3, fendlicos) consumido normalmente como componente de um alimento, que
possui agao metabdlica ou fisioldgica especifica no organismo humano (ANVISA,
2018a, 2021). Considerando a necessidade de complementagdo nutricional na
alimentagdo humana, através da introducdo de suplementos alimentares ricos em
vitaminas, minerais e compostos bioativos, se faz necessario pesquisas em

suplementos com maior teor destes nutrientes.
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2.2 MINERAIS

Os alimentos sdo compostos por macronutrientes: carboidratos, proteinas e
gorduras e também por micronutrientes: vitaminas e minerais (ANVISA; UNB, 2001).
Os macronutrientes além de fornecer energia, desempenham papel fundamental para
o crescimento, metabolismo, producédo de enzimas e hormdnios e demais fungdes do
corpo (NORTON et al., 2015). Quantidades adequadas de micronutrientes sao
essenciais para a manutengao das diversas fungdes metabdlicas, assim, a ingestao
inadequada de vitaminas e minerais pode acarretar estados de caréncia nutricional,
bem como varias manifestagdes patoldgicas (VELASQUEZ-MELENDEZ et al., 1997).
A falta de minerais essenciais pode ocasionar alteragcbes metabdlicas e colocar em
risco a saude humana (LOUZADA et al., 2022). A partir das quantidades necessarias
ao organismo estabelecidas no IDR (Quadro 1), os minerais podem ser divididos em
macrominerais, que sao elementos requeridos em quantidades acima de 100 mg dia
' (Ca, K, Mg e Na), e microminerais (Al, Ba, Cu, Fe, Cr, Mn , Mo, Ni, Sr e Zn), onde o
IDR ¢é inferior a 100 mg dia”' (BARROSO et al., 2009; MORAES et al., 2021; SPADA
et al., 2010).

Quadro 1- Teores de IDR e UL de minerais para adultos de 19 a 50 anos

IDR (mg dia™") UL (mg dia")
Minerais
ANVISA FDA ANVISA e NAS

Mg 260 420 350

Ca 1000 1300 2000 e 2500
Fe 14 18 45

Mn 2,3 2,3 11

Zn 7 11 40

Cu 0,9 0,9 10

Fonte: (ANVISA, 2005, 2018b; FDA, 2016; NAS, 2019)

No ambito global, a deficiéncia nutricional de vitaminas e minerais afeta um
numero significativo de pessoas. O progresso na diminuicao dessas deficiéncias
ocorre de forma lenta e incipiente, de forma que os niveis de desnutricdo ainda séo

expressivamente altos (FANZO et al., 2019).
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Entre os cinco micronutrientes menos consumidos, sem dietas diversificadas,
estdo o Zn e o Fe. Esses minerais sao considerados de relevancia para a saude
publica, sendo escassos em dietas a base de cereais e tubérculos, como arroz, milho,
trigo, batata ou mandioca (WHO; FAO, 2004). O Zn é o segundo elemento trago mais
abundante no corpo humano depois do Fe, desempenhando importante papel na
regulacdo da atividade enzimatica e expressao génica, no metabolismo de
substancias e no sistema imunoldgico, sendo assim, de grande relevancia as suas
ingestdes para o bom funcionamento do organismo (GE et al., 2023; ZALEWSKI et
al., 2005). O Mg é um elemento essencial e necessario em quantidades relativamente
grandes ao nosso organismo. Varias fungdes fisioldégicas cruciais, como ritmo
cardiaco, tdnus vascular, fungcdo nervosa, contracdo e relaxamento muscular
dependem fortemente de magnésio (JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012). Ca e
Mg, desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e manutengao do osso
e outros tecidos calcificados. No corpo humano, 99% do calcio e 50 a 60% do
magneésio sdo encontrados nos ossos ou em outros tecidos calcificados. O restante
do calcio esta presente no sangue, fluido extracelular, musculo e outros tecidos, onde
desempenha um papel na mediagao da contragao vascular e vasodilatagcéo, contragao
muscular, transmissao nervosa e secreg¢ao glandular (IOM, 1997). O Mn é um
elemento essencial exigido pelos organismos, desde bactérias simples até plantas,
animais e seres humanos (HEENA; MALIK, 2020), sendo um metal de transi¢cao que
tem fungdes bioquimicas essenciais metabolismo de aminoacidos, carboidratos,
colesterol e a formagao de tecido conjuntivo e 6sseo. Também atua como cofator para
varias enzimas, mas em niveis altos podem causar danos neurologicos graves como
disturbios psiquiatricos, disturbios do movimento, semelhantes aos observados na
doenca de Parkinson, como tremores, rigidez e lentiddo dos movimentos (MICHALKE,
2016).

O cobre é um cofator de varias enzimas, € importante para o transporte e
absorcao de ferro, metabolismo energético, além de auxiliar no funcionamento do
sistema imune e ter funcéo antioxidante (ANVISA, 2018c; BARROSO et al., 2009).
Frutas e vegetais contém quantidades relativamente baixas de cobre, contudo podem
contribuir para a IDR do micromineral. A baixa ingestdo de cobre pode gerar
problemas como anemia, neutropenia, anomalias dsseas, cancer de mama e doengas
cardiovasculares (BARROSO et al., 2009; TOGNON, 2012).

14



2.3 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A ANVISA através da Portaria n® 243/2018 define suplemento alimentar como
um “produto para ingestao oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado a
suplementar a alimentagcéo de individuos saudaveis com nutrientes, substancias
bioativas, enzimas ou probioticos, isolados ou combinados” (ANVISA, 2018a). A
mesma Agéncia através da Portaria n°® 32/1998, estabelece também que os
suplementos vitaminicos e/ou de minerais sao alimentos que servem para
complementar com estes nutrientes a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos
em que sua ingestdo, a partir da alimentagao, seja insuficiente ou quando a dieta
requerer suplementagcdo (ANVISA, 1998). Com a publicagdo da RDC n°® 242/2018 e
da RDC n° 243/2018, os valores de IDR nao sao mais balizadores para definir se
determinado suplemento € um alimento ou medicamento. A nova normatizagao
estabeleceu que sio considerados medicamentos somente os produtos a base macro
e micronutrientes, para uso oral, com indicacdes terapéuticas bem estabelecidas e
distinta das alegacdes aprovadas para suplementos alimentares (ANVISA, 2020b).

Os minerais em suplementos nutricionais sao substancias essenciais para o
metabolismo normal, crescimento e desenvolvimento, estrutura corporal, regulagao
da funcao celular e equilibrio eletrolitico nos fluidos corporais (TOKALIOGLU et al.,
2014) E comprovado que o consumo de suplementos alimentares diminui a
deficiéncia de minerais quando comparado a dieta de n&o-consumidores de
suplementos (BAILEY et al., 2011). Suplementos alimentares derivados de microalgas
como a espirulina, ou frutos nativos como camu-camu, possuem quantidades
consideraveis de minerais (BORTOLINI et al., 2022; HAN et al., 2021; MATTIETTO;
CARVALHO; RIBEIRO, 2019; MONTERO et al., 2020).

2.3.1 Espirulina

Ha varias décadas esforgos intensos vem sendo feitos para explorar novas
fontes alternativas de proteina como suplementos alimentares, considerando uma
oferta insuficiente de proteina no futuro. A biomassa de microalgas mostra qualidades
promissoras como uma nova fonte de proteina, e a qualidade média da maioria das

algas examinadas é igual, ou até superior em comparagdo com proteinas vegetais
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convencionais (BECKER, 2007). As microalgas tém o potencial de ser uma solugao
sustentavel de alimentos e ragdes, com caracteristicas atraentes para a produgao
sustentavel em larga escala, como os altos rendimentos de biomassa por unidade de
area e a capacidade de serem cultivadas em terras ndo araveis usando agua néo
potavel ou salgada (TORRES-TIJI; FIELDS; MAYFIELD, 2020). As cianobactérias,
também conhecidas como algas verde azuladas, sdo um filo de microrganismos que
estao relacionados com as bactérias, mas séo capazes de realizar a fotossintese. Por
esse motivo, as cianobactérias s&o geralmente incluidas no grupo das microalgas
(BELAY; GERSHWIN, 2007). O género mais conhecido € Spirulina, um nome
comercial utilizado para designar principalmente duas espécies de cianobactérias:
Arthrospira platensis e Arthrospira maxima.

A espirulina é a microalga mais cultivada no mundo, representando mais de
30% da produgdo mundial de biomassa de microalgas. E também a cianobactéria
mais consumida por humanos e animais (COSTA et al.,, 2019). Sua estrutura é
filamentosa, em forma de espiral, multicelular, atingindo tamanhos de 0,5 mm de
comprimento (BECKER, 2007). A espirulina desenvolve-se naturalmente em lagos
alcalinos salinos, lagos subtropicais e tropicais caracteristicos da América Central,
América do Sul, Africa e Asia, sendo encontrada também em fontes guentes, pantanos
e agua doces (ALAGAWANY et al., 2021; ANDRADE et al., 2019). Devido a boa
adaptabilidade dessa microalga em ambientes extremos, seu cultivo e consumo foram
disseminados em outras areas do mundo (COSTA et al., 2019). No cultivo comercial,
normalmente utiliza-se sistemas de lagoas abertas, essa tecnologia de cultivo permite
a produgao em larga escala, e com menor custo (MA et al., 2019) Esses sistemas
abertos sao de diferentes dimensdes podem ser construidos com concreto escavado
ou revestimentos poliméricos. Também pode ser cultivada, de forma menos comum,
em sistemas fechados ou hibridos (THEVARAJAH et al., 2022). A maior parte da
biomassa da espirulina produzida hoje é consumida como suplemento nutricional
promovido como “superalimento” e vendido como pd seco, flocos ou capsulas
(LAFARGA, 2019). A América do Sul representa 8% da participagdo no mercado de
espirulina em pé, que também é segmentado na América do Norte (38%), Europa
(27%), Asia-Pacifico (21%) e resto do mundo (6%) (BORTOLINI et al., 2022).

A espirulina também possui uma enorme variedade e concentracdo de macro

e micronutrientes, bem como compostos bioativos, como acidos graxos insaturados,
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aminoacidos, carotendides e compostos fendlicos, sendo comercializada
mundialmente como suplemento alimentar ou ingrediente ativo de bebidas e alimentos
funcionais (HAN et al., 2021; SEGHIRI; KHARBACH; ESSAMRI, 2019). Além disso, é
um suplemento com alto teor proteico, e se destaca quando comparado as
concentragdes de proteinas e digestibilidade de outras microalgas (NICCOLAI et al.,
2019). Sua variedade em compostos bioativos, a tornam um sistema antioxidante
unico, com fortes efeitos terapéuticos em muitas doengas causadas por danos
oxidativos, além de ser uma fonte de acido linoleico, extensamente utilizado em
tratamentos de saude (HAN et al., 2021; WANG et al., 2015).

Quadro 2- Cultivo de espirulina em sistema fechado (a) e em sistema aberto (b) e
estrutura microscopica da espirulina Arthrospira platensis (c)

Fonte: a) Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR); b) Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA); c) (GRATON, 2019)

A espirulina também é rica em minerais, quando comparada a outras fontes
alimentares. Além de P e K, sdo encontrados em maior abundéancia, em ordem
decrescente, Na, Mg, Ca e Fe, além de outros minerais em menores quantidades,
como Mn, Zn, Cr, Cu, | e Se (CAPELLI; CYSEWSKI, 2010). A espirulina também tem
sido aplicada no setor alimenticio para enriquecimento de biscoitos (URIBE-
WANDURRAGA et al., 2020), alimentagao de peixes e frutos do mar (PAKRAVAN et
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al., 2017; RAJI et al., 2018), e em massa de pado (RODRIGUEZ DE MARCO et al.,
2014).

Em estudo sobre o combate a desnutricido em criancas na Africa Central, a
administragdo de espirulina na dose de 10 g dia”, indicou melhoria significativa e
rapida no estado nutricional das criangas desnutridas. Observou-se que apés 30 dias
de consumo, a anemia grave diminuiu de 20% para 6% do total da populacao
amostral. Essa diminuigdo do quadro anémico foi atrelada a presenca de vitaminas,
micronutrientes e ao teor de ferro da espirulina (MATONDO et al.,, 2016). Ha
evidéncias substanciais dos beneficios para a saude de produtos alimenticios
derivados de algas, mas ainda ha desafios consideraveis na quantificacdo desses
beneficios (WELLS et al., 2017). Avancar no conhecimento sobre a composigao
bioquimica e a digestibilidade das microalgas € o primeiro requisito fundamental para
obtencao de produtos e coprodutos alimentares a base de algas. Vale ressaltar que,
para avaliar completamente a qualidade nutricional das microalgas, deve-se
determinar também o teor de vitaminas, minerais e bioativos, e a sua bioacessibilidade
e biodisponibilidade (NICCOLAI et al., 2019). A escassez de estudos na literatura
sobre os compostos bioativos, como vitaminas, oligoelementos e metabdlitos
secundarios, e com foco nas diferengas de poténcia e funcionalidade dos principais
compostos bioativos, sdo obstaculos para as aplicagdes comerciais da espirulina
(HAN et al., 2021). O crescente interesse por alimentos saudaveis impulsiona o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a descoberta de alimentos funcionais
uma vez que refere-se a uma categoria de alimentos relativamente nova de nutrientes
e nao-nutrientes, cujo consumo deve produzir efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos
elou efeitos benéficos a saude que vao além da nutrigdo basica (ANVISA, 1999;
LAFARGA; HAYES, 2017).

Nesse sentido, suplementos alimentares derivados de uma microalga com rica
composigao nutricional e fitoquimica, como a espirulina, sao utilizados como produto
com finalidades funcionais apreciaveis (BENELHADJ et al., 2023; BORTOLINI et al.,
2022; HAMZALIOGLU; GOKMEN, 2016), e o conhecimento de suas propriedades,
permite o desenvolvimento de novos produtos a base dessa microalga (ALMEIDA et
al., 2021; LAFARGA et al., 2020). Logo, estudos de bioacessibilidade de minerais da
espirulina contribuem para o estabelecimento de uma melhor avaliagdo nutricional do

suplemento alimentar promovendo maior ou menor valor agregado ao produto.
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2.3.2 Camu-camu

A Floresta Amazénica é conhecida mundialmente por sua rica biodiversidade,
principalmente por sua grande variedade de alimentos ricos em compostos que
produzem beneficios a saude humana (COMAPA et al., 2019). Contudo, muitos
desses alimentos ainda sdo pouco conhecidos e tem recebido estudo limitado
(CURIMBABA et al., 2020). O camu-camuzeiro (Myrciaria dubia) € uma das opgdes
agricolas mais adequadas ao bioma amazonico, visto a sua extraordinaria
adaptabilidade as caracteristicas edafoclimaticas, e uma das frutiferas mais
promissoras, dada a sua importancia econdmica, social e nutricional (YUYAMA et al.,
2003). O seu fruto, camu-camu, possui varios compostos nutricionais essenciais, entre
eles: aminoacidos, acidos graxos, vitaminas e minerais, bem como fitoquimicos com
poderosas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, devido a presenca dos
compostos fendlicos, vitaminas A e C, e &cido betulinico (CASTRO; MADDOX; IMAN,
2018; GARCIA-CHACON; MARIN-LOAIZA; OSORIO, 2023), os quais assumem papel
relevante na diminui¢c&o do risco de doengas como o mal de Alzheimer, hiperglicemia,
hipertensao e obesidade (AKTER et al., 2011; BUTTERFIELD et al., 2002; FUJITA et
al., 2015; SANTOS et al., 2022). Contudo, no Brasil, o camu-camu ainda & pouco
consumido, principalmente in natura, por causa da elevada acidez da polpa. Nesse
sentido, a insercéo desse alimento na forma de suplemento em p6 torna-se viavel, por
ser uma opg¢ao mais favoravel ao paladar sem perder as propriedades nutricionais
(MATTIETTO; CARVALHO; RIBEIRO, 2019).

Quadro 3- Fruto do camu-camu(Myrciaria dubia)

Fonte: EMBRAPA
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Como mencionado, este fruto também é reconhecido pelo seu alto teor de
vitamina C (acido ascoérbico) (MATTIETTO; CARVALHO; RIBEIRO, 2019), sendo
relatado concentragdes significativamente altas quando comparado a outras frutas
(GENOVESE et al., 2008) como acai, caju, jabuticaba, laranja, lim&o, lima, maca,
mangaba e mamao (BUNGAU et al., 2011; CRUZ REINA et al., 2022; DI MATTEO et
al., 2021; FANG et al., 2017; NAJWA; AZRINA, 2017; RUFINO et al., 2010), superando
inclusive frutas com alto teor de vitamina C, como a acerola (CUNHA-SANTOS et al.,
2019). Ainda, quantidades apreciaveis de potenciais antioxidantes, como as
antocianinas, os polifendis (RUFINO et al., 2010) e os carotendides (AKTER et al.,
2011), tem sido encontradas em camu-camu. Em estudos de quantificacdo de
minerais em camu-camu foi possivel encontrar, em maior concentracio, K, N, Ca, S,
P, Mg e Mn (MONTERO et al., 2020; RIBEIRO, et al., 2016).

O monitoramento da concentragao de elementos essenciais e potencialmente
téxicos nos frutos de camu-camu também é fundamental para preservagao da saude
humana, visto que quando em excesso podem causar diversos disturbios fisiologicos
(LOUZADA et al., 2022). A manutencao do equilibrio mineral ndo depende somente
da ingestao do mineral, mas majoritariamente da quantidade que esta disponivel para
ser absorvida (FRONTELA; ROS; MARTINEZ, 2011). De maneira similar aos estudos
concernentes a espirulina, ndo ha relatos na literatura sobre bioacessibilidade de
minerais de camu-camu comercializado na forma de p6 e, portanto, os resultados
desse trabalho permitirdo uma melhor avaliacédo do conteudo nutricional dessa fruta

em relagao ao conteudo de minerais bioacessiveis.

2.4 BIOACESSIBILIDADE IN VITRO

Os alimentos sao digeridos no trato gastrointestinal por meio da quebra das
moléculas em produtos de baixo peso molecular, que podem ser absorvidos pelo
organismo. A digestdo inicia-se na boca, onde o alimento sofre degradacgéo
mecanica via mastigacao e quebra enzimatica pela a-amilase salivar. O bolo alimentar
€ deglutido e ao chegar ao estdbmago sofre agao do fluido gastrico e das enzimas
digestivas. O alimento é misturado pela contragdo muscular e movimentos
peristalticos da parede do estdbmago. Do estbmago este quimo é transportado para o
intestino delgado onde ocorre a maior parte da digestdo. Nesta etapa os

macronutrientes sdo emulsionados pelos sais biliares e hidrolisados pelas enzimas
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pancreaticas, sendo entdo absorvidos através das vilosidades da parede intestinal
para a corrente sanguinea (MARZE, 2022; NORTON et al., 2015)

A informacao do conteudo total de uma substéncia em um alimento indica, de
maneira geral, o carater nutritivo do alimento. No entanto deve-se destacar que nem
todo conteudo nutricional presente no alimento é disponibilizado no trato
gastrointestinal para ser absorvido. Assim, a fragdo de uma substancia, seja ela
essencial ou contaminante, que € liberada a partir da matriz alimentar no trato
gastrointestinal, e fica disponivel para absorgao intestinal é conhecida como fragéo
bioacessivel, enquanto a fracdo biodisponivel refere-se a quantidade de substancia
disponivel para ser utilizada para as funcdes fisioldgicas (TOKALIOGLU et al., 2014),

conforme ilustrado na Figura 1.

Figura 1- Esquema representativo para a obtencao das fragdes bioacessivel e
biodisponivel dos componentes ingeridos por meio dos alimentos

Alimentos

Bolo
alimentar @

Trato
digestorio

Fracao
bioacessivel
Epitélio intestinal
Corrente sanguinea [N NN RN SR SN | Fragio biodisponivel

Fonte: Adaptado de Guerra et al. (2012).

Neste contexto o estudo da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos
nutrientes se faz importante, de forma a avaliar seu potencial de absorcido pelo
organismo (MINEKUS et al., 2014; SOUZA et al., 2018a). A bioacessibilidade pode
ser quantificada por meio de testes in vivo ou in vitro (MARZE, 2022). A estimativa da
bioacessibilidade in vivo caracteriza-se na dosagem de substadncias em seres
humanos ou animais, em variadas concentracdes (MOREDA-PINEIRO et al., 2011)

entretanto, necessita de uma infraestrutura especifica, alto custo, maior quantidade
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de tempo exigido, além de restricdes éticas (CARDOSO et al., 2015; INTAWONGSE;
DEAN, 2006).

Métodos in vitro simulam as condigdes gastrointestinais do corpo humano,
dentre elas: temperatura, movimentos peristalticos, pH, tempo de digest&do e presenca
de enzimas digestivas, sendo amplamente utilizados para estudar o comportamento
gastrointestinal de alimentos em seres humanos. Estes métodos tém a vantagem de
serem mais rapidos, menos onerosos financeiramente, menos trabalhosos e nao
apresentarem restricdes éticas, comparado ao método in vivo. Isso proporciona um
numero relativamente grande de amostras a serem medidas de forma paralela para
fins de triagem, além de outras vantagens caracteristicas como: reprodutibilidade,
escolha de condi¢cbes controladas e facil amostragem no local de interesse, o que
torna os modelos in vitro muito adequados para estudos de triagem e construgdo de
hipoteses (MINEKUS et al., 2014; MOREDA-PINEIRO et al., 2011).

Alguns trabalhos reportados na literatura relatam estudos de bioacessibilidade
de macro e microminerais em diferentes amostras de origem vegetal, tais como
farinhas funcionais (FERREIRA; TARLEY, 2021), frutas (DE LIMA et al.,, 2014;
KHOUZAM; POHL; LOBINSKI, 2011), café soluvel (STELMACH; SZYMCZYCHA-
MADEJA; POHL, 2016). De origem animal, como carne de cordeiro (DE HIGUERA et
al., 2021) frutos do mar e peixes (MOREDA-PINEIRO et al., 2012), e mel (BILUCA et
al., 2017) e processados, como péaes e biscoitos (URIBE-WANDURRAGA et al., 2020;
VITALI; VEDRINA DRAGOJEVIC; SEBECIC, 2008). Foram relatados também
estudos de bioacessibilidade de minerais em suplementos nutricionais (TOKALIOGLU
et al., 2014). No entanto, o conhecimento sobre a bioacessibilidade de elementos
metalicos essenciais ou potencialmente téxicos em alguns alimentos de elevado valor
agregado ainda é desconhecido (TOKALIOGLU et al., 2014). Atualmente, os métodos
in vitro s&o os mais utilizados na bioacessibilidade de minerais, método de triagem de
alto rendimento que pode prever a bioacessibilidade de minerais e de outros nutrientes
(ROUSSEAU et al., 2019). Os métodos de digestao in vitro para determinacao da
bioacessibilidade podem ser divididos em estaticos e dindmicos. Em modelos
estaticos, a simulacao das condigdes fisioldgicas do trato gastrointestinal considera a
digestao que ocorre na boca, estbmago e intestino, e parametros como temperatura,
pH, tempo de digestdo, velocidade de agitagcdo, composicdo quimica dos fluidos

salivar, gastrico, duodenal e biliar. Contudo, nesse modelo os produtos da digestao
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nao imitam processos fisicos como cisalhamento, mistura, hidratagdo e, portanto,
permanecem principalmente iméveis. Em modelos dindmicos, modificagdes graduais
no pH e na concentracdo de enzimas também podem ser feitas, proporcionando
melhor simulagdo do ambiente em relacao a situacéo real in vivo. Em contrapartida
sao relativamente complexos, onerosos na montagem e manutengao, e por permitir
somente a digestdo de uma amostra de cada vez, a aplicagao deste modelo exige
muito tempo. Sendo os modelos estaticos mais utilizados por seu custo-beneficio
(CARDOSO et al., 2015; SOUZA et al., 2018a; WITTSIEPE et al., 2001).

Diversos métodos de digestdo in vitro sdo descritos na literatura, alguns
exemplos de modelos gastrointestinais estaticos séo: os testes PBET (Teste de
Extragcéo Fisioldgica) (RUBY et al., 1996), solubilidade, dialisabilidade (LUTEN et al.,
1996; MILLER et al., 1981), o modelo da rede INFOGEST (MINEKUS et al., 2014) e o
método padronizado UBM (Método Unificado de Bioacessibilidade) (WRAGG et al.,
2009; OOMEN et al., 2003). Dos métodos dindmicos, o mais empregado é o modelo
gastrointestinal TNO (TIM) (OOMEN et al., 2002; MINEKUS et al., 1995) e o SHIME
(Simulador do Ecossistema Microbiano Intestinal Humano) (MOLLY et al., 1994).

O método UBM, desenvolvido pelo BARGE é realizado a 37 °C (temperatura
corporal), em funcao das atividades enzimaticas e de caracteristicas quimicas, como
a solubilidade, que sao afetadas pela temperatura. A simulagao leva em consideragao
as condi¢des fisiolégicas em jejum, consistindo em duas fases: gastrica e
gastrointestinal. A amostra na fase gastrica consiste em uma solugdo de extragao
removida do sistema apds simulacado da saliva bucal seguida do fluido gastrico do
estdbmago (pH 1,2), enquanto a amostra na fase gastrointestinal consiste em uma
solugdo de extragdo removida apds a simulagdo da boca, estbmago e intestino
delgado (fluido duodenal e sais biliares; pH 6,3) (PELFRENE et al, 2012;
TOKALIOGLU et al., 2014; WRAGG et al., 2011).

O método de digestdao in vitro UBM reflete muitos aspectos fisioldgicos
fundamentais na bioacessibilidade de metais e tem como principal vantagem ser
relativamente facil de aplicar, de modo que varias dezenas de amostras podem ser
manipuladas dentro de um tempo limitado (OOMEN et al., 2003). Diferente de alguns
meétodos disponiveis que replicam apenas a digestdo no estbmago e intestino, que
nao consideram os reagentes envolvidos em cada compartimento digestivo, o método

UBM permite a simulagdo de uma digestao gastrointestinal completa (SOUZA et al.,
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2018a). Alguns trabalhos reportados na literatura relatam estudos de bioacessibilidade
de minerais utilizando o método UBM em hortalicas (WANG et al., 2015), frutas e
legumes (TOKALIOGLU, 2022), frutos do mar (CHI et al., 2018; FU et al., 2021),
farinhas (DE CARVALHO et al., 2022), oleaginosas (HERRERA-AGUDELO; MIRO;
ARRUDA, 2017; SOUZA et al., 2018a, 2018b), cereais (ZHUANG et al., 2020), algas
(INTAWONGSE; KONGCHOUY; DEAN, 2018) e suplementos alimentares
(TOKALIOGLU et al., 2014).

3. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo determinar a concentragao total e a fragéo
bioacessivel de minerais (Ca, Mg, Zn, Fe, Mn e Cu), apds a simulagao gastrointestinal
in vitro de camu-camu e espirulina comercialmente vendidas como suplementos

alimentares naturais.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a concentracao total dos minerais por FAAS e MP-AES.
Determinar a bioacessibilidade dos minerais por meio do método in vitro UBM.
Determinar a composi¢ao centesimal da espirulina e camu-camu.

Determinar o teor de vitamina C em camu-camu.

YV V VYV V V

Estabelecer correlacbes, por meio da correlacdo de Spearman, sobre a
composicao das amostras (minerais e composicdo centesimal) com as

porcentagens de bioacessibilidade.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Todas as vidrarias
e frascos utilizados neste trabalho foram anteriormente descontaminados em
banho de HNO3 10% (v v') durante 24h. Agua deionizada ultrapura, com
resistividade de 18,2 M'Q cm obtida por meio de um sistema de purificagdo ELGA
PURELAB® Maxima (High Wycombe, Bucks, Reino Unido), foi empregada no
preparo de solugdes e diluigdes.

As enzimas e reagentes utilizados nas analises de fibras foram adquiridos
da Sigma-Aldrich®, sendo: a-amilase termoestavel (A3306), amiloglucosidase
(A9913), protease (P3910), (MES) Acido 2-morfolinoetanossulfénico (69892) e
TRIS (hidroximetil)aminometano (T1503). Para as demais analises centesimais
foram utilizados acido sulfurico concentrado (95-99%), sulfato de sddio anidro
(99%) e hidréxido de sédio (98%) adquiridos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), sulfato de cobre pentahidratado (98%) adquirido da Biotec (Brasil),
vermelho de metila P.A e verde de bromocresol P.A adquiridos da Nuclear
(Brasil), acido bérico (99,0%) adquirido da Chemco (Brasil), éter de petréleo (30-
70%), acetona (99,5%), didxido de titanio anidro, acool metilico, adquiridos da
Synth (Sdo Paulo, SP, Brasil), cloroférmio (Sigma-Aldrich®), e para
determinacao de vitamina C foram utilizados iodato de potassio (Nuclear, Brasil),
iodeto de potassio (Merck, Darmstadt, Germany) e amido soluvel (Sigma-
Aldrich®).

Para digestéo acida das amostras foram utilizados acido nitrico (265% v
v-!, Sigma-Aldrich®) e perdxido de hidrogénio (50% v v-', Dindmica). Foi
empregado solugdes mono elementares de referéncia (Specsol®, Jacarei, SP,
Brasil) para construgao das curvas analiticas, através de diluigcbes sucessivas
das solugdes estoque de 1000 mg L' de Ca, Zn, Fe, Mg e Mn nas seguintes
concentragdes 0,1 a2,0 mg L' (Ca),0,1a1,5mgL"(Zn),0,1a 3,0 mgL" (Fe),
0,05a0,5mgL"'(Mg),0,1a3,0mgL"(Mn)e 10 a 60 ug L' (Cu).

As enzimas e reagentes utilizados nos ensaios de bioacessibilidade foram

adquiridos da Sigma-Aldrich®, sendo: a-amilase (espécie bacilo — A6814),
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mucina tipo Il suina (M1778), pepsina, da mucosa gastrica suina (P7000), lipase
do pancreas de suino (L3126), pancreatina do pancreas de suino (P7545), bile
bovina (B3883), albumina bovina (A7906), acido D-glucurdnico, cloridrato de
glucosamina, acido urico, tiocianato de potassio (299%) e cloreto de sddio
(99,5%). Os demais sais usados foram cloreto de potassio (99%, Quimica
Moderna), fosfato monobasico de potassio (98%) e cloreto de calcio anidro (99-
107%) adquiridos da Nuclear, bicarbonato de sédio (99,7-100,3%), cloreto de
amoénio (99,5%), sulfato de sodio (99%) e D (+) glucose adquiridos da Synth,
cloreto de magnésio hexahidratado (99-102%, Merck, Darmstadt, Germany),
fosfato monobasico de sddio (J.T. Baker) e uréia (CAAL). Solugdes de NaOH 1,0

mol L' e HCI 1,0 mol L-" foram usadas para ajuste de pH.

4.2 INSTRUMENTAGAO

Para a digestado acida das amostras foi utilizado um forno de micro-ondas
de laboratdrio de alta pressao (Milestone ETHOS one, Sorisole, Italia) equipado
com 10 recipientes de Teflon® com capacidade de 100 mL. Apds a mineralizacao
das amostras, elas foram levadas quase a secura em uma chapa de
aquecimento (Marconi MA 239, Piracicaba, SP, Brasil). A quantificacdo dos
minerais foi realizada utilizando um espectrometro de absor¢cdo atébmica de
chama (FAAS, Shimadzu AA-7000, Toquio, Japdo) com uma lampada de
deutério para correcdo da radiacdo de fundo. Foi utilizado como fonte de
radiacdo lampadas de catodo oco (Hamamatsu Photonics, K.K) para a
quantificagdo da concentragéo de calcio, magnésio, zinco, ferro e manganés. O
comprimento de onda (nm) usado foi: Zn — 212,9, Fe — 248,3, Mn — 279,5, Mg —
285,2 e Ca—422,7. A chama foi composta por uma mistura de ar-acetileno com
vazdes de 15,0 L min~' e 2,0 L min™', respectivamente. Para a quantificagéo de
cobre foi utilizado um espectrémetro de emissao atdbmica com plasma induzido
por micro-ondas (MP-AES, Agilent Technologies 4200, Santa Clara, EUA). O
MPAES 4200 utiliza um gerador de nitrogénio (4107). O fluxo de gas plasma foi
fixado em 20 L min~'e o fluxo de gas auxiliar foi fixado em 1,5 L min ~'. O
comprimento de onda utilizado para q a quantificacdo de cobre foi 324,754 nm.
Para determinacdo de cobre, foram aplicadas configuragbes: vazédo do

nebulizador foi de 0,7 mL/min-!, tempo de captacdo 15 s, tempo de estabilizagéo
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do plasma com aspiragédo da amostra 15 s, tempo de leitura 3 s (lido em triplicata)
e tempo de lavagem 20 s. Corregao automatica de fundo foi usada.

Os equipamentos utilizados visando a determinagdo da composicao
centesimal foram: estufa de secagem a vacuo 105° C (Nova Etica, Labstore),
forno mufla (Quimis, Diadema, SP), bloco digestor (FOSS Tecator Digestor Auto,
S&o Paulo, SP), extrator de solvente (VELP SCIENTIFICA® SER 148, Usmate
Velate, Italia), mesa agitadora e sistema de destilagao Kjeldahl (FOSS Kjeltec™
8100 Distillation Unit, Dinamarca).

Para as analises de bioacessibilidade utilizou-se uma centrifuga
(eppendorf 5804 R, Germania), um medidor de pH (Metrohm® 826) e um banho
metabdlico tipo Dubnoff com agitacdo (Marconi 093/1). Para a pesagem dos
reagentes e amostras foi utilizado uma balanga analitica (Shimadzu AUX 220,

Toquio, Japao).

4.3 AMOSTRAS

Todas as amostras de espirulina e camu-camu foram adquiridas em lojas
de produtos naturais da cidade de Londrina. No total foram estudadas 3 marcas
de espirulina e 3 marcas de camu-camu, sendo cada marca de mesmo lote. As
amostras foram abreviadas da seguinte forma: espirulina (SP1, SP2 e SP3) e
camu-camu (CC1, CC2, CC3). Todas as amostras avaliadas estavam na forma
de pd, com excegao da espirulina SP1 (originaria do Amazonas), comercializada
na forma granulada conforme a Figura 2. A amostra SP1 foi macerada em
almofariz para efeito de comparacdo com as outras marcas de espirulina na
forma de poé.

Foram adquiridas 3 embalagens de SP1 (30g cada) e de SP2 (120
capsulas de 500 mg) e 2 frascos de SP3 (100g cada, em p6) e CC1 (150g cada,
em po), 3 frascos de CC2 (60 capsulas, 400mg) e CC3 (60 capsulas, 500mg).

As imagens das amostras de camu-camu utilizadas nesse estudo estao
apresentadas na Figura 3. Segundo os fornecedores, o pé de camu-camu da
marca CC1 foi obtido somente da polpa sem incluir casca e sementes, possui
21% do fruto e 78% de polidextrose, informa-se também no rétulo a adicéo de
stevia e dioxido de silicio (antiumectante). A amostra CC2 também foi produzida

a partir da polpa da fruta e ainda, especifica em seu rétulo a presenca de silicato
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de magnésio (excipiente) e didxido de silicio. Por fim, a amostra CC3, originaria
do Amazonas, foi obtida a partir da polpa, casca e sementes, conferindo uma cor
marrom para a amostra, sem excipientes. Os lotes de suplementos foram
homogeneizados por agitagcdo suave e armazenados em sacos plasticos em
dessecador com silica.

Figura 2 - Suplementos alimentares de espirulina

Fonte: o autor
a) SP1 (ndo macerada); b) SP1 (macerada); ¢) SP2; d) SP3.

Figura 3 - Suplementos alimentares de camu-camu

Fonte: o autor
a) CC1; b) CC2; c) CC3.

4.4 ANALISE DE COMPOSICAO CENTESIMAL

As amostras comercializadas sao liofilizadas, porém, como a umidade é
um parametro variavel na composigao centesimal, fez-se necessario determinar
a umidade residual nas amostras, apds sua determinagao foi executado as
analises restantes da composi¢cado centesimal. Para isso pesou-se 2,0 g de
amostra e a umidade foi determinada baseada na perda de massa por secagem

até peso constante em estufa convencional a 105 °C por 5h (AOAC, 2012)

28



O conteudo total da matéria mineral de um alimento é medido através do
teor de cinzas, sendo o residuo inorganico que permanece apos a queima da
matéria organica. As cinzas foram determinadas a partir da incineragao de 5 g
de amostra em cadinho de porcelana, em mufla a 550 °C até peso constante. A
concentracéo € obtida pelo método gravimétrico, apos o resfriamento do residuo
em dessecador (AOAC, 2012).

A determinagcdo de proteinas foi realizada pelo método de digestao
Kjeldahl (1AL, 2008). Foram pesados 0,2 g da amostra em papel manteiga, e em
seqguida, transferido para o tubo Kjeldahl. Em seguida, foram adicionados 5 mL
de acido sulfurico e cerca de 1 g da mistura catalitica (didxido de titdnio anidro,
sulfato de cobre anidro e sulfato de potassio anidro - 0,3:0,3:6,0 . A mistura foi
levada ao aquecimento em bloco digestor, em capela, até a solugéo se tornar
azul-esverdeada. Na quantificacdo das proteinas a matéria organica € digerida
e 0 nitrogénio existente é transformado em sal amoniacal. Apds a digestéo, a
amostra foi levada ao destilador, processo em que a aménia é liberada do sal
amoniacal pela reagdo com hidréxido de sodio 50% (m v'') adicionado. A
amostra destilada foi coletada em um erlenmeyer contendo uma solugéo de
acido borico 2 % (m v'). O destilado obtido foi titulado com solugédo de acido
sulfarico 0,05 mol L' padronizado até a viragem usando indicador misto
(vermelho de metila e fenolftaleina). O volume gasto na titulagéo foi utilizado para
calcular o teor de nitrogénio total. O fator de conversado 6,25 foi usado para

calcular o teor de nitrogénio ligado organicamente ao teor de proteina.

VxMxFcx0,014 x 100 x f
P

Proteinas (%)= Equacéo (1)
V= volume de H2S04 0,05 mol L' gasto na titulagéo

M= concentracao de H2S04

Fc= fator de correcdo do H2SO4

f= fator de converséao 6,25

Para determinar o teor de lipidios no camu-camu inicialmente foi utilizado
o método de extrac&o por Soxhlet (1AL, 2008). Foram pesados 3,0 g da amostra
em cartucho, acoplando-os aos copos previamente secos a 105°C. Para a

extracao foi utilizado o solvente éter de petroleo, em extrator automatico. Ao final
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da extracao, transferiu-se os copos com o residuo para uma estufa a 105°C,
mantendo-os por 1 h. Apos esse periodo, os copos foram resfriados em
dessecador até a temperatura ambiente e entdo pesados até peso constante.

Calculou-se de acordo com a equagao:

Lipidios (%)= == Equacao (2)

N= n° de g de lipidios

P=n° de g da amostra

A extracao por Soxhlet, entretanto, ndo se mostrou eficiente na extragao
dos lipidios da espirulina, por esse motivo, optou-se pela metodologia Bligh-Dyer
com modificagdes e correcao da umidade (BLIGH; DYER, 1959) que é conhecida
por fornecer altos rendimentos de extracdo (PINTO et al.,, 2022). O método
Soxhlet € uma metodologia deficiente na extragdo de lipidios polares, além de
degradar lipidios poliinsaturados na etapa de aquecimento do processo de
extracdo (DA CRUZ et al., 2021). Contudo na espirulina sdo encontrados maior
teor de lipidios polares (glicolipidios e fosfolipidios) do que lipidios neutros, bem
como quantidades relevantes de acidos graxos poli-insaturados (PUFA’s)
(RAMADAN; ASKER; IBRAHIM, 2008; SHIELS et al., 2022). O método Bligh-
Dyer por usa vez, utiliza solventes com diferentes polaridades, extraindo lipidios
neutros e polares, além de nao utilizar aquecimento no processo (BIONDO et al.,
2015).

Para extragao a frio transferiu-se 3 g de amostra para um béquer de 100
mL e adicionou-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de agua
destilada. Os béqueres tampados hermeticamente foram colocados em agitador
rotativo por 30 min. Em seguida, adicionou-se 10 mL de cloroférmio e 10 mL de
solugédo de sulfato de sdédio 1,5% (m v'). A mistura foi agitada por mais 2
minutos. Separou-se as camadas de forma natural em funil de decantagao.
Descartou-se a camada superior € cerca de 15 mL da camada inferior
(cloroférmio) é retirada em um tubo Falcon. Foram adicionados 1 g de sulfato de
sddio anidro, e a mistura foi agitada para remover tragos de agua, e em seguida

foi filtrada. Do filtrado, 5 mL foram coletados e transferidos para um béquer
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previamente tarado, e levado para secar em estufa até evaporar o solvente. O
residuo foi resfriado em dessecador e pesado posteriormente, até peso
constante. A porcentagem de lipidios foi calculada gravimetricamente.

As fibras totais (soluveis e insoluveis) da espirulina e camu-camu foram
quantificadas pelo método enzimatico-gravimétrico AOAC 991.43 (LEE;
PROSKY:; VRIES, 1992). Foi pesado em erlenmeyer, em ftriplicata, cerca de 1
g de amostra, adicionou-se 40 mL de solugao-tampao MES-TRIS (pH 8,2) e 50
ML de a-amilase termoestavel, agitando levemente. A mistura foi tampada com
papel aluminio e levada ao banho-maria a 95 - 100°C, durante 35 min com
agitacao continua. Em seguida, o banho foi resfriado até 60 + 1°C. Adicionou-se
100 pL de solugao de protease preparada no momento do uso (50 mg/mL em
tampdo MES-TRIS) e a mistura foi levada ao banho-maria a 60 £ 1°C com
agitacéo durante 30 min. Apds esse tempo, adicionou-se 5 mL de HCI 0,561 mol
L-', com agitagdo. Mantendo a temperatura a 60 + 1°C e o pH foi ajustado entre
4,0 e 4,7. Em seguida, adicionou-se 300 pL de solugdo de amiloglucosidase e a
mistura foi levado ao banho-maria a 60 + 1°C por 30 min, com agitagdo continua.
Concluida a etapa da hidrolise, a mistura foi filtrada em cadinho de vidro
sinterizado com celite, previamente preparados e tarados. Lavou-se o
erlenmeyer e o residuo com 20 mL de agua a 70°C, recolhendo a agua de
lavagem junto com o filtrado da hidrdlise e reservando em béquer de 250 mL. A
fracao de fibra insoluvel fica retida no cadinho e a fibra soluvel no filtrado. O
residuo do cadinho contendo a fibra insoluvel foi lavado com 20 mL de alcool a
78%, e 20 mL de alcool a 95% e 20 mL de acetona. Os cadinhos foram secos
em estufa a 105°C, durante uma noite e depois foram resfriados em dessecador
e em seguida pesados. Para cada réplica utilizou-se dois cadinhos, um para
determinar o teor de proteina e outro para determinar o teor de cinzas do residuo
insoluvel. Calculou-se a fracao de fibra insoluvel. Ao béquer contendo o filtrado
apos a hidrélise, adicionou-se alcool 95% a 60°C (medido apds aquecimento) na
proporcdo de 4:1 do volume do filtrado. A mistura foi tampada e mantida em
repouso por 1 hora a temperatura ambiente, para a precipitacado da fracdo de
fibra solavel. Apds 1h, filtrou-se a solugao alcéolica em cadinhos previamente
tarados. A lavagem, secagem e pesagem, determinacéo dos teores de proteina

e cinza e o calculo procedeu da mesma forma na fragcdo de fibra insoluvel.
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Somando os teores de fibra soltuvel e fibra insollivel, obtém-se o teor de fibra

total de cada amostra.

P2-P1)-P-Cx100
m

Fibras (%)= ( Equacéo (3)
RT = residuo total da amostra = (P2- P1)

P2= cadinho tarado; P1 = cadinho seco apos digestdo enzimatica

C = teor de cinzas

P = teor de proteina

m = massa da amostra (1,0 g)

O teor de vitamina C foi determinado apenas nas amostras de camu-
camu. Foi pesado 1,0 g da amostra e adicionado 50 mL de agua e 10 mL de
acido sulfurico 20% (v v'). Apos a homogeneizagéo, a mistura foi filtrada. No
erlenmeyer foi adicionado 1,0 mL de iodeto de potassio 10% (m v'') e 1,0 mL de
solugéo de amido 1% (m v-'). Em sequéncia, a solugao foi titulada com iodato de
potassio 0,02 mol L' conforme método descrito nas Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). Todas as analises foram realizadas em

triplicata.

4.5 MINERALIZAGAO DAS AMOSTRAS

Para determinacdo da concentracdo total de minerais, as amostras
foram primeiramente secas a 105 °C por 5 h, até peso constante. Foram pesadas
em balanga analitica aproximadamente 500 mg de amostra seca e transferidas
para frascos de Teflon® do forno de micro-ondas. Em seguida foram adicionados
10,0 mL de HNOs concentrado e a mistura foi mantida em pré-digestao
(overnight) por 12 h. A digestao acida (mineralizagc&o) foi realizada utilizando o
programa de aquecimento descrito na Tabela 1, de acordo com alguns autores
(DOMINGUEZ-GONZALEZ et al., 2010; ZHOU et al., 2018; ZIVKOVIC et al.,
2017) com algumas modificagdes.

Apods a mineralizagao, foram adicionados 2,0 mL de H202 50% (v v-') nas
amostras digeridas para auxiliar na oxidagdo completa da matéria organica e

levadas a evaporagao a quase secura em chapa de aquecimento.
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Tabela 1 - Programa de aquecimento de micro-ondas para tratamento das
amostras de espirulina e camu-camu

Etapa Tempo (min) Temperatura Poténcia (W)
(°C)
1 20-90 750
2 90 - 140 750
3 140 - 190 1000
4 20 190 1000

Fonte: o autor

Para a digestdo da amostra CC2, um outro procedimento foi avaliado
devido a presencga de excipientes, silicato de magnésio e didxido de silicio. Para
tanto, foram pesadas cerca de 500 mg de amostra seca em balanga analitica e
transferidas para frascos de Teflon® do forno de micro-ondas, em seguida foram
adicionados 10,0 mL de agua régia,1 mL de HF e 1 mL de H202 e deixado em
pré-digestdo (overnight) por 12h. (ASHOKA et al., 2009; DE ALMEIDA et al.,
2021; MARIN et al., 2008; MIERZWA et al., 1998; SOMERA et al., 2012). Apos
a digestdo, as amostras foram transferidas para balbes volumétricos e
completadas até 10,0 mL com agua ultrapura. O procedimento foi realizado em
triplicata tanto para amostras como para brancos analiticos. O programa de

aquecimento € apresentado na Tabela 2.

Tabela 2- Programa de aquecimento de micro-ondas para tratamento da
amostra CC2

Etapa Tempo (min) Temperatura Poténcia (W)
(°C)

1 10 0-80 700

2 80 700

3 80 -120 700

4 120 700

5 10 120-190 1000

6 20 190 1000

Fonte: o autor
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4.6 SIMULAGAO GASTROINTESTINAL /N VITRO

O método seguido para os ensaios de bioacessibilidade foi o UBM, que
se baseia nas etapas de: digestao salivar, gastrica e gastrointestinal (WRAGG
et al.,, 2011). Todas as determinacdes foram feitas em triplicata (n = 3),
acompanhadas de brancos analiticos para corrigir possiveis interferéncias e/ou
contaminagdes. Para garantir um controle analitico nos ensaios de
bioacessibilidade foi realizado o balango de massa (total = fragao bioacessivel +
residuo).

Os fluidos (salivar, gastrico, duodenal e biliar) foram preparados no dia
anterior a realizacdo dos ensaios de bioacessibilidade. O pH de cada fluido foi
verificado e ajustado para os limites exigidos (com NaOH 1,0 mol L' ou HCl a
1,0 mol L"): salivar 6,5 + 0,5, gastrico de 0,9 — 1,0, duodenal 7,4 + 0,2 e biliar 8,0
1 0,2. A Tabela 3 apresenta a composi¢cado quimica dos fluidos salivar, gastrico,
duodenal e biliar ( WRAGG et al., 2011).

Tabela 3- Composi¢cao quimica dos fluidos corporais simulados da metodologia

UBM
Fluido Salivar Fluido Gastrico Fluido Duodenal Fluido Biliar
(pH 6,510,5) (pH 1,1£0,1) (pH 7,410,2) (pH 8,0 £0,2)
Constituintes Inorganicos (500 mL)

896 mg KCI 824 mg KClI 564 mg KClI 376 mg KCI
888 mg NaH2PO4 266 mg NaH2PO4 80 mg KH2PO4 5.785 mg NaHCOs
200 mg KSCN 400 mg CaCl2 50 mg MgCl2 5.259 mg NacCl
570 mg Na2S04 306 mg NH4Cl 5.607 mg NaHCOs 0,18 mL HCI 37%

298 mg NaCl 2.752 mg NaCl 7.012 mg NaCl
1,8 mL NaOH 1,0 M 8,3 mL HCI 37% 0,18 mL HCI 37%
Constituintes Orgéanicos (500 mL)
200 mg Ureia 85 mg Ureia 100 mg Ureia 250 mg Ureia
20 mg Acido
glucurdnico

650 mg Glicose
330 mg Cloridrato de

glucosamina

Adicional (1000 mL)

145 mg a-amilase 1000 mg Pepsina 200 mg CaCl: 222 mg CaClz
50 mg Mucina 3000 mg Mucina 500 mg Lipase 6000 mg Bile
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15 mg Acido Urico 1000 mg Albumina 1000 mg Albumina 1800 mg Albumina bovina
bovina bovina

3000 mg Pancreatina

Fonte: o autor

Para simular a fase gastrica foram pesadas 300 mg de amostra seca e
adicionados 4,5 mL de fluido salivar, agitado manualmente por 10 s e, em
seguida, adicionado 6,75 mL do fluido gastrico. O pH foi ajustado para 1,2 + 0,05
com HCI 37% e submetido a um banho a 37 + 1°C sob agitagcédo por 1 h. Apos
1h, o pH foi medido. As amostras foram submetidas a um banho de gelo para
interromper a acao enzimatica e centrifugadas a 6000 rpm por 20 min, em
temperatura de 4°C. Por fim, os sobrenadantes da fase gastrica foram coletados
e armazenados a 4 °C para posterior analise.

Para a fase gastrointestinal, o0 mesmo procedimento inicial da fase
gastrica é repetido, com banho a 37 + 1 °C por 1 h e ajuste de pH (1,2<pH<1,5).
Em seguida foram adicionados 13,5 mL de fluido duodenal e 4,5 mL de fluido
biliar e o pH foi ajustado (6,2-6,5) quando necessario, com NaOH 1 mol L', As
amostras foram submetidas a agitacdo em banho a 37 °C durante 4 h. Ao final
desse tempo, as amostras foram centrifugadas a 6000 rpm por 20 min, em
temperatura de 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a 4 °C.

Os minerais totais e os presentes nas fracdes bioacessiveis
(sobrenadantes) da fase gastrica e gastrointestinal foram quantificados por
espectrometria de absorgao atébmica por chama (FAAS).

A fracao bioacessivel (FB) expressa em porcentagem (%) foi calculada usando

a Equacao 4:
FB (%) =§ X 100 Equagéo (4)

Onde CB é a concentragdo do elemento bioacessivel (mg kg™') nos
extratos gastrico ou gastrointestinal, e CT € a concentragao total do elemento
(mg kg~') nas amostras dos suplementos alimentares analisados apds digest&o

por micro-ondas.
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4.7 ANALISES ESTATISTICAS

As diferengas entre as amostras foram avaliadas por analise de variancia
(ANOVA) unidirecional, com base no teste de Tukey no nivel de significancia de
95%, utilizando o pacote de software StatSoft STATISTICA versado 7.0 (Tulsa,
EUA, 1984-2004). Foram realizadas correlagcdes entre a bioacessibilidade de
minerais e a composi¢cao centesimal das amostras através do coeficiente de
correlagdo de Spearman, obtido por meio dos graficos de correlagdo entre as

variaveis, utilizando o software R.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO CENTESIMAL

Os valores obtidos nas analises fisico-quimicas (proteinas, cinzas,
umidade, lipidios, fibras soluveis, insoluveis e fibras totais) da espirulina e camu-

camu estao apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 - Teores (%) da composi¢ao centesimal de espirulina (SP) (média +
desvio padrao)

Analises SP 1 SP 2 SP 3
Proteinas 53,3 £ 0,6° 64,8 £ 2,92 67,2 £0,52
Cinzas 10,5 £ 4,0x10"2 7,8+0,2b 9,7 £ 0,62
Umidade 4,1+0,1° 29+0,2° 5,6 £ 0,22
Lipidios 7,2+0,22 7,3+0,32 7,1+0,22
Fibra insoluvel 19,6 + 0,22 16,3 + 0,3° 11,2+ 0,6°
Fibra soluvel 1,2+ 0,1¢ 2,8+0,3? 2,1+0,1b
Fibra total 20,8+ 0,22 19,1+ 0,6° 13,3+ 0,6°

Fonte: o autor
Letras diferentes na horizontal indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianga. As analises de proteinas, cinzas, lipidios e fibras foram realizadas utilizando
amostras previamente secas.

Tabela 5 - Teores (%) da composi¢ao centesimal de camu-camu (CC) (média +
desvio padrao)

Analises CC1 CC2 CC3

Proteinas 0,8 +5,7x103°b 1,3+0,22 1,6 £0,22
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Cinzas 1,8+0,1° 29,8 + 0,52 2,4 +£1,5x102b

Umidade 2,2+0,12 25+0,22 2,2+0,32
Lipidios 0,6 +0,12 0,5+ 1,7x1022 0,5 +4,6x1022
Fibra insoltvel 0,8 +£0,1% 1,0+0,22 0,6 £0,1b
Fibra soluvel 1,1+0,12 1,4+0,32 1,2 £ 4,9x1022
Fibra total 1,9+0,1° 2,4+0,22 1,7 £ 2,0x102P

Fonte: o autor
Letras diferentes na horizontal indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianga. As anadlises de proteinas, cinzas, lipidios e fibras foram realizadas utilizando
amostras previamente secas

As proteinas sao os substancias organicas responsaveis pelo crescimento
e pela reparacao de tecidos, atividade enzimatica e transporte de substancias,
sendo essenciais para o organismo (BLANCO; BLANCO, 2017). Os valores
obtidos de proteinas para as amostras de espirulina, variaram de 53,3 a 67,2%
(Tabela 4). Teores similares ao obtido no presente trabalho foram reportados na
literatura para espirulina (BECKER, 2007; NICCOLAI et al., 2019; PAKRAVAN
et al,, 2017; RAHIM et al., 2021; SEGHIRI; KHARBACH; ESSAMRI, 2019;
TOKUSOGLU; UNAL, 2003).

De acordo com a Resolucao n° 54/2012 para um alimento ser considerado
como fonte de proteinas deve ter concentragéo minima de 6g 100g-' e como alto
teor de proteina, deve ter concentragdo minima de 12 g 100g~' (ANVISA, 2012).
Logo, a espirulina pode ser classificada como alimento com alto teor de
proteinas. Ressalta-se que essa microalga se destaca pela variedade de
aminoacidos presentes em sua composi¢cdo, contendo todos os aminoacidos
essenciais (THEVARAJAH et al., 2022). As proteinas derivadas desta microalga
tém sido consideradas benéficas a saude, pois sado fonte promissora de
peptideos bioativos, uma sequéncia curta de aminoacidos conhecida por sua
funcdo antioxidante, antimicrobiana e anti-hipertensiva.(EJIKE et al., 2017;
LAFARGA et al., 2021; SOTO-SIERRA; STOYKOVA; NIKOLQOV, 2018; ZHANG
et al., 2023).

Para camu-camu os teores de proteinas variaram de 0,8 a 1,6% (Tabela
5). Valores proximos a esses foram encontrados em camu-camu (FREITAS et
al., 2016; JUSTI et al., 2000; MONTERO et al., 2020). Assim, os baixos teores
proteicos caracteristico desta fruta (EMBRAPA, 2012), estdo de acordo com as

concentragdes de proteinas quantificadas neste estudo.
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Os teores de cinzas variaram de 7,8 a 10,5 % para espirulina. Valores
concordantes foram encontrados na literatura (NICCOLAI et al., 2019;
PAKRAVAN et al., 2017; PINTO et al., 2022; RAJI et al., 2018; TOKUSOGLU;
UNAL, 2003). Um estudo caracterizou a composi¢cdo centesimal de seis
microalgas (Chlorella sp., C. vulgaris, Desmodesmus sp., D. brasiliensis,
Botryococcus braunii e B. terribilis) e obteve valores de cinzas de 3,0 a 8,1%
(FERREIRA et al., 2021).

Na quantificagdo do teor de cinzas em camu-camu, as amostras CC1 e
CC3 apresentaram valores mais baixos (1,8 e 2,4%), préximos aos encontrados
na literatura (AGUIAR; SOUZA, 2015). A amostra CC2 (29,8 %) apresentou
diferenca significativa (p<0,05) entre as amostras de camu-camu. Essa diferenga
pode ser justificada pela presenca de silicato de magnésio e dioxido de silicio
(excipiente) na amostra, relatado no rétulo do produto, visto que o teor de cinzas
de um alimento corresponde a quantidade de matéria inorganica presente.

Em alimentos processados na forma seca, como os suplementos
alimentares (comprimidos e capsulas), o teor de agua dos componentes deve
ser minimo. Em alguns casos, se faz necessario selecionar lotes de ingredientes
com menor umidade, ou realizar a secagem adicional do mesmo (ANVISA,
2018b). Os teores de umidade variaram de 2,9 a 5,6 % para espirulina
apresentando diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras. Para camu-
camu a umidade variou de 2,2 a 2,5% e ndo apresentou diferenca significativa
(p>0,05).

Os lipidios sdo um ingrediente essencial na dieta humana, atuando no
fornecimento de energia, produgcdo de hormdnios e sais biliares, além de serem
os principais blocos de construgdo do sistema nervoso (OLSEN, 2009). Os
teores obtidos para lipidios variaram de 0,5 a 0,6% para camu-camu, nao
apresentando diferenca significativa entre as amostras (p>0,05). Resultados
publicados estdo de acordo com valores encontrados neste trabalho (AGUIAR;
SOUZA, 2015; JUSTI et al., 2000). Contudo, a quantidade total de lipidios
quantificada é baixa, valor caracteristico do camu-camu (EMBRAPA, 2012).

Para espirulina os teores de lipidios sao expressivamente maiores do que
no camu-camu e nao diferiram estatisticamente variando de 7,1 a 7,3%. Valores
proximos aos encontrados neste estudo também foram relatados na literatura
(EL-MOATAAZ; ISMAEL; ABORHYEM, 2019; MATOS et al., 2016; NICCOLAI et
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al., 2019; TOKUSOGLU; UNAL, 2003). Entre os lipidios mais encontrados nesta
microalga, estdo os acidos palmitico, estearico, e os PUFAs, especialmente o
acido y-linolénico, com teor relevantes, e com potencial bioativo em dietas na
corregao de disturbios do metabolismo lipidico e doengas coronarias, diminuindo
o nivel de colesterol (CHRISTODOULOU et al., 2022; LI et al., 2019; PAKRAVAN
etal., 2017). Além disso, sua fragao lipidica desperta interesse pelo conteudo de
acidos graxos essenciais (GOHARA-BEIRIGO et al., 2022). Nesse contexto, é
possivel afirmar que os resultados encontrados nesse estudo corroboram com o
fato de que a espirulina contém concentracgdes lipidicas relevantes.

Por defini¢do, a fibra alimentar € um polimero de carboidrato com trés ou
mais unidades monomericas que nao sao hidrolisadas pelas enzimas enddégenas
do trato digestivo humano (ANVISA, 2020a). As fibras alimentares sao
classificadas como soluveis ou insoluveis, de acordo com seu comportamento
quando em contato com agua, formando dispersao (fibra soltuvel), ou nao (fibra
insoluvel). Além da solubilidade, sua viscosidade e fermentabilidade também
afetam a forma como as fibras sdo processadas no corpo humano. Ambas as
formas de fibra possuem a capacidade de ligagdo com cations minerais
(DEMARCO et al., 2022; JIMENEZ-ESCRIG; SANCHEZ-MUNIZ, 2000). Embora
nao seja hidrolisado e absorvido no trato gastrointestinal superior, a fibra soluvel
pode ser fermentada no trato gastrointestinal inferior, proporcionando beneficios
a saude (LATULIPPE et al., 2013). Os valores obtidos para fibras insoluveis (0,6-
1,0%) foram menores que para fibras soluveis (1,1-1,4%) de camu-camu, como
observado na literatura (NASCIMENTO et al.,, 2013). As fibras totais
apresentaram diferengas significativas (p<0,05) variando de 1,7 a 2,4%. Valores
proximos foram reportados na literatura para camu-camu (PEREIRA, 2019;
YUYAMA et al., 2002).

Para espirulina os teores obtidos de fibras insoluveis variaram de 11,2 a
19,6% sendo maiores que as fibras soluveis (1,2-2,8%) e apresentando
diferencas significativas (p<0,05) para ambas as amostras. As fibras totais da
espirulina variaram de 13,3 a 20,8%. Uma ampla faixa de resultados para fibras
totais em espirulina foram reportados na literatura, sendo: 6,50 % (CHEONG et
al.,, 2010), 8,5 % (MATOS et al., 2016) e 42,8% (MOLINO et al., 2018). Ha
estudos que determinaram fibras soluveis e insoluveis em espirulina, sendo

6,46% para fibras insoluveis, 1,99 para fibras soluveis e 8,45% fibras totais
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(RACZYK et al.,, 2022). Caso ocorra alteracdo na quantidade de nutrientes
fornecidas no meio de cultivo, a composi¢cao centesimal da espirulina pode ser
alterada consideravelmente. Quando ha diminuicdo de nitrogénio no meio de
cultivo, a proporcado de carboidratos aumenta e a de proteina é reduzida, por
exemplo (BRAGA et al., 2018). Isso poderia justificar as porcentagens diferentes
encontradas neste estudo para fibras, que também sao um tipo de carboidratos.

Para ser considerado como fonte de fibra alimentar o alimento deve ter
concentragdo minima de 3 g 100g™! e como alto teor de fibra alimentar, deve ter
concentragdo minima de 6 g 100g" (ANVISA, 2012). Com isso, a espirulina pode
ser classificada como alimento com alto teor de fibra alimentar, considerando a

fibra total.

5.2 VITAMINA C EM CAMU-CAMU

A vitamina C, também conhecida como acido ascorbico, € um nutriente
essencial para o ser humano, esta associada a uma série de funcgodes fisioldgicas,
em funcdo do elevado potencial antioxidante. Dentre elas, destaca-se sua
atuacdo como cofator para enzimas que estdo envolvidas na sintese de
colageno, carnitina e certos neurotransmissores (LI; SCHELLHORN, 2007). De
acordo com a legislacao brasileira vigente, a IDR de vitamina C para um adulto
é de 45,0 mg dia' (ANVISA, 2005), dose similar a recomendada pela
Organizagdo Mundial da Saude (WHO; FAO, 2004), enquanto nos Estados
Unidos a recomendacao diaria preconizada pela FDA (Agéncia de Administragcao
de Alimentos e Medicamentos) é de 90,0 mg (FDA, 2016). Com base nisso, a
vitamina C deve ser ingerida por meio de alimentos e/ou suplementos
alimentares, pois o ser humano ndo consegue sintetiza-la de forma a alcancgar
0s niveis minimos exigidos necessario a saude humana (LI; ZHOU; DU, 2022).

Os valores obtidos para vitamina C em camu-camu apresentaram
diferencga significativa (p<0,05) e estdo dispostos na Tabela 6. Valores proximos
a esses sao reportados na literatura (CUNHA-SANTOS et al., 2019; FREITAS et
al., 2016; SOLIS et al., 2009). O baixo teor de vitamina C da amostra CC1 pode
ser justificado pela informagdo dada pelo fornecedor, que a amostra contém
cerca de 20 % de polpa do fruto, sendo o restante constituido de polidextrose e

stévia.
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Tabela 6 - Valores (g 100 g-') de vitamina C quantificados em camu-camu (CC)
(média * desvio padr&o)

CC1 CC2 CC3
0,4 +2,3x10%¢ 11,3+ 0,2° 18,0 + 0,12

Fonte: o autor
Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de confianca

Vitamina C

As diferentes condi¢des de cultivo e colheita do camu-camu podem
influenciar o teor de vitamina C final (GARCIA-CHACON; MARIN-LOAIZA;
OSORIO, 2023). Valores concordantes aos encontrados nas amostras CC2 e
CC3 foram reportados na literatura. Um estudo sobre essa influéncia, avaliou
que o fruto cultivado em ambiente seco apresentou maior teor de vitamina C
(13,7 g 100g™"), que o cultivado em ambiente alagado (11,8 g 100g™") (RIBEIRO,
et al., 2016). Cunha-Santos e colaboradores (2019), determinaram vitamina C
em polpas comerciais de camu-camu, e encontraram valores entre 15,5 e 18,9
g 100g™. A variagédo nos teores de vitamina C, ainda pode estar relacionada a
fatores de manejo produtivo ou edafoclimaticos, como a irradiagao solar, época
de colheita, irrigagao e pos-colheita. Esses fatores podem afetar o teor de acido
ascorbico, pois ele é sintetizado a partir dos carboidratos produzidos durante a
fotossintese (CHIRINOS et al., 2010; CUNHA-SANTOS et al., 2019).

As amostras CC2 e CC3 podem ser consideradas com alto teor de
vitamina C, superando o minimo de 30 % (13,5 mg dia™') da IDR (ANVISA, 2005,
2012), quando consideramos a ingestao recomendada pelo fabricante. Quando
consideramos a ingestao de 30g do suplemento através da formulagédo de um
shake, todas as amostras apresentam alto teor de vitamina C. E sabido que para
constatar se o organismo absorve o minimo da IDR seria necessario realizar a
bioacessibilidade/biodisponibilidade da vitamina C. Nesse sentido, foram
encontrados valores de bioacessibilidade de vitamina C em suco de camu-camu
de 11 a 27%, sem e com processamento térmico, respectivamente (CASTRO et
al., 2020). Ao investigar a bioacessibilidade in vitro da vitamina C de 14 frutas e
8 hortalicas (ANDAC OZTURK; YAMAN, 2022), foi observado que hortalicas e
frutas com alto teor de vitamina C apresentaram altos valores de
bioacessibilidade, variando de 53 a 86%. Ao determinar a bioacessibilidade de
vitamina C em frutos com alto teor de vitamina C como a acerola e mirindiba foi
encontrado valores proximos a 25% (FONTELES et al., 2021) e 3,9 a 8,1%,
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respectivamente (FERREIRA et al., 2022). Por fim, mesmo que
considerassemos uma bioacessibilidade muito baixa, de 1% para o camu-camu,
teriamos ainda um valor de vitamina C bioacessivel, que superaria o IDR para
esse nutriente para as amostras CC1 e CC2, na dose recomendada pelo
fabricante.

O limite minimo de vitamina C a serem fornecidos por suplementos
alimentares é de 13,5 mg dia™!, e o limite maximo estabelecido é de 1916,0 mg
dia”! (ANVISA, 2018b), valor proximo ao estabelecido como Limite Superior
Toleravel de Ingestao (UL) para criangas, adolescentes e adultos nos EUA, que
¢ de 1.200,0; 1.800,0 e 2.000,0 mg dia™!, respectivamente (NAS et al., 2016).
Diante disso podemos afirmar que os valores quantificados de vitamina C nos
suplementos de camu-camu analisados, nas doses diarias recomendadas pelos
fabricantes, n&o ultrapassam o limite maximo estabelecido pelas agéncias

reguladoras para jovens, adultos e criangas.

5.3 MINERAIS TOTAIS

As curvas analiticas foram preparadas usando solugdes padrao aquosas
em HNOs 2% (v v''). Os coeficientes de determinagdo para as curvas de todos
os analitos foram satisfatérios (R? > 0,99). Os limites de quantificagdo (LQ) foram
calculados como a concentragdo de cada analito que corresponde a dez vezes
0 desvio padrao de dez valores da solugdo em branco, medidas
independentemente, divididas pela inclinagdo da curva analitica (IUPAC, 1997).

Os limites de quantificagéo obtidos (mg L-') foram: 0,1 mg L' (Ca), 1,3x10"
"mg L' (Mg), 0,1 mg L' (Mn), 1,4x10"" mg L' (Zn), 0,1 mg L' (Fe) e 2,0x10?
mg L' (Cu). O conteldo total dos minerais nas amostras de espirulina e camu-
camu foi determinada e os resultados obtidos estédo reunidos nas Tabelas 7 e 8,

respectivamente.

Tabela 7 - Concentragdes totais mg kg™' (média + desvio padréo) de Zn, Mn, Fe,
Ca, Mg nos suplementos de espirulina (SP)

Amostras Elementos (mg kg™)

(base seca) Cu Zn Mn Fe Ca Mg
SP1 9,1+0,6 19,840,172 61,4+0,52 2065,1+0,82 976,3+0,3% 2406,7+0,7¢
SP2 1,2#0,1>  9,3+0,1° 26,2+0,2° 664,4+1,1¢ 758,8+0,5° 3129,2+4,1°
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SP3 2,2+0,3>  7,940,1¢ 37,54#0,8> 684,2+0,5° 636,9+0,1¢ 3155,846,72

Fonte: o autor
Letras diferentes em colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianga

Os resultados apresentados na Tabela 7 indicam que a amostra SP1
apresenta maiores quantidades de Cu, Zn, Mn, Fe e Ca quando comparadas
com as demais. A diferenga nas concentragdes de minerais encontradas, pode
estar associada as condi¢cdes do meio aquatico de cultivo, visto que, a variagao
dessas condicdes pode alterar a composicdo quimica da espirulina
(PUYFOULHOUX et al., 2001). A concentragdao de Zn em espirulina variou de
7,9 a 19,8 mg kg' entre as amostras apresentando diferencgas significativas.
Valores concordantes a esses foram reportados na literatura (NEHER et al.,
2018; RAHIM et al., 2021; ZIVKOVIC et al., 2017). O Zn participa de reag¢des de
sintese e degradacdo de metabdlitos primarios e acidos nucleicos além de
desempenhar papel estrutural importante como constituinte das proteinas
(TOGNON, 2012).

A concentragdo de Mn variou de 26,2 a 61,4 mg kg-! entre as amostras
apresentando diferengas significativas (p<0,05). Outros trabalhos reportados na
literatura apresentaram valores similares (DOMINGUEZ-GONZALEZ et al.,
2010; NEHER et al, 2018; RAHIM et al.,, 2021; SEGHIRI; KHARBACH,;
ESSAMRI, 2019; TOKUSOGLU; UNAL, 2003; ZIVKOVIC et al., 2017). O Mn é
um elemento essencial necessario para muitas fungdes bioldgicas no organismo,
como o desenvolvimento e crescimento do corpo humano, pois atua no
metabolismo de aminoacidos, lipidios e carboidratos, bem como componente de
metaloenzimas (JOMOVA et al., 2022). As concentragdes de Cu para espirulina,
variaram de 1,2 a 9,2 mg kg™', sendo relatado na literatura, concentragdes
variando de 0,9 a 11,9 mg kg-1 de cobre nesse suplemento RAHIM et al., 2021,
NEHER et al., 2018).

Em geral, o ferro € um mineral encontrado em concentragdes relevantes
na espirulina (KOUGIA et al., 2023; PUYFOULHOUX et al., 2001). Neste trabalho
as concentragbes obtidas de Fe (664,4 a 2065,1 mg kg') também foram
elevadas, superando concentragbes encontradas em feijdo (OLIVEIRA et al.,
2018) e carne (VIEIRA et al., 2018) e sao proximas as quantificadas
anteriormente (ISANI et al., 2022; NEHER et al., 2018; RAHIM et al., 2021;
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SEGHIRI; KHARBACH; ESSAMRI, 2019; ZIVKOVIC et al., 2017). O Fe possui
papel importante na respiragao, pois esta intimamente ligado as hemacias,
mioglobina e enzimas heme e participa das rea¢des de oxidagao e redugao no
corpo (TOGNON, 2012).

Os resultados obtidos no conteudo de Ca variaram de 636,9 a 976,3 mg
kg'. Cheong et al., (2010) encontraram valores proximos (988,0 mg kg'). Neher
et al. (2018), Rahim et al. (2021) e Zivkovic et al. (2017) apresentaram
concentragcbes superiores aos dados reportados neste trabalho. O calcio
desempenha papel fundamental no desenvolvimento e manuteng¢ao dos ossos e
outros tecidos calcificados, onde encontra-se quase a totalidade deste mineral.
O restante do calcio presente no corpo, desempenha um papel na mediagao da
contracdo muscular, vascular e vasodilatagao, transmissao nervosa e secrecao
glandular (IOM, 1997).

Dentre os elementos analisados, o Mg foi o mineral mais abundante
encontrado nas trés marcas de espirulina, variando a concentragao de 2406,7 a
3155,8 mg kg™'. Valores semelhantes foram obtidos e reportados na literatura,
3200,0 mg kg' (RAHIM et al., 2021) e 2271,0 mg kg' (NEHER et al., 2018). O
magnésio € um elemento essencial e necessario em quantidades relativamente
grandes ao nosso organismo. Varias fungdes fisiolégicas cruciais, como ritmo
cardiaco, tonus vascular, fungao nervosa, contracado e relaxamento muscular,
dependem grandemente do magnésio (JAHNEN-DECHENT; KETTELER, 2012).

Tabela 8 - Concentragdes totais mg kg™ (média + desvio padréo) de Zn, Mn, Fe,
Ca, Mg nos suplementos de camu-camu (CC)

Amostras Elementos (mg kg')
(base
Cu Zn Mn Fe Ca Mg
seca)
cc1 <LOQ 20,5+0,12  2,8+0,1c 4,8+6,1x103® 2414,8+21,82 57,2+0,3°

cc2 0,4+2,5x10-1 9,1£0,1¢  9,3+0,2° 46,3+0,12 781,3£0,9°  9361,5+22,0°
CC3 0,4+1,3x10-'2  17,6120,1° 26,4+0,12 4,4x0,1¢ 637,9+1,9¢  1049,2+21,5°

Letras diferentes em colunas indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianga. * <LOQ: abaixo do limite de quantificacéo.
Fonte: o autor

As maiores concentragdes de minerais encontradas em camu-camu
(Tabela 8) foram de Ca e Mg, corroborando com estudos que apontam o Ca e o

Mg os elementos mais encontrados em camu-camu depois do K (CHIOCCHETTI
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et al.,, 2013; YUYAMA et al., 2003; ZAPATA; DUFOUR, 1993). Quantidades
relativamente baixas de Mg foram encontradas na amostra CC1, podendo ser
justificada pela menor porcentagem de polpa de camu-camu em sua
composi¢do, como mencionado anteriormente. Contudo, concentra¢des
menores de Mg (47,2 e 123,8 mg kg'') também foram encontradas por Freitas et
al. (2016) e Justi et al. (2000), respectivamente.

Uma variacdo na concentragdo entre as amostras de camu-camu foi
observada para Ca (637,9 a 2414,8 mg kg'). As diferengas nas concentragbes
dos elementos nas amostras também podem ser atribuidas ao solo onde a
matéria-prima foi cultivada e a época de cultivo. A acidez, a quantidade de
matéria organica e a composicdo mineral do solo podem influenciar na
disponibilidade de elementos para as culturas (FERREIRA; TARLEY, 2020b).
Ribeiro e colaboradores (2016) quantificaram alguns minerais de camu-camu
cultivado em diferentes ambientes, obtendo concentragdo de 2200,0 mg kg-' de
calcio, em cultivo alagado e, em cultivo seco, uma maior concentragao (3480,0
mg kg') foi encontrada.

Dentre os microminerais analisados em camu-camu, observou-se
variagdo na concentragdo de Fe (4,4 a 46,3 mg kg''), seguido de Mn (2,8 a 26,4
mg kg™') e Zn (9,1 a 20,5 mg kg'), apresentando diferengas significativas
(p<0,05) entre as amostras. Resultados similares foram relatados por outros
autores na literatura (CHIOCCHETTI et al., 2013; FREITAS et al., 2016; JUSTI
et al., 2000; MONTERO et al., 2020; YUYAMA et al., 2003). Valores similares
para Cu foram encontrados nas amostras CC2 e CC3 (0,4 mg kg™') e na amostra
CC1 esse mineral nao foi quantificado ficando abaixo do limite de quantificacéo
(LQ).

Em estudos que determinaram conteudo total de minerais em 29
suplementos nutricionais vitaminicos e minerais (comprimidos e efervescentes),
comumente disponiveis em farmacias, foi encontrada uma ampla faixa de
concentragdes de Zn (2,1 — 26000,0 mg kg'), Ca (560 — 200000,0 mg kg'), Mg
(310,0-70000,0 mg kg'), Mn (23,0 — 2000 mg kg™'), Cu (28- 1500 mg kg') entre
outros (KREJCOVA et al., 2012).

Nesse sentido, a espirulina e camu-camu tem potencial capacidade de

suprir as demandas nutricionais de alguns elementos quantificados neste
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estudo, ressaltando-se o fato de serem suplementos alimentares naturais que

possuem outros componentes benéficos a saude.

5.4 BIOACESSIBILIDADE DOS MINERAIS NA ESPIRULINA

O conhecimento da bioacessibilidade na fase gastrica e gastrointestinal
permite visualizar o comportamento desses elementos, como sua solubilidade,
durante sua passagem pelo trato digestorio.

O ensaio de bioacessibilidade da amostra SP1 foi realizado duas vezes,
para avaliar a diferenca na fracdo bioacessivel dos elementos em amostra
macerada e ndo macerada, pois essa marca de espirulina encontrava-se na
forma de granulos. A analise de granulometria dessa amostra também foi
realizada, os dados estao dispostos na Tabela 9.

Os resultados obtidos no segundo ensaio in vitro estdo apresentados na
Tabela 10. O teste Tukey foi realizado para avaliar diferencas significativas na
bioacessibilidade entre a amostra macerada e ndo macerada. Na fase gastrica
somente a fragdo bioacessivel de Mn apresentou diferengas significativas. Na
fase gastrointestinal, as fragdes bioacessiveis de Mn e Ca apresentaram
diferencas significativas. Diante disso, constatou-se que se o consumidor utilizar
essa amostra na forma de granulos ou tritura-la em uma receita de biscoito, bolo,
bebidas (suco ou shake) a porcentagem bioacessivel dos minerais presentes na
espirulina é pouco afetada. Neste estudo, a forma macerada foi mantida como
amostra para a discussao, ou experimentos futuros.

Os resultados das fragdes bioacessiveis (%) para os minerais presentes
nas trés amostras de espirulina, analisadas na fase gastrica e gastrointestinal,
sdo apresentados nas Tabelas 11 e 12, respectivamente. As maiores fragoes
bioacessiveis foram observadas na fase gastrointestinal para o Mg, Mn, Zn, Cu
e Ca, ja o Fe apresentou as menores fragoes bioacessiveis. Conforme
observado no balango de massa das fases gastrica e gastrointestinal os
resultados variaram de 87 a 104%, demonstrando a confiabilidade das analises

de bioacessibilidade.
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Tabela 9- Granulometria da amostra
macerada.

de espirulina (SP1) macerada e né&o

(SP1) ndo macerada

(SP1) macerada

Granulometria Retengao na peneira Granulometria Retencao na peneira
(%) (%)
>2,0 mm 9 >1,2 mm 26
20<@>12mm 82 1,2<@>1,0mm 16
1,2<3>1,0mm 5 1,0<3>0,8 mm 19
1,0<@>0,8mm 2 0,8<@>0,6 mm 15
0,8<@>0,6 mm 1 0,6<@>0,4mm 12
0,6 <@>0,4mm 0,4<@>0,3mm
<0,4 mm 0 <0,3mm

Fonte: o autor
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Tabela 10- Concentragcbes de minerais (média + desvio padrao; n = 3) presentes nas fracées bioacessiveis (FB) e residuais na

amostra de espirulina (SP1) macerada (mac.) e ndo macerada (ndo mac.) apés digestdo gastrica e gastrointestinal

Fase gastrica

Fase gastrointestinal

Total
Metais (mg kg"') Forma FB Residuo FB Balanco de FB Residuo FB Balanco de
(mg kg ') (mg kg ') (%)  massa (%) (mg kg ") (mg kg ") (%)  massa (%)
mac. 5,242,1 x10-1b 3,7£0,1 57 98 7,410,372 1,3+0,04 81 96
Cu 9,11+0,6
n&o mac. 5,7+0,12 3,610,3 63 102 7,6+0,5° 1,9+0,1 83 104
mac. 12,4+0,12 6,1£2,6x10" 63 93 17,811,229 2,5+0,4 90 102
Zn 19,8 £ 0,1
ndo mac. 12,4+0,12 5,943,0x10" 62 92 17,3+0,32 2,1+0,1 87 98
mac. 32,3+0,42 24,7+ 0,1 53 93 47,1£0,2b 6,6+0,2 77 87
Mn 61,4+0,5
ndo mac. 31,5+4,3 x10-'® 25,3+0,2 51 92 47,940,12 6,5+0,5 78 89
mac. 779,9+1,12 1250,4122,8 38 98 926,2+9,62 1023,2+13,8 45 94
Fe 2065,1+0,8
ndo mac. 761,6£12,82 1262,1£19,0 37 98 938,4+2,62 1035,5+1,3 45 96
mac. 691,5+13,82 283,4+2,0 71 100 746,2+3,02 180,3+2,4 76 95
Ca 976,3+0,3
ndo mac. 688,6+0,9° 290,416,2 70 100 731,3+7,5° 182,2+10,3 75 93
mac. 1599,7+7,22 810,8+3,1 66 100 2088,318,82 249,0+14,9 87 97
Mg 2406,7+ 0,7
ndo mac. 1590,4+9,12 806,2+5,8 66 100 2079,9+14,62 278,1+9,6 86 98

Fonte: o autor

Letras diferentes na vertical indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga
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Tabela 11 - Concentragdes de minerais (média + desvio padrao; n = 3) presentes
nas fracoes bioacessiveis (FB) e residuais nos suplementos de espirulina (SP)
apos a digestao gastrica

Concentragio em mg kg (%)
Metais Amostra Total FB* Residuo Balango
de massa
SP1 9,1+0,6 5,242, 1x10-12 3,610,3 63 102
Cu SP2 1,240,1 0,2+4,4x10-1c 1,110,1 17 108
SP3 2,2+0,3 0,4+0,1° 1,7£0,4 18 95
SP1 19,840,1 12,4+0,12 6,1+2,6x10" 63 93
Zn SP2 9,3+0,1 5,2+0,1° 3,240,1 55 90
SP3 7,910,1 4,9+2,0x10° 2,9+0,2 62 99
SP1 61,4+0,5 31,5+4,3x10-"a 25,310,2 51 92
Mn SP2 26,2+0,2 18,2+0,1° 6,2+0,2 69 93
SP3 37,5+0,8 19,6+0,1° 15,210,2 52 93
SP1 2065,1+0,8 761,6+12,82 1262,1+£19,0 34 98
Fe SP2 664,4+1,1 215,6+1,1° 459,1+10,8 32 101
SP3 684,2+0,5 146,2+1,5° 528,9+7,1 21 99
SP1 976,310,3 688,7+0,92 290,416,2 70 100
Ca SP2 758,8+0,5 438,0+1,7° 312,8+3,9 58 99
SP3 636,9+0,09 444 8+1,9° 189,318,5 70 100
SP1 2406,7+0,7 1590,449,1¢ 806,2+5,8 66 100
Mg SP2 3129,2+4,1 2386,7+9,52 725,8+6,6 76 99
SP3 3155,846,7 2038,4+9,2° 1108,6+32,3 65 100

Fonte: o autor
*FB: Fragao Bioacessivel. Letras diferentes na vertical indicam diferenca estatistica pelo teste de
Tukey ao nivel de 95% de confianga.

O intestino € um ambiente quimico/bioquimico complexo no qual os ions
metalicos podem interagir com enzimas e estdo sujeitos a complexacgao,
absorcdo e precipitagdo (LEUFROY et al., 2012; PELFRENE et al., 2012).
Conforme observado na Tabela 12, a bioacessibilidade de Mg, Zn, Mn e Fe foi
maior na fase gastrointestinal comparado com a fase gastrica (Tabela 11),
comportamento semelhante foi observado na literatura para, Zn, Mn e Fe
(KULKARNI et al., 2007) e Zn, Cu e Fe em espirulina (PRINCIPE et al., 2020).
De fato, Mg e Mn tendem a ser mais soluveis em pH intestinal (HERRERA-
AGUDELO; MIRO; ARRUDA, 2017; SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL,
2015). Maiores fragdes bioacessiveis de metais na fase gastrointestinal podem
ocorrer devido a enzimas digestivas presentes nessa fase que estao envolvidas

na quebra de polissacarideos em monossacarideos e na degradagao de
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proteinas desnaturadas, liberando fragbes ligadas a proteina (ZHENG et al.,
2022).

Tabela 12 - Concentragdes de minerais (média + desvio padrao; n = 3) presentes
nas fracoes bioacessiveis (FB) e residuais nos suplementos de espirulina (SP)
apos a digestao gastrointestinal

Concentragdo em mg kg (%)
Metais  Amostra Total FB* Residuo FB Balango
de massa
SP1 9,1+0,6 7,410,32 1,3+0,04 81 96
Cu SP2 1,2+0,1 1,2+1,6 x10-1 0 100 100
SP3 2,2+0,3 1,3+3,5x10-"° 0,7+2,6x10" 59 91
SP1 19,840,1 17,8+1,22 2,4+0,4 90 102
Zn SP2 9,3+0,1 7,610,2° 1,310,2 82 97
SP3 7,910,1 6,9+0,1° 1,3+0,1 87 104
SP1 61,4+0,5 47,1+0,22 6,610,2 77 87
Mn SP2 26,2+0,2 21,2+0,5°¢ 5,0+2,8 x10-" 81 100
SP3 37,5+0,8 24,4+0,5° 8,1+0,3 64 87
SP1 2065,1+0,8 926,2+9,62 1023,1+13,8 45 94
Fe SP2 664,4+1,1 283,8+3,9° 394,7+2,2 43 102
SP3 684,2+0,5 252,3+4,8° 404,3+9,0 37 96
SP1 976,3+0,3 746,2+3,02 180,3+2,4 76 95
Ca SP2 758,8+0,5 381,5+1,3° 398,8+2,8 50 103
SP3 636,9+0,1 373,2+1,5° 231,9+10,1 59 95
SP1 2406,7+0,7 2088,318,8¢ 249,0 £ 15,0 87 97
Mg SP2 3129,2+4,1 2843,0+9,62 348,5+6,3 91 102
SP3 3155,816,7 2574,9+9,1° 388,4+10,4 82 94

Fonte: o autor

*FB: Fragao Bioacessivel. Letras diferentes na vertical indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey ao
nivel de 95% de confianga.

De acordo com a Tabela 12, as maiores fragdes bioacessiveis na fase
gastrointestinal nas amostras de espirulina foram observadas para Mg (82-91%)
e Zn (82-90%), Cu (59-100%) seguidas de Mn (64-81%) e Ca (50-76%).
Estudos de bioacessibilidade de minerais em suplementos alimentares infantis,
também encontraram fragdes mais bioacessiveis para Mg e Mn (SILVA; FARIAS;
CADORE, 2018).

A espirulina SP1 apresentou, em geral, elevadas fragdes bioacessiveis na
fase gastrointestinal (Tabela 12). A bioacessibilidade de Zn na espirulina SP1 foi

alta (90%) e apresentou comportamento diferente dos demais elementos nas
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correlagdes, sendo positivas com todos os minerais totais (Fig. 4a) e com fibras
(insoluveis, soluveis e totais). Comportamento diferente foi observado para os
demais elementos dessa amostra. Dessa forma, a correlagao positiva de Zn.B
com 0s minerais totais e fibras na SP1, comparado a SP2 e SP3, se deve ao seu

maior contelido total de zinco.

Figura 4- Correlacdo de Spearman entre as fragoes bioacessiveis dos minerais
(Cu.B, Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg™') com teor total de minerais (Cu,
Zn, Mn, Fe, Ca e Mg) (a) e com a composigao centesimal (b) da amostra SP1 na
fase gastrointestinal
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Fonte: o autor

O Cu foi o mineral com as menores quantidades encontradas em mg kg’
tanto no conteudo total como nas fragdes bioacessiveis, em especial para SP2
e SP3, comparado com os demais elementos, o que pode ter condicionado esse
elemento a apresentar diferentes interacdes quando comparado aos seus pares.

Correlagbes negativas foram observadas entre o0s elementos
bioacessiveis (Cu.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) e seus respectivos conteudos
totais (Fig. 4a) para amostra SP1, indicando que quanto maior a concentragéo
total desses elementos, menor é a porcentagem bioacessivel. Isso também pode
ser constatado ao se comparar a maior fragao bioacessivel do zinco, o elemento
de menor concentracio total, em relacdo aos demais elementos. Observou-se,
ainda, que Ca.B e Mg.B apresentaram correlagdo negativa com ferro total,

devido a elevada concentragcao de ferro na amostra SP1, indicando a interagao
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competitiva entre elementos com mesma carga (bivalentes), diminuindo a
bioacessibilidade (COZZOLINO, 1997; HEMALATHA; PLATEL; SRINIVASAN,
2007; SILVA et al., 2020). Interessante notar que para a amostra SP2 (Figura
5a), Ca.B e Mg.B possuem correlagao positiva com ferro total, devido a menor
concentracao de ferro comparado com SP1.

Observou-se correlagdes negativas dos minerais bioacessiveis (Cu.B,
Mn.B, Fe.B, Ca.B, Mg.B) com as fibras (soluveis e insoluveis) na espirulina SP1.
A fibra soluvel, por exemplo, pode aumentar a bioacessibilidade de minerais
(MOREDA-PINEIRO et al., 2012), contudo a SP1 possui baixo teor de fibra
soluvel (1,2%) e elevado teor de fibra insoluvel (19,6%) justificando sua
correlagao negativa. A combinagao de alto teor de fibra insoluvel e baixo teor de
fibra soluvel desfavorece a bioacessibilidade dos minerais na amostra SP1,
tendo em vista que as fibras insoltveis podem diminuir a bioacessibilidade. E
relatado que as fibras alimentares podem inibir a solubilidade de Ca,
(ETCHEVERRY; GRUSAK; FLEIGE, 2012), Fe e outros minerais (PALAFOX-
CARLOS; AYALA-ZAVALA; GONZALEZ-AGUILAR, 2011; TOKALIOGLU,
2022), devido a alta afinidade que as fibras possuem com minerais. A fibra
alimentar pode diminuir a formagao de micelas, inibir a atividade enzimatica e
aumentar a viscosidade e volume do conteudo do lumen, realiza a troca de
cations em alimentos ricos em fibras devido a ligagao de minerais e eletrolitos na
fonte de fibra, promovendo menor fragéo bioacessivel (O’'CONELL et al., 2008;
OLIVARES et al., 2001).

Por outro lado, foi observado correlacdo positiva de Zn.B com fibras
soluveis e insoluveis na espirulina SP1 (Fig.4b), o que pode ser justificado pela
maior concentracdo de Zn total presente nessa amostra, em relagdo a SP2 e
SP3. Outrossim, outros estudos também apontam correlagao positiva entre Zn.B
e fibras soluvel de amido de arroz (BOSSCHER et al., 2003) e fibra insoluvel em
cultivares de milheto (KRISHNAN; MEERA, 2017). E relatado também que a
pectina, uma das fibras soluveis presente na espirulina, ndo influencia
negativamente na bioacessibilidade de Zn, mas prejudica a bioacessibilidade de
Ca e Fe (BOSSCHER et al., 2003). Em razado dos numerosos grupos hidroxila,
bem como grupos carbonila, encontrados em constituintes de polissacarideos,
as fibras alimentares sédo propensas a formar complexos com ions metalicos (LI

etal., 2016). A natureza dessa interagéao com o zinco depende do numero desses
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grupos funcionais ionizaveis (hidroxila e carbonila) encontrados na fibra
(BOSSCHER et al.,, 2003), pelo tipo de fibora (HEMALATHA; PLATEL;
SRINIVASAN, 2007), e do processamento do alimento, alterando assim os
complexos com as fibras alimentares (KHOUZAM; POHL; LOBINSKI, 2011).

Na amostra SP2 a correlagéo positiva de Zn.B, Ca.B e Mg.B com fibras
soluveis (Fig.5b) pode ser explicada em face da amostra possuir maior
porcentagem de fibras soluveis (2,8%). No entanto, correlagédo negativa para
Cu.B e Mn.B foi observada em relagéo ao teor de fibras (soluveis e insoluveis),
diferente ao observado para amostra SP3 (Fig. 6b). Nesse caso, a correlagao
positiva para SP3 pode ser justificada por apresentar menor teor de fibras
insoluveis (11,2%) em relagéo a SP2 (16,3%).

Figura 5- Correlagdo de Spearman entre as fragées bioacessiveis dos minerais
(Cu.B, Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg-') com teor total de minerais (Cu,
Zn, Mn, Fe, Ca e Mg) (a) e com a composigao centesimal (b) da amostra SP2 na
fase gastrointestinal
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Em geral, correlagdes positivas foram observadas entre Mg.B e proteinas
em todas as amostras de espirulina, ressaltando as altas concentragoes desse
mineral bem como altos teores de proteinas. Estudos apontam que as proteinas
podem aumentar a absorcdo intestinal de magnésio dos alimentos
(BHARADWAJ; DARBARI; NAITHANI, 2014; BRINK, 1992; HUNT; SCHOFIELD,
1969; IOM, 1997), ao formar complexos soluveis que posteriormente sao
bioacessiveis no intestino (ZHANG et al.,, 2022). Cu.B, Mn.B, Fe.B e Ca.B
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também apresentaram correlagdes positivas com proteinas na amostra SP1,
sendo esses, os elementos com as maiores fragdes bioacessiveis em mg kg’
dentre as trés amostras de espirulina.

Importante constatar que foi observada correlagéo negativa de Fe.B, Cu.B
e Mn.B com proteinas na amostra SP2, que por sua vez apresentou a menor
concentragdo de Fe em mg kg’ dentre as amostras. Correlagdes negativas de
minerais bioacessiveis com proteinas podem ser atribuidas ao efeito causado
pela forga ibnica: as proteinas s&o hidrolisadas a aminoacidos durante a digestéo
in vitro e a maioria dos aminoacidos sao soluveis e carregam cargas positivas ou
negativas no pH fisiolégico, aumentando a forga i6nica da fase aquosa. O
aumento da forga ibnica pode resultar em uma menor solubilidade dos metais
(efeito "salting-out") na fase aquosa e, portanto, a bioacessibilidade dos minerais
é menor (VITALI; VEDRINA DRAGOJEVIC; SEBECIC, 2008; YU et al., 2010),
sendo esse comportamento mais acentuado para aqueles elementos com menor
concentragado, como € o caso do Cu, Mn e Fe na amostra SP2 e Cu, Mn e Zn na
SP3.

Observou-se uma leve correlagdo negativa entre Cu.B, Zn.B, Mn.B e
lipidios, e mais acentuada entre Ca.B e Mg.B com lipidios na amostra SP2. De
fato, correlagbes negativas podem ser encontradas entre minerais e lipidios
(MOREDA-PINEIRO et al., 2012), devido a formagdo de complexos insollveis
no intestino (CORTE-REAL; BOHN, 2018). A amostra SP2 possui o maior teor
de lipidios, o que pode ter influenciado nas interacbes negativas com esses
minerais. Por outro lado, ao analisar a correlagdo dos minerais bioacessiveis
com lipidios para amostra SP1, com excec¢do do zinco, constata-se forte
correlacao positiva. Esse resultado pode ser explicado com base nas maiores
concentracdes dos minerais na amostra SP1 comparada com as amostras SP2

e SP3, uma vez que o teor de lipidios € muito similar entre as amostras.
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Figura 6- Correlacdo de Spearman entre as fragées bioacessiveis dos minerais
(Cu.B, Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg-') com teor total de minerais (Cu,
Zn, Mn, Fe, Ca e Mg) (a) e com a composigao centesimal (b) da amostra SP3 na

fase gastrointestinal.
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Uma interacdo negativa entre Fe.B e Zn foi observada para as amostras
SP2 e SP3 (Fig. 5a e 6a), que possuem menores concentragdes totais de Zn e
Fe quando comparadas com a SP1. Esse efeito também foi relatado em estudos
anteriores, onde observou-se a atuagado do Zn como regulador da absorgao do
Fe (IYENGAR; PULLAKHANDAM; NAIR, 2012; RAMIREZ-OJEDA; MORENO-
ROJAS; CAMARA-MARTOS, 2018). Uma correlagdo negativa de Cu.B com Zn
total na amostra SP2 foi observada. Comportamento similar foi relatado em
farinha de banana verde (FERREIRA; TARLEY, 2020b). Na amostra SP3, as
interacdes negativas entre Cu.B e minerais totais, podem justificar a menor
porcentagem bioacessivel dentre as trés amostras.

Khouzam e colaboradores (2011) avaliaram a bioacessibilidade de Fe,
Zn e Mn em alguns alimentos e observou-se que concentragdes totais de ferro
em paes (43,6 mg kg™'), em pepino (4,0 mg kg™'), abdbora (10,8 mg kg-') e maga
(3,7 mg kg™') apresentaram fragbes bioacessiveis variando de 6,8 a 12% e em
queijos (4,3 mg kg™) variaram de 50-84 % Fe.B. Quando comparamos as
fraces de Fe bioacessivel encontradas nos alimentos tradicionais (KHOUZAM,;
POHL; LOBINSKI, 2011), nos vegetais (50 mg kg-') e na maioria das carnes (100
mg.kg') (SOTELO et al., 2010) com as amostras SP1, SP2 e SP3, observa-se
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que o Fe na espirulina possui maior concentracao total e maior fracéo
bioacessivel em mg kg™,

Kougia et al. (2023) determinaram a bioacessibilidade de ferro em
espirulina com e sem enriquecimento de ferro e o Fe.B para espirulina nio
fortificada foi 450 mg kg!, sendo menor que a fragao bioacessivel de ferro obtida
para SP1 (926,2 mg kg™') e maior que SP2 e SP3 (283,8 e 252,3 mg kg')
ressaltando que todas séo espirulinas nao fortificadas. Principe e colaboradores
(2020), avaliaram a influéncia dos excipientes na bioacessibilidade de Fe em
sete suplementos de espirulina. Na fase gastrointestinal, as maiores fragoes
bioacessiveis de ferro foram obtidas nas amostras que ndo possuiam
excipientes em sua formulagdo, sendo elas M1 (426,4 mg kg™') e M3 (221,1 mg
kg'). Comparando M1 com SP1, M1 possui menor Fe bioacessivel. Nas
amostras SP2 e SP3, as fracbes bioacessiveis de ferro foram maiores que M3 e

menores que M1.

5.5 BIOACESSIBILIDADE DOS MINERAIS NO CAMU-CAMU

Os resultados das fragdes bioacessiveis (%) para os minerais presentes
nas amostras de camu-camu, analisadas na fase gastrica e gastrointestinal, sao
apresentados nas Tabelas 13 e 14, respectivamente. Conforme observado no
balan¢co de massa das fases gastrica e gastrointestinal os resultados variaram
de 90 a 104%, demonstrando a confiabilidade das analises de bioacessibilidade.
A amostra CC1 se destacou na concentragdo de Ca total (2414,8 mg kg '). As
amostras CC2 e CC3 se destacaram no conteudo de Mg total, sendo 9361,5 e
1049,2 mg kg ' respectivamente. A elevada concentragéo de Mg para CC2 pode
estar associada a presenga de silicato de magnésio e, para amostra CC3,
possivelmente porque o produto € comercializado como polpa, casca e
sementes. As amostras CC2 e CC3 apresentaram o0 mesmo comportamento
para Cu.B nas duas fases, sem solubilidade na fase gastrica e 100%

bioacessivel na fase gastrointestinal
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Tabela 13 - Concentragdes de minerais (média + desvio padrao; n = 3) presentes
nas fragdes bioacessiveis (FB) e residuais nos suplementos de camu-camu (CC)
apos a digestao gastrica

Concentragdo em mg kg (%)
Metais Amostra Total FB* Residuo FB Balango
de massa
CccC1 <LOQ** <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cu cc2 0,4+1,3x10-12 <LOQ 0,4+5,4x10" 0 100
CC3 0,42,5x10-12 <LOQ 0,4+0,1 0 100
CcC1 20,5+0,1 6,5+ 0,32 14,4+ 0,5 32 102
Zn cec2 9,110,1 1,2+0,1¢ 7,0£0,1 13 90
CCs3 17,610,1 2,8 + 3,3x10°" 14,5+0,9 16 98
CcC1 2,8+0,1 1,5+ 1,1x10-1® 1,2+ 0,1 54 96
Mn cec2 9,340,2 0,940,2° 8,60,5 10 102
CC3 26,4+0,1 10,940,32 15,9+0,5 41 101
CcC1 4,846,1x103 4,7+0,2° <LOQ 98 98
Fe cc2 46,3+0,1 11,1£3,1x10-12 35,6+0,4 24 101
CC3 4,4+0,1 4,2+2,0x10"c <LOQ 95 95
CC1 2414,8+21,8 2004,2+15,32 391,348,6 83 99
Ca Ccc2 781,30,9 422,8+1,2¢ 370,7+10,5 54 101
CC3 637,9+1,9 630,6+3,9° <LOQ 99 99
CccC1 57,2+0,3 54,0+0,3¢ 3,6%0,1 94 101
Mg cc2 9361,5+22,0 257,9+1,6° 9103,5+14,2 3 100
CC3 1049,2421,5 963,9+0,92 119,7+8,5 92 103

Fonte: o autor

*FB: Fragao Bioacessivel. **<LOQ: abaixo do limite de quantificagéo. Letras diferentes na vertical
indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95% de confianga.

Os resultados obtidos para a bioacessibilidade de camu-camu, na fase
gastrointestinal sdo apresentados na Tabela 14. A bioacessibilidade de todos os
minerais analisados (exceto Zn) foi menor na amostra CC2, o que pode ser
justificada possivelmente pela presenga de excipiente (silicato de magnésio e
didxido de silicio) em sua composigao, também confirmada na alta porcentagem
de cinzas dessa amostra. Quando comparamos as fragdes bioacessiveis das
outras duas amostras (CC1 e CC3), observa-se que sao maiores. Sendo
mencionado nesse texto, a presenca de excipientes em suplementos
alimentares, pode reduzir a bioacessibilidade de minerais (PRINCIPE et al.,
2020).
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Tabela 14 - Concentragdes de minerais (média + desvio padrao; n = 3) presentes
nas fragdes bioacessiveis (FB) e residuais nos suplementos de camu-camu (CC)

apos a digestao gastrointestinal

Concentragdo em mg kg (%)
Metais Amostra Total FB* Residuo Balango
de massa
CccC1 <LOQ** <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cu cc2 0.4+1.3x10-12 0,4+0,12 <LOQ 100 100
CC3 0.4+2.5x10-12 0,4+0,12 <LOQ 100 100
CcC1 20,5+0,1 8,5+0,12 12,110,8 41 100
Zn cec2 9,110,1 4,610,2° 4,7+0,2 51 102
CCs3 17,610,1 5,41+0,2° 11,1£0,2 31 94
CcC1 2,8+0,1 2,5+0,2° <LOQ 93 93
Mn cec2 9,340,2 0,7+5,0x102¢ 8,7+0,3 7 101
CC3 26,4+0,1 22,1+1,02 3,940,3 84 98
CC1 4,846,1x10°  4,7+6,2x1020 0,2+3,5x102 98 102
Fe cc2 46,310,1 14,9+0,12 30,5+0,6 32 98
CC3 4,4+0,1 4,6+7,5x102° <LOQ 104 104
CC1 2414,8+21,8 1772,8+1,42 636,7+11,2 73 100
Ca Ccc2 781,30,9 500,5+3,4° 278,3+10,7 64 100
CC3 637,9+1,9 565,5+0,9° 70,3+1,2 89 100
CccC1 57,2+0,3 56,9+0,1¢ 1,5+0,3 99 102
Mg cc2 9361,5+22,0 390,2+2,6° 8948,8+70,2 4 100
CC3 1049,2421,5 833,5+0,9° 221,4+13,8 79 100

Fonte: o autor

Letras diferentes na vertical indicam diferenga estatistica pelo teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianga.” FB: Fragao Bioacessivel. ** <LOQ: abaixo do limite de quantificacao.

Ao analisarmos a Tabela 14, é possivel inferir que quanto menor a

concentracdo do mineral na amostra maior sua bioacessibilidade, isso pode ser

confirmado pela fragao bioacessivel de Zn (51%) e Cu (100%) na amostra CC2,
Mn (93%) na amostra CC1, Fe (98% e 104%) nas amostras CC1 e CC3,

respectivamente, Cu (100%) e Ca (89%) na amostra CC3 e Mg (99%) na amostra

CC1.
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Figura 7- Correlacdo de Spearman entre as fragées bioacessiveis dos minerais
(Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg™') com teor total de minerais (Zn, Mn,
Fe, Ca e Mg) (a) e com a composi¢cédo centesimal e vitamina C (b) da amostra
CC1 na fase gastrointestinal
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Em camu-camu o Ca.B apresentou correlagao positiva com Zn total nas
amostras CC1 (Fig. 7a) e CC3 (Fig. 9a), o inverso ocorreu na amostra CC2
(Fig.8a), visto que essa amostra possui menor concentragao de Zn ( 9,1 mg kg-
) e menor bioacessibilidade de Ca. Correlagdo negativa de Ca.B com Zn total
também foi observada em farinhas de banana verde (FERREIRA; TARLEY,
2020a). Pode-se dizer que para o sistema Ca.B/Zn, quanto menos Zn menos
Ca.B.

Observou-se correlagdes negativas de Mn.B com Ca total em todas as
amostras de camu-camu. Estudos apontam, que o Ca pode atuar como um
inibidor da bioacessibilidade de Mn (AFFONFERE et al., 2021; SZYMCZY CHA-
MADEJA; WELNA; POHL, 2015). Dentre as trés amostras, o camu-camu CC1
possui a menor concentragdo de Mn (2,8 mg kg™' ) o que pode justificar sua alta
fracao bioacessivel. Em estudo de bioacessibilidade de minerais em farinhas de
aveia e farinhas de casca de maracuja, o Mn, com menores concentragdes totais,
apresentou maiores fragdes bioacessiveis que Ca que por sua vez (FERREIRA;
TARLEY, 2021).

Fe.B apresentou correlagdes negativas com Zn e Mn total na amostra
CC1 (Fig 7a), com todos os minerais totais na amostra CC2 (Fig.8a), no entanto

isso ndo se repetiu para CC3 (Fig. 9a) sendo nesta amostra, o mineral totalmente
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bioacessivel. Fe.B apresentou correlagdes positivas com Vitamina C em todas
as amostras de camu-camu. E notdrio que a presenca de acido ascérbico
favorece a absorgdo de Fe, devido a sua capacidade de reduzir Fe3* a Fe?* e
quelar esse mineral em meio acido, aumentando a solubilidade e absor¢do em
pH alcalino ao nivel do duodeno (AKASAPU et al., 2020; HUMA et al., 2007). A
presencga de acido ascorbico também favorece a bioacessibilidade de Ca e Zn,
atuando como agente quelante, especialmente na fase gastrointestinal
(JAISWAL; JYOTHI LAKSHMI, 2022; ZACCARI et al., 2015), corroborando com
as interacdes positivas observadas de Zn.B e Ca.B com Vitamina C.

O Zn.B na amostra CC1 apresentou fortes correlagdes negativas com
fibras (insoluveis, soluveis e totais), justificando a baixa fracdo bioacessivel
obtida. Essa interacdo também foi observada com Fe.B e Mg.B. Observou-se
que Zn.B e Cu.B apresentaram correlagdes positivas com as fibras soluveis na
amostra CC2 (Fig.8b), sendo a maior fragdo bioacessivel para Zn (51%) e Cu
(100%) e o maior teor de fibra soluvel dentre as amostras analisadas. Infere-se,
assim, que, a bioacessibilidade desse metal foi influenciada positivamente pela
fibra alimentar soluvel, pois ela pode aumentar a bioacessibilidade mineral
(JIMENEZ-ESCRIG; SANCHEZ-MUNIZ, 2000; MOREDA-PINEIRO et al., 2012).
Entretanto na amostra CC3 as interagdes negativas dos minerais bioacessiveis
com as fibras foram mais fracas, possivelmente devido ao menor teor de fibras.

Filbido et al. (2021) também relataram correlacdo negativa de Zn e Fe
com fibras em alimentos infantis fortificados. Galvao et al. (2023) avaliaram a
bioacessibilidade de minerais em farinhas de frutas comerciais e obtiveram
correlagdes negativas de Mg.B com fibras totais, atribuindo a presenca de
polissacarideos carregados negativamente, que podem formar complexos com
alguns minerais por interagao eletrostatica. De fato, a fibra alimentar pode
influenciar negativamente a bioacessibilidade, dada sua alta afinidade com
esses elementos (HEMALATHA; PLATEL; SRINIVASAN, 2007; MINGRONI et
al., 2018), pois tendem a formar compostos insoluveis com minerais (KHOUZAM;
POHL,; LOBINSKI, 2011)
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Figura 8- Correlacdo de Spearman entre as fragées bioacessiveis dos minerais
(Cu.B, Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg') com teor total de minerais (Cu,
Zn, Mn, Fe, Ca e Mg) (a) e com a composicéo centesimal e vitamina C (b) da
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Fonte: o autor

Correlagdes negativas foram observadas entre Mn.B e vitamina C nas
amostras CC1 e CC3. De fato a vitamina C n&o se comporta como um promotor
da bioacessibilidade de Mn (GONCALVES et al., 2020), como acontece com
outros minerais (JAISWAL; JYOTHI LAKSHMI, 2022; ZACCARI et al., 2015). Nas
trés amostras de camu-camu o Mn.B apresentou correlagbes negativas com
lipidios, comportamento similar ao apresentado em estudo de bioacessibilidade
em farinhas funcionais (FERREIRA; TARLEY, 2020b). E relatado na literatura a
interacdo de acidos graxos com metais divalentes, formando complexos pouco
soluveis em pH alcalino do trato gastrointestinal, resultando em menor absorgao
de minerais e lipidios. A solubilidade do complexo formado parece depender da
digestibilidade dos triglicerideos e da composigao dos acidos graxos (CHENG;
MOREHOUSE; DEUEL, 1949; CORTE-REAL; BOHN, 2018).

Em geral, os minerais bioacessiveis (Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) da
amostra CC2 apresentaram correlagdes negativas com teor total de minerais,
um pouco diferente de Cu.B e Zn.B sendo esses 0s mais bioacessiveis nessa
amostra. Nessa amostra foi encontrada concentragdo muito superior de Mg, em
relagdo ao encontrado nas outras duas amostras CC1 e CC3 (57,2 e 1049,2 mg
kg™"), oriunda do excipiente (silicato de magnésio), uma forma inorganica do

mineral, o que pode justificar a baixa fragdo bioacessivel encontrada para Mg
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(4%) e para os demais minerais dessa mesma amostra. Tendo em vista que o
silicato reduz a bioacessibilidade dos minerais, a correlagao negativa demonstra
que quanto maior a concentragcado total dos minerais, maior a interagcdo com
silicato e, portanto, menos bioacessivel.(BHARATE; BHARATE; BAJAJ, 2010)

Figura 9- Correlacdo de Spearman entre as fragoes bioacessiveis dos minerais
(Zn.B, Mn.B, Fe.B, Ca.B e Mg.B) (mg kg') com teor total de minerais (Zn, Mn,
Fe, Ca e Mg) (a) e com a composi¢cao centesimal e vitamina C (b) da amostra
CC3 na fase gastrointestinal
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Com relagdo a interagcdo dos minerais bioacessiveis com proteinas,
observou-se que a amostra com menor teor de proteina (CC1) apresentou
apenas interagdes positivas. Ja as outras amostras (CC2 e CC3), com maior teor
de proteinas apresentaram mais interagdes negativas entre minerais
bioacessiveis e proteinas. Nas amostras CC2 e CC3, Cu.B foi totalmente
bioacessivel, podendo ser justificado pela pouca interacdo negativa com a
composigdo centesimal, bem como sua menor concentragdo em mg kg,
tornando mais bioacessivel, conforme discutido anteriormente.

Com intuito de comparar a bioacessibilidade da espirulina e do camu-
camu com suplementos nutricionais, adquiridos em farmacia, fez-se uma
comparacdo com os dados reportados por(TOKALIOGLU e colaboradores
(2014) (Quadro 2). Na fase gastrica os autores relatam valores na faixa de 55-
99% para Fe, 33-95% para Mg, 83-94% para Mn, 81-104% para Zn e 9- 79%

para Cu. Entretanto, as fracbes bioacessiveis diminuiram na fase
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gastrointestinal: 3-14% para Fe, 34-91% para Mg, 53-62% para Mn, 3—35% para
Zn e somente para Cu aumentaram em apenas 3 suplementos (27- 66%)
(TOKALIOGLU et al., 2014).

Quadro 4- Concentragéo total (mg kg') e fragdes bioacessiveis (%) de minerais
(Mg, Fe, Mn e Zn) quantificados em dez suplementos nutricionais diferentes

Suplemento Metal Forma quimica Total (mg kg™') Fase Fase
Gastrica Gastrointestinal
(%) (%)

S1 Oxido, 24600 = 880 87 84
estearato

S2 Oxido, 84500 + 3400 71 74
estearato

S3 Estearato 21300 £ 790 93 76

S4 Oxido, 53000 = 3300 82 70
estearato

S5 Mg  Oxido, 75700 + 2500 81 78
estearato

S6 Oxido, 60700 = 1700 95 91
estearato

S9 Oxido, 146000 = 13000 33 34
estearato

S10 Oxido, 79200 £ 6900 77 70
estearato

S1 Fe(ll) fumarato 8080 + 130 88 14

S2 Fe(ll) gluconato 4150 £ 32 84

S3 Fe(ll) sulfato 4680 + 94 92 2

S4 Fe(ll) sulfato/ 7260 + 540 55

Fe Oxido de ferro

S5 Fe(ll) fumarato/ 5800 + 56 90 8
Oxido de ferro

S6 Fe(ll) fumarato 9710 + 230 62 12

S9 Fe(ll) fumarato 14600 + 450 84 3

S10 Fe(ll) gluconato 2580 + 200 99

S1 Sulfato 947 + 26 94

S2 Gluconato 1440 £ 20 89 60

S3 Carbonato 317 £ 15 94

S4 Mn Sulfato 356 £ 17 92

S5 Sulfato 1450 + 18 92 53

S6 Sulfato 3530 £ 68 87 62

S10 Gluconato 2740 + 110 92

S1 Oxido 7220 + 470 96 35

S2 Gluconato 4450 + 340 81

S3 Oxido 3170 + 180 94

S4 Oxido 2740 + 200 91

S5 Zn Sulfato 11000 £ 510 92 16

S6 Sulfato 18800 + 1400 87 25

S7 Gluconato 37800 = 1900 91 2

S9 Sulfato 12700 + 980 88 3

S10 Gluconato 2770 £ 230 104

S1 Cu(ll) sulfato 1130 £ 12 18 27

S2 Cu(ll) gluconato 163 £ 5,8 63 66

S3 Cu(ll) sulfato 352+59 19

S5 Cu Cu(ll) sulfato 930 + 37 9 42

S6 Cu(ll) sulfato 1350 £ 110 10

S9 Cu(ll) sulfato 1030 £ 220 18

S10 Cu(ll) gluconato 101+£6,3 79

Fonte: (TOKALIOGLU et al., 2014)
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Ao se comparar as fragdes bioacessiveis de Fe da fase gastrointestinal
obtidas para espirulina 37 — 45 % (Tabela 13) com os resultados obtidos por
Tokalioglu et al., 2014 (Quadro 2) 3 -14% em quatro dos dez suplementos
nutricionais analisados, observa-se que a espirulina apresentou maiores fracdes
bioacessiveis, bem como Zn bioacessivel (82 — 90%) da espirulina comparando
com os outros suplementos nutricionais ( 3 — 35%). De acordo com o Quadro 2,
pode-se observar ainda que as formas quimicas que 0s minerais séo
apresentados afetam sua bioacessibilidade. Ao se comparar as fragdes minerais
bioacessiveis das amostras CC1 e CC3 com as fragdes dos suplementos
mostrados no Quadro 2, pode-se destacar que CC1 e CC3 apresentaram
maiores fragdes bioacessiveis para Fe (98 e 104%), Mn (84 e 93%) e Zn (31 e
41%). Em geral, pode-se inferir que tanto os suplementos de espirulina quanto
de camu-camu apresentam fragdes bioacessiveis relevantes na fase
gastrointestinal para Fe, Zn e Mg, quando comparados a outros suplementos

nutricionais.

5.6 CONTRIBUICAO NUTRICIONAL

Visando garantir a qualidade dos alimentos comercializados em ambito
nacional e a saude da populacédo, a ANVISA estabelece por meio da Resolugcao
n°® 54/2012 parametros para a Informagao Nutricional Complementar contida em
seus rotulos, que permitem ao consumidor avaliar se o produto possui uma ou
mais propriedades particulares, relacionadas ao seu conteudo de macro e
micronutrientes. Essa legislagdo também estabelece que em relagdo a
micronutrientes um produto pode receber o atributo de “fonte”, quando esse
apresentar o minimo de 15% da IDR de referéncia por porgcao e, “alto teor”
quando apresentar o minimo de 30% da IDR de referéncia por porgao (ANVISA,
2012). Por sua vez, na Resolugédo n° 269/2005 da mesma agéncia reguladora,
apresenta valores de IDR de adultos para proteina, vitaminas e minerais, com o
objetivo de controlar disturbios nutricionais e doencas associadas a alimentacao
e nutricdo (ANVISA, 2005). Assim, através destes parametros estabelecidos, é
possivel mensurar se a contribuicdo dos suplementos minerais € relevante,

avaliando se os valores atendem ao IDR, sdo acima ou abaixo do recomendado.
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Foram realizados os calculos de contribuicdo da IDR, em %, para as
amostras referentes aos valores do conteudo total para espirulina e camu-camu.
Com intuito de avaliar a verdadeira contribuicio em relacdo aos minerais
investigados, foram realizados também os calculos de contribuicdo da IDR para
a média dos valores de bioacessibilidade na fase gastrointestinal para os
suplementos de espirulina e de camu-camu (Tabela 15). Os calculos foram
realizados considerando uma porgao diaria recomendada pelo fabricante (19)
dos suplementos, considerando o IDR de Ca (1000,0 mg), Fe (14,0 mg), Mg
(260,0 mg), Zn (7,0 mg), Mn (2,3 mg) e Cu (0,9 mg) para adultos (ANVISA, 2005).

Os valores bioacessiveis na fase gastrointestinal, onde a absorcao
intestinal efetivamente ocorre, sdo determinantes na analise da contribuicao
nutricional. De acordo com a Tabela 15, os valores bioacessiveis de minerais
encontrados em suplementos de espirulina e camu-camu na fase
gastrointestinal, indicam que esses suplementos nao sao fonte (<15% da IDR)
dos minerais estudados, considerando a ingestdo de 1 g dia-'. Dessa forma,
pode-se perceber que dentre as amostras de suplementos de espirulina os

minerais que contribuem mais significativamente para a IDR séo Fe, Mn e Mg.

Tabela 15- Contribui¢do (%) do consumo de espirulina (SP) e camu-camu
(CC) para o IDR dos elementos para uma porgdo de 1g (2 capsulas) dia™,
considerando o conteudo total (CT) e bioacessibilidade gastrointestinal (BG)

Amostras
ot IDR®
ela =
. Porcao
(mg dia™) ¢ SP1  SP2 SP3 cci cc2 cCc3
(1g dia™")
cT 0,9 1.2 1,2 2,2x10" 36 0,4
Mg 260,0
BG 08 1,1 1,0 2,1x10" 0,1 0,3
cT 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
Ca 1000
BG 01 38x107  50x10" 0,2 5,0x10" 0,1
cT 148 47 4,9 3,4x10" 0,3 3,1x10"
Fe 14,0
BG 6,6 2,0 1,8 3,3x10" 0,1 3,2x10"
cT 03 0,1 0,1 0,3 0,1 0,2
Zn 7,0
BG 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
CT 2,7 1,1 16 0,1 0,4 11
Mn 2,3
BG 2,0 0,9 1,1 0,1 3,0x10" 0,2
c 0o cT 1,0 0,1 0,2 <LOQ*  44x107  4,4x10-
u )
BG 08 0,1 0,1 <LOQ  4,4x10°"  4,4x10"

Fonte: o autor
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a IDR - Ingestao diaria recomendada; ® CT- Conteudo total; ¢ BG- Bioacessibilidade
gastrointestinal. *<LOQ: abaixo do limite de quantificagao.

Contribui¢cdes obtidas referente a IDR de Fe, a espirulina pode ser uma
alternativa na suplementagcdo deste mineral, visto a alta bioacessibilidade
encontrada (principalmente na amostra SP1) quando comparamos com outros
suplementos alimentares (PUYFOULHOUX et al., 2001; TOKALIOGLU et al.,
2014), com outros alimentos convencionais, como carnes, leguminosas, péaes,
folhosas, frutas e legumes (KHOUZAM; POHL; LOBINSKI, 2011; KOUGIA et al.,
2023; MENEZES et al., 2018; PUYFOULHOUX et al., 2001; TOKALIOGLU,
2022).

A contribuigdo nutricional dos minerais ndo pode ser destacada nos
suplementos de camu-camu, especialmente quando consideramos a amostra
contendo silicato de magnésio e didxido de silicio (CC2) que apresentaram
fragcbes bioacessiveis reduzidas de minerais, especialmente Mn, Mg e Fe,
comparativamente as amostras analisadas, fica claro que esses excipientes

influenciam negativamente a bioacessibilidade mineral.

6. CONCLUSOES

Foram estudadas amostras de suplementos alimentares de espirulina e
camu-camu, com intuito de estimar o real valor nutricional oferecido por esses
produtos. Através dos resultados obtidos, evidenciou-se os suplementos de
espirulina podem ser classificados como alimento com alto teor de proteinas e
fibra alimentar, para todas as marcas analisadas, e suplementos de camu-camu
podem ser classificados como alimento com alto teor de vitamina C e como
alimento com baixo teor de gordura total.

Considerando apenas o teor total dos minerais, independente da marca
de espirulina analisada, quantidades relevantes de Mg, Fe e Ca foram
encontradas, enquanto quantidades de Ca e Mg se destacaram em camu-camu.
Com a determinagdo da bioacessibilidade, foi possivel uma compreensao a
respeito do valor nutricional dos suplementos analisados. A determinagao da
bioacessibilidade de minerais em suplementos alimentares de camu-camu foi

realizada pela primeira vez na literatura, como também a correlacdo da
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composicao centesimal e vitamina C com as fragbes minerais bioacessiveis. A
avaliagao da bioacessibilidade mostrou que nem sempre a concentragao total
dos minerais de um suplemento alimentar estara disponivel para absorgao
quando esse passar pelo processo de digestao e que a fragédo bioacessivel varia
de elemento para elemento dependendo da sua solubilidade no trato
gastrointestinal e, de sua interagcado com componentes presentes na matriz.

A concentragao total e a bioacessibilidade de Fe na espirulina destacou-
se quando comparada a outros alimentos reportados na literatura como carne,
feijdo, legumes, considerando assim a espirulina uma boa fonte de
suplementacao desse mineral.

Em relacédo aos resultados obtidos nos ensaios in vitro, suplementos de
espirulina mostraram que os elementos Mg, Zn e Mn possuem valores altos de
bioacessibilidade, chegando a 90% na fase gastrointestinal. De acordo com a
correlagao de Spearman a redugao da bioacessibilidade desses elementos pode
estar fortemente relacionada a interagbes com a matriz. Por sua vez, camu-camu
apresentou fragdes bioacessiveis também relevantes, com médias mais altas
para Fe e Ca, seguidas de Mn, Mg e Zn. Evidenciou-se que a Vitamina C
demonstrou ter favorecido a bioacessibilidade de Fe e Ca.

De modo geral, em relagéo a contribuigdo da IDR, quando analisado os
resultados obtidos de bioacessibilidade na fase gastrointestinal, os suplementos
de espirulina se destacam em sua contribuigdo de Fe, Mn e Mg na ingestao de
2 capsulas ao dia. Suplementos de camu-camu apresentaram baixa contribuicéo
nutricional no fornecimento dos minerais de forma geral. Dessa forma o consumo
de suplementos alimentares de espirulina parece contribuir de forma relevante
para o suprimento das necessidades de minerais e manutengdo do bom

funcionamento do organismo.
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