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RESUMO

LATIF, A. L. O. Avaliacdo do teor total e da bioacessibilidade de macro e
microelementos em suplementos polivitaminicos e minerais comercializados na
Bahia, Brasil. Clicia M. J. Benevides. 2023. 98p. Dissertagdo (Ciéncias
Farmacéuticas) Departamento de Ciéncias da Vida (DCV), Universidade do
Estado da Bahia, Salvador, 2023.

Introducao: Macro e microelementos desempenham um papel crucial no
metabolismo humano, participando de reacdes enzimaticas e possuindo
fungdes especificas. O aumento do consumo de alimentos industrializados tem
levantado preocupacgdes sobre a adequacao desses nutrientes, especialmente
0s minerais, que podem afetar sua bioacessibilidade e aumentar o risco de
doencas. Paralelamente, tem havido um aumento no consumo de suplementos
polivitaminicos e minerais (SPM) como uma tentativa de suprir essa caréncia.
No entanto, ha questionamentos se informagées nos rétulos atendem aos
requisitos legais, bem como se ha equivaléncia dos teores declarados e quanto
que estes teores estdo bioacessiveis contribuem aos valores diarios de
referéncia (VDR) estabelecidos pela legislacéo brasileira para SPM. Objetivos:
Avaliar o teor total e a bioacessibilidade de macro e microelementos em
suplementos polivitaminicos e minerais, comercializados no Brasil e
correlacionar os valores encontrados com as VDR das legislagdes brasileiras
vigentes. Materiais e Métodos: Para otimizar as variaveis (volume de HNOs3,
volume de H2O2 e Tempo) da digestdo acida em bloco digestor fechado foi
realizado um planejamento experimental onde foi determinada a condic¢ao ideal
(2 mL de HNO3 + 1 mL de H202 durante 90 minutos). ICP OES foi usado para
quantificagdo da concentragdo de macro e microelementos (Al, Ba, Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Se, Sn, Sr Ti, V e Zn), assim como os potencialmente
toxicos. Além disso, foram realizadas comparagbes entre os dados
encontrados com os valores de referéncia das legislagcdes brasileiras vigentes.
Resultados e Discussdo: O teor total das amostras analisadas nao
correspondeu os teores declarados nos rotulos de 81% das amostras. Foram
realizadas comparacgdes entre as informacgdes dos roétulos, com as legislagdes
brasileiras vigentes onde 56% das amostras ndo atenderam ao exigido, além
da constatacdo de inconsisténcia em uma delas. As concentragdes
bioacessiveis também se mostraram extremamente baixas, onde nenhum dos
microelementos analisados superou os limites de quantificacdo ou
determinacao. Conclusao: O planejamento fatorial 2* foi usado para otimizar o
meétodo de digestao, reduzindo o consumo de reagentes e o tempo de analise.
Porém, a analise dos suplementos revelou que a maioria ndo atingiu o teor
declarado de minerais, levantando preocupacbes sobre sua eficacia. A
reduzida liberagdo de minerais durante a os ensaios de bioacessibilidade in
vitro indicam a necessidade de formulagcbes mais eficazes. Regulamentacdes
rigorosas e monitoramento s&o cruciais para garantir a precisao dos rotulos e
confianga aos consumidores. Estes resultados destacam a importancia da
fiscalizacdo e pesquisa para melhorar a qualidade dos suplementos e seus
beneficios nutricionais.

Palavras-chave: Planejamento experimental; ICPOES; Macroelementos;
Microelementos; Elementos potencialmente toxicos.



ABSTRACT

LATIF, A.L.O. Evaluation of total content and bioaccessibility of macro and
microelements in polyvitamin and mineral supplements marketed in Bahia, Brazil.
Clicia M. J. Benevides. 2023. 98p. Dissertation (Pharmaceutical Sciences)
Department of Life Sciences (DCV), State University of Bahia, Salvador, 2023.

Introduction: Macro and microelements play a crucial role in human metabolism,
participating in enzymatic reactions and serving specific functions. The increased
consumption of processed foods has raised concerns about the adequacy of these
nutrients, especially minerals, which may impact their bioaccessibility and increase
the risk of diseases. Simultaneously, there has been a rise in the consumption of
multivitamin and mineral supplements (MVM) as an attempt to address these
deficiencies. However, there are questions if information on the labels meets legal
requirements and whether the declared contents, as well as their bioaccessibility,
contribute with the daily reference values (DRV) established by Brazilian regulations
for MVM. Objectives: Evaluate the total content and bioaccessibility of macro and
microelements in multivitamin and mineral supplements, marketed in Brazil, and
correlate the findings with the current Brazilian legal DRV. Materials and Methods:
An experimental design was carried out to optimize the variables (volume of HNOg3,
volume of H202, and time) of acid digestion in a closed digestion block, determining
the ideal condition (2 mL of HNO3 + 1 mL of H20, for 90 minutes). ICP OES was
used to quantify the concentration of macro and microelements (Al, Ba, Ca, Cu, Fe,
K, Mg, Mn, Mo, Na, P, Se, Sn, Sr Ti, V, and Zn), as well as potentially toxic elements.
Additionally, comparisons were made between the data and the reference values of
current Brazilian regulations. Results and Discussion: The total content of the
analyzed samples did not match the declared levels on 81% of the labels.
Comparisons between label information and current Brazilian regulations revealed
that 56% of the samples did not meet the requirements, and inconsistency was found
in one of them. The bioaccessible concentrations were extremely low, with none of
the analyzed microelements surpassing the limits of quantification or determination.
Conclusion: The 23 factorial design was used to optimize the digestion method,
reducing reagent consumption and analysis time. However, the analysis of
supplements revealed that most of them did not reach the declared mineral content,
raising concerns about their efficacy. The reduced release of minerals during in vitro
bioaccessibility assays indicates the need for more effective formulations. Strict
regulations and monitoring are crucial to ensure label accuracy and consumer
confidence. These results emphasize the importance of oversight and research to
improve supplement quality and nutritional benefits.

Keywords: Experimental design; ICP OES; Macroelements; Microelements;
Potentially toxic elements.
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1. INTRODUCAO

Os macro e microelementos possuem um papel ativo nas reagdes
enzimaticas do organismo, visto que tém fungbes muito especificas e s&o
cruciais para a homeostase do corpo (GHARIBZAHEDI; JAFARI, 2017). No
entanto, em funcdo das mudancas socioeconémicas, consequentemente, o uso
de alimentos mais praticos e processados, o consumo de alimentos in natura
saudaveis vem sendo reduzido, favorecendo o surgimento de deficiéncias
nutricionais e, por sua vez, o aumento de necessidades nutricionais em
decorréncia ao estilo de vida que promovem uma série de doengas associadas
(GUEDES; MELLO, 2021).

A falta de conhecimento de que uma alimentacdo equilibrada e com
qualidade atende as necessidades nutricionais do individuo refletiu no aumento
do consumo dos suplementos polivitaminicos e minerais (SPM) e alimentos
enriquecidos com vitaminas e minerais na tentativa de suprir essas
necessidades diarias. O incentivo ao uso de suplementos também esta
fortemente presente na publicidade, inclusive por meio de sites comerciais na
internet e demonstra que os usuarios desses produtos, o fazem, muitas vezes,
por indicagdo popular ou sugestdo de instrutores e treinadores sem
qualificagdo técnica e ética para os mesmos (FRINHANI e LEONHARDT,
2016), o que pode se tornar um problema, tendo em vista que o uso
indiscriminado de suplementos conduzir a complicagdes hepaticas e
cardiovasculares, alterar o sistema nervoso, dentre outros. Esses produtos
(SPM) deveriam ser utilizados apenas, apos diagnéstico de caréncias
nutricionais especificas, por meio de resultados clinicos, bioquimicos,
antropométricos e/ou dietéticos, a fim de ndo comprometer a saude e bem
estar do individuo (FRINHANI e LEONHARDT, 2016; DE MACEDO e
FERREIRA, 2021).

Fisberg et al. (2013) avaliaram a ingestao inadequada de nutrientes em
uma populagao de idosos do Brasil e, quando analisada a taxa de inadequacgao
de macro e microelementos, os autores observaram que nos idosos do sexo
masculino o Zn apresentou a maior porcentagem inadequada de ingestao
(39,1%) seguido do Cu (21%) e Fe (8,8%), enquanto que nos idosos do sexo
feminino o Cu teve a maior porcentagem (35,6%), seguido do Zn (30,5%) e Fe



(12,8%). Ainda nesse sentido, de acordo com o IBGE (2020) ha em
adolescentes, uma prevaléncia de inadequacéo de ingestdo de nutrientes para
Ca, Mg, P e Cu em ambos os sexos, inadequacgao de Fe para o sexo masculino
e Zn para o feminino. Nos adultos, houve inadequacéo da ingestdo de Ca, Mg,
P e Cu para ambos os sexos e para o sexo masculino, também houve
prevaléncia de inadequacido de Fe. Quanto aos idosos, a inadequagao ocorre
para o Ca, Fe, Cu e Mg para ambos 0s sexos, para o sexo masculino a
prevaléncia também ocorre para o P.

Ainda no que se refere ao uso indiscriminado de SPM sem orientagao de
um profissional da saude, é também essencial o entendimento da
bioacessiblidade dessas substancias. A analise quimica é o ponto de partida
para determinar o valor nutricional dos alimentos ou nos SPM, mas a absorcao
real dos nutrientes depende da capacidade do corpo de processa-los e também
da biodisponibilidade de cada substidncia ou elemento. Assim, define-se
biodisponibilidade como a quantidade de nutrientes ingeridos que é absorvido e
disponivel para os varios processos fisiolégicos e fungdes do organismo, e que
esta diretamente relacionada com a matriz alimentar ou suplemento, para
absorcao e transporte pelas células intestinais (ETCHEVERRY; GRUSAK e
FELIGE, 2012). Por outro lado, a bioacessiblidade € definida como a
quantidade de nutrientes de uma matriz alimentar ou SPM disponivel para
absorgdo no trato gastrointestinal (GARCIA-SARTAL et al., 2011; SILVA et al.,
2017). Isso depende da liberacdo dos analitos da matriz alimentar ou
suplemento e as condi¢des gastrointestinais e também da influéncia de outros
compostos e/ou elementos quimicos na mesma matriz devido a competi¢cao de
sitios de ligagdo e absorcao, por exemplo (ETCHEVERRY; GRUSAK e
FELIGE, 2012).

Diante desse contexto, acredita-se que a investigagdo das
concentragbes totais dos minerais nesses SPM, assim como a
bioacessibilidade dos mesmos se fazem necessarios, visto que essas
informagdes podem revelar a eficiéncia desses produtos na entrega dos
nutrientes ao organismo, além de haver muita dificuldade no real entendimento
da utilizagao deles pela populagdo em geral e de alguns profissionais de saude
relacionados assim como, devido ao marketing intenso desse tipo de produto
no mercado. Por outro lado, alguns estudos (ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO;



BASTOS, 2015; KOWALSKA, NIENIEK e MANNING, 2019) tem mostrado a
nao conformidade das informagdes dos rotulos dos SPM com as Legislagdes
vigente, o que podera comprometer ainda mais a saude do consumidor. E
fundamental que estes estudos sejam fidedignos, o que esta diretamente
associado a validagcdo do método utilizado e a aplicagao de métodos sensiveis
e robustos como a digestdo acida da amostra juntamente com a leitura dos
minerais em ICP OES.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o teor total e a bioacessibilidade de
macro e microelementos em suplementos polivitaminicos e minerais,

comercializados na Bahia, Brasil.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o teor total e a bioacessibilidade in vitro de macro e microelementos em

SPM, comercializados no estado da Bahia (Brasil).

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar as informagbes nos rétulos de SPM de acordo os requisitos

legais nacionais.

¢ Quantificar os macro e microelementos presentes em polivitaminicos e

minerais comercializados na Bahia, Brasil;

e Correlacionar os teores de macro e microelementos determinados com

os declarados nos rétulos e valor diario recomendado (VDR);

e Identificar a fragdo bioacessivel in vitro de macro e microelementos

presentes nos suplementos analisados;

e Comparar as concentragdes totais de macro e microelementos com as

suas fragdes bioacessiveis ao trato gastrointestinal;



3. FUNDAMENTAGAO TEORICA

3.1. Macro e microelementos no metabolismo humano

Os suplementos dietéticos sao produtos complexos destinados
suplementar a dieta humana com nutrientes como vitaminas, minerais,
aminoacidos, dentre outros, ou combinagao destes (SANDER; SHARPLESS e
WISE, 2006). Os minerais s&o nutrientes inorganicos que se dividem em duas
categorias: macroelementos (Na, K, Ca, Mg, P e Cl) e microelementos que
também sdo classificados como “oligoelementos” por causa de sua
essencialidade em baixas quantidades em humanos (Cu, Fe, Ni, Zn, Mn, Se,
Co, Cr, Mo, V, F e I) (GUPTA e GUPTA, 2012). Como o corpo humano n&o
pode sintetiza-los, macro e microelementos devem ser fornecidos por alimentos
ou suplementos dietéticos (LESNIEWICZ; JAWORSKA e ZYRNICKI, 2005).

Os macro e microelementos sao reconhecidos como essenciais para o
funcionamento adequado do organismo humano e podem existir como
componentes organicos ou ions. Muitos macro e microelementos
desempenham papel importante no metabolismo, sendo que alguns destes
fazem parte de metaloenzimas responsaveis pela eliminagao de radicais livres,
e sua deficiéncia poderia, por exemplo, dificultar a reparagao do dano tissular
(ALVES e LIMA, 2009; DE JESUS, 2015).

Os minerais sado nutrientes inorganicos que se dividem em
macroelementos, microelementos e elementos tragco. Macroelementos séao
aqueles que o corpo precisa em maior quantidade, microelementos sao
necessarios em menor quantidade, mas ambos s&o igualmente importantes,
enquanto elementos tragco sdo definidos como metais catibnicos e oxianions
presentes em baixas concentragdes (< 0,1 dag kg-1) em geral, associados com
toxicidade e poluicdo. Os macroelementos incluem Calcio (Ca), Fésforo (P),
Potassio (K), Magnésio (Mg), Sddio (Na), Cloro (Cl) e Enxofre (S). Eles
representam 4 a 5%, dos quais, cerca de 50% correspondem ao Ca , 25% ao P
e os restantes 25% séao representados por outros macroelementos essenciais

como Mg. Os microelementos sdao Ferro (Fe), Cobre (Cu), Cromo (Cr),



Manganés (Mn), Zinco (Zn), Selénio (Se) e Molibdénio (Mo) (Tabela 1 e 2). Ja
os elementos trago sdo elementos como Chumbo (Pb), Cadmio (Cd), Mercurio
(Hg) e Arsénio (As) (DE JESUS, 2015; COSMO e GALERIANI, 2020; YADA et
al., 2020).

3.2.1. Macroelementos

3.2.1.1. Calcio (Ca)

O Ca é o mineral mais abundante no organismo. Ele é essencial para
estrutura 6ssea e dos dentes, além de ser um importante regulador de eventos
intracelulares e diversos tecidos. E necessario para o crescimento das criancas
e fundamental para serem ingeridos pelos idosos, ja que sofrem de perdas
diarias desse mineral. Ele participa de diversas fungdes como divisao celular,
contragdo muscular, secre¢do de horménios e coagulagdo sanguinea dentre
outras (DE FRANCA e MARTINI, 2014).

A deficiéncia deste macroelemento no organismo resulta em diversos
disturbios, como a osteoporose, hipertensao e cancer de célon. No entanto, um
acumulo exacerbado de Ca no corpo, também pode desencadear diversos
problemas, dentre eles, a hipercalcemia, podendo levar a calcificagao
excessiva de tecidos moles, como os rins, e pér em risco a manutencao da
vida. A incidéncia elevada de fraturas esta associada a niveis extremamente
baixos de Ca, evidenciando uma taxa 30% maior de fraturas O&sseas
(TONGNON, 2012; BAKALOUDI et al., 2021, TAKAYA, 2021). O aumento dos
niveis séricos de Ca também antecede a resisténcia periférica a insulina, sendo
essa conexao um fator relevante no surgimento de hipertensdo e diabetes (
FISCHER et al., 2018). Altas concentragdes de Ca?* também podem promover
a sinalizacao de Ca que desempenha um papel crucial na pancreatite aguda,
resultando em niveis patologicamente elevados de ions Ca?' nas células
acinares. Esse processo desencadeia a morte celular, bem como vias pro-
inflamatodrias, incluindo a ativagao prematura do tripsinogénio, ativacéo do fator
nuclear-kB (NF-kB) e disfungao mitocondrial (LEE e PAPACHRISTOU, 2019).



3.2.1.2. Fésforo (P)

O P é vital para a producdo de energia e desempenha fungdes
importantes nos tecidos esqueléticos e ndo esqueléticos, atuando também
como uma molécula sinalizadora. A homeostase do P é fundamental para a
saude e seus polimeros estdo envolvidos em respostas metabdlicas
complexas, incluindo hemostasia, saude cerebral e o&ssea, com efeitos
positivos ou negativos para a saude dependendo do comprimento da cadeia.
No corpo, a maior parte do P que ndo se encontra mineralizado nos tecidos se
apresenta em forma livre, sendo altamente ionizavel e permeavel através das
membranas celulares. Ele é responsavel por promover a ativacdo de diversas
enzimas e conversiao de carboidratos; respiracdo celular e exerce papel
estrutural na composi¢cao da membrana celular, do DNA e RNA. Sua absorcao
estd diretamente ligada ao pH intestinal que, quanto menor, promove uma
maior biodisponibilidade no organismo (MONTEIRO e VANNUCCHI, 2010;
BIRD e ESKIN, 2021).

A baixa concentragdo de P no organismo pode promover a
hipofosfatemia que € uma enfermidade metabdlica sistémica. Essa condi¢ao
pode levar a hipomineralizacdo Ossea, resultando em deformacbes dos
membros e, em alguns casos, a auséncia quase completa de ossos, inclusive
do cranio (SALLES, 2020). Segundo Villa-Bellosta, (2021), a liberagao
insuficiente de fosfato leva a uma apoptose hipertroéfica comprometida de
condrécitos, resultando em atraso no crescimento, enquanto a calcificacéo
anormal causa deformidades ésseas.

A ingestao excessiva de fosfato pode resultar em respostas hormonais
aumentadas, como o aumento do hormdnio paratiredideo e do crescimento de
fibroblastos, além de afetar negativamente o metabolismo de fosfato e Ca caso
esses efeitos adversos sejam cronicos ou repetidos. A alta ingestao de fosfato
também pode prejudicar a saude dssea e ter um efeito toxico nas células,
causando inflamacédo, apoptose ou induzindo sinais de crescimento e
diferenciagao celular anormal. Além disso, foi observada uma relagdo entre o
fosfato sérico inorganico e doengas neurodegenerativas e fungcdo cognitiva
prejudicada, como a deméncia, o que destaca o papel da hiperfosfatemia no

desenvolvimento dessas doengas, além disso observou-se que uma dieta



regularmente rica em fosfato pode deteriorar a fungdo renal, aumentando o
risco de hipertenséo (BIRD e ESKIN, 2021).

3.2.1.3. Magnésio (Mg)

O Mg é um eletrdlito crucial que desempenha um papel importante em
varias reagdes que ocorrem no organismo humano, influenciando a funcéo
celular, a condugéo nervosa e outras fungdes vitais. Quando os niveis séricos
de Mg caem abaixo do normal, ocorre um disturbio eletrolitico conhecido como
hipomagnesemia. Além disso, a deficiéncia de Mg também pode levar a
hipocalcemia, uma vez que esses dois eletrolitos estdo interligados. A falta de
Mg diminui a producédo do horménio da paratireoide (PTH), o que, por sua vez,
reduz os niveis de Ca regulados pelo PTH. Além disso, o Mg desempenha um
papel importante na atividade elétrica do miocardio e no ténus vascular,
tornando os pacientes com hipomagnesemia mais propensos a desenvolver
arritmias cardiacas (GRAGOSSIAN et al., 2022). A falta de Mg estimula a
liberacdo de mediadores inflamatdrios, como interleucinas, fatores de necrose
tumoral e Oxido nitrico, 0 que aumenta a probabilidade de desenvolver
aterosclerose e, consequentemente, aumenta o risco de deméncia (ZAKEN et
al., 2020).

A elevagcdo dos niveis séricos de Mg pode ser causada por uma
diminuicdo da excregao renal e pelo aumento da ingestdo de Mg. Essa
condigdo pode resultar em sintomas como reflexos reduzidos, confuséo,
sonoléncia, paralisia da bexiga, rubor, dor de cabega, constipagao, redugao da
pressao arterial e visao turva. Em concentracbes excessivas, pode causar
paralisia muscular, diminuicao da frequéncia respiratéria, baixa pressao arterial,

coma e até mesmo parada cardiaca (KRUPESH et al., 2021).

3.2.2 Microelementos

3.2.2.1 Ferro (Fe)

O Fe constitui-se como um mineral essencial para a homeostase

organica do corpo humano. Ao fazer parte da composicdo estrutural do



grupamento heme, tal nutriente compreende, também, uma pega importante
para o bom funcionamento de enzimas corporais, dentre elas a hemoglobina, a
mioglobina, o citocromo, a peroxidase e a catalase (ZAGO et al., 2013). Esse
ion é fundamental para o transporte de oxigénio, para a sintese da molécula de
DNA (ao se associar a enzima ribonucleotideo redutase), e para o
funcionamento adequado dos tecidos, bem como para a atividade 6tima das
enzimas do complexo mitocondrial energético, a medida em que atua como
cofator enzimatico (GROTTO, 2010).

O Fe esta presente nos produtos alimenticios em duas formas, como o
Fe heme, que é encontrado na carne e outros produtos de origem animal, e
como Fe nao-heme, que é encontrado tanto em plantas quanto em animais
(GULEC; ANDERSON e COLLINS, 2016). Essas formas diferem em sua forma
quimica, processos e mecanismos de absorcado (WEINBOR et al., 2016). O Fe
heme é altamente biodisponivel (25-30% desta forma é absorvida), embora
represente uma parte menor de Fe dietético, enquanto a absorcdo de Fe nao-
heme é mais variavel (1-10% desta forma é absorvida) (BECK et al., 2014).

O Fe influencia a producao de radicais livres e a peroxidagao lipidica
através da reacdo de Fenton. Em lipideos cerebrais, o ferro férrico, ferro
quelatado e radicais livres de oxigénio tém papel essencial na peroxidagao
lipidica. A reagdo de Fenton pode agravar danos causados pelos radicais
livres, levando a ferroptose, morte celular programada dependente de Fe (VAN
RENSBURG et al., 2021).

O Fe é o microelemento mais presente no organismo humano, sendo
necessario em pequenas quantidades para manter os processos fisioldégicos
normais, e € essencial para a maioria das vias metabdlicas. A deficiéncia de Fe
pode levar a funcgbes fisicas e cognitivas prejudicadas. A deplecédo e a
deficiéncia de Fe progridem em varios estagios, desde a diminuicdo das
concentragdes séricas de ferritina e dos niveis de Fe na medula 6ssea, até a
eritropoiese deficiente em Fe e anemia. As causas comuns da deficiéncia de
Fe sdo a ingestao insuficiente ou a absorgéo reduzida de Fe. As causas mais
comuns da intoxicagdo por Fe sdo a hemocromatose hereditaria, outras
doencgas genéticas raras secundarias a transfusdes repetidas e a ingestao
excessiva de Fe. Os sinais e sintomas de sobrecarga de Fe s&o inespecificos e
incluem fadiga crénica, dor nas articulagdes e diabetes. O disturbio progride até



a faléncia de orgaos-alvo, envolvendo principalmente o pancreas e o figado
(BERGER et al., 2022).

3.3.2.2 Zinco (Zn)

O Zn, um micronutriente essencial para a vida, esta envolvido em uma
variedade de processos bioquimicos nas células humanas. Ele é necessario
para a ativagao catalitica de mais de 300 enzimas, desempenhando funcdes
em processos celulares metabdlicos. Além disso, ele se liga a mais de 2.500
proteinas no corpo humano, mantendo a integridade estrutural de muitas delas.
A ingestdo inadequada, a diminuigdo da absor¢do ou o aumento da perda de
Zn podem levar a sérios impactos, incluindo retardo de crescimento, anemia e
disfungdo neuronal. Niveis inadequados de Zn também estdo correlacionados
com doencas cardiovasculares, como hipertensido, infarto do miocardio e
fibrilagdo atrial. Além disso, o Zn afeta a sinalizagdo de Ca?" que regula
respostas celulares versateis nas células cardiacas (CHOI, LIU e PAN, 2018).
A ingestao excessiva de Zn pode resultar em desequilibrio do Cu, sintomas
gastrointestinais incluindo nauseas e vomitos, disfungdo linfocitaria e
neurotoxicidade (SKALNY et al., 2021).

3.2.2.3 Selénio (Se)

O Se é um microelemento essencial para a saude humana e suas varias
fungdes sao realizadas na forma de selenoproteinas. Essas proteinas tém uma
funcdo importante no metabolismo e saude normais, incluindo atividades
antioxidantes através da glutationa peroxidase (G-Px) que protege contra
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Além disso, o Se esta envolvido na
conversao da tiroxina inativa (T4) em triiodotironina (T3), o hormdnio tireoidiano
ativo. O Se também desempenha um papel critico na fungao imunolégica e na
regressao do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) para a Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). A deficiéncia de Se tem sido associada a
varias doencas, incluindo doencas cardiovasculares, infertilidade, doencas
musculares degenerativas e declinio cognitivo (SHREENATH, AMEER e
DOOLEY, 2022).



A ingestdo inadequada de suplementos contendo Se pode levar a
toxicidade, resultando em sintomas como dor de estdémago, dor de cabega,
alteracbes na pressdo arterial, vdmitos e nauseas. A superexposi¢cado crénica
pode causar selenose, caracterizada por perda de cabelo, deformacéo e perda
de unhas, descoloragdo dos dentes, halito de alho, disturbios gastrointestinais,
erupgao cuténea, dorméncia, paralisia € hemiplegia. Aumento da mortalidade,
diabetes mellitus tipo 2 e cancer de préstata também foram relatados em casos
de overdose, assim como em casos de deficiéncia de Se (FERREIRA et al.,
2021).

3.2.2.4 Manganés (Mn)

O Mn é um microelemento essencial que esta naturalmente presente em
muitos alimentos. Também atua como um cofator para muitas enzimas que
atuam no metabolismo de aminoacidos, colesterol, glicose, formagado 6ssea,
coagulagao dentre outros. Sua deficiéncia pode causar desmineralizagao 6ssea
e crescimento deficiente em criangas, erupgbes cutaneas, despigmentacao do
cabelo, diminuicdo do colesterol sérico e humor alterado. Também pode alterar
o metabolismo de lipidios e carboidratos e causar tolerancia anormal a glicose
(BORDIGNON, 2003; NIH, 2021c).

Os efeitos toxicos do Mn estao relacionados aos sintomas da sindrome
de Parkinson. Esses efeitos sdo causados pela deposicdo do manganés nos
ganglios e pela alteragdo da atividade de enzimas neuronais dopaminérgicas.
Outros efeitos incluem cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e aumento da
mortalidade em lactentes. A neurotoxicidade do manganés é caracterizada por
anormalidades psiquiatricas precoces que progridem para sintomas
semelhantes a doenca de Parkinson, como dificuldades posturais, marcha
irregular e problemas de fala. Especificamente, os neurénios nos ganglios sao
afetados, produzindo, assim, a sindrome parkinsoniana (EVANS e MASULLO,
2022).



3.2.2.5 Molibdénio (Mo)

O Mo é um mineral essencial que esta presente em muitos alimentos.
Ele é um constituinte estrutural da molibdopterina, um cofator necessario para
a metabolizacido de aminoacidos contendo enxofre, como também de diversas
drogas e toxinas. Sua deficiéncia n&o foi relatada, exceto em pessoas com uma
mutagdo genética que gera a deficiéncia de cofator de molibdénio, mutagdes
em um dos varios genes impedem a biossintese de molibdopterina. Sua
auséncia prejudica a fungdo das enzimas que metabolizam o sulfito, levando
convulsdes, causando danos neuroldgicos graves podendo ser fatal (NIH,
2021d).

A toxicidade do Mo ndo tem sido uma preocupacdo para a saude
publica, devido a sua baixa necessidade no organismo, que geralmente é
facilmente suprida por meio de dieta (NIELSEN, 2020).

3.2.2.6 Cobre (Cu)

O Cu é um microelemento importante que integra as cuproenzimas
como cofator. Elas sdo fundamentais a vida e a sobrevivéncia das células e
participam do metabolismo aerobio que permitem a utilizacdo do oxigénio como
combustivel para o fornecimento de energia a célula. Sua deficiéncia ocorre por
problemas no metabolismo, assim como, por algumas doengas (como Menkes)
que promovem ma distribuicdo do mineral pelo organismo, além de baixa
ingestao alimentar e/ou aumento na excregdo (AMANCIO, 2011; NIH, 2021b).

A alta concentragao de Cu esta relacionada com danos no figado, porém
nao esta esclarecido se a causa principal da toxicidade € o dano oxidativo. O
excesso de Cu pode levar a degeneragao neural, sendo a doenca de Wilson
um exemplo disso. A doenca de Wilson é um disturbio genético do
metabolismo do Cu que leva a acumulo de Cu em muitos Orgaos,
especialmente no figado e no cérebro (TARNACKA; JOPOWICZ e
MASLINSKA, 2021; BARBER, GRENIER e BURKHEAD, 2021).



3.2.2.7 Cromo (Cr)

O Cr € um microelemento que esta naturalmente presente em muitos
alimentos e disponivel como suplemento dietético. Ele pode desempenhar um
papel no metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, potencializando a
acao da insulina. Acredita-se que o Cr se liga a um oligopeptideo para formar
cromodulina, uma substancia de baixo peso molecular e ligante de Cr que se
liga e ativa o receptor de insulina para promover a agdo da insulina. O Cr
também pode ter efeitos antioxidantes (NIH, 2021a).

A caréncia de Cr é associada a diversos disturbios metabdlicos e
neurolégicos, incluindo intolerancia a insulina. O Cr € absorvido pelo intestino
delgado e circula no organismo ligado a transferrina e albumina. O Cr pode
influenciar a interacao da insulina com seus receptores periféricos, provocando
sintomas como dor abdominal, polaciuria e polidipsia (AFZAL e QUINONES,
2022).

A toxicidade do Cr depende do seu estado de oxidacdo e da espécie
ibnica. O Cr (VI) é mais soluvel e reativo em relagao ao Cr (lll). Ele pode
atravessar facilmente a membrana plasmatica e entrar no compartimento
celular através de varios receptores de fosfato da superficie celular e
transportadores de anions. Em niveis elevados, pode afetar negativamente a
saude humana, causando danos a varios 6rgaos, incluindo pulmdes, figado e
rins (SINGH et al., 2022).

Diante da importancia desses elementos para o organismo humano
resumiu-se nas Tabelas 1 e 2 os microelementos e macroelementos,
respectivamente, com suas recomendacgdes diarias e os impactos a saude

devido sua toxicidade e deficiéncia.



Tabela 1. Microelementos com suas recomendacdes diarias e os impactos a saude devido sua toxicidade e deficiéncia.

Limites Maximos e
Minimos para SPM Toxicidade Deficiéncias
Dependendo da Idade e

Mineral Sexo
Cobre Entre 51 ug e 7.000 ug  Seu excesso provoca dor abdominal, diarreia e vOmito, além de Sua deficiéncia provoca crises convulsivas,
fraqueza, letargia e anorexia. clareamento e alteragdes no tecido conjuntivo
Cromo Entre 0,03 ug e 250 pg Seu excesso provoca reagdes alérgicas, erupgao cutanea, Sua deficiéncia pode levar a intolerancia a
secura e inchago, ulceragao e perfuragao do septo nasal, glicose.
bronquite asmatica, hemorragia nasal, ulcera, leséo renal
cronica, lesdes hepaticas, genotoxicidade, mutagenicidade e
carcinogenicidade.
Entre 0,04 mg e 39,73 mg Seu excesso provoca nauseas, vomitos, diarreia e sangramento Pode causar anemia e toxicidade por catalisar a
gastrointestinal, complicagdes hemodinamicas, coagulopatia, formacao de radicais livres.
hepatotoxicidade e estenose intestinal.

Seu excesso provoca psoriase, insuficiéncia hepatica e renal,
sintese interrompida de GSH e neurodegeneragéao.

Seu excesso provoca anemia, disturbios gastrointestinais,
disturbios 6sseos e retardo de crescimento.

Ferro

Sua deficiéncia pode ocasionar em alteragdes no
sistema nervoso central, no esqueleto e gbnadas.

Pode causar toxicidade por sulfeto

Manganés Entre 0,35 mge 1,66 mg

Molibdénio Entre 2,55 ug e 1,955 mg
Sua deficiéncia pode acarretar problemas

Selénio Entre 2,25 uge 320 uyg  Seu excesso provoca queda de cabelo e fragilidade das unhas,
alopecia, cancer de pele ndo melanoma e diabetes tipo 2. cardiolégicos e nos 0ssos.
Zinco Entre 0,3 mg e 30 mg Seu excesso provoca diarreia, nausea, vomito e tontura. Sua auséncia pode causar alteragdes nos niveis
séricos de testosterona e células de defesa;

Letargia mental e cicatrizagcao reduzida.

Fonte: AMANCIO, 2011; DE JESUS, 2015; BRASIL, 2018 (adaptado); MIAH et al., 2020; PAVESI e MOREIRA, 2020; RAYMAN, 2020; ANSELMO E
DRISCOLL, 2021; ALBIN e OSKARSSON, 2022.




Tabela 2. Macroelementos, suas recomendacdes diarias e os impactos a saude devido sua toxicidade e deficiéncia.

Limites Maximos e

Minimos para SPM Toxicidade Deficiéncias
Dependendo da Idade e
Mineral Sexo
Calcio Entre 30 mg e 2.517 mg Seu excesso provoca fraqueza muscular, fadiga e dor nas Sua deficiéncia provoca osteoporose, confusao,
articulagdes, aumento da sonoléncia, nauseas, vémitos, dor depressao e perda de memodria, convulsdes e
abdominal e constipagao, poliuria e calculos renais. ansiedade.
Fésforo Entre 69 mg e 3.124 mg Seu excesso provoca Calcificagdo da valvula cardiaca, Pode causar massa 6ssea reduzida, fraqueza
Hipertensao, Calcificagao vascular. muscular e osteomalacia.
Magnésio Entre 12 mg e 350 mg Seu excesso provoca diarreia, nauseas e vomitos, fraqueza  Sua deficiéncia pode ocasionar perda de apetite,
muscular e pressao arterial baixa, perda dos reflexos fadiga, nauseas e vomitos, caibras, dorméncia,
tendinosos profundos, bloqueios dos nédulos sinoatrial e formigamento, alteragdes de personalidade,
atrioventricular, paralisia respiratoria e parada cardiaca. espasmos coronarios, ritmos cardiacos anormais

e convulsoes.

Fonte: BRASIL, 2018 (adaptado); LEE e SHOBACK, 2018; TINAWI, 2021; ZHOU et al., 2021; FIORENTINI et al., 2021; AJIB e CHILDRESS, 2023.



3.3. Suplementos alimentares e polivitaminicos

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
suplementos multivitaminicos ou polivitaminicos, sao alimentos que
complementam a dieta diaria de uma pessoa saudavel, em casos onde a
ingestao destes nutrientes, a partir da alimentacéao, seja insuficiente ou quando
a dieta requerer suplementagao (BRASIL, 2018a). Segundo a RDC N° 243, de
26 de julho de 2018, da ANVISA, um suplemento alimentar € produto para
ingestdo oral, que apresenta uma forma farmacéutica e tem a fungdo de
suplementar a alimentacdo de individuos saudaveis com nutrientes,
substancias bioativas, enzimas ou probidticos, sejam eles isolados ou
combinados (BRASIL, 2018c).

A maioria das pessoas usa suplementos para garantir a ingestao
adequada de nutrientes e prevenir doengas (HUANG et al., 2006). Os
suplementos vitaminicos tém sido bastante explorados pela industria
farmacéutica, promovendo a ideia de que os componentes contidos nesses
produtos sejam mais eficazes que os presentes em alimentos in natura (DE
MELO; SANTOS; LIRA, 2005). Existem na legislacdo, diversas normas
fragmentadas para alimentos e suplementos em vigéncia que padronizam e
identificam cada tipo. Contudo, o mercado de suplementos alimentares tem um
forte conflito de informagdes, o que traz inseguranga para o consumidor, uma
vez que ele ndo € capaz de avaliar o produto devido a essas lacunas
regulatérias (NOGUEIRA DE ALMEIDA et al., 2018).

De acordo com Possebon e Oliveira (2016), o uso de suplementos
nutricionais pode trazer beneficios como aumento da resisténcia, reducédo de
gordura corporal, aumento da massa muscular, minimizagado do risco de
doencas e melhora do desempenho durante os exercicios fisicos. No entanto, o
uso abusivo dessas substancias, que prometem resultados mais rapidos, nao é
totalmente seguro. O consumo excessivo de vitaminas e minerais pode causar
danos aos 6rgaos, como figado e coragdo, além de nauseas, formacado de
calculos renais e biliares, fraqueza muscular e outros problemas. (FRINHANI,
LEONHARDT, 2016).

A utilizagao desenfreada de suplementos nutricionais pela populacao se
da pela falta de conhecimento sobre as consequéncias negativas do seu uso



abusivo, assim como o marketing ilimitado, principalmente na internet e
orienta¢des inadequadas de profissionais em academias, muitos dos quais nao

estdo habilitados para as prescri¢gdes (DA SILVA et al., 2018).

3.3.1. Consumo de suplementos dietéticos

O estudo da Associacdo Brasileira dos Fabricantes de Suplementos
Nutricionais e Alimentos para Fins Especiais (BRASNUTRI) (2017), realizado
entre os anos de 2010 e 2016, revela que a industria nacional de suplementos
nutricionais teve um crescimento de 234%, totalizando um faturamento de
aproximadamente 1,5 bilhdo. Possivelmente, esses dados induzam um
marketing mais forte levando o consumidor a ingerir mais esses produtos de
uma maneira livre sem diagndstico ou prescrigdo médica.

A pesquisa de mercado da Associacdo Brasileira da Industria de
Alimentos para Fins Especiais e Congéneres (ABIAD) (2020), apurou que o
consumo de suplementos alimentares no Brasil aumentou 10% quando
comparada a primeira edi¢ao (2015) e apontou que os polivitaminicos estao
presentes em 59% dos lares brasileiros com, pelo menos, uma pessoa
consumindo esses produtos. O estudo também apontou que houve um
aumento de 48% no consumo dos suplementos durante o periodo de restricoes
relacionadas a pandemia do Sars-Covid 19.

O estudo realizado por Neves et al., (2017) mostrou que, no Brasil, o
consumo e comercializacdo de SPM sao crescentes em cidades do estado de
Sao Paulo e Rio de Janeiro e apontou que a maioria das pessoas, de ambos os
estados, 54% e 59% respectivamente, consomem algum tipo de suplemento
alimentar. Os suplementos nutricionais sdo encontrados em diversos locais
como em academias, lojas especializadas e, principalmente, na internet para
comercializagcdo e consumidos sob diversas formas farmacéuticas, o que
contribui para o aumento do uso em todas as idades e por ambos 0s géneros.

Segundo a Pesquisa de Orgamentos Familiares 2017-2018 realizada
pelo IBGE (2020), o uso de pelo menos um suplemento alimentar foi referido
por 19,2% da populacao, sendo 10,1% entre adolescentes, 19,2% em adultos e
34,0% em idosos, estes ultimos com maior proporcdo de consumo para
mulheres (41,0%).



O Brasil é o segundo maior consumidor de suplementos alimentares no
mundo. Esses suplementos s&o vistos como uma alternativa para atingir
objetivos relacionados a perda de peso e aumento de massa muscular e
também como forma de promoc¢do da saude. Assim, muitos recorrem a
suplementacao alimentar como estratégia para atingir os objetivos estéticos de
forma rapida e confortavel, sem a devida orientacdo de um profissional
capacitado. Além disso, possuem pouca consciéncia dos riscos a saude
associados ao consumo desses produtos quando realizado de forma
inadequada (PEREIRA FILHO; COSTA e CAVALCANTI, 2021).

Resende, Molinari e Silva et al. (2020) realizaram uma revisédo na
literatura a fim de conhecer o perfil dos usuarios de SPM, os tipos mais
consumidos e as consequéncias do seu uso sem orientacdo de um profissional
capacitado e constataram que grande parcela dos frequentadores de
academias faz uso de algum suplemento sem orientagdo de profissional
especializado. Dentre os efeitos adversos do uso indevido de suplementos
alimentares relatados na literatura estdo sobrecarga renal e hepatica, aumento
do sono e da manifestacdo de acne, dores abdominais, desidratacao, reducéo
da densidade Ossea, alteragbes psicologicas e cardiacas. Isso demonstra a
necessidade de cautela ao se utilizar esses produtos.

Anselmo e Driscoll (2021) demonstraram que a ingestdo excessiva de
zinco suplementar pode resultar em efeitos adversos agudos e crénicos, como
dor epigastrica, diarreia, nausea, vémito e tontura. Os autores citam que a
intoxicagdo por cobre pode causar sintomas gastrointestinais, como dor
abdominal, diarreia e vémito, além de fraqueza, letargia e anorexia. Em
estagios mais avangados, pode ocorrer danos no trato gastrointestinal, figado,
rins e até insuficiéncia cardiaca. A toxicidade do ferro pode manifestar-se com
nauseas, vomitos, diarreia e sangramento gastrointestinal nas primeiras horas
apdés a ingestdo, seguidos de complicacbes hemodinamicas, coagulopatia,
hepatotoxicidade e estenose intestinal.

Infelizmente, segundo a literatura, alguns profissionais recomendam
suplementos sem a devido conhecimento sobre os mesmos. No estudo
realizado por Miranda et al. (2020), em que foi avaliado o conhecimento sobre
Suplementos Alimentares por Profissionais da Saude os resultados mostraram
que 70% dos profissionais prescritores indicaram o uso de SPM. Isso pode ser



reflexo da maior demanda da populacédo por essas substancias, o que resulta
em maior frequéncia de prescricdo por parte desses profissionais. Do total de
profissionais entrevistados, 30% responderam que nao sabiam que os
Suplementos Alimentares podem causar efeitos adversos.

Macedo e Ferreira (2021) também verificaram os riscos para a saude
associados ao consumo de suplemento alimentar sem orientagdo nutricional
por meio de uma revisao de literatura, e enfatizaram a importancia do trabalho
em equipe de profissionais de saude. Os autores citam que o nutricionista é de
suma importancia na orientacdo de uma alimentacdo equilibrada para
atendimento das necessidades nutricionais e de suplementos alimentares para
o uso de forma correta e segura, pois a dieta precisa ser prevista conforme a
necessidade de cada individuo e para a prescricdo apropriada de suplementos
nutricionais.

O uso de suplementos alimentares pode ultrapassar o nivel de ingestao
superior toleravel (UL), o que pode causar efeitos colaterais indesejaveis
(SOUSA e COSTA, 2021). Um estudo de Borges, Sousa e Costa (2022)
revelou que 63% dos usuarios de suplemento alimentar foram classificados
como fisicamente inativos, indicando que aqueles que relataram menor
frequéncia de pratica de exercicios consumiram maiores quantidades de
suplementos, o que sugere uso desnecessario. Esses dados permitem
considerar que existe significativo aumento na venda e consumo de
suplementos polivitaminicos e minerais, como também o uso inadequado
dessas substancias no pais, demonstrando a importancia de sua fiscalizagao e
controle de qualidade.

De acordo com a Lei Federal n°® 8234/91, a prescricdo de suplementos
nutricionais € uma atividade exclusiva de profissionais prescritores com
conhecimentos especializados em alimentagao e nutrigdo humana. A utilizagao
desses suplementos pode levar a uma sobrecarga nos 6rgaos responsaveis
pela metabolizacdo de nutrientes, como o figado e os rins. O excesso de
ingestao desses nutrientes pode levar a faléncia desses o6rgaos (KARKLE,
2015).

3.3.2. Legislagoes de suplementos polivitaminicos



Ao longo do tempo as normas sanitarias que regulamentam os
alimentos no Brasil vém sendo revisadas e atualizadas (Figura 1). No que se
refere aos suplementos alimentares a legislagdo brasileira também abriga
diversas medidas aplicadas durante o decorrer dos anos. Inicialmente, os
polivitaminicos eram produtos sem diferenciagdo e considerados alimentos, o
que permitia que esse tipo de produto fosse fiscalizado através de legislagdes
como o Decreto-Lei n°® 986/1969, que instituiu normas basicas sobre alimentos
(BRASIL 1969), a Resolucédo (RES) Cisa/MA/MS n° 10/1984, que tratava da
conservagao durante transporte, comercializagdo e consumo dos alimentos
(BRASIL, 1984), e a RES CNS 4/1988 que aprovava o uso de aditivos em
diversas categorias de alimentos (BRASIL 1988) (Figura 1).

Na década de 90, com o surgimento da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), surgiram também novas legislagbes como a RDC n°
16/1999 que trata do registro de novos alimentos ou novos ingredientes
(BRASIL, 1999 a), a RDC n° 17/1999 que avaliava o risco e seguranga de
alimentos (BRASIL, 1999 b), a RDC n° 18/1999 e a RDC n° 19/1999 que
tratavam da analise, comprovagao e registro com alegagcédo de propriedades
funcionais ou de saude em sua rotulagem (BRASIL, 1999 c; BRASIL, 1999 d).
Na década de 2000, as principais legislagcdes vigentes para esses produtos
foram a RDC n° 259/2002 (BRASIL, 2002), que estabelecia o regulamento
técnico sobre rotulagem de alimentos embalados, a RDC n° 269/2005 que
estabelecia o regulamento técnico de Valores Diarios Recomendados (VDR) de
proteinas, vitaminas e minerais para alimentos (BRASIL, 2005) e surgiu a RDC
N° 27/2010 que tratava sobre as categorias de alimentos e embalagens isentos

e com obrigatoriedade de registro sanitario (BRASIL, 2010). (Figura 1)
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Até 2017, no Brasil, os produtos a base de vitaminas e minerais eram
divididos em duas categorias: suplementos polivitaminicos e medicamentos a
base de vitaminas e minerais. O que os diferenciava eram o0s niveis de
micronutrientes oferecidos na dosagem diaria recomendada. De acordo com a
Portaria n°® 32/1998 da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude (SVS/MS), “os suplementos vitaminicos deveriam conter um minimo de
25% e no maximo até 100% do VDR de vitaminas e/ou minerais, na porcao
diaria indicada pelo fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem
serem considerados como dieta exclusiva’. Os medicamentos a base de
vitaminas e minerais, por outro lado, sdo definidos como aqueles cuja
posologia diaria indicava um minimo de 100% do VDR (ABE-MATSUMOTO;
SAMPAIO; BASTOS, 2015).

O novo marco dos suplementos alimentares alterou a forma utilizada
para diferenciar um suplemento polivitaminico de um medicamento. As
legislacbes que tratam desses produtos atualmente (Figura 1) sdo a RDC n°
243/2018, que aborda os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares
(BRASIL, 2018b); a Instru¢ao Normativa (IN) n° 28/2018, que estabelece as
listas de constituintes, de limites de uso, de alegagdes e de rotulagem
complementar dos suplementos alimentares (BRASIL, 2018d); e Resolugao da
Diretoria Colegiada, RDC n° 239/2018, que estabelece os aditivos alimentares
e coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso em suplementos
alimentares (BRASIL, 2018a) e a_RDC n° 241/2018 que define requisitos para
comprovacgao da seguranca e dos beneficios a saude dos probidticos usados
em suplementos alimentares (BRASIL, 2018c).

Com a publicagdo da RDC n° 242/2018 e da RDC n° 243/2018, que
alterou a RDC n° 24/2011 (BRASIL, 2018) e revogou as Portaria SVS/MS n°
32/1998 BRASIL e Portaria SVS/MS n° 40/1998, ndo sdo mais utilizados os
valores de VDR como referéncia para definir um produto como suplemento
polivitaminico ou medicamento (BRASIL, 2017).

Em 2020, entrou em vigor novas legislacdes que atualizaram o art® 15
da RDC n° 243/2018 e IN n°® 28/2018 que sdo a RDC N° 429/2020 que dispde
sobre a rotulagem nutricional dos alimentos embalados e a IN N° 75/2020 -
Estabelece os requisitos técnicos para declaragcéo da rotulagem nutricional nos



alimentos embalados. Atualmente Assim a Figura 1, demonstra a linha do

tempo das principais legislagdes sobre suplementos alimentares.

3.4. Bioacessibilidade de minerais

Desde a década de 90, os pesquisadores tém buscado formas eficientes
de quantificar esses macro e microelementos em dietas de determinados
grupos da populagédo, visando avaliar a ingestdo destes compostos e
correlacionar estes dados com o estado nutricional dos mesmos. O objetivo
desses estudos era determinar a biodisponibilidade desses macro e
microelementos nas dietas (COZZOLINO, 1997).

A biodisponibilidade é a fracdo de uma substancia presente em um dado
alimento, suplemento ou medicamento que esta disponivel para ser usado ou
armazenado no organismo, enquanto a bioacessibilidade é a quantidade de
todos os macro e microelementos de um alimento, suplemento ou
medicamento que serdo usadas efetivamente pelo organismo, quando é
liberada da sua matriz no trato gastrointestinal (por meio da digestdo), e se
torna disponivel para a absorcao intestinal e, consequentemente, entrar na
corrente sanguinea (TOGNON, 2012).

Segundo Siqueira (2016), o estudo de minerais conseguiu grandes
avangos gragas a procura por técnicas mais cada vez mais sensiveis, versateis
e econdbmicas permitindo o desenvolvimento continuo desta area. Esta procura,
por novas alternativas, tem favorecido o desenvolvimento e a utilizacdo de
muitas técnicas analiticas instrumentais que ajudam a quantificar esses micro
elementos presentes em alimentos, assim como os elementos tragos, e tem
colaborado para o estabelecimento de metodologias analiticas cada vez mais
precisas, seletivas e confiaveis além de elucidar alguns dos mecanismos
exercidos nas fungdées metabdlicas e com pouca geragao de residuos.

A bioacessibilidade de macro e microelementos € uma area que tem
crescido e visa identificar e analisar os fatores que possam interferir de maneira
positiva ou negativa na absor¢cdo dos nutrientes, assim como a compreensao
das rotas metabdlicas especificas de cada macro e microelementos e sua
influéncia nos mecanismos regulatérios para a manutencdo da homeostase do
corpo (CALLOU; DA SILVA, 2016). E comum utilizar uma grande margem de



seguranga para atender as necessidades nutricionais de minerais, mas 0 uso
excessivo pode afetar a bioacessibilidade de outros macro e microelementos.
Isso ocorre devido as interagbes e competicdes pelos sitios de ligagdo, uma
vez que os minerais estdo na forma idnica e podem se complexar com outras
substancias (nutrientes) da dieta, impedindo a absor¢do adequada. Essas
disputas pelos sitios de absorgédo, antagonismos e reagdes entre compostos
podem causar perdas significativas (WANDERLEY, 2020).

O conhecimento da bioacessibilidade de cada substancia e da acao
metabdlica formada através dos processos fisioldogicos é crucial para o
conhecimento dos aspectos metabdlicos, correlagdo do estado nutricional
relacionado aos micronutrientes com a saude do individuo e como uma forma
de implementar politicas publicas com as devidas orientagbes e doses
compativeis a disponibilidade dos minerais, promovendo a redugéo do risco de
doencas crOnicas nao transmissiveis e da melhoria de comorbidades
associadas ao déficit do estado nutricional (CALLOU; DA SILVA, 2016).

3.4.1 Determinagao de bioacessibilidade em alimentos

A determinacao da bioacessibilidade em alimentos pode ser realizada
por meio de dois métodos, in vivo e in vitro. Os métodos in vivo avaliam a
concentragao de nutrientes nos tecidos e o equilibrio da absorgdo comparando
a ingestdo com a excregao, enquanto que os meétodos in vitro simulam a
digestdo humana utilizando enzimas digestivas, sais biliares e condi¢cbes
controladas de pH, temperatura, tempo de digestdo e agitacdo. Em
comparagao aos ensaios in vivo, os métodos in vitro apresentam as vantagens
de serem mais rapidos, menos dispendiosos e trabalhosos, sem restrigdes
éticas, além de permitirem que um numero relativamente grande de amostras
seja medido para fins de triagem (MINEKUS et al., 2014; BRODKORB et al.,
2019). A principio, os modelos de digestao in vitro sdo uma alternativa aos
modelos in vivo para o estudo de nutrientes alimentares, fornecendo resultados
precisos em pouco tempo e servindo como uma ferramenta de triagem. A
maioria dos métodos desenvolvidos simula uma sequéncia de eventos que
ocorrem durante a digestdo no trato gastrointestinal humano, permitindo

estimar qual porcentagem dos dessas substancias estara disponivel para



absorcdo (conteudo bioacessivel) e disponivel para fungdes fisiologicas
(contetdo  biodisponivel) (ALEGRIA - TORAN, BARBERA -SAEZ e
CILLA - TATAY, 2015).

Ha dois tipos de modelos in vitro: estaticos, amplamente utilizados ha
décadas, e dinamicos, mais complexos e caros, mas adequados para simular a
digestdo em diferentes grupos populacionais. Alguns métodos in vitro estaticos
sdo padronizados como os da United States Pharmacopeia, enquanto outros
foram desenvolvidos para avaliar a bioacessibilidade de contaminantes do solo,
como os do Bioaccessibility Research Group of Europe (BARGE). Devido a
complexidade e variabilidade das estruturas alimentares, muitos métodos
precisam ser revisados para se adequar a ciéncia de alimentos. A necessidade
de uma digestdo in vitro harmonizada resultou na criagcdo da network
INFOGEST, ou seja, uma rede internacional de institutos que realizam
pesquisa basica multidisciplinar sobre digestdo de alimentos. Os modelos
experimentais sao validados internacionalmente por mais de 300
pesquisadores de 40 paises e sdo utilizados em projetos ligados a seguranca e
a qualidade dos alimentos. Isto resultou em um consenso internacional sobre
um conjunto de parametros para uma simulagdo estatica adequada para
alimentos (HERRERA-AGUDELO, 2015; BRODKORSB et al., 2019).

Adicionalmente aos ensaios de bioacessibilidade, para uma melhor
definicdo deste parametro, € importante também identificar os elementos que
estdo realmente presentes nas féormulas de suplementos de minerais e suas
concentragdes, e se corroboram com as informagdes apresentadas nos roétulos

dos produtos.

3.4.2 Determinacao de elementos por Espectrometria de emissao

atomica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES)

Existem varios estudos que utilizam diferentes métodos
espectrofotométricos para a determinagao dos minerais e em variadas matrizes
organicas e de alimentos, como o de Santos, et al, (2016) que utilizaram
espectrometria de emissao atdmica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES) para determinagdo de minerais em atemoia. Santos, et al., (2018) que



aplicaram a espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) para a determinagéo de diversos minerais em leguminosas, Nakajima
(2010) que usou a espectrometria de absorgcédo atdmica em forno de grafite (GF
AAS) para determinacao de Fe em gendtipos de milho e Pohl, et al., (2020) que
aplicaram a espectrometria de absor¢édo atbmica com chama (F AAS), para
determinar minerais no Pdlen de abelha.

A Espectrometria de emissdao Optica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES) é uma técnica capaz de determinar os macro e
microelementos, e tem como base a excitacdo de elementos em plasma. A
energia do plasma é utilizada para converter os atomos e as moléculas em um
estado excitado. As espécies excitadas retornam ao estado fundamental,
emitindo fétons que sdo analisados por um sistema de detecgéo (Figura 2). A
técnica de ICP OES apresenta capacidade multielementar e determina, com
boa sensibilidade, os elementos refratarios, mas apresenta limites de detecg¢ao
mais elevados (CADORE et al., 2008).

Figura 2. Esquema do Espectrémetro de emissao 6ptica com plasma acoplado
indutivamente (ICP OES).
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Assim, considerando todo o exposto, é importante avaliar o teor total e
sua fragcado bioacessivel nesses produtos, a fim de determinar a eficacia da

utilizacdo dos mesmos pelos consumidores.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Amostragem

As amostras foram adquiridas em drogarias na cidade de Salvador,
Bahia, em uma das principais regides comerciais da cidade, que possui um dos
maiores fluxos populacionais do municipio, comumente conhecida como
avenida sete, durante o periodo de marco a maio de 2021. Um total de 26 tipos
diferentes de suplementos polivitaminicos foi identificados, com base nos
seguintes critérios: serem fabricados no Brasil, possuirem uma ampla
variedade de minerais na sua composi¢ao (Ca, Mg, P, Fe, Cu, Cr, Mn, Mo, Se
e Zn), além de estarem disponiveis na forma de capsulas e comprimidos e
serem indicadas para individuos adultos com idade igual ou superior aos 19
anos. Foram selecionadas 16 amostras de SPM para a pesquisa, que
continham minerais e algumas vitaminas (vitamina A, vitamina B, vitamina C,
vitamina D, vitamina E e vitamina K), sendo que estas nao fazem parte do
objeto de estudo. A Tabela 3 apresenta a composi¢ao de mineral e vitaminas
das amostras selecionadas e codificadas de P1 até P16. Dessas amostras, 11
estavam na forma de comprimidos e 5 na forma de capsulas, as quais foram
posteriormente utilizadas na quantificagdo dos minerais e submetidas a
simulacao de digestao gastrointestinal in vitro. As amostras foram mantidas em
sua embalagem original e em temperatura ambiente até a execucao dos

experimentos.



Tabela 3. |dentificacdo das amostras e sua respectiva composicdo mineral e vitaminica.

Produto P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16
Ca (mg) 64 28,8 423 422 - 17,2 200 120 250 50 - 250 250 - 50 250
Mg (mg) 100 65 130 99 - 23 150 120 100 100 - 65 100 - 120 100

P (mg) - - 126 - - 42 105 85 - - - - 125 - - -
Fe (mg) 14 14 7 11 7 10 10 14 10 8,1 14 8,4 8,1 3,5 3,5 8,1
Cu (ug) 900 900 450 450 900 450 1000 900 900 450 900 270 450 450 450 450
Cr (ug) 35 35 26 26 35 25 50 35 35 18 35 35 18 25 35 18
Mn (mg) 2,3 2,3 1,5 1,2 2,3 1,8 1,6 2,3 2,3 1,2 2,3 0,9 1,2 1,7 1,7 1,2
Mo (ug) 45 45 23 23 45 23 - 45 45 23 45 45 23 23 23 23
Se (ug) 34 34 20 20 34 20 - 34 34 20 34 27 20 20 34 20
Zn (mg) 7 7 7 7 3,5 7 10 7 7 7 7 4,2 7 7 7 7
VitA(ug) 600 600 510 420 600 400 600 600 600 400 600 600 267 600 500 400
VitB1 (mg) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1 1,8 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
VitB2 (mg) 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1 2 1,3 1,3 1,3 1,3 0,94 1,3 1,3 1,3 1,3
Vit B3(mg) 16 16 16 16 - 14 20 16 16 16 16 16 16 16 16 16
VitB5 (mg) 5 5 4,7 4,7 5 5 5,6 5 5 5 5 5 5 5 5 5
VitB6(mg) 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 80 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Vit B7 (ug) 30 30 30 30 30 30 45 30 30 30 30 30 30 30 1,2 30
Vit B9 (ug) 240 240 240 240 240 240 300 240 240 240 240 240 240 200 333 240
Vit B12(ug) 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 3,6 1,2 1,3 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
VitC(mg) 45 45 45 45 45 45 300 45 45 45 45 45 45 45 45 45
Vit D (ug) 5 5 5 5 5 5 5 2 5 5 5 5 5 5 5 5
VItE (mg) 10 10 6,7 6,7 5 6,7 10 10 8,4 10 10 10 6,7 10 10 6,7
Vit K (ug) - 65 33 26 65 25 - 65 - 65 65 26 65 30 30 65

Fonte: Autor, 2023.



4.2 Analise de Roétulos

Os roétulos das amostras foram analisados quanto a todos os parametros
relevantes aos suplementos alimentares, contidos na RDC 243/2018 (BRASIL,
2018a), especificamente o art. 12° art. 13° art. 14° (Tabela 4), Instrugéo
Normativa n° 75/2020 (BRASIL, 2020b), e RDC n° 727/2022 (BRASIL, 2022)
(Tabela 5).

Tabela 4 — Resumo do Capitulo Ill da RDC n°® 243/18

Item CAPITULO Il - RDC 243/18

Os produtos de que trata esta Resolugdo devem ser designados como "Suplemento

Art. 12° . N . o
Alimentar" acrescido da sua forma farmaceéutica.

A designagao deve ser declarada préxima a marca do produto e com caracteres

Art. 13° S - -
legiveis que atendam aos requisitos de declaracao.

A recomendacao de uso, incluindo as informagdes agrupadas no mesmo local do rétulo
e instrugdes de conservacgao, inclusive apos a abertura da embalagem.

Fonte: BRASIL, 2018c (Adaptado).

Art. 14°

Tabela 5 — Resumo da RDC n° 727/22.

Item RDC 727/22

Utilize vocabulos, sinais, denominagdes, simbolos, emblemas, ilustragdes ou
outras representagdes graficas que possam tornar a informacgéo falsa,
incorreta, insuficiente, ou que possa induzir o consumidor a equivoco, erro,
confusdo ou engano, em relacdo a verdadeira natureza, composicao,
procedéncia, tipo, qualidade, quantidade, validade, rendimento ou forma de uso
do alimento;

Atribua efeitos ou propriedades que ndo possuam ou nao possam ser
demonstradas;

Destaque a presenga ou auséncia de componentes que sejam intrinsecos ou
préprios de alimentos de igual natureza, exceto nos casos previstos em
Regulamentos Técnicos especificos;

Ressalte, em certos tipos de alimentos processados, a presenga de
componentes que sejam adicionados como ingredientes em todos os alimentos
com tecnologia de fabricagcdo semelhante;

Ressalte qualidades que possam induzir a engano com relacdo a reais ou
supostas propriedades terapéuticas que alguns componentes ou ingredientes
tenham ou possam ter quando consumidos em quantidades diferentes
daquelas que se encontram no alimento ou quando consumidos sob forma
farmacéutica;

Art. 4°

Indique que o alimento possui propriedades medicinais ou terapéuticas;
Aconselhe seu consumo como estimulante, para melhorar a saude, para
prevenir doengas ou com agao curativa.

Denominagéo de venda do alimento; Lista de ingredientes; Identificacdo da
origem; Nome ou raz&o social e endereg¢o do importador, no caso de alimentos
importados; ldentificacdo do lote e Prazo de Validade, Adverténcia sobre
alimentos Alérgicos e Instru¢cdes sobre o preparo e uso do alimento, quando
necessario.

Art. 8°, 9°,10°,
11°e 13°

Fonte: BRASIL, 2002 (Adaptado).



4.3 Reagentes, materiais de referéncia e solugoes padrao

Os reagentes utilizados foram os de mais alta pureza comercialmente
disponiveis. Acido nitrico Suprapur grau 69% (m m~") (Merck®, Darmstadt, DA,
Alemanha), peroxido de hidrogénio 30% (m m™) (Vetec®, Sao Paulo, SP,
Brasil). Solugbes mono-elementares SpecSol® (Sdo José dos Campos, SP,
Brasil) contendo 1000 mg L™" de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn,
Mo, Na, Ni, P, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn foram adquiridas para a
preparacao de solu¢cdes multi-elementares para os elementos. O gas argonio,
com pureza minima de 99,999% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil), foi utilizado
para purgar o sistema oOptico e gerar plasma. Foram utilizadas solugdes multi-
elementares (com concentragdo de 20 mg L™') em &cido nitrico 0,5% (v v™')
para a construcao das curvas analiticas em que as mesmas foram preparadas
em HNOs 2,0 mol L™ para Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo,
Na, Ni, P, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn na faixa de concentracéo de 0-10,0 mg
L~" para microelementos e 0—200,0 mg L' para macroelementos. Foi utilizada
agua de alta pureza com uma resistividade especifica de 18,2 MQ cm™" obtida
pelo sistema de purificagcdo de agua Milli-Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA)
para o preparo das solugbes. Todos os materiais (vidrarias, tubos de
polipropileno e materiais diversos) utilizados no laboratério foram
descontaminados com HNO3s 10% (v v'"), banhados por 24 horas (durante a
noite) e lavados abundantemente com agua ultrapura. Em seguida, todos os
materiais foram secos em condi¢des de ar limpo em uma sala com temperatura

controlada e ar condicionado.

4.4 Planejamento experimental

Uma das etapas iniciais do processo analitico dos macro e
microelementos foi a digestdo acida por bloco digestor fechado. Para otimizar
as condigdes oOtimas dessa etapa, inicialmente foi realizado um planejamento
experimental considerando as variaveis (volume de HNO3 (1 a 3 mL); volume de

H202(0,5 a 1,5mL) e tempo de digestdo (1 a 2 h), conforme mostra a Tabela 6.



Tabela 6. Planejamento experimental aplicado a digestdo acida assistida por

bloco digestor fechado.

Experimento Volume Volume Tempo
HNO;(mL) H20,(mL) (min)
! 1.00) 0,5(-) 60(-)
2 1,0() 0,5(-) 120(+)
3 1,0() 1,5(+) 60(-)
4 1,0() 1,5(+) 120(+)
> 3,0(+) 0,5() 60()
6 3,0(+) 0,5(-) 120(+)
’ 3,0(+) 1,5(+) 60(-)
8 3,0(+) 1,5(+) 120(+)
9 2,0(0) 1,0(0) 90(0)
10 2,0(0) 1,0(0) 90(0)
1" 2,0(0) 1,0(0) 90(0)

Os reagentes foram misturados em um tubo teflon para bloco digestor
fechado junto com 250 mg de suplemento polivitaminico e mineral (P1) e o
volume total foi completado com agua ultrapura até 8 mL. Em seguida, os tubos
foram aquecidos gradualmente até 180°C por duas horas em temperatura
maxima entre o periodo maximo de duas horas, conforme Tabela 6. Todas as
analises foram realizadas em ftriplicata e foi utilizado o software Statistica 7.0 e

Microsoft Excel 2019® para o tratamento dos dados obtidos.

4.5 Instrumentacao

Para a digestdo acida total das amostras de polivitaminicos e minerais,
foi utilizado um sistema com bloco digestor (Tecnal®, Brasil), modelo TE-
040/25, com microprocessador digital para controle de temperatura e galeria de
aluminio com capacidade para 10 mL de politetrafluoretileno (tubos de PTFE)
(Figura 3), uma balanca analitica (Shimadzu ATX224, Nakagyo-ku, Kyoto,

Japao) para a pesagem dos materiais.



Figura 3. Bloco digestor fechado empregado para a decomposigao das

amostras.

Fonte: Autor, 2022

As determinagdes de multielementos foram conduzidas em um
espectrometro de emissao Optica de plasma acoplado indutivamente Thermo
Scientific™ iCAP™ XPS (Waltham, Estados Unidos) com um gerador de
imagens e detector de matriz de injecdo de carga (CID) de acesso aleatdrio
que fornece cobertura total de comprimento de onda de 167,021 a 852,145 nm.
O sistema de introdugado de amostra foi realizado usando um sistema equipado
com uma bomba peristaltica de alta precisdo de quatro canais, um prisma de
dispersao cruzada combinado com um echelle para fornecer uma resolugéao de

7 pm e minimizar interferéncias (Figura 4).

Figura 4. Espectrometro de emissado Optica com plasma indutivamente

i

acoplado.

Fonte: Autor, 2022



As condi¢des instrumentais do ICP OES foram as seguintes: poténcia de
RF de 1,25 kW, taxa de fluxo de gas de plasma de 14 L min~' (Axial e Radial),
taxa de fluxo de gas auxiliar de 0,50 L min' (Axial e Radial), gas nebulizador
taxa de fluxo (Axial) de 0,5 L min' e taxa de fluxo do gas nebulizador (Radial)
de 0,7 L min' uma taxa de absorcdo de amostra de 1,0 L min'. Os
comprimentos de onda das linhas analiticas foram selecionados de acordo com
estudos de interferéncia anteriores, considerando a linha mais proeminente e,
alternativamente, linhas secundarias foram usadas para evitar possiveis

interferéncias.

4.6 Otimizagao e Validagao analitica

A validagdo de métodos analiticos € de grande importancia na garantia
da qualidade na producao de dados para alimentos, suplementos alimentares e
medicamentos, pois assegura a confiabilidade de seus resultados e da
qualidade desses produtos, levando seguranga aos consumidores. Assim, foi
realizado um Planejamento experimental aplicado a digestdo acida assistida
por bloco digestor fechado das amostras (Tabela 6), de forma a se obter as
melhores condigdes para os experimentos, assim como o0 uso de menor
quantidade de solvente e que o0 mesmo seja menos poluente.

Posteriormente, foi determinado o teor de carbono residual dos
experimentos descritos através da leitura feita por ICP OES utilizando a linha
de emissao 193,027 nm. O planejamento fatorial completo foi aplicado para
todas as amostras, com o objetivo de verificar se havia alguma interferéncia na
eficiéncia de digestdo de diferentes formas farmacéuticas. Através dos
resultados, obteve-se um grafico de Pareto para avaliar a significancia das
variaveis. ApoOs isso para facilitar a soma das respostas individuais dos
elementos, foi utiizada a fungdo Resposta Multipla, que normaliza as
concentragbes. A Equacdo 1 foi usada para calcular a resposta multipla, na
qual o valor no denominador representa a maior concentracdo encontrada para

o analito no planejamento experimental (SANTANA, 2020).



Elemento1l Elemento2 Elementon
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Equacao 1.

Foi realizada uma comparacdo entre os valores de concentracido de
carbono residual e a resposta multipla para verificar se havia algum conteudo
mineral significativo entre as condi¢des mais promissoras. Ao aplicar um teste t
para comparar as duas médias experimentais, com um nivel de confianca de
99%, nao foram encontradas diferencas significativas (tcaicuado > 0,02) para os
analitos.

Para ser validado, este método foi submetido as analises de precisao
(Repetibilidade) e exatidao (Ensaio de recuperacao e Material de Referéncia
Certificado), limites de determinagao (LOD) e quantificacdo (LOQ), de acordo
com os protocolos sugeridos pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO, 2016).

Para calcular o LOD foi aplicado o método simplificado, onde este

[{Pgl)

parametro pode ser estimado pela equagao_2, sendo que o “s” representa o
desvio padrao da resposta do branco enquanto que o “b” representa a
inclinacédo (coeficiente angular) da curva analitica. O calculo para o limite de
quantificacdo utiliza a estimativa a partir da curva analitica onde o limite de

quantificacéo (LOQ) pode ser estimado pela equacéo 3 (SANTANA, 2020).

33.5
LOD =
Equacgéo 2. b
10 .5
Log =
Equacgéo 3. b

A repetibilidade expressa a precisdo sob as mesmas condi¢cbes de
operagao em um curto intervalo de tempo. A repetibilidade foi avaliada através
do desvio padrao relativo (RSD) a partir dos dados obtidos no mesmo dia onde
foi realizada a analise de solugdbes de macro e microelementos com
concentracéo de trabalho de 5 yg mL"' em dez repetigbes.

Além disso, a exatidao do método analitico foi atestada pela analise de
preparacdoes multiminerais e material de referéncia certificado, fornecido pela



Embrapa (Brasil), Suplemento Mineral RM-Agro E2001a. Os materiais,
aproximadamente 750 mg, foram submetidos a digestdo em bloco digestor
fechado. Foram adicionados a cada recipiente 4 mL de H2O (resistividade de
18.2 MQ cm™), 2 mL de 30% (m m-") de H202 e 2,0 mL de solugdes de HNO3,
e as condigdes operacionais do sistema de digestdo por bloco digestor foram
otimizadas. Brancos foram preparados em cada lote de amostra. As solucdes
resultantes foram analisadas por ICP OES. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata. Também, para avaliar a exatidao, foram realizados
testes de adicdo e recuperagdo de analitos, em triplicata, utilizando
concentragdes de 0,25; 1,0 e 5,0 ug para os microelementos (Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn) e de 5; 50 e 150 ug
para os macroelementos dos analitos (Ca, K, Mg, Na e P) e 0,25 g das
amostras (escolhidas de acordo com a maior massa disponivel). As
recuperagdes (entre 80% e 110%) foram consideradas satisfatérias para

avaliagao da acuracia do método proposto (BRASIL, 2016).



4.7 Teste de Bioacessibilidade in vitro

4.7.1 INFOGEST

No protocolo INFOGEST a digestdo € composta por trés fases

principais: preparagao, processo de digestdo e analise da amostra (Figura 5).

Figura 5. Fluxograma do método de digestdao INFOGEST.

Etapa
- & - Realizar atividade enzimatica e ensaios biliares 1
O
To] ©
'g_ » Preparar solugdes estoque SSF, SGF e SIF 2-3
o
\ / o - Realizaro experimento de ajuste de teste de pH 4
s’ Misturar Alimentos com SSF (1:1, (m/m)) 7-12
O - Incluir CaCl2 (1,56 mM em SSF) 13
@ . Adicionar amilase salivar, se necessario (75 U/mL) 14
& * Incubar enquanto mistura (2 min, 37 °C, pH 7) 15,16
8
o £ - Misturar bolus oral com SGF (1:1 (v/v)) 17,18
— & -« Incluir CaCI2 (0,15 mM em SGF) 19
(z - Adicionar pepsina, lipase gastrica (2.000, 60 U/mL) 20,21
@ -+ Incubar enquanto mistura (2 h, 37 °C, pH 3,0) 22-24
w
E + Misturar quimo gastrico com SIF (1:1 (v/v)) 25,26
% -+ Incluir bile (10 mM de sais biliares) 27
-g « Incluir CaCl2 (0.6 mM em SIF) 28
o ° Adicionar pancreatina (atividade de tripsina 100 U/mL) 29
@ + Incubar enquanto mistura (2 h, 37 °C, pH 7,0) 30-32
'8
E
)
© - Procedimento de amostragem e tratamento da
@ amostra (Tabela 10)
2
y

Fonte: BRODKORSB et al., 2019 (Adaptado)
SSF = Fluido Simulado Salivar; SGF= Fluido Simulado Gastrico; SIF = Fluido Simulado Intestinal.
Previa-se inicialmente determinar a bioacessibilidade de Al, As, Ba, Cd,
Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn por meio da técnica
ICP OES. No entanto, devido a presenca de sais de fosfato, cloretos e
carbonatos, presentes nos fluidos simulados do protocolo, que interagem
facilmente com os macroelementos, havia a possibilidade de resultados

imprecisos, portanto foi decidido, determinar apenas os microelementos. Foram



selecionadas apenas trés amostras entre as 16 analisadas, com concentragdes
mais elevadas de microelementos e diferentes formas farmacéuticas
(comprimidos revestidos (P5), capsulas duras (P14) e capsulas moles (P10)),
para a realizacdo do protocolo INFOGEST. O teor de bioacessibilidade foi
calculado em porcentagem, conforme a equacédo 3 (DE CARVALHO et al.,
2022).

. . Teor bioacessivel + Teor do residuo digerido
Bioacessibilidade (%) = x100
Equacgao 4. Teor total

A fase de preparacdo € crucial, pois é responsavel por avaliar a
atividade enzimatica correta, o que pode afetar o sucesso da digestao geral. Ja
o processo de digestdo inclui trés etapas consecutivas: oral, gastrica e
intestinal, e foi realizado por meio de condi¢cdes experimentais constantes (2
min, 2h e mais 2h) em agitacdo a uma temperatura de 37°C) durante cada fase
onde foram utilizados diversos reagentes como: cloreto de potassio (KCI),
fosfato monopotassico (KH2POs), bicarbonato de sddio (NaHCO3), cloreto de
Mg hexahidratado (MgCl2 (H20)e), carbonato de amédnio ((NH4)2COs3), cloreto de
sédio (NaCl), acido cloridrico (HCI), cloreto de calcio (CaCl2) que sao utilizados
no preparo dos fluidos simulados, além de enzimas como pepsina, lipase tipo Il
e bile que devem sofrer ativagcdo (aquecimento durante 1h a 37°C) antes de
serem adicionadas. A figura 6 apresenta o fluxograma do método aplicado
destacando as limitagdes e otimizacbes realizadas. As amostras foram
adicionadas inteiras, sem terem sofrido modificagdes em suas formas
farmacéuticas, para replicar de forma eficiente a digestdo original. A digestao
oral envolve a diluicdo da amostra com um fluido salivar simulado (KCI,
KH2PO4, NaHCO3, MgCl2 (H20)s, (NH4)2COs, HCI, CaClz) com a exposigéo a
amilase salivar por 2 minutos. Salienta-se que a utilizacdo de amilase nesta
etapa foi excluida uma vez que as formas farmacéuticas das amostras nao
sofrem a agao dessa enzima. O bolo oral obtido da etapa anterior foi entdo
diluido com fluido gastrico simulado (KCIl, KH2PO4, NaHCO3 MgCl> (H20)s,
(NH4)2CO3, NaCl, HCI, CaCly) contendo enzima gastrica (pepsina), seguido da
incubacédo em pH 3,0 por 2 horas.



Figura 6. Fluxograma do protocolo INFOGEST Aplicado.

Célculos dos reagentes Agitagio 100 | |Atv. Bile (1h). Adicio de SIF, Bile
para preparagdo de FS, rpm, 37°C (2h). & CaCl, 5 min).
Solugdes e Enzimas [\
e Leitura em ICPOES
Correcao
n
( Preparacdo e ) P u

(1d).
Armazenamento (-20°C)

das Slolugif:‘ies Estoque de Adicio de SGF, Agitagdo 100
\ Fluido Simulado (1d). )| Pepsina, Lipase tipo rpm, 37°C (2h), Acondicionamento em
Il e CaCl, (5 min). refrigerador (12 h).

Descongelamento dos

Fluidos Simulados (2 h). Adicio de SSF ¢ Centrifugaco
CaCl,(5 min). 3000 rpm (4 min).

Aquecimento dos

FSa37°C(1h). Adigdo das [Separagﬁo e filtragdo dr.]
Aivagho das | amostras (2 min). | sobrenadante (20 min).

Enzimas em seus

Digestdo acidado
residuo (90 min).

respectivos FS.

Fonte: BRODKORSB et al., 2019 (Adaptado)

A Figura 7 apresenta o registro fotografico de solu¢des oriundas das
fases gastricas de alguns SPM avaliados. Por fim, a mistura gastrica é diluida
com fluido intestinal simulado (KCI, KH2PO4, NaHCO3 MgCl2 (H20)s, NaCl, HCI,
CaCly) contendo lipase tipo Il e bile com posterior incubagédo por mais 2 horas
em pH 7 a temperatura de 37°C durante todo o procedimento. As condi¢des
experimentais para o0 processo de digestdo sado baseadas em dados
fisiolégicos disponiveis de individuos que se encontravam em estado
alimentado (BRODKORSB et al., 2019).



Figura 7. Amostras apos serem submetidas a fase gastrica do protocolo
INFOGEST 2.0.

Fonte: Autor, 2023

A ultima etapa envolveu a coleta, tratamento e analise da amostra. As
amostras foram coletadas e transferidas para tubos falcon de 15 mL,

centrifugados a 3000 rpm durante 4min (Figura 8).

Figura 8. Amostras apds serem submetidas a fase gastrica do protocolo
INFOGEST 2.0.

Fonte: Autor, 2023



Os sobrenadantes foram filtrados com filtros 0,45 pm e analisados em
ICPOES. O precipitado foi submetido a uma nova digestdo acida com bloco
digestor fechado obedecendo a condigédo 6tima estabelecida, filtrado em papel
acetato e novamente em filtros 0,45 uym e analisados em ICPOES. Por fim, foi

realizado o balango de massa para validar o processo.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacgao da Digestao

Os resultados obtidos a partir da realizagdo do planejamento
experimental (Tabela 6) estdo apresentados na Figura 9, os quais foram
expressos em teor de carbono dissolvido (%), pois a partir dele € possivel
demonstrar a eficacia da digestdo apontando o quao préximo esta de oxidar
completamente a matéria organica. Quanto menor a porcentagem de carbono
dissolvido significa que melhor foi a digestdo (OLIVEIRA, 2021). Inicialmente,
fez-se uso da analise da significAncia das variaveis através do Grafico de

Pareto com resposta multipla (Figura 10).

Figura 9- Concentragado de Carbono Dissolvido apds digestdo acida em bloco

digestor.
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Fonte: Autor, 2023



Figura 10. Grafico de Pareto do planejamento fatorial completo 2° com
resposta multipla.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RM
3 factors, 1 Blocks, 11 Runs; MS Residual=,1158657
DV: RM

Vol HNO3 x Tempo -1,9541
R S o e
(3)Tempo(L) -1,39179
Vol. HNO3(Q) [ 1,126555

Vol HNG3 x Vol H202 -,131176

(2)Vol H202(L) ,1161658

Vol H202 x Tempo -,056922

™

\

@

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Autor, 2023.

O Grafico de Pareto permitiu avaliar a existéncia de possiveis influéncias
nas condi¢des desenvolvidas no planejamento (Tabela 6) em que se percebeu
que a concentracao encontrada de carbono residual se mostrou muito baixa
(p<0,05), demonstrando que nao ha significancia das variaveis, caracterizando,
portanto, que qualquer condi¢ao do planejamento pode ser utilizada resultando
em uma grande eficiéncia de digestao.

A partir do planejamento experimental foi escolhida a condicdo 10
(Tabela 6) para a realizagéo da digestao acida de todas as amostras devido a
relacdo entre baixa concentracao de carbono residual e uma alta resposta
multipla em comparagao as demais condi¢gdes. Apos a digestdo acida seguiu-
se a determinagdo dos macro e microelementos, por meio do espectrdmetro de

emissao oOptica de plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

5.2 Validagao analitica

5.2.1 Exatidao

Nesta etapa foi realizada a exatidao das determinacdes pela analise do
Suplemento Mineral e material de referéncia certificado (RM-Agro E2001a). Os

resultados (Tabela 7) demonstraram boa concordancia (entre 80% e 110%)
com os valores da amostra de Material de Referéncia Certificado (MRC) para



Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na e P. Aplicando-se o teste t de Student (com 95% de
confianga), concluiu-se que ndo ha diferengas significativas entre os valores
obtidos pelo método proposto e o valor certificado, o que confere precisdo ao
método.

Tabela 7. Composigdo do MRC, em pg g', RM-Agro E2001a, apds
digestédo acida em bloco digestor fechado (média + desvio padrdo, n=3).

Elemento MRC Encontrado Valor Certificado REC (%)

Ca 154126 + 67869 187800 + 36300 82
Cu 673,9+ 31,3 803,8 + 86,5 84
Fe 2368,9 + 97,6 2725 + 213 86
K 31379,7+320,3 35600 + 4600 88
Mg 8644.,0 £ 134,5 10800 + 2700 80
Mn 1262,7 £ 15,1 1567 + 141 81
Na 67924,2 £ 1360,7 80000 + 15000 85
P 84061,3 + 1990,9 84500 + 17300 99

Fonte: Autor, 2023.

Para verificar a precisdo do método, testes de adicdo e recuperagao de
analitos foram realizados e mostraram que os resultados (Tabela 8) estdo em
concordancia significativa (p<0,05) com os valores de referéncia obtidos (entre
80% e 110%).

Tabela 8. Valores percentuais obtidos para o teste de recuperagédo em

trés niveis de concentragao para as determinagdes por ICP OES.

Macroelementos

5mg L™ 50 mg L™ 150 mg L’
Ca 101,7 101,2 100,5
K 96,9 93,0 94,0
Mg 103,9 102,8 102,5
Na 100,8 99,0 101,6
P 103,5 105,1 105,2
Microelementos
0,25mg L 1mgL"’ 5mgL"’
Al 100,2 103,9 140,8
Ba 394,2 1251,4 5408,6
Cu 95,9 98,8 104,4
Fe 100,9 96,7 98,1
Mn 99,1 95,2 102,3
Mo 98,2 103,3 162,2
Se 124,3 137,5 336,8
Sn 146,9 246,1 861,7
Sr 94,8 108,1 168,6
Ti 93,9 109,0 231,4
\Y 95,0 99,8 136,2
Zn 99,9 99,2 97,2

Fonte: Autor, 2023.



5.2.2 Precisao

A precisdo também foi examinada sob a repetibilidade (Tabela 9) e, de

modo geral, desvios padrdes com valores inferiores a 10% indicaram uma

precisdo significativa desse método. Apenas Mo, Se e Sn mostraram valores

de coeficiente de variagao superiores a 10%.

Tabela 9. Valores percentuais obtidos para o teste de repetibilidade de

Macro e Micro elementos.

Elementos | Concentragéo (ug/g™) Coeficiente de Variagao (%)
Al 1074,2 £ 61,5 57
Ca 57444,8 + 586,0 1,0
Cu 1445,0 £ 67,7 4,7
Fe 4189,7 £ 165,6 4,0
K 1674,7 £ 63,6 3,8
Mg 8393,4 +231,3 2,8
Mn 1981,5 £ 61,8 3,1
Mo 118,6 + 27,8 23,4
Na 3177,5 £ 165,3 52
P 47191,0 £ 988,2 2,1
Se 57,6 £9,5 16,5
Sn 19,6 £2,5 12,8
Sr 147,2 £ 6,6 4,5
Ti 110,3+5,9 5,3
Y 220,2 £ 22,5 10
Zn 2998,9 + 40,2 1,3

Fonte: Autor, 2023.

5.2.3 Limites de determinacao (LOD) e de quantificagao (LOQ)

Os valores LOD e LOQ foram obtidos para Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn determinados

por ICP OES (Tabela 10). Foi utilizado o método simplificado para o calculo do

limite de determinacao (LOD) e quantificagao (LOQ), estimado a partir da curva

analitica.



Tabela 10. Limites de determinagao (LOD) e limites de quantificacado

(LOQ) para determinagao dos analitos em amostras SPM por ICP OES.

LOD LoQ LOD LOQ

Elemento| (ugg”') | (ugg”) |Elemento| (ugg™) | (ugg™)
Al 0,6 1,8 Mo 0,01 0,02
As 0,003 0,01 Na 1,4 4,2
Ba 0,01 0,04 Ni 0,5 1,5
Ca 3 10 P 5.1 15
Cd 0,001 0,002 Pb 0,01 0,03
Co 0,003 0,01 Sb 0,004 0,01
Cr 0,001 0,003 Se 0,005 0,01
Cu 0,2 0,7 Sn 0,005 0,01
Fe 0,3 1,0 Sr 0,01 0,02
K 0,1 0,4 Ti 1 3
Mg 0,003 0,01 \Y 0,01 0,02
Mn 0,1 0,4 Zn 0,4 1,2

Fonte: Autor, 2023.

Portanto, os dados obtidos da validagdo analitica demonstram a
confiabilidade do método a ser utilizado para o estudo dos macro e

microelementos em suplementos alimentares.

5.3 Avaliagao de rétulos

Foi realizada uma analise de controle de qualidade dos rétulos das
amostras adquiridas no mercado baseada na RDC n°® 243/18 (BRASIL, 2018a),
a qual dispbe sobre os requisitos sanitarios dos suplementos alimentares. O
Art. 15. da RDC n° 243/18 cita que a rotulagem nutricional dos suplementos
alimentares deve seguir o disposto na RDC n° 360, de 23 de dezembro de
2003, que aprova o regulamento técnico sobre rotulagem nutricional de
alimentos embalados, a qual ja foi revogada pela atual RDC de rotulagem 429
de 2020 (BRASIL, 2020).

Das amostras analisadas em relagao ao Capitulo Ill da RDC n° 243, no
qual estabelece os requisitos de rotulagem, 6 produtos (43%) nado estavam em
conformidade com o Art. 13°, onde a declaragao "Suplemento Alimentar" nao
se apresentava em caixa alta e, nem em negrito, em uma das amostras; 5
amostras (31%) nao traziam as adverténcias de que o produto ndo € um

medicamento, nem a de "manter fora do alcance de criangas", conforme orienta



o Art. 14°. Quanto a RDC n°® 727/22, nado foram encontradas inconformidades
em todos os pontos analisados. No que refere aos minerais em suplementos
alimentares, o Art. 15 da RDC n° 243/2018 passa a seguir o disposto na RDC
n°® 429/2020 e na IN n°® 75/2020.

Esses resultados corroboraram com o estudo de Bensa et al. (2023),
onde a analise de 20 suplementos alimentares mostrou que 95% dos produtos
apresentavam irregularidades. De acordo os autores, a avaliagdo dos 20
rétulos de suplementos alimentares incluiram informagdes obrigatérias e
voluntarias sobre alimentos, informagdes sobre suplementos alimentares,
novas informagdes sobre alimentos, alegacbes de saude e alegagdes
nutricionais. A maioria dos roétulos continha as informagdes necessarias.

Do ponto de vista da seguranga alimentar, ainda ha muitas melhorias
necessarias no campo dos suplementos alimentares. Ainda nesse sentido,
outro estudo de Kowalska, Nieniek e Manning (2019), aponta que dentro da
maioria das irregularidades reportadas e associadas a suplementos
alimentares, 77% estiveram relacionadas com rotulagem incorreta.

No que se refere as informacgdes dos macros e microminerais nos rotulos das
embalagens, a legislagdo sanitaria ndo estabelece atualmente limites maximos de
contaminantes metalicos em suplementos alimentares. Portanto, a RDC 243/2018 no
Art.4 cita que os constituintes autorizados para uso na composi¢cdo de suplementos
alimentares restringem-se aqueles previstos nos Anexos | e Il da Instrugao Normativa
n° 28, de 26 de julho de 2018, que estabelece as listas de constituintes, de limites de
uso, de alegacdes e de rotulagem complementar dos suplementos alimentares.

Os microelementos (Cu , Cr, Mo e Se) apesar de serem benéficos aos
organismos quando presentes em pequenas concentragdes, sdo considerados
toxicos quando ocorre o contrario (BERGER, et al., 2022). Segundo os autores,
intoxicagdo por Cu é rara, mas pode ocorrer através da ingestdo de
suplementos dietéticos ou agua contaminada, levando a sintomas como
vomitos, diarreia e ictericia. O Cr pode ser toxico quando gera espécies
reativas de oxigénio, mas sua baixa absor¢ao reduz o risco de toxicidade. De
acordo com Novotny e Peterson (2018), o molibdénio apresentou toxicidade
aguda em um estudo de caso em que suplementos de molibdénio foram
tomados de 300 a 800 pg/dia durante um periodo de 18 dias, resultando em
alucinacgoes e convulsdes. Segundo o estudo de Hadrup e Ravn-Haren (2020)



os sintomas e sinais de toxicidade por Se, incluem dores abdominais, odor de
alho na respiragcdo e possiveis complicacbes cardiacas e pulmonares. A
ingestdo de solugdes contendo Se, como produtos de azulamento de armas,
pode levar a mortalidade. As doses letais variam de 1 a 100 mg de Se/kg de
peso corporal. Niveis sanguineos acima de 300 ug Se/L e niveis urinarios
acima de 170 pg Se/L estdo associados a mortalidade, enquanto os niveis
normais sao de 100 pg/L e 20-90 ug/L, respectivamente.

Ainda no que se refere aos contaminantes, a Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) ndo estabelece as metodologias que devem ser utilizadas
para verificar o atendimento aos limites dos contaminantes em alimentos e
suplementos, devendo ser aplicadas metodologias validadas e que seguem os
critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex Alimentarius, de acordo
com o artigo 11 da RDC n. 487/2021 (BRASIL, 2021). Baseado nesse contexto,
€ que foi realizada a validagao analitica antes que as analises para todos os
macro e microelementos nos suplementos alimentares fossem executadas

neste trabalho.

5.4 Aplicagdo do método de determinagdo de elementos nas

amostras de suplementos polivitaminicos e minerais (SPM)

Apos otimizagao e validagdo do método, foram analisadas 16 amostras,
cujos resultados para os macro (Ca, K, Mg, Na e P) e microelementos (Al, Ba,
Cu, Fe, Mn, Mo, Se, Sn, Sr, Ti, V e Zn) sao apresentados nas Tabelas 12 e 13.
Nota-se que em uma das amostras, o Mg esteve abaixo do LOD. Por outro
lado, observa-se na Tabela 13, que as concentragbes de alguns elementos
ficaram abaixo do LOQ do método proposto a exemplo do Vanadio (V) (<0,02
ug g') em todas as amostras; o Bario (Ba) (<0,004 ug g') em 13 amostras; o
Estanho (Sn) (<0,01 ug g') em 11 produtos, o Se e Titanio (Ti) (<0,01 e <3 ug
g, respectivamente) em 3 amostras; e o Estréncio (Sr) e Mo (<0,02 ug g') em
2 duas amostras. As maiores concentragdes foram observadas para os
macroelementos Ca, K, Mg, Na e P, variando de 439,4 + 8,2 (Na) a 56093,5 +
133,3 (Ca) ug g™'. Por outro lado, as menores concentragdes foram observadas
para o macroelemento Mg (<0,003 ug g™') e os microelementos Ba (<0,004 ug
g"), seguido por Sn e Se (<0,01 ug g'), V, Mo e Sr (<0,02 ug g).



Esses resultados concordaram com o estudo de Bitencourt (2021), onde
foram analisados 6 amostras de suplementos polivitaminicos e minerais para a
determinacao de 4 macro e 4 microelementos (Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo,
Na e Zn) e 13 elementos toxicos (Ag, Al, B, Ba, Be, Cd, Cr, La, Li, Ni, Pb, Sre
V) com destaque para quatro amostras, nas quais nao foi possivel realizar a
determinacdo do Mo; duas nao foi possivel determinar o Sr e uma que as
concentragbes do mesmo se mostraram abaixo do limite de determinacéo
(LOD). Ainda nesse sentido, os resultados do trabalho desses autores também
corroboraram com a maior concentragdo encontrada para o macroelemento
Ca, tendo Sr e V como alguns dos microelementos com as menores
concentragdes.

Outras pesquisas também citaram similaridade nos resultados. Barbosa
(2018), analisou 18 amostras de suplementos, das quais trés delas nao foi
possivel determinar o elemento Ti devido as concentracdes estarem abaixo do
limite de quantificagcdo. O trabalho de Pereira et al. (2019), mostrou maior
concentragdo encontrada entre os macroelementos para Ca (3078 + 221 ug
g"), assim como apresentam limites de deteccdo e quantificagio,
respectivamente, similares para Cu (0.27 - 0.55) e Fe (0.39 - 0.50). Os
resultados corroboraram co o estudo realizado Marrero, et al. (2013), em
relacdo ao Ca, que apresentou a maior concentragao entre os macroelementos
e ao V como um dos microelementos com as menores concentracbes. De
acordo o estudo de Udousuro, lkem e Akinbo (2017), _a ordem de abundancia
dos macro e microelementos nos suplementos foi, respectivamente: Na (98400
ug/g’)> Ca (82600ug/g™")> P (27800 pg/g™) e Fe (9940 pg/g"')> Zn (5980ug/g

) 0 que também demonstra concordancia com o presente trabalho.



Tabela 12. Concentragbes, em ug g', de macroelementos para as amostras de multivitaminicos por ICP OES.

Amostra Ca K Mg Na P

P1 50191 + 7451 1944,1 £ 58 10500,8 * 252 1421,1 £ 58,1 774,1 £ 9538

P2 47997,2 + 2433,3 1712,2 £ 98,9 10263,5 + 394,7 439,4 + 8,2 904,7 + 142,2

P3 52880,1 + 4971 1266,5 + 13,8 9719,9 + 53,4 2280,7 £ 59,0 33111,4 £ 4157,1
P4 56093,5 + 133,3 1759,5 £ 19,3 9954,7 + 129,8 1624,2 £ 16,7 769,4 + 42,3

P5 2120,1+124,6 3377,1+63,7 1187,2 £ 41,7 870,2 + 31,8 1844,6 + 207,6
P6 37231,4 £ 354,8 3280+ 17,3 11279,5 + 79,1 1167,6 £ 47,8 31875,5 + 3661,9
p7 38371+ 189,3 24147 £ 6,2 10662,8 + 72,4 1869,2 + 24,7 31773,8 £ 3573,0
P8 39217,9 + 343,8 1161,6 £ 20,8 11047,8 + 50,6 18841,1 + 684,1 28771,0 £ 2920,4
P9 43183,0 + 963,5 1089,9 + 23 11376,9 + 141,4 1039,9 + 13,7 856,9 + 84,6

P10 34023,6 + 449,9 2183 £ 34,5 9983,1 £ 574,7 553,7 £ 20,0 1602,4 + 143,6
P11 3117,7 £22,1 563,5 + 20,6 <0,003 459,9 £ 19,0 1026,6 + 145,5
P12 55884,9 + 1161,9 1816,4 £ 39,8 10195,5 + 344,1 1252,3 £ 22,7 1610,2 + 200,0
P13 54403,3 + 583,3 1589,2 + 36,5 9862,9 + 30,4 1613,1 £ 15,9 43404,7 + 229,4
P14 25238 + 1745,2 2150,8 + 38 10591,7 + 393,4 2944,3 £ 105,1 10447,3 + 109,9
P15 28809,4 + 257,2 992,2 + 18,9 10008,9 + 359,7 472,4 £ 247 1770,5 + 36,4
P16 52131,6 + 464,5 1260,7 + 44,5 10126,5 + 36,1 2297,8 £ 103,5 45692, + 367,5

Fonte: Autor, 2023.



Tabela 13. Concentragbes, em ug g', de microelementos para as amostras de multivitaminicos por ICP OES.

Amostra Al Ba Cu Fe Mn Mo Se Sn Sr Ti \"/ Zn
2023 + 355 < 0,004 438,8+ 7,5 4827,5 + 8955+264 14,3+35 162+1,3 <0,01 26,2+1,1 616+6,1 <0,02 1829,0+ 55,6
P1 e 141,8
26.8+17 < 0,004 348,2 +10,5 4257,3 + 625,0+ 16,3 153+06 114+04 <0,01 17,0%£0,7 <3,0 <0,02 18154 +62,8
P2 e 256,2
P3 91,0+7,5 1,2+0,1 266,8 +7,0 31249+41,0 7014+16,0 39+04 10,1+09 <0,01 44,0+0,8 99,3+53 <0,02 1987,1+ 34,1
P4 123,8 + 5,8 < 0,004 2496 +1,2 4363,0+ 53,9 5729+29 38+04 13,3+0,2 <0,01 385+0,2 47,8+2,7 <0,02 2008,5+12,5
2560 + 22 2 <0,004 1327,9+25,6 8480,6 + 2538,9 + 290+1,4 547+16 4.8+ <0,02 588+32 <0,02 2996,7+13,0
P5 e 146,9 55,2 0,1
1832 + 15.5 < 0,004 523,5+14,7 8320,0+ 39,9 1600,7 + 75+11 154+09 <0,01 23,2+04 858+92 <0,02 3103,2+453
P6 = 26,7
P7 66,1 +2,3 0,5+0,1 4952 +1,0 6044,2 + 13,7 1070,1+52 154 +1,1 < 0,01 <0,01 23,8+0,2 724+8,1 <0,02 2072,1+122
58 3 + 26.0 < 0,004 356,1 +6,2 28456 +522 539,3+8,8 < 0,02 < 0,01 1,56+ 221+05 384+ <0,02 1921,9+423
P8 e 0,2 12,9
P9 58,9+3,2 < 0,004 256,8 + 0,9 2665,1+58,5 582,3+94 38+0,2 147+28 <0,01 30,1+10 16,0+0,8 <0,02 1204,3 + 8,3
P10 46,1 + 0,6 < 0,004 426,2+7,8 54743 +77,4 9585+16,8 119+0,6 159+0,7 <0,01 10,8+0,3 <3,0 <0,02 2793,0+50,4
P11 15,9+ 0,6 < 0,004 11,0+ 0,9 1373,2+ 49,7 443,6+3,9 < 0,02 < 0,01 < 0,01 < 0,02 13,4+0,8 <0,02 551,56+21,2
112402 < 0,004 191,0+ 11,3 4512,0+93,4 566,3+156 20,8+0,9 145+0,7 1,7+ 453+0,5 346+0,8 <0,02 1684,3+29,1
P12 e 0,1
P13 63,8 +2,2 < 0,004 287,3+1,1 39416+919 613,2+65 64+04 109+25 <0,01 504+09 389+31 <0,02 2111,1+19,2
148+06 < 0,004 935,5+12,0 5350,3+97,5 2670,7 + 86,2 + 1119+ 150+ 234+21 2058+ <0,02 3675,5+40,3
P14 e 137,5 28,4 14,0 2,4 3,7
123+10 < 0,004 353,0+17,4 2434,6 +47,3 1053,0 + 84+10 261+13 77+ 58+0,2 <3,0 <0,02 2613,4+23,9
P15 e 20,9 0,2
775+3.7 0,5+0,1 2372+38 3123,2 + 6175+86 7,7+06 16,0+1,0 <0,01 604+0,7 41,7+27 <0,02 1894,5+35,2
P16 e 126,6

Fonte: Autor, 2023.



5.5 Comparacao entre valores encontrados com os rétulos

Para verificar a confiabilidade das informacbées com relacdo as
concentragbes de minerais nas embalagens das amostras de SPM (16),
comparou-se essas informagdes com os dados encontrados nesse estudo

conforme apresentado nas Tabelas 14 e 15.



Tabela 14. |dentificacdo das amostras e sua respectiva composicdo mineral e comparacao de teor total em %.

Produto P1 P2 P3 P4
Roétulo Obtido % Roétulo Obtido % Rétulo Obtido % Roétulo Obtido %

Ca (mg) 64,0 50,2 78,4 28,8 48,0 42,3 52,9 42,2 56,1

Mg (mg) 100,0 10,5 10,5 65,0 10,3 15,8 130,0 9,7 7,5 99,0 9,9 10,0
P (mg) - - - - 126,0 33,1 26,3 - -

Fe (mg) 14,0 4,8 34,3 14,0 4,2 30,0 7,0 3,1 443 11,0 4.4 40,0
Cu (Mg) 900,0 439,0 48,8 900,0 348,2 38,7 450,0 266,8 59,3 450,0 250,0 55,6
Cr (ug) 35,0 - 35,0 - 26,0 - 26,0 -

Mn (mg) 2,3 0,9 39,1 2,3 0,6 26,1 1,5 0,7 46,7 1,2 0,5 41,7
Mo (ug) 45,0 14,3 31,8 45,0 15,3 34,0 23,0 3,9 17,0 23,0 4,0 17,4
Se (ug) 34,0 16,2 47,6 34,0 11,4 33,5 20,0 10,1 50,5 20,0 13,3 66,5
Zn (mg) 7,0 1,8 25,7 7,0 1,8 25,7 7,0 2,0 28,6 7,0 2,0 28,6
Produto P5 P6 P7 P8

Rétulo Obtido % Rétulo Obtido % Rétulo Obtido % Rétulo Obtido %

Ca (mg) - - 17,2 37,2 200,0 38,4 19,2 120,0 39,2 32,7
Mg (mg) - - 23,0 11,3 49,1 150,0 10,7 7,1 120,0 11,0 9,2
P (mg) - - 42,0 31,9 76,0 105,0 31,8 30,3 85,0 28,8 33,9
Fe (mg) 7,0 8,5 10,0 8,3 83,0 10,0 6,0 60,0 14,0 2,8 20,0
Cu (ug) 900,0 1328,0 450,0 523,5 1000,0 495,2 49,5 900,0 356,1 39,6
Cr (ug) 35,0 - 25,0 - 50,0 - 35,0 -

Mn (mg) 2,3 2,5 1,8 1,6 88,9 1,6 1,1 68,8 2,3 0,5 21,7
Mo (ug) 45,0 29,0 64,4 23,0 7,5 32,6 - - 45,0 -

Se (ug) 34,0 55,0 20,0 15,4 77,0 - - 34,0 -

Zn (mg) 3,5 3,0 85,7 7,0 3,1 44,3 10,0 2,1 21,0 7,0 1,9 271

Fonte: Autor, 2023.



Tabela 15. |dentificagcdo das amostras e sua respectiva composi¢cdo mineral e comparagao de teor total em % (continuagéo).

Produto P9 P10 P11 P12
Roétulo Obtido % Roétulo | Obtido % Rétulo | Obtido % Rétulo | Obtido %
Ca (mg) 250,0 43,2 17,3 50,0 34,0 68,0 - - 250,0 55,9 22,4
Mg (mg) 100,0 11,4 11,4 100,0 10,0 10,0 - - 65,0 10,2 15,7
P (mg) - - - - - - - -
Fe (mg) 10,0 2,7 27,0 8,1 5,6 68,5 14,0 1,4 10,0 8,4 4,5 53,6
Cu (Mg) 900,0 257,0 28,6 450,0 426,2 94,7 900,0 - 270,0 191,0 70,7
Cr (ug) 35,0 - 18,0 - 35,0 - 35,0 -
Mn (mg) 2,3 0,6 26,1 1,2 0,9 75,0 2,3 0,4 17,4 0,9 0,6 65,2
Mo (ug) 45,0 3,8 8,4 23,0 11,9 51,7 45,0 - 45,0 20,8 46,2
Se (ug) 34,0 14,7 43,2 20,0 15,9 79,5 34,0 - 27,0 14,5 53,7
Zn (mg) 7,0 1,2 17,4 7,0 2,7 38,6 7,0 0,5 71 4,2 1,7 40,5
Produto P13 P14 P15 P16
Rétulo Obtido % Rétulo | Obtido % Roétulo | Obtido % Roétulo | Obtido %
Ca (mg) 250,0 54,4 21,8 - - 50,0 28,8 57,6 250,0 52,1 20,8
Mg (mg) 100,0 9,9 9,9 - - 120,0 10,0 8,3 100,0 10,1 10,1
P (mg) 125,0 43,4 34,7 - - - - - -
Fe (mg) 8,1 3,9 48,1 3,5 53 3,5 24 68,6 8,1 3,1 38,3
Cu (ug) 450,0 287,3 63,8 450,0 935,5 450,0 353,0 78,4 450,0 237,2 52,7
Cr (ug) 18,0 - 25,0 - 35,0 - 18,0 -
Mn (mg) 1,2 0,6 50,0 1,7 2,7 1,7 1,0 60,2 1,2 0,6 50,0
Mo (ug) 23,0 6,4 27,8 23,0 86,2 23,0 8,4 36,5 23,0 7,7 33,5
Se (ug) 20,0 10,9 54,5 20,0 111,9 34,0 26,1 76,8 20,0 16,0 80,0
Zn (mg) 7,0 2,1 30,0 7,0 3,6 51,4 7,0 2,6 37,1 7,0 1,9 271

Fonte: Autor, 2023.



As amostras adquiridas desses SPM comumente vendidos no Brasil
continham entre sete e dez minerais. Quando o conteudo mineral diario dos
suplementos polivitaminicos e minerais foi comparado com os VDR, apenas
duas amostras (12,5%) apresentaram valores iguais ou superiores aos
declarados nos rotulos, enquanto nove (56,25%) apresentaram valores
inferiores a 50%. Em relacdo aos macro e microelementos comparados
isoladamente, Fe , Mn e Zn estavam presentes em todas as amostras (100%),
Cu em 15 (93,75%), o Ca, Mg, Mo e Se estavam presentes em 13 das
amostras (81,25%). O Ca, em especial, em oito amostras (50%) apresentou,
em seus rotulos, valores inferiores ao minimo estabelecido pela IN 28/18
(BRASIL, 2018b), porém em quatro dessas amostras (25%) foram encontrados
valores superiores a 100% ao alegado nos roétulos. Também foram
encontrados, em duas amostras (12,5%), valores superiores aos alegados em
rétulos para os microelementos Fe, Cu, Mn e Se. O microelemento Mo, teve
valores superiores aos alegados em 1 uUnica amostra. Em contrapartida, o P
estava presente em apenas 5 amostras (31,25%) e o Cr ndo foi determinado
em nenhuma delas. Por fim, a amostra P14 demonstrou as maiores
concentracbes entre todas analisadas enquanto a P11 demonstrou as
menores.

Segundo Stepien e Giebuttowicz (2022), a analise do conteudo,
identidade e liberagdo de ingredientes ativos dos produtos € importante para
avaliar sua qualidade. O seu estudo demonstra que todos os suplementos
analisados contém quantidades inferiores as informadas no rétulo, além da
falta de distribuicdo uniforme entre as unidades, o que pode levar a
consequéncias ao consumidor com relagao a absorgao e efeito fisioldgico no
organismo.

No estudo realizado por Gusev et al. (2020), no qual foram analisados os
macroelementos (Ca, Mg e P), todos os suplementos estudados apresentaram
concentragdes inferiores as rotuladas. De acordo o estudo de Zmitek, Krusic¢ e
Pravst (2021), 33% das amostras demonstraram concentragbes abaixo das
recomendadas de acordo com as orientagdes da Comissédo Europeia, levando
a suspensdo da producdo e venda desses produtos ja que pode ser
considerado um problema de saude publica e ndo apenas um problema de

qualidade.



Brzezinska-Rojek, et al. (2021) também avaliaram suplementos
alimentares, tanto em capsulas quanto em comprimidos, os quais foram
caracterizados com um teor de macroelementos (Na, K, P, Mg, Ca) muito
menor a ingestdo diaria total. Em relacdo aos microelementos, continham
quantidades baixas de (Ba, Cu, Mn, Se e Zn). Em geral, os suplementos
alimentares analisados por diferentes pesquisadores apresentaram uma fonte
menor de micro e macrominerais. A comparagdo com os valores de ingestao
adequada para Na e K nos suplementos ndo excedeu 1,5%. Da mesma forma,
capsulas e comprimidos forneceram nao mais de 2,8% para P, Mg e Ca. Para
Zn foi inferior a 0,12% e para Mn variou de 1,1% a 4,9%, mostrando
concentragbes muito inferiores as recomendadas. Outro estudo de Santos
Junior et al. (2017) demonstrou que para a maioria dos produtos analisados, a
liberagdo de quantidades de analitos foi inferior as informadas nos rétulos dos
fabricantes, sendo que apenas o Zn atingiu as concentragbes recomendadas.

Sabe-se que a suplementacdo com vitaminas e minerais € importante
para manter uma dieta equilibrada e saudavel, e a falta de nutrientes
essenciais, assim como o excesso pode trazer uma série de problemas de
saude (MARTINS, 2022). Além disso, essa discrepancia entre o que é
declarado no rétulo e o que de fato esta presente nos suplementos pode indicar
falhas na producdo e na rotulagem desses produtos, diferentes metodologias
utilizadas para as analises, inexisténcia de validagdo dos métodos utilizados,
assim como a forma quimica em que se encontrava o mineral, reagdes
quimicas durante a vida de prateleira do produto, dentre outros, o que levanta
questdes sobre a qualidade e seguranga dos mesmos (DWYER, COATES, e
SMITH, 2018).

Desse modo, a falta de controle de qualidade, de regulamentagao e
fiscalizacdo adequada na industria de suplementos alimentares pode ser um
fator contribuinte para esse tipo de problema, o que coloca em risco a saude e
bem-estar dos consumidores. E importante que as industrias de SPM atendam
a legislagbes e requisitos legais, assim como as autoridades responsaveis
adotem medidas efetivas para garantir a qualidade e seguranca desses
produtos, e que os consumidores estejam atentos e conscientes ao escolher e

utilizar suplementos alimentares, o que deve ser utilizado e, de preferéncia, sob



a orientacdo de um profissional de saude, como o nutricionista, nutrélogo,

farmacéuticos ou outras especialidades afins.

5.6 Bioacessibilidade

Nao foram realizadas analises dos macroelementos devido a presenca
de sais fosfato e carbonato nos fluidos salivar, gastrico e intestinal utilizados no
protocolo, que contém Ca, Na e P, por exemplo. Esses compostos afetam as
concentragdes dos macroelementos nas amostras preparadas (LORIEAU et al.,
2018). Desse modo na tabela 16 constam os teores bioacessiveis, em %, em

triplicatas de trés amostras de SPM por ICP OES.



Tabela 16. Fragdes bioacessiveis da digestdo gastrointestinal (%), residuo da digestao gastrointestinal (%) e recuperacéo de cada fase (%)

de Cu, Cr Fe, Mn, Mo, Se e Zn em suplementos polivitaminicos e minerais.

Teor Fracéo Residuo Teor Fracéo Residuo Teor Fracso Residuo
Total _rragao da Rec Total _rragao da Rec Total _ragao da Rec
Elementos  Optido Bioacessivel Fragdo (%) Elementos  Optido Bioacessivel Fragdo (%) Elementos  Optido Bioacessivel Fragdo (%)
(Mgg-1)  (ugg") (Mg g™) (Mgg-1)  (ugg") (Mg g™ (Mgg-1)  (ugg") (Mg g™
3993 + 3611+
Cu 43?'58 * 10‘(‘;; ’;; 4 563 114 Cu 3‘2%25* > 0,0007* i%gi;;) 83 Cu 35137'31 >00007* 6.7 102
' ' (91.0) ' ’ ' (102.3)
4795.7 + 3634.6 + 1848.0 +
Fe f*ﬁ’% 76%65 ’;2)8'4 6146 115 Fe fzzféé?é >0002* 8512 85 Fe ?ﬁ;‘f >0002* 5136 76
B ’ ’ (99,3) B ’ (85,4) - (75,9)
8550 + 4367 + 782.8 +
Mn 8%56’3’-' 1O%ﬁ i)s'd' 1205 107 Mn 621%%’-' >0,0004* 3127 70 Mn 10258”8 >0,0004* 1881 74
g ’ ’ (95,6) ’ (69,9) T (74,3)
R 11,6 + 14,9 +
Mo 1‘;’%1 > 0,003* 23 81 Mo 1%‘2* > 0,003 32 98 Mo 8%40* > 0,003 6’&* 12)'0 82
’ (81,4) ’ (97,6) ’ ’
15,2 + 208 +
Se 1‘3’%1 > 0,001* 38 o4 Se 181* > 0,001* 8’(‘;3"-” 82)’2 74 Se 2?’13* > 0,001 82 80
’ (93,8) ’ ’ ’ (79,7)
1589,5 + 1683,7 +
18290 177+30 13172+ 18154 . ’ 2613.4 . !
Zn gy On s Zn s pss > 0008 (38874,61) 88 Zn 0y > 0008 (76843;‘7) 64

Fonte: Autor, 2023. *Limite de determinagéo dos Brancos da etapa de digestdo gastrointestinal in vitro. CR = Comprimido Revestido; CD = Capsula Dura; CM = Capsula

Mole e Rec = Recuperagao.



Os valores de recuperacdo para Cu, Cr Fe, Mn, Mo, Se e Zn
apresentados na tabela 16 foram calculados através do balanco de massa, a
partir do somatério das fragbes bioacessiveis e residuos dos elementos
quantificados (Equacédo 3). Os resultados referentes a digestdo in vitro
mostraram que as recuperacdes variaram de 81 a 115% para o comprimido
revestido, 70 a 98% para a capsulas duras e 64 a 102% para a capsulas moles.
A partir desses percentuais pode-se afirmar que o método de digestao in vitro
INFOGEST 2.0 esta validado para determinar a bioacessibilidade de elementos
nas amostras de suplementos polivitaminicos e minerais. Os valores de
recuperacao para os elementos potencialmente toxicos, se mostraram todos
abaixo do LOD apesar de terem sido encontrados no teor total, o que
demonstra a baixa bioacessibilidade desses possiveis contaminantes.

Os resultados mostram um percentual de fracdo bioacessivel irrisorio,
tendo em vista que as amostras de comprimidos revestidos apresentaram
valores de Cu, Fe, Mn e Zn inferiores a 25% do teor total encontrado enquanto
as amostras de capsulas duras e moles apresentaram concentracdes inferiores
aos seus limites de determinagdo. Algumas pesquisas corroboraram com os
dados deste estudo. Os dados deste estudo corroboraram com algumas
pesquisas, tais como a de Lorieau et al. (2018), citam que o Ca analisado
apresentou fragdo bioacessivel que variou entre 12 e 46% ap6s aplicagcao do
protocolo INFOGEST em 4 diferentes amostras. Segundo Da Silva, De Farias e
Cadore (2018), os valores de bioacessibilidade para a maioria dos
microelementos avaliados se mostraram muito baixos e variaram entre 28—-38%
(Cu), 0-23% (Fe), 24—-60% (Mn) e 22-91% (Zn) nas amostras analisadas.
Martinez-Castro et al. (2023), também citaram que a bioacessibilidade dos
elementos nas amostras foi extremamente baixa e os percentuais néao
ultrapassaram 1% na maioria dos casos. Em um estudo de De Carvalho et al.
(2022), foram observados baixos teores bioacessiveis de microelementos das
amostras onde Cu, Mn e Zn mostraram concentragées até mesmo abaixo dos
limites de quantificacao.

Existem varios fatores que influenciam a bioacessibilidade, como os que
atuam antes da ingestao alimentar e os que se manifestam durante a digestao
dos alimentos. E afetado por suas caracteristicas fisico-quimicas, como o

estado fisico, a estrutura quimica, a solubilidade e a forma farmacéutica, por



exemplo (DIMA et al., 2020). Para elementos metalicos, agentes quelantes e
interacbes de ions metalicos sdo os principais fatores que afetam sua
solubilidade no trato gastrointestinal e transporte através da barreira celular.
Dependendo da natureza quimica e das constantes de complexacido, os
componentes organicos presentes no quimo gastrointestinal podem afetar
negativamente a bioacessibilidade.

Levando em conta a solubilidade, podemos inferir como a amostra em
comprimido revestido apresentou melhor desempenho da producao
bioacessivel em comparacdo com as capsulas. O comprimido revestido
possuia, em sua formulagéo, alcool polivinilico, um glaceante bastante soluvel
em agua e alcool, e consequentemente que reage mais facilmente com o acido
cloridrico. Também tinha em sua composicdo a croscarmelose soédica, que
promove caracteristicas de dissolu¢gdo e desintegracéo, o que permite uma
desintegragdo do comprimido e a absorgao dos microelementos ainda no
estbmago (GOFF, 2018; NAGARKAR e PATEL, 2019; DIMA et al., 2020;
BERARDI, JANSSEN e DICKHOFF, 2022). Em contrapartida, as capsulas
possuiam revestimento de cera de abelha, substancia apolar, que reage mais
com acidos organicos e tendem a chegar integros ao intestino para comecar a
absorcao (AGUILAR, et al., 2007).

Formas inorganicas sollveis de Cr®*, como o cloreto de Cromo IlI
(CrCI3), ttm uma taxa de absorcao de apenas 2%. Fe em grandes quantidades
pode interferir na absor¢cdo de Cu e Zn. Estes, por sua vez, também séao
antagonistas, onde interferem na absor¢dao um do outro. Com relagédo ao Fe,
quando esta na forma nao-heme (fumarato ferroso, sulfato ferroso e pirofosfato
ferroso), que sao as mais utilizadas na SPM, apresenta baixa absor¢ao pelo
organismo. Também neste sentido, altas concentracdes de Ca, K e P inibem a
absorcao de Mn e Se. (GOFF, 2018; LUZ DE SOUZA, 2018). Em relacao ao
molibdénio, a presenca do sulfato pode inibir sua absorgdo, sugerindo um
efeito antagbnico entre S e Mo, uma vez que esses elementos compartilham o
mesmo transportador (DA SILVA e CADORE, 2019).

As amostras trazem em sua composig¢ao diversos sais de sulfato (sulfato
de manganés, sulfato ferroso, sulfato de cobre, sulfato de zinco). Quando
observadas todas as possibilidades, as razdes para tais baixas concentragcdes

tornam-se evidentes tendo em vista que o protocolo utiliza de diversos sais, e



as proprias amostras trazem quantidades significativas de outros sais, o que
gera diversas reagdes que provem tanto o antagonismo por transportadores e
sitos de ligacdo quanto a complexacdo que leva, consequentemente, a
diminuicdo da fragdo bioacessivel desses elementos e uma maior

concentracéo nos residuos da fracdo bioacessivel.

5.7 Adaptacoes, Limitagoes e Otimizagoes

Durante a realizagdo do protocolo INFOGEST 2.0, foram identificadas
algumas limitagbes que precisaram ser abordadas para obter resultados mais
robustos. Uma das limitagdes foi a necessidade de uma massa minima
relativamente elevadas (igual ou maior que 2g) para o protocolo funcionar
adequadamente, devido a relagdo entre a massa e o volume dos reagentes.
Também houve limitagcdo quanto a determinacdo de macroelementos devido
aos sais presentes nos fluidos simulados do protocolo. Além disso, o
armazenamento dos fluidos simulados a -20°C resultou em congelamento,
atrasando o inicio do experimento. Outra limitacdo foi a falta de valores
especificos para a velocidade de agitagdo (RPM) e a auséncia de um método
para a ativacdo enzimatica. Para superar essas limitagdes, foram realizadas
adaptagdes no protocolo. Em relagéo a velocidade de agitagao, foi adotada a
velocidade de 100 RPM do processo de digestdao in vitro UBM/BARGE
(OLIVEIRA, 2021). Para a ativagao enzimatica, as enzimas foram aquecidas a
37°C durante 1 hora. Além disso, foram realizadas otimiza¢des adicionais, a
exemplo das enzimas que foram ativadas previamente e mantidas em
resfriamento até o momento da digestao para minimizar sua degradagao. No
entanto, esse passo nao foi necessario no presente estudo, pois o periodo de
aclimatizacao dos fluidos simulados foi expandido para 1 hora, permitindo a
ativacao das enzimas na mesma temperatura (37°C) na incubadora.

Essas adaptacgdes e otimizacdes contribuiram para melhorar a execugao
do protocolo INFOGEST 2.0. Finalmente, apesar das limitagcbes acima
mencionadas, o método original ainda € um protocolo de triagem adequado e
economicamente viavel para estimar a bioacessibilidade de microelementos em

amostras de suplementos alimentares.



6. CONCLUSOES

O planejamento fatorial 2° completo utilizado neste trabalho para avaliar a
influéncia das variaveis no método de digestdo mostrou-se eficaz reduzindo o
consumo de reagentes e diminuindo o tempo de analise. A analise dos SPM
revelou preocupagdes significativas, uma vez que apenas duas das 16
amostras apresentaram valores de minerais conforme declarado nos rotulos,
outros elementos se mostraram superiores enquanto a maioria das amostras
ndo atingiu 50% do teor total declarado. Esses achados sugerem que muitos
dos suplementos disponiveis podem nao fornecer a quantidade adequada de
minerais aos consumidores. A avaliacdo da bioacessibilidade dos minerais
destacou a importancia dessa analise, j4 que os consumidores dependem
desses produtos para suprir suas necessidades nutricionais. Além disso, a
baixa liberacado de minerais durante a digestao simulada indica a necessidade
de uma formulagdo mais eficaz para garantir a bioacessibilidade adequada
desses minerais no organismo. Regulamentagdes rigorosas e monitoramento
continuo sao cruciais para assegurar a precisao da formulacado e dos rétulos
dos suplementos, proporcionando confianga aos consumidores.

Esses resultados levantam questdes sobre a qualidade e eficacia dos
suplementos, destacando a importancia de regulamentacdo e fiscalizagcéo
adequadas no mercado. Adicionalmente, a baixa bioacessibilidade dos
minerais destaca a necessidade de pesquisas adicionais e possiveis melhorias
nos processos de fabricagcdo desses suplementos, a fim de garantir os

beneficios nutricionais esperados pelos consumidores.
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