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RESUMO GERAL

Com o objetivo de diminuir a anemia ferropriva a fortificacdo de alimentos com
ferro tem se tornado uma pratica comum em todo o mundo. De acordo com
estimativas do Ministério da Saude, cerca de 45% das criancas brasileiras de até 5
anos (10 milhdes de pessoas) tém anemia. Entretanto, trabalhos cientificos
apontam que a ingestdo excessiva de ferro pode estar associada a danos
oxidativos em células e tecidos e tem sido relacionado com a incidéncia de
doencas como Parkinson, acidente vascular cerebral, Alzheimer, esclerose
multipla, catarata, cardiopatias, artrite e diabetes, entre outras. Além disso, outros
estudos sugerem que a suplementacdo com ferro, pode comprometer o
aproveitamento do zinco no organismo humano, levando a outros problemas,
como nanismo, ma cicatrizagdo, cirrose hepatica, menstruagdo irregular,
depressdo e deficiéncia no sistema imune dentre outros. As farinhas fortificadas
com ferro ja estdo disponiveis no mercado nacional desde 2004, porém, sao
poucos os dados sobre o controle dos niveis de ferro, bem como a razdo molar
entre ferro e zinco (naturalmente presente), em alimentos elaborados com farinhas
fortificadas, sendo a razdo molar desejada cerca de 4:1 para ndo prejudicar o
aproveitamento do zinco pelo organismo. Esta pesquisa foi desenvolvida com o
objetivo de avaliar ferro, zinco e umidade em péaes industrializados elaborados
com farinhas fortificadas. Para as andlises do teor dos minerais foi utilizada a
Espectrometria de Absorcdo Atémica com chama (FAAS) e para umidade,
secagem em estufa. Para validacdo parcial, foram analisados os parametros
sugeridos pelo INMETRO. Os resultados obtidos para linearidade através do
coeficiente de correlacao foi de 0,9994 para ferro e 0,9996 para zinco. A precisao
apresentou um coeficiente de variagdo para ferro e zinco menor que 6%. A
exatidao apresentou faixa de recuperacéao entre 91 a 109% para ferro e 87 a 108%
para zinco. Os limites de deteccado e quantificacao foram de 0,04 e 0,15 mg L
para ferro e 0,07 e 0,24 mg L™ para zinco, respectivamente, demonstrando que o
método escolhido é sensivel, eficiente e preciso. Os resultados obtidos para
repetitividade na determinacao de umidade nao ultrapassam o coeficiente de

variacao 2,0%, mostrando que o método € adequado. Os teores de ferro e zinco
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nas amostras de paes variaram de 2,2 a 6,0 mg 100 g (4,1 mg 100 g em
média) e 0,3a 1,0 mg 100g™ (0,7 mg 100 g”' em média) no pao tradicional; de 1,8
a4,1mg 100 g™ (3,0 mg 100 g' em média) e 1,4a2,3mg 100 g (1,9 mg 100 g
em média) no pao integral; de 1,8 a 6,8 mg 100 g™ (4,3 mg 100 g em média) e
1,7a2,8 mg 100 g" (2,3 mg 100 g' em média) no pdo 7 graos; de 3,0 a 3,8 mg
100 g (3,4 mg 100 g' em média) e 1,8 a 3,0 mg 100 g”' (2,4 mg 100 g’ em
média) no pdo 9 grdos; de 2,0 a4,2 mg 100 g (3,1 mg 100 g em média) e 1,4 a
2,5mg 100 g (2,0 mg 100 g em média) no pao 12 gréos, respectivamente. Os
resultados indicaram, em geral, falta de uniformidade no teor de ferro e zinco entre
lotes da mesma marca e entre marcas do mesmo tipo de pao. No péao tradicional
esta falta de homogeneidade, provavelmente, ocorra pela dificuldade na adi¢cdo da
pré-mistura (acido félico e ferro) na farinha, ingrediente principal na producéo de
paes, enquanto que nos paes especiais, 0 comportamento observado pode ser
explicado pela variedade e quantidade de graos adicionados. A razao molar Fe:Zn
variou de 5:1 a 12:1 no p&o tradicional; 2:1 a 3:1 no integral; 1:1 a 3:1 no 7 gréos;
de 1:1 a 2:1 no 9 gréos e no pao 12 graos nao houve variacao, sendo a razao
molar 2:1. No pao tradicional foi encontrado uma razdo molar Fe:Zn maior que 4:1,
podendo assim prejudicar o aproveitamento do zinco pelo organismo.

Palavras-chave: anemia, fortificagdo alimentar, ferro, zinco, FAAS, validagéo.
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ABSTRACT

Iron food'’s fortification has become a common practice around the world in order to
reduce anemia caused by iron deficiency. Ministry of Health estimates that
approximately 45% of Brazilian children up to 5 years (10 million people) have
anemia. However, scientific studies indicate that excessive intake of iron may be
associated with oxidative damage to cells and tissues has been associated with
the incidence of diseases like Parkinson's, stroke, Alzheimer's, multiple sclerosis,
cataracts, heart disease, arthritis and diabetes, among others. Also, other studies
suggest that iron supplementation may compromise the use of zinc in the human
body, leading to other problems such as stunting, poor wound healing, liver
cirrhosis, irregular menstruation, depression and disability in the immune system
among others. The flour fortified with iron are available in the market since 2004,
however, there are few data on the control of iron levels, as well as the molar ratio
between iron and zinc (naturally present), foods made with fortified flour, being
desired molar ratio about 4:1 to not damage the recovery of zinc by the body. This
research was developed to assess iron, zinc and humidity in industrial bread made
with fortified flour. For minerals analysis were used atomic absorption spectrometry
with flame (FAAS) and humidity, drying in an oven. For partial validation, we
analyzed the parameters suggested by INMETRO. Results of linearity was
obtained by the correlation coefficient of 0,9994 and 0,9996 for iron and zinc,
respectively. The accuracy showed a coefficient of variation for iron and zinc less
than 6%. The accuracy showed recovery range between 91 to 109% for iron and
87 to 108% for zinc. The limits of detection and quantification were 0,04 and 0,15
mg L™ for iron and 0,07 to 0,24 mg L™ for zinc, showing that the chosen method is
sensitive, accurate and efficient. The results obtained to determination of
repeatability humidity were not greater than the coefficient of variation 2,0%,
showing that the method is appropriate. The levels of iron and zinc in samples of
breads varied from 2,2 to 6,0 mg 100 g™ (4,1 mg 100 g’ on average) and 0,3 to
1,0 mg 100g™ (0,7 mg 100 g on average) in traditional bread; 1,8 to 4,1 mg 100
g' (3,0 mg 100 g on average) and 1,4 to 2,3 mg 100 g (1,9 mg 100 g on
average) in whole wheat bread; 1,8 to 6,8 mg 100 g (4,3 mg 100 g on average)
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and 1,7 t0 2,8 mg 100 g (2,3 mg 100 g™ on average) in 7 grain bread ; 3,0 to 3,8
mg 100 g (3,4 mg 100 g on average) and 1,8 to 3,0 mg 100 g (2,4 mg 100 g
on average) in 9 grain bread; 2,0 to 4,2 mg 100 g (3,1 mg 100 g on average)
and 1,4 to 2,5 mg 100 g' (2,0 mg 100 g' on average) in 12 grain bread,
respectively. The results showed, in general, lack of uniformity in the content of
iron and zinc between batches of the same brand and between brands of the same
type of bread. In traditional bread this lack of homogeneity, probably occurs by the
difficulty in adding premix (folic acid and iron) in the flour, the main ingredient in
bread production, while in specialty breads, the behavior can be explained, variety
and amount of grain added. The molar ratio of Fe: Zn ranging from 5:1 to 12:1 in
traditional bread; 2:1 to 3:1 in whole wheat bread; 1:1 to 3:1 in 7 grain bread; 1:1 to
2:1in 9 grain bread and 12 grain bread did not change, and the molar ratio of 2:1.
Has been found in traditional bread molar ratio Fe Zn greater than 4:1 and can thus

damage the recovery of zinc by the body.

Keywords: anemia, food fortification, iron, zinc, FAAS, validation.
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INTRODUCAO GERAL

O pao é um alimento que resulta do cozimento de uma massa feita com
farinha de certos cereais, como trigo ou cevada, agua e sal (ZIGLIO et al., 2007).
Acredita-se que ele tenha surgido ha milhares de anos A.C. na Mesopotamia,
sendo fabricado com farinha de cevada e agua, dando origem a um pao achatado,
duro, seco e amargo (COTRIM, 2002). Para ser ingerido, o pao era lavado em
agua quente e depois assado sobre pedras (EMPORIO, 2009).

O pao pode ser considerado um produto popular, sendo consumido na
forma de lanches ou com refei¢cdes. Ele é apreciado devido ao seu sabor, preco e
sua disponibilidade em milhares de padarias e supermercados do pais
(ESTELLER, 2004). No Brasil em 2005, os produtos de panificacdo, dentre eles o
pao, ocuparam a terceira colocacao na lista de compras do brasileiro, que
destinou, em média, 12% do orcamento familiar para alimentacao (ABIP, 2005),
onde 0 pao industrializado representou 4% dos paes consumidos (ABIP, 2009).

Seguindo a tendéncia mundial em se adicionar micronutrientes nos
alimentos e dos possiveis beneficios do enriquecimento ou fortificacdo alimentar
levaram o Brasil, desde 2002, a instituir a resolucdo numero 344 que objetiva a
adicao de acido folico (150 ug/100g) e de ferro (4,2 mg/100g) em farinhas de trigo
e milho, j& que a farinha é utilizada em alimentos considerado de grande consumo
pela populagéo brasileira, com a finalidade de reduzir o risco de malformagdes
congénitas e anemia ferropriva (ANVISA, 2002), sendo esta o problema nutricional
mais comum em todo mundo. Segundo WHO (World Health Organization) em
2001 existiam, 2 bilhdes de anémicos no mundo, sendo a maioria por deficiéncia
de ferro. O risco de deficiéncia € maior quando os requerimentos de ferro sédo
maiores como na primeira infancia, adolescéncia e durante a gestacao (LYNCH,
2005).

A absorcdo de compostos inorganicos com caracteristicas quimicas
(configuragéao eletrénica) semelhantes ao do ferro como Co, Ni, Mn, Zn e Cd
podem contribuir para a caréncia em ferro, pois podem compartilhar o mesmo
sistema de absorcao. Contudo, com excecao do zinco, ha pouca evidéncia de que
essa competicao seja importante do ponto de vista nutricional em relacao aos



micronutrientes no ser humano (LEE, 2001; COZZOLINO, 2005).

No organismo o ferro pode participar de processos oxidativos e como
consequéncia causar algumas doencas como Parkinson, Alzheimer, acidente
vascular cerebral, esclerose multipla, catarata, entre outras (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997) e em excesso pode causar um possivel aumento do figado,
desenvolvimento de diabetes, hipogonadismo, inflamacdo das articulacées,
doenca cardiaca potencialmente fatal (COZZOLINO, 2005), pode também diminuir
a biodisponibilidade de outros minerais, como por exemplo, 0 zinco podendo
causar um desequilibrio na razao molar Fe:Zn que deve ser de 4:1 (PEDROSA E
COZZOLINO, 1993; COZZOLINO, 2005).

O zinco é cofator na producao de superéxido dismutase, que corresponde

a uma familia de enzimas. E responsavel pela primeira linha de defesa do
organismo contra os radicais livres do oxigénio, que podem prejudicar a
integridade celular e pode levar a morte celular. Através da competicao com o
ferro e o cobre o0 zinco pode diminuir a producéo de radicais livres e a geragao de
radical hidroxila por aumentar a sintese de superdxido dismutase.
A deficiéncia de zinco pode causar varias deficiéncias como nanismo, ma
cicatrizacao, cirrose hepatica, menstruacao irregular, depressao e deficiéncia no
sistema imune dentre outras (P()VOA FILHO, 1995; OKIGAMI, 1996; PRASAD,
1996;).

Assim este trabalho teve como objetivo adequar e validar um método por
Espectrometria de Absorcdo Atdmica com chama (FAAS) para a verificacdo dos
teores de ferro e zinco em péaes industrializados com farinhas fortificadas,
estabelecer a relacdo molar Fe:Zn nas amostras, verificar o teor de umidade dos
paes industrializados (tradicionais e especiais) produzidos com farinhas
fortificadas com ferro.
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OBJETIVOS

O objetivo fundamental desse trabalho foi o de avaliar o teor de ferro e do
zinco em paes industrializados elaborados com farinhas de trigo fortificadas. Para
isso foi necessario:

° Adequar e validar a metodologia para as determinacdes de ferro e
zinco em pédes processados contendo farinhas fortificadas, utilizando a
Espectrometria de Absorgcéo Atdmica;

o Avaliar o teor de ferro e zinco em paes industrializado (tradicional e
especiais);
° Avaliar a razao molar Fe:Zn;

° Avaliar o teor de umidade.
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RESUMO

No organismo humano alguns compostos inorganicos sao utilizados em
numerosas proteinas e enzimas como co-fatores, entre eles se destacam o ferro e
o zinco. O ferro é empregado, por exemplo, na hemoglobina (transporte de
oxigénio), na mioglobina (fornecimento de oxigénio para os musculos). Também
participa de enzimas importantes como na catalase (reducdo do perdxido de
hidrogénio) e enzimas que auxiliam em varias reagdes bioquimicas. O zinco por
sua vez, participa de varias proteinas e enzimas como principal sitio de atividade
biolégica, tornando-se importante em atividades do sistema imune, na prevencgao
de formagao de radicais livres, no crescimento estrutural, dentre outros. Porém,
ferro em excesso pode participar de processos oxidativos e as doencas
consequentes deste processo sdo: doenga de Parkinson, Alzheimer, acidente
vascular cerebral, esclerose multipla e catarata, entre outras. Em excesso também
pode comprometer o0 aproveitamento do zinco no organismo humano. O zinco na
quantidade adequada no organismo pode diminuir a producdo de radicais livres
por aumentar a sintese de superéxido dismutase, por competicdo com cobre e
ferro, e por competicdo com ferro na geracao do radical hidroxila. Como tentativa
de amenizar o problema de deficiéncia de ferro, por ser este considerado um
grande problema de saude publica, a ANVISA tornou obrigatéria a fortificacao de
farinhas de milho e trigo com &acido félico (150 pg/100 g de farinha) e ferro (4,2
mg/100 g de farinha) através da Resolu¢cdo RDC n® 344, de 13 de dezembro de
2002. Estas matrizes foram escolhidas por nédo apresentarem mudancas
organolépticas, serem de baixo custo e por serem elaboradas com farinhas
fortificadas, ingrediente principal na fabricagdo de alimentos considerados de

grande consumo pela populagéo brasileira, dentre eles o pao industrializado.

Palavras-chave: ferro, zinco, deficiéncia, fortificagao alimentar.



ABSTRACT

In the human organism some inorganic compounds are used in numerous proteins
and enzymes as cofactors, among them stand out iron and zinc. The iron is used,
for example, hemoglobin (oxygen transport), in myoglobin (supplying oxygen to the
muscles). Also as part of important enzymes in catalase (reduction of hydrogen
peroxide) and enzymes that assist in various biochemical reactions. Zinc in turn
part of various proteins and enzymes as major site of biological activity, making it
important in immune system activity in the prevention of free radical formation,
growth structural, and others. However, excess iron can participate in oxidative
processes and diseases resulting from this process are: Parkinson's disease,
Alzheimer's, stroke, multiple sclerosis and cataracts, among others. Excess can
also compromise the use of zinc in the human body. Zinc in adequate amount can
lessen the production of free radicals by increasing the synthesis of superoxide
dismutase, by competition with copper and iron, and iron by competition with the
generation of hydroxyl radicals. In an attempt to alleviate the problem of iron
deficiency, since this is considered a major public health problem, ANVISA has
mandatory fortification of maize and wheat flour with folic acid (150 ug/100 g flour)
and iron (4,2 mg/100 g flour) by Resolution RDC n® 344 of December 13, 2002.
These matrices were chosen because there were no organoleptic changes, being
low cost and because they are made with fortified flour, the main ingredient in the
manufacture of foods considered high consumption by the population, among them
the bread industrialized.

Keywords: iron, zinc deficiency, food fortification.



1. Introducao

Os minerais sdo elementos inorganicos presentes nos alimentos e que, no
organismo, exercem fungdées metabdlicas importantes, dentre elas: ativagéo,
regulacdo, transmissdao e controle (WILLIAMS, 1997). De modo geral, as
necessidades dos minerais podem ser supridas por meio de uma dieta
balanceada, contudo, grande parcela da populacdo esta sujeita aos riscos
associados a uma dieta contendo baixas quantidades desses nutrientes (FLYNN
et al., 2003)

A fortificagédo alimentar € utilizada mundialmente com a finalidade de corrigir
deficiéncias nutricionais, de dieta pobre em nutrientes, de uma populacao, tendo a
vantagem de ndo ser necessaria mudangas nos habitos alimentares (BROGNOLI,
2008).

Seguindo esta tendéncia o Brasil, desde 2004, através da resolugdo niumero
344, de 2002, vem adicionando acido félico (150 ug/100g) e ferro (4,2 mg/100g)
em farinhas de trigo e milho, com a finalidade de reduzir o risco de malformagdes
congénitas e anemia ferropriva (ANVISA, 2002), ja que a farinha é utilizada como
principal ingrediente em alimentos considerado de grande consumo pela
populacdo brasileira, dentre eles o pado. No Brasil em 2005, os produtos de
panificagdo ocuparam a terceira colocac¢ao na lista de compras do brasileiro, que
destinou, em média, 12% do orcamento familiar para alimentacado (ABIP, 2005),
onde o pao industrializado representou 4% dos pées consumidos (ABIP, 2009).

O pao apresenta caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas de
acordo com a sua composi¢ao e processo de fabricagdo (ANVISA, 2000), sendo
consumido na forma de lanches ou com refeicbes. Ele é apreciado devido ao seu
sabor, preco e sua disponibilidade em milhares de padarias e supermercados do
Pais (ESTELLER, 2004).

Até chegar ao consumidor final o pao passa por varias etapas, desde a
mistura dos ingredientes até sua comercializagao.

A etapa inicial, mistura, tem a finalidade de homogeneizar os ingredientes,

aerar e iniciar o desenvolvimento do gluten, formado pela hidratacao das proteinas



da farinha, até alcancar uma massa com propriedades viscoelasticas adequadas
(OWENS, 2001).

A fermentagdo principal € produzida pela agdo do fermento bioldgico
(leveduras) sobre os acgucares presentes na massa. Sua fungdo é produzir gas
carbdnico e modificagdes fisico-quimicas, participando na formacdo do sabor e
aroma do pao, além de colaborar para sua conservacao (OWENS, 2001).

A divisdo da massa tem por finalidade a obtencdo do peso adequado aos
paes que serao fabricados (OWENS, 2001).

A etapa do boleamento tem por objetivo eliminar a pegajosidade da massa
e dar forma de uma bola homogénea, faciltando assim as etapas seguintes
(OWENS, 2001).

Na fermentacdo intermediaria os pedacos boleados sao enviados para a
camara de fermentacdo onde ficam em repouso de 5-20 minutos em uma
temperatura entre 26-30°C e umidade relativa entre 75-80% (OWENS, 2001).

A etapa seguinte, moldagem, tem por objetivo melhorar a textura e a
estrutura da célula do pado, como também dar forma apropriada ao produto
(OWENS, 2001).

Na fermentacgao final, como na intermediéria, é realizada em camaras com
condi¢des adequadas de temperatura e umidade relativa e leva em geral cerca de
40 a 120 minutos, dependendo do tipo de péo, formulacdo e qualidade da farinha
(OWENS, 2001).

A etapa do cozimento tem como finalidade principal o tratamento térmico do
amido e da proteina, juntamente com a inativacao das enzimas e do fermento,
permitindo a formacao da crosta e o desenvolvimento de arome e sabor. Durante
0 cozimento ocorre a gelatinizacdo do amido e a coagulacdo do glaten. No final
desta etapa a evaporacdo da massa diminui ocorrendo a formagcdo da cor da
crosta e o sabor do pao (reacao de Maillard). As temperaturas mais comuns a esta
etapa sdo de 200 a 230°C por tempos variaveis, dependendo do tipo e tamanho
do pao a serem produzidos (OWENS, 2001).

Ao sairem do forno os paes devem ser resfriados a temperatura ambiente
antes de serem submetidos ao corte e posterior embalagem, pois estdo
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excessivamente quentes, podendo causar deformacdo no momento do corte e
mesmo morno pode resultar em condensacdo na embalagem com consequente
crescimento de fungos e outras degradagées (OWENS, 2001).

Apos o resfriamento 0 pao segue para o corte onde é fatiado por laminas ou
correias cortantes e é embalado. A embalagem utilizada pode ser de varios tipos
de materiais, sendo as mais comuns as de polipropileno e polietiieno (OWENS,
2001).

A mecanizagao da industria de panificagdo é fundamental do ponto de vista
econdmico e técnico, resultando no aumento da capacidade de producédo e
reducdo de tempo de processamento, contribuindo para uma operacao mais
eficiente, econdmica e higiénica, além de permitir melhor controle e manutengao
da mesma, melhorando consequentemente a qualidade do produto final (EL-
DASH, et al., 1983).

A qualidade dos ingredientes também influencia diretamente na qualidade
dos produtos industrializados. Por isso, a utilizacdo de matéria-prima inadequada
— fora dos padrdes fisico-quimicos ou microbiolégicos — pode acarretar falta de
uniformidade do produto, reduzir sua qualidade, com consequente surgimento de
problemas relacionados a sua aceitagdao no mercado (NUNES, 2008).

Um grande desafio encontrado tanto para os fabricantes de farinha e paes é
a homogeneidade da pré-mistura (4cido félico e ferro) na farinha, pois uma
pequena quantidade deve ser adicionada, misturada, gerando, assim, um produto
homogéneo. No Brasil, a adicao da pré-mistura é feita através de um alimentador
e um dosador. Este equipamento permite a adicdo de pequenas quantidades, de
forma continua, com fluxo controlavel e constante. O equipamento mais utilizado é
o com um motor elétrico com velocidade varidvel para controlar o fluxo do pé.
Problemas na operacéo estao relacionados com a formacéo de arcos ou o funil no
alimentador (GERMANI et al.,, 2001), que podem implicar em uma farinha nao
homogénea, consequentemente paes com diferentes teores de ferro e acido félico.

Apesar dos possiveis beneficios da adicdo de ferro na farinha, este pode
apresentar interagbes com outros nutrientes, incluindo vitamina A (inibidor),

vitamina C (ativador), outros metais (competicdo Fe:Zn) e fitatos. Esses
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compostos influenciam no aproveitamento do metal pelo organismo (COZZOLINO,
2005).

A competicdo Fe:Zn pode causar a deficiéncia de zinco, mineral importante
por participar de varias proteinas e enzimas como principal sitio de atividade
biolégica (OKIGAMI, 1996).

A deficiéncia de zinco também pode ser causada por ingestdo inadequada,
aumento da necessidade diaria ou por causas genéticas, e € caracterizada por
nanismo, ma cicatrizagdo, perda do paladar, acne, menstruagdo irregular,
impoténcia, depressdo, dentre outras, e sdo resultado da alteracdo de seu
metabolismo, suas funcdes bioquimicas ou ambas (POVOA FILHO, 1995;
HAMBIDGE et al., 1986; MILLIS, 1989).

Por tanto, torna-se necessario um estudo da composi¢éo do produto final,
de alimentos que utilizam farinhas fortificadas com ingrediente principal.

2. Revisao Bibliografica
2.1. Ferro

O ferro esta presente em todas as células do corpo, sendo um componente
essencial de muitas proteinas, como por exemplo, hemoglobina, mioglobina,
transferrina, lactoferrina, ferritina e hemossiderina. As funcbes do ferro no
organismo resultam de suas propriedades fisico-quimicas (MAHAN E ESCOTT-
STAUMP, 2005). O ferro é essencial para as reagdes de transferéncia de elétrons,
ligacdo e transporte de oxigénio, diferenciacao e crescimento celular. Além disso é
um componente critico de enzimas que atuam no funcionamento do sistema
imunoldgico, incluindo a ribonucleotideo redutase, envolvida na sintese de DNA,
mieloperoxidase que atua na eliminagdo de bactérias por neutréfilos, entre outras
(OPPENHEIMER, 2001; WINTERGERST et al., 2007), e em outras enzimas como
a catalase, que age na reducao do peréxido de hidrogénio, principalmente quando
este é formado em grande quantidade, na cadeia de inibicdo de radicais livres, e
enzimas que auxiliam as reacdes bioquimicas (CUNHA E CUNHA, 1998; MIRET,
et al., 2003; COZZOLINO, 2005).
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Os efeitos adversos resultantes da caréncia de ferro se devem a sua fungao
no transporte de oxigénio e como consequéncia, a sintese de proteinas, fungdes
de receptores e outros processos metabdlicos aerdbicos sao prejudicados
(BEARD, 2001).

A biodisponibilidade do ferro depende da forma em que ele se encontra nos
alimentos (ZIJP et al., 2000), heme e ndao heme. O ferro heme corresponde a
40% do ferro contido nos alimentos de origem animal, tais como: carnes
vermelhas, principalmente figado e outras visceras, carne de peixes, frutos do mar
(ostras, camarbes e caranguejo) e aves, e estad ligado a hemoglobina e a
mioglobina, sendo este mais absorvido que o ferro ndo heme (HURREL, 1997;
MAHAN E ARLIN, 2002). Apds interacdo com um receptor de membrana do
enterdécito, o radical heme penetra na célula, por um simples processo de difuséo,
sofre a agdo da hemeoxigenase e € liberado para ser armazenado ou
transportado, conforme mostra a Figura 1. (SKIKNE et al, 1994).

Ferro da Dieta

Duodeno
(média: 1 a 2 mg por dia)

!

MG I
: Gscu f:‘:, Ferro-transferrina Medula dssea (300 mg)
"(“°93o o‘obmg‘ ) _ (3 mg)

Nemoglobina
(1.800 ms)
Depésito de ferro
Figado

{1.000 mg) Descamagdo celular Sistema mononuclear
Menstruagdo fagocitirio
Qutras perdas de sangue (600 mg)
Excrecdo do Ferro

Figura 1. Metabolismo do ferro (Fonte: Skikne et al, 1994).

O ferro nao heme esta presente principalmente nos alimentos de origem
vegetal, tais como: verduras de folhas escuras (brdcolis, couve e espinafre),
leguminosas, graos (feijoes, lentilha, soja e outros) e cereais (HURREL, 1997;
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MAHAN E ARLIN, 2002). A maior parte da absorcao do ferro ndo heminico da-se
através do mecanismo de difusdo pela membrana celular e entre as células. A
absorcao através do sistema transferrina/receptor da transferrina somente se torna
importante, quando houver reducao do suprimento de ferro para o organismo ou
em situagdes anormais como na hemocromatose (doenca causada pelo excesso
de ferro no organismo) de causa genética (SKIKNE et al., 1994).

O organismo humano absorve cerca de 20 a 30% de ferro heme, podendo
chegar a 40% em casos de deficiéncia, porém, estas quantidades podem ser
afetadas por outros fatores da dieta, enquanto que o ferro ndo heme € absorvido
entre 5 a 10%, sendo sua absor¢cao muito influenciada pelo estado nutricional do
individuo e por fatores da dieta (ZIJP et al., 2000). O &cido fitico, chas, café, farelo,
ovo, fosfatos, polifendlicos, alguns temperos e fibras podem inibir a absor¢céo do
ferro (HURREL et al, 1999). Alimentos contendo a&cido ascérbico, acidos
organicos, carne, aves e peixes, produtos fermentados de soja podem aumentar a
absorcao do ferro ndo heme (HEALTH E FAIRWEATHER-TAIT, 2002).

Além disso, o ferro nos alimentos também pode apresentar interagdes com
outros nutrientes, incluindo vitamina A (inibidor), vitamina C (ativador) e outros
metais (competicdo Fe:Zn) e fitatos. Esses compostos influenciam no
aproveitamento do metal pelo organismo (COZZOLINO, 2005).

A absorgcao de metais com caracteristicas quimicas (configuracao eletrénica)
semelhantes ao do ferro como cobalto, niquel, manganés, zinco e cadmio que
compartilham o mesmo sistema de absorcao podem contribuir para a deficiéncia
de ferro e vice-versa. Contudo, com excecao do zinco, ha pouca evidéncia de que
essa competicdo seja importante do ponto de vista nutricional em relagdo aos
micronutrientes no ser humano (LEE, 2001; COZZOLINO, 2005).

Com base na importancia do ferro para os processos metabdlicos, o
principal resultado da caréncia desse nutriente na dieta é a anemia ferropriva
caracterizada pela insuficiéncia de hemoglobina na circulacdo, provocando
diminuicdo da habilidade de transporte de oxigénio para os tecidos e € definida
como a concentracdo de hemoglobina no sangue total abaixo de 85% da média

para uma apropriada faixa etaria da populacao e atinge proporcéao significativa em
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mulheres na idade fértil. Sua deficiéncia produz diferentes transtornos funcionais,
gue aumentam a medida que se esgotam os compostos metalicos essenciais. Os
sinais clinicos da anemia incluem capacidade de trabalho diminuida, apatia,
cansago persistente, respiragdo curta, palpitacées, dores de cabeca, tontura e
irritabilidade. Entre as causas da anemia, a principal é a deficiéncia em ferro, que
pode ocorrer tanto pela falta de ingestdo quanto pelo aumento das perdas
(COZZOLINO, 2005).

Estudos realizados em diferentes regiées brasileiras mostram prevaléncia
de anemia entre 34,6 e 70,4% em menores de 24 meses, sendo esta situacao
encontrada principalmente em regides mais pobres (SILVA E CAMARGOS, 2006;
SILVA, et al., 2007; ROCHA, 2008). No caso de gestantes, estima-se uma média
nacional de anemia em torno de 30% (CGPAN/MS, 2007).

A deficiéncia de ferro no organismo se deve principalmente a baixa ingestao
do mesmo, e um dos fatores que podem contribuir para esse quadro € a mudanca
nos habitos alimentares. A fim de reduzir a ingestdo caldrica, evitando assim a
obesidade, € provavel que a diminuicdo da ingestdo energética, tenha levado a
uma diminuicdo da ingestdao de ferro, de forma que provoque a aparicao de
anemia em alguns grupos de risco (DALLMAN, 1990; RAY, 2002).

Desde 2005 a ANVISA estabelece a Ingestao Diaria Recomendada (IDR)

para ferro e os valores encontram-se na tabela 1, a seguir:

Tabela 1. Ingestdo Diaria Recomendada de ferro

Faixa Etaria IDR de Ferro (mg/dia)
Criancas 9
Gestantes 27
Lactantes 15
Adultos 14

Fonte: ANVISA Resolucdo numero 269 — Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de
proteina, vitaminas e minerais (2005).
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2.2.1 Mecanismo de oxidacao do ferro

O ferro é essencial para a vida porque tem a capacidade de receber e
transferir elétrons, participando como catalisador das reagcdes redox que ocorrem
nas células (ANDREWS, 2000). Por ser altamente reativo, o ferro apresenta
facilidade em catalisar reagdes de radicais livres, formando oxidantes toxicos que
podem ocasionar danos as células e tecidos (WORWOOD, 1996). Os danos
induzidos pelos radicais livres podem afetar muitas moléculas biolégicas, incluindo
os lipideos, as proteinas, os carboidratos e as vitaminas presentes nos alimentos.
As espécies reativas de oxigénio também estdo implicadas nas varias doencas
humanas (BIANCHI E ANTUNES, 1999; BARBOSA E MEDEIROS, 2006).

Radicais livres sao moléculas organicas, inorganicas e atomos que contém
um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente (HALLIWEELL,
1994) e sdo formados em um cenario de reagdes de éxido-reducdo (FERREIRA E
MATSUBARA, 1997). A presencga de radicais livres é critica para a manutencao de
muitas fungdes fisiolégicas normais (POMPELLA, 1997)

O estudo sobre os mecanismos de lesdo oxidativa tém confirmado a acao
catalitica dos metais nas reacdes que levam a estas lesées. Sendo o ferro o metal
mais abundante no organismo, esta biologicamente mais capacitado a catalisar as
reacdes de oxidacdo de biomoléculas. O papel dos metais na formacéo in vitro
das ERMO (espécies reativas do metabolismo do oxigénio) € confirmada pelas
reacdes de Fenton (equagédo 1) e de Haber-Weiss (equacao 2) (AUST, 1991),
onde um elétron é transferido para o oxigénio molecular (0.~ *) que é o precursor
do perdxido de hidrogénio Esse ultimo, o perdxido de hidrogénio, por sua vez,
reage com o Fe** gerando o potente radical hidroxil (OH®) (PIERRE, 1999). Tais
espécies podem promover a oxidacado de diversas células e organelas causando
danos celulares (ANDREWS, 2000).

Reacdo de Fenton (AUST, 1991): (1)

Fe*™ + O o Fe*™ + O,"°

20~ + 2H" — 0o + H205

Fe™ + H0, — Fe™ + OH™" + OH°®
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Reacéao de Haber-Weiss (AUST, 1991): (2)
Fe*** +202_. — Fe™ + 02
Fe™™ + H.O, — Fe™ +OH™ + OH®
0O,~* +H0, — 0o + OH™ + OH™"

Os danos oxidativos induzidos nas células e tecidos tém sido relacionados
com a incidéncia de varias doencas, incluindo doengas pulmonares, como, por
exemplo, enfisema e outras doengas como de Parkinson, acidente vascular
cerebral, doenca de Alzheimer, esclerose mdltipla, catarata, cardiopatias, artrite e
diabetes, entre outras (BIANCHI E ANTUNES, 1999). Os danos causados ao DNA
também desempenham papel importante nos processos de mutagénese e
carcinogénese (POULSEN E PRIEME, 1998; BARBOSA E MEDEIROS, 2006).

2.2. Zinco

O zinco € um elemento traco com diversas fungdées no organismo humano
sendo considerado o 27° elemento mais abundante na terra. E importante para o
funcionamento adequado do metabolismo, necessario a reproducao, diferenciacao
celular, crescimento (FERRAZ et al., 2007), desenvolvimento, reparacao tecidual.
Por ser constituinte de mais de 300 enzimas (BHATNAGAR, 2004), participa do
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, da sintese e degradacédo dos
acidos nucléicos (AMESTY et al., 2006) e de atividades do sistema imune, com
acao regulatéria sobre o sistema imunoldgico, prevengao de formacao de radicais
livres, crescimento estrutural, desenvolvimento sexual e cognitivo e sintese de
DNA (GIBSON, 1990; OKIGAMI, 1996; WOOD, 2000; MAFRA, COZZOLINO,
2004; MACEDO et al., 2010). O zinco possui duas propriedades que merecem ser
destacadas. A primeira é o metabolismo de absorcéao, distribuicdo e excrecéo que
sado tao eficientes que nédo permitem o acumulo deste metal no organismo. A
segunda € que suas propriedades fisico-quimicas sao altamente adaptaveis na
associacao com diversas proteinas e enzimas com importantes funcdes biolégicas
(OKIGAMI, 1996).
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O zinco é cofator na producéo de superoxido dismutase, que corresponde a
uma familia de enzimas, responsavel pela primeira linha de defesa do organismo
contra os radicais livres do oxigénio, que podem prejudicar a integridade celular e
levar a morte celular. O zinco pode competir com o ferro na reacao de Fenton e
Haber Weeiss interferindo na absor¢cao do mesmo, aumentado assim a sintese de
superoxido dismutase, consequentemente diminuindo a producdo de radicais
livres (OKIGAMI, 1996).

As alteragdes desencadeadas pelos déficits séricos do zinco comprometem
o funcionamento do sistema imunoldgico, podendo causar um estado de
imunossupressao. Existe ainda, a possibilidade do aparecimento de doencas
oportunistas e infecciosas e de redugdo da protecdo antioxidante, fatores que
podem contribuir para o desenvolvimento da desnutricdo (MACEDO, 2010).

Cerca de 20 a 30% do zinco consumido oralmente € absorvido, mas pode
haver variacbes, dependendo da pessoa e da fonte de alimento. Esse
micronutriente € mais absorvido quando proveniente de alimentos de origem
animal que vegetal. A presenca de fitatos, fésforo inorganico e &cido oxalico
podem inibir sua absorcdo intestinal (LONNERDAL, 1989), enquanto que
aminoacidos, acidos organicos e proteinas podem facilitar (GIBSON, 1990;
AGGETT, 1995; LONNERDAL, 2000).

O zinco proveniente de alimentos é encontrado em grandes quantidades
nos produtos de origem animal e nos frutos do mar, principalmente nas carnes
vermelhas, mariscos, ostras, figados, mildos e ovos (MAFRA, COZZOLINO,
2004).

A biodisponibilidade do zinco pode ser afetada no processo de absorcéo
intestinal ou na circulacdo sanguinea, por isto nem toda quantidade de zinco
ingerida é utilizada pelo organismo (GIBSON, 1990; AGGETT, 1995;
LONNERDAL, 2000). Contudo o zinco pode competir com minerais tais como
cobre e ferro na circulagdo sanguinea diminuindo assim sua absorcao
(MOCCHEGIANI, 2000).

No organismo o zinco é encontrado somente em pequena quantidade livre

e sua absorgao, no jejuno, aparenta se processar nas formas de difusdo passiva e
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transporte facilitado pelo sangue, sendo distribuido aos demais tecidos pelo
figado, aumentando conforme a necessidade do organismo (JACKSON, 1989;
OKIGAMI, 1996; MAFRA, COZZOLINO, 2004).

O zinco encontrado no organismo de adultos corresponde a cerca de 2g,
onde 80% podem ser encontrado nos musculos e ossos (GIBSON, 1990).

A ingestao diaria de zinco depende da idade, estagio de crescimento e
extensdo de perda deste mineral através do intestino, pancreas, vesicula biliar,
rins e pele (OKIGAMI, 1996), e é calculada a partir da sua biodisponibilidade.
Contudo é dificil medir com exatidao a quantidade ideal para uma atividade 6tima
no crescimento e nas inter-relacbes do metabolismo, pois ha grandes variagdes
entre os individuos, resultado, dos habitos alimentares e estado fisioldégico de cada
um deles (KING, 1989).

Desde 2005 a ANVISA estabelece a Ingestdo Diaria Recomendada (IDR)

para zinco e os valores encontram-se na tabela 2, a seguir.

Tabela 2. Ingestédo Diaria Recomendada de zinco

Faixa Etaria IDR de Zn (mg/dia)
criangas 5,6
gestantes 11
lactantes 9,5
Adultos 7

Fonte: ANVISA Resolucdo numero 269 — Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de
proteina, vitaminas e minerais (2005).

O primeiro relato de deficiéncia de zinco ocorreu no Egito, 1963, em
homens que sofriam de retardo de crescimento e problemas com maturacéo
sexual. A ocorréncia, provavelmente se originou de uma dieta rica em fitato, o qual
pode ter inibido a absorcédo de zinco. (PRASAD et al., 1963; PEREIRA E HESSEL,
2009).

O diagnostico da deficiéncia de zinco nos humanos é dificultado, em fungéo
dos muitos sintomas inespecificos (HAMBIDGE, 1989), e estd associada,

sobretudo ao vegetarianismo ou a enfermidade, em especial a transtornos
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hepaticos e gastrointestinais associados com ma absorcdo do zinco (GOLDEN,
1989).

A deficiéncia severa de zinco em gestantes ja foi associada a abortos
espontaneos e a ma formacao congénita, como por exemplo, anencefalia. A forma
mais suave de deficiéncia de zinco tem sido associada ao baixo peso no
nascimento, ao retardo do crescimento intrauterino e ao parto prematuro. Essas
condic¢des prejudicam a saude da mée e do feto, porque elas levam a um aumento
na laceragdo materna, perda de sangue elevada, infec¢ao, sofrimento fetal, morte
do feto, asfixia neonatal, sofrimento respiratério e infeccao grave no feto
(JAMESON, 1993).

Contudo estudos de metanalises indicam que a suplementacdo com zinco
melhora o crescimento e o raquitismo em criancas (BAQUI et al., 2002), e é capaz

de reverter as anormalidades associadas a sua deficiéncia (ANTUNES, 2010).

2.3. Interacao competitiva entre ferro e zinco

A deficiéncia de ferro e zinco ocorre simultaneamente em varias
populacdes e devem ser trabalhadas de forma equilibrada. Existe a necessidade
de cuidados, principalmente com criancas e gestantes, pois suas necessidades
sdao aumentadas. A avaliacdo da medida do valor de zinco é dificil, pois a
determinacdo de sua concentragcdo plasmatica ou sérica ndo € suficiente como
marcador bioquimico ou bioldgico (WIERINGA et al., 2004).

A proporgéo ferro-zinco, normalmente encontrada nos alimentos naturais,
varia de 0,5 a 2,0, provavelmente nao exercendo influéncia no processo
competitivo, com excecao dos alimentos fortificados (SOLOMONS, 1983).

O mecanismo de interacdo entre a absorcdo de ferro e zinco nao esta
totalmente esclarecido. Porém, existem fortes evidéncias que apontam a
ocorréncia de interagdo nos sitios de absor¢cao ou pds-absorcdo, por causa da
competicao pelos mecanismos semelhantes de transporte (ANTUNES, 2010), por
serem eles quimicamente similares (SOLOMONS, 1983).

Solomons (1986) sugeriu que existe uma carga total de ferro e zinco que o
organismo suporta, correspondendo ao ponto de saturacdo e a partir deste,
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comecaria o efeito competitivo entre eles. Abaixo deste ponto, existiriam sitios
disponiveis para absorcao de ferro e zinco sem muita interferéncia.

Os mecanismos responsaveis pela absorcao intestinal de ferro e zinco sao
similares (KORDAS, 2004; BODIGA, 2007; YANAGISAWA, 2008), assim
hip6teses tém sido levantadas com o objetivo de encontrar a localizagédo do ponto
especifico dessa interacdo. A possibilidade do ferro e do zinco inibirem a
absorc¢ao intestinal um do outro, através da concorréncia por um caminho comum,
foi estudada, medindo as concentragdes de ferritina e de metilotioneina (proteina
encontrada no intestino) e a atividade da aconitase (enzima) no local da absorgao
(McMAHON, 1998).

Uma primeira hipétese foi testada em ratos com deficiéncia combinada de
ferro e zinco, decorrente do fato da absorcdo intestinal do ferro e zinco serem
significativamente reduzida na presenca de outro metal. Isto pode ter ocorrido
devido ao aumento da concorréncia entre ferro e zinco para o0s
ligantes/transportadores no local da absorcdo. E possivel que houvesse
competicdo entre ambos, frente aos ligantes e transportadores no local da
absorcao (BODIGA, 2007).

Ja uma segunda hipétese advém da constatacdo que a suplementagao
combinada reduz, ndo s6 o nivel plasmatico de ferro, mas também o de ferro
hepatico, 0 que sugere que a suplementacéo de ferro e zinco afeta nao apenas a
absorcdo, mas também a retengcdo destes minerais. Isso leva a conclusédo de que
um suplemento combinado € menos eficaz do que um suplemento Unico para
melhorar a absorcao e retengéo de ferro ou zinco (LIND et al., 2003).

Uma terceira hip6tese seria a possibilidade de competicdo no transporte
duodenal entre ferro e zinco pela proteina transportadora cation divalente 1 (DCT-
1). A DCT-1 parece ser um transportador chave que esta envolvido na absorcéao
do ferro, mas também pode transportar muitos outros metais, incluindo zinco
(McMAHON, 1998). E possivel que o ferro e o zinco possam inibir a absorcdo um
do outro competindo pelo DCT-1. Os seus efeitos poderdo ser mais perceptiveis
quando um deles se encontrar em excesso em comparagao ao outro, ou quando

ambos coexistirem em estado de deficiéncia (SACHER, 2001).
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Quando essas hipoteses sdo aplicadas, especificamente, aos seres
humanos, a identificacdo de outra familia de transportadores intestinais de zinco
(ZIP) revelaram mecanismos distintos relativos a absorc¢ao de ferro e zinco. Dentre
0s transportadores descritos, dois se destacam, hZIP1 e hZIP2. Estes estédo
presentes em varios tecidos humanos e tém acgédo especifica no transporte de
zinco. Portanto, sem qualquer relagédo com o transporte de ferro (GAITHER,2001).

A absorcao de ferro é suprimida no intestino delgado quando séo ingeridos
50-60mg de zinco diariamente (WADA, 2004; YANAGISAWA, 2007). Assim, os
resultados sobre essas interagées sao confusos e conflitantes (WHITTAKER,
1998; SREEDHAR, 2003; WIERINGA, 2004; WALKER et al., 2005; OLIVARES et
al., 2007). Diversos fatores podem confundir esta relagao: a concentragdo de cada
nutriente ofertado na suplementacdo, a forma em que esta formulacdo se
apresenta (dissolvidos em solu¢gées aquosas sao menos absorvidos que quando
ofertados com alimentos) e a diferenca de concentracdo de cada um dos ions
(ANTUNES, 2010).

A maioria dos estudos sobre a interacao entre ferro e zinco tem sido feita
utilizando-se diferentes niveis destes minerais administrados simultaneamente:
COMo segue:

Efeitos do ferro sobre o zinco, em adultos através de uma solucao teste
(agua, acido ascérbico, sulfato ferroso e sulfato de zinco) e de uma refeicao teste
(arroz com molho de carne; acido ascérbico, sulfato de zinco e sulfato ferroso) nas
razbes molares de 1:1; 2,5:1 e 25:1. Na solucao teste, até 2,5:1 nao houve
inibicdo. No entanto, quando a razdo passou para 25:1, houve reducao
significativa na absorcédo do zinco, efeito este que foi diminuido quando a solucéo
apresentava um ligante (histidina). J& na refeicdo teste, ndo houve reducgéo
significativa em nenhuma das razbes molares. Assim sendo, parece que a acao
inibitéria pode ser diminuida na presenga de ligantes de alimentos, que acabam
por modificar a biodisponibilidade dos minerais (SANDSTROM et al, 1985).

Efeito da suplementacdo de ferro em uma dieta regional do nordeste do
Brasil, constatou-se que a biodisponibilidade do zinco foi diminuida com a
suplementagao, e o processo competitivo Fe:Zn foi influenciado pela quantidade
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da dieta e pelas proporcbées Fe:Zn, neste caso, em tono de 4:1 (PEDROSA E
COZZOLINO, 1993);

Estudo com utilizacdo de um alimento infantil fortificado com ferro, néo
indicaram diferengca na absor¢do aparente do zinco em criangas de 9 meses (
FAIRWEATHER-TAIT et al. 1995).

Rodriguez et al, (1998), demonstraram que em uma situagao de deficiéncia
de ferro em ratos, a absor¢éo de zinco permanece inalterada, provocando maiores
alteragbes no metabolismo do cobre do que no zinco.

A suplementacdo de ferro feita a um grupo de gestantes diminuiu a
absorcdo de zinco em mais de 50%, conforme demonstrado pela menor
concentragcado plasméatica deste elemento. Apesar da adicdo de 15mg de zinco no
suplemento nao influenciar significativamente a absor¢éo de zinco, esta forneceu
3mg a mais de zinco absorvido por dia, quantidade suficiente para atender a
demanda gestacional. Conclui-se entdo que a inclusao de zinco nos suplementos
pré-natais pode minimizar a interagcdo entre ferro e zinco em popula¢gées com
deficiéncia destes nutrientes. Enquanto a suplementacao de ferro parece exercer
efetivamente uma inibigdo na absorgéo do zinco (O'BRIEN et al., 2000).

Peres et al, (2001), avaliaram a influéncia da relagéo ferro e zinco e da
deficiéncia de ferro na absorcao do zinco em ratos. Acima da razao molar de 2:1
houve inibicdo da absorcdo do zinco em grupos de ratos normais e com
deficiéncia de ferro, revelando que a inibicdo da absor¢ao do zinco pelo ferro nao
depende somente de suas quantidades, mas também do estado nutricional do
individuo.

Todavia estudos com alimentos fortificados n&o tém chegado aos mesmos
resultados, LOBO E TRAMONTE (2004) verificaram a influéncia da fortificacao de
férmulas infantis com ferro em duas concentragdes (10,2mg L-1 e 2,5mg L-1)
sobre a absorcdo de elementos tragos, mais especificamente o zinco, e nao
reportaram diferenca na absorcdo deste mineral em criangas de 43 dias a 1 ano e
2 meses de idade

Davidsson et al. (1995) em estudo realizado com adultos onde foram

utilizados trés diferentes alimentos fortificados (cereal infantil com 500mg de ferro
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por Kg; pao de trigo com 65mg de ferro por kg e uma férmula infantil com 12mg de
ferro por litro), também n&o indicou diferenca na absorcao do zinco em relacao a
absorcao quando da ingestao de alimentos n&o fortificados.

Os resultados controversos apresentados, podem ser explicados pelo
emprego de diferentes metodologias (LOBO E TRAMONTE, 2004) e devem ser
consideradas as possiveis interacdes entre 0os minerais no uso de suplementos ou
de alimentos fortificados (PEDROSA E COZZOLINO, 1993).

2.4. Fortificacao de alimentos com ferro

A fortificagdo de alimentos com vitaminas e minerais de grande consumo,
visa garantir a ingestdo didria recomendada, sendo este um procedimento eficaz
na prevencdo da deficiéncia de varios micronutrientes, como acido félico e ferro
(BROGNOLI, 2008).

A obrigatoriedade legal de se adicionar ferro as farinhas de trigo visa
garantir um suprimento adequado do mineral, importante na prevengao da anemia
ferropriva. Para as industrias processadoras de farinhas, a adicdo do nutriente é
um desafio e um esforco para atender as exigéncias da lei e desta forma,
contribuir para a diminuicdo da incidéncia dessa patologia decorrente da
deficiéncia de ferro que € hoje considerada problema de saude publica. Aliando-se
a importancia do ferro no organismo humano, a fortificagdo de alimentos
juntamente com as devidas orienta¢gées nutricionais, pode vir a solucionar o
problema da ingestao deficiente desse nutriente.

Um aspecto fundamental na fortificagao de alimentos é a escolha do veiculo
alimentar. Para que um alimento possa ser um veiculo potencial de fortificacao,
deve ser de baixo custo, de alto consumo pela populagéo alvo e ter um consumo
padrdo constante com baixo risco de excesso (FAO, 1996).

Resultados obtidos em estudos realizados por VASCONCELOS et al.,
(2008) sobre fortificagdo de alimentos com ferro, mostraram que aqueles que
contém a farinha de trigo, como ingrediente, sdo considerados veiculos
apropriados para a fortificacdo com esse mineral. O pao, em particular, € um étimo

exemplo, pois mesmo tendo uma vida util menor por causa da deterioracdo
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organoléptica devido as propriedades pré-oxidantes do ferro ainda € melhor em
comparacao a outros alimentos com maior teor de lipidios e vida util mais longa
(HANSEN et al., 2005)

No Brasil, o ministério da Saude determinou que os alimentos enriquecidos
ou fortificados prontos para consumo devem conter, em 100 mL, no minimo 15%
da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) e, em 100g, no minimo 30% da IDR para
vitaminas e/ou minerais (Brasil, 1998).

A fortificagdo de alimentos para o consumo humano € uma estratégia
importante para melhorar a qualidade nutricional da populagéo (BOEN et al., 2008)
e tem como objetivo reforgar o valor nutritivo e prevenir ou corrigir deficiéncias de
um ou varios nutrientes (ANVISA, 2006).

De acordo com a Tabela de Composi¢céao de Alimentos (TACO, 2006) o teor
de ferro naturalmente presente em farinha de trigo é de 1,0mg/100g. Segundo
estudo realizado por BOEN et al., (2007) a concentragdo de ferro em farinhas de
trigo variou de 4,1 a 10,0mg/100g (7,3mg/100g em média). Esta média esta acima
dos valores declarados pelos fabricantes e indicados na Resolugdo 344 de 2002
(4,2mg/100g). Além disso, os altos valores encontrados para a concentragéo de
ferro nas amostras analisadas também sao preocupantes, devido as propriedades
oxidantes do ferro (BOEN et al., 2007), que podem promover o surgimento de
diversas doencas relacionadas a processos oxidativos.

Outro aspecto importante esta relacionado com os resultados obtidos em
estudos epidemiolégicos que poderiam ser prejudicados, ja que a concentracao do
mineral nas amostras avaliadas esta acima dos niveis esperados. Por tanto, a
correlagédo da fortificagdo de farinhas com a possivel diminuicdo da incidéncia de
anemia, provocada pela caréncia de ferro, poderd levar a conclusdes
equivocadas, ja que a concentracdo do mineral nas farinhas esta, em média,
superior ao valor indicado pela legislagédo (BOEN et al., 2007).

Apesar do trabalho publicado por BOEN et al., 2007 concluir que as
farinhas de trigo apresentam teor de ferro muito superior ao esperado,
ASSUNGCAO et al., (2007) verificaram em seus estudos realizados em Pelotas, RS

em 2007, com criangas menores de 6 anos, com uma série temporal com 3
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avaliacoes a cada 12 meses, que nao foram observados alteragcées nos niveis de
hemoglobina das criangas estudadas, o que pode ser parcialmente explicado pelo
consumo insuficiente de farinhas e/ou pela baixa biodisponibilidade do ferro
adicionado, ou ainda, pela ingestdo habitual de alimentos ricos em inibidores da
absorcao de ferro.

Outro estudo realizado por HANSEN et al., (2005) em mulheres, analisadas
no periodo de 5 meses com a utilizagéo de pao de centeio fortificado com ferro por
um grupo (aumento de 62% de ingestdo diaria de ferro) e pao de centeio sem
fortificacdo por outro grupo, ndo apresentou alteracdo no nivel de ferro nas
mulheres estudadas com o pao fortificado, sendo sugerido que a composicao da
dieta das voluntarias contribuiram para esta falta de resposta.

Entretanto, além do Brasil, outros paises como Canada, Reino Unido,
Estados Unidos, Dinamarca e Suécia (LYNCH, 2005) praticam a fortificacdo de
farinhas com ferro, e alguns trabalhos que tiveram experiéncias positivas estao

apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Impactos da fortificacdo de alimentos com ferro

Pais Alimento fortificado Resultado Referéncia
Chile leite reducédo da anemia | HERTRAMPF ET AL., 1990
(sulfato ferroso)
Guatemala acucar reducdo da anemia | VITERI ET AL., 1995
(FeNaEDTA)
Venezuela farinhas e trigo e milho redugdo da anemia | LAYRISSE ET AL., 1996
(fumarato ferroso)
Indonésia balas reducdo da anemia | SARI ET AL., 2001
(ferro elementar)
Sri Lanka farinha de trigo nenhuma NESTEL ET AL., 2004
(ferro eletrolitico ou reduzido) consequéncia
Africa do Sul Péao reducédo da anemia | VAN STUIJVENBERG ET AL.,
(ferro eletrolitico e ferro bisglicina para o grupo que 2006
quelado) recebeu ferro
bisglicina

Fonte: Impacto da fortificagcdo de alimentos com ferro sobre o predominio da anemia
(Soeiro et al., 2009).
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2.5. Consumo de farinhas e paes fortificados

Segundo pesquisa do IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica)
realizada no periodo de 2008-2009 o consumo de pao industrializado no Brasil foi
de 0,855 kg per capita anual, onde 1,4Kg na regido Sudeste; 1,1; 0,5; 0,15; 0,16
Kg nas regides Sul, Centro-Oeste, Norte e Nordeste respectivamente (IBGE,
2008-2009).

No Brasil em 2005, os produtos de panificacdo, dentre eles o péao,
ocupavam a terceira colocagéo na lista de compras do brasileiro, que destinou, em
média, 12% do orgcamento familiar para alimentagéao (ABIP, 2005).

De acordo com pesquisa do Sindicato da Industria de Panificacdo e
Confeitaria de Sao Paulo (SINDIPAN), em 2008 observou-se um aumento no
consumo de pao para 29 Kg per capita (SINDIPAN, 2008). E em 2009 os paes
industrializados ja representavam 4% dos paes que sado consumidos no Brasil
(ABIP, 2009).

O segmento de panificacdo e confeitaria no Brasil em 2011 apresentou um
faturamento de R$ 63 bilhdes (ABIP, 2012).

Assim o alto o consumo de pao pela populagdo brasileira, associado a
fortificacdo de farinhas, proporciona grande potencial para maior ingestao de ferro
(KAJISHIMA, et al., 2001).
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RESUMO

O péao é um alimento considerado popular na dieta dos brasileiros e é apreciado
devido ao seu sabor, preco e sua disponibilidade em milhares de padarias e
supermercados do Pais, sendo consumido na forma de lanches ou com refei¢oes.
Por isto torna-se necessario uma avaliacdo sobre o teor de ferro presente nos
paes, ja que estes sdo elaborados com farinhas fortificadas desde 2004 e apesar
de todos os beneficios do consumo de ferro seu excesso pode, dentre outros
danos, interferir na razdo molar Fe:Zn (4:1) prejudicando o aproveitamento destes
minerais pelo organismo. Os métodos para avaliagdo desses nutrientes devem ser
adequados e validados a fim de gerar informacbes confiaveis e interpretaveis
sobre seus resultados. Assim o objetivo deste trabalho foi validar parcialmente
uma metodologia por Espectrometria de Absor¢do Atémica de Chama para anélise
de ferro e zinco em paes industrializados. A validagao foi realizada em um unico
laboratério (single-laboratory validation). Para determinacdo de ferro e zinco as
amostras foram mineralizadas com acido nitrico e peréxido de hidrogénio. Os
resultados da validagédo parcial da metodologia na determinacéo de ferro e zinco
como linearidade apresentou com coeficiente de correlacdo de 0,9994 para ferro e
0,9996 para zinco. A precisdo apresentou um coeficiente de variacédo para ferro e
zinco menor que 6%. Para a andlise de exatidao a faixa de recuperacao foi entre
91 a 109% para ferro e 87 a 108% para zinco. Os limites de deteccédo e
quantificagdo obtidos foram de 0,04 e 0,15 mg L™ para ferro e 0,07 € 0,24 mg L™
para zinco, foram satisfatérios. Os resultados da validagao parcial mostraram que
o método escolhido é eficiente e preciso para determinacdo de ferro e zinco
através da técnica de Espectrometria de Absorgdo Atdmica com Chama (FAAS)

nas matrizes estudadas.

Palavras-chave: pao, ferro, zinco, validacado, FAAS.
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ABSTRACT

Bread is considered a popular food in the diet of Brazilians and is appreciated for
its taste, price and availability on thousands of bakeries and supermarkets in the
country, being consumed as snacks or with meals. Therefore it is necessary to an
evaluation of the amount of iron present in the bread, as these are made with
fortified flour since 2004 and despite all the benefits of their excess iron intake can,
among other damage, interfere with the molar ratio Fe:Zn (4:1) affecting the
utilization of these minerals by the body. Methods for evaluation of these nutrients
must be adequate and validated in order to generate reliable and interpretable
information about their results. Thus the aim of this work was validate partially a
methodology to analyze iron and zinc in industrialized breads using Atomic
Absorption Spectrometry Flame. The validation was performed in a single
laboratory (single-laboratory validation). For determination of iron and zinc samples
were mineralized with nitric acid and hydrogen peroxide. The results showed
linearity with a correlation coefficient of 0,9994 to 0,9996 for iron and zinc
determination, respectively, in this partial validation methodology. The accuracy
showed a coefficient of variation for iron and zinc less than 6%. For the analysis of
the recovery range accuracy is between 91-109% iron and 87 to 108% zinc. The
limits of detection and quantification were 0,04 and 0,15 mg L™ for iron and 0,07
and 0,24 mg L7 for zinc, were satisfactory. The results showed that partial
validation of the chosen method is efficient and accurate determination of iron and
zinc through the technique of atomic absorption spectrometry with flame (FAAS) in

the matrices studied.

Keywords: bread, iron, zinc, validation, FAAS.
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1. Introducao

O pao pode ser considerado um produto popular, sendo consumido na
forma de lanches ou com refei¢cdes. Ele é apreciado devido ao seu sabor, preco e
sua disponibilidade em milhares de padarias e supermercados do Pais
(ESTELLER, 2004). O segmento de panificacdo e confeitaria no Brasil em 2011
apresentou um faturamento de R$ 63 bilhdes (ABIP, 2012).

Os produtos de panificagdo ocupam a terceira colocagcdo na lista de
compras do brasileiro, representando, em média, 12% do orgamento familiar para
alimentacao (ABIP, 2005).

No Brasil, a Resolucdo RDC n® 344, de 13 de dezembro de 2002 tornou
obrigatdria a fortificacdo de farinhas de milho e de trigo com acido félico e ferro, a
partir de junho de 2004. Para cada 100g de farinhas de milho ou trigo deve haver
150ug de acido félico e 4,2mg de ferro no minimo (ANVISA, 2002).

Contudo a populacdo consome os produtos em que sao adicionadas as
farinhas e outras fontes que estdo sendo enriquecidas, com isto o objetivo deste
trabalho foi validar parcialmente uma metodologia para determinacao de ferro e
zinco em paes industrializados, os quais utilizam as farinhas em suas formulacoes.

O ferro esta presente em todas as células do corpo, sendo um componente
essencial de muitas proteinas, como por exemplo, hemoglobina, mioglobina,
transferrina, lactoferrina, ferritina e hemossiderina. Assim, as fungbes mais
importantes do ferro estdo ligadas as func¢des destas proteinas no organismo,
como transporte de oxigénio realizado pela hemoglobina, onde dois tercos de ferro
sao encontrados nos eritrocitos e na mioglobina, que ajuda no fornecimento de
oxigénio aos musculos. O ferro ainda participa de enzimas importantes para o
organismo, como na catalase, que age na reducédo do perdxido de hidrogénio,
principalmente quando este é formado em grande quantidade também na cadeia
de inibicado de radicais livres e enzimas que auxiliam as reacdes bioquimicas
(CUNHA E CUNHA, 1998; MIRET et al., 2003; COZZOLINO, 2005).

O zinco € considerado o0 27° elemento mais abundante na terra e € 0 metal
mais utilizado nos seres vivos e em numerosas enzimas e proteinas que o utilizam

como principal sitio de sua atividade bioldgica. Isto torna o mineral importante em
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atividades do sistema imune, pois este tem acado regulatéria sobre o sistema
imunolégico, na prevencdo de formacdo de radicais livres, no crescimento
estrutural, no desenvolvimento sexual e cognitivo e na sintese de DNA (GIBSON,
1990; OKIGAMI, 1996; WOOD, 2000; MAFRA E COZZOLINO, 2004; MACEDO et
al., 2010). O zinco possui duas propriedades que merecem ser destacadas. A
primeira € o metabolismo de absorcao, distribuicdo e excrecdo que sao tao
eficientes que nao permitem o acumulo deste metal no organismo. A segunda é
que suas propriedades fisico-quimicas s&o altamente adaptaveis na associagao
com diversas proteinas e enzimas com importantes func¢des biolégicas (OKIGAMI,
1996).

A proporgéo ferro-zinco, normalmente encontrada nos alimentos naturais,
varia de 0,5 a 2,0, provavelmente ndo exercendo influéncia no processo
competitivo, com excecao dos alimentos fortificados (SOLOMONS, 1983).

Segundo PEDROSA e COZZOLINO (1993) uma proporcao de Fe-Zn em
torno de 4:1 pode ser desfavoravel para o aproveitamento do zinco, assim a
suplementacdo com ferro pode comprometer a biodisponibilidade do zinco no
organismo humano (PEDROSA E COZZOLINO, 1993; LOBO E TRAMONTE,
2004), ja que existe interagdo competitiva, fundamentada na similaridade quimica
(configuracgao eletrénica) entre eles (SOLOMONS, 1986; LEE,2001).

Deste modo torna-se necessdrio avaliar o teor destes compostos
inorganicos nesse tipo de alimento com a utilizacdo de métodos de analise
adequados e validados.

As determinagdes de ferro e zinco podem ser executadas empregando-se
principalmente a espectrometria na regido do visivel ou a espectrometria atomica.

O uso de ambas as técnicas estad condicionada a um preparo prévio de
amostras, conhecido como processo de mineralizacdo (KINGSTON et al., 1988).
Nesse processo as amostras sélidas sofrem um ataque de acidos (nitrico,
cloridrico ou sulfurico), em alguns casos, pode ser utilizado o perdxido de
hidrogénio. As amostras sélidas, na presenca de acidos, sdo aquecidas e inicia-se
uma decomposicao da matéria organica com liberacdo dos metais para 0 meio

liquido. A velocidade da decomposicdo da matéria organica depende da matriz e
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quantidade de amostra (PEREIRA-FILHO, 1999). Para anélise de ferro e zinco em
alimentos a técnica de FAAS pode ser aplicada com excelente desempenho.

Para a escolha de um método de andlise € necessario que ele gere
informacgdes confidveis e interpretaveis sobre seus resultados, devendo sofrer uma
avaliacdo denominada validagdo (RIBANI et al., 2004). A validagdo do método
analitico é a confirmacao através de exame e fornecimento de evidéncia objetiva
de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido s&o
atendidos (BARROS, 2002). O objetivo da validagdo consiste em demonstrar que
o método analitico € adequado para o seu propdsito. A validacdo deve ser
considerada quando se desenvolve ou efetua adaptacbes em metodologias ja
validadas, inclusdo de novas técnicas ou uso de diferentes equipamentos (BRITO
et al., 2003). A validacao de métodos é um aspecto essencial para a garantia da
qualidade analitica (PERES, 2011).

No processo de validacdo do método analitico alguns paradmetros sao
avaliados, calculados a fim de demonstrar o desempenho do método, dentre os
quais sao normalmente aplicados: seletividade; linearidade e faixa linear; preciséo;
exatidao; limite de deteccéao; limite de quantificacao e robustez. (BARROS, 2002;
ANVISA, 2003; RIBANI et al., 2004). Estes termos sao conhecidos como
parametros de desempenho analitico, caracteristicas de desempenho e, algumas
vezes, como figuras analiticas de mérito (RIBANI et al., 2004). A estratégia a ser
adotada para a determinacdo desses parametros depende do propédsito e da
natureza do método (BRITO et al., 2003).

Para os métodos analiticos destinados a determinacdo de elementos
menores ou tragos, os seguintes parametros de validacao sdo recomendados pelo
INMETRO (2010): precisdo, seletividade, recuperacdo, linearidade, limite de
deteccao e quantificagdo.

A precisao representa o grau de variagao entre resultados obtidos para uma
mesma amostra analisada repetidas vezes em condigdes idénticas
(SARTORATTO, 2006) e pode ser expressa por meio da repetitividade, precisdo

intermediaria e da reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio
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padrao e coeficiente de variagdo. O coeficiente de variagdo CV (usualmente

expresso em %) é calculado conforme Equacgao 1 (INMETRO, 2010).

CV = DP X100 (1)
CMD

Sendo:
DP = desvio padrao;
CMD = concentracdo média determinada

No caso da anadlise da seletividade a matriz da amostra a ser analisada
pode conter componentes que interfiram no desempenho da medicdao. Os
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito e
também pode depender da concentragdo (INMETRO, 2010).

Experimentos para avaliagdo da seletividade descritos na literatura sobre
validacdo de métodos analiticos envolvem ensaios com padrées ou materiais de
referéncia, amostras com e sem o analito, além da avaliacdo da capacidade de
identificacdo do analito de interesse na presenca de interferentes (INMETRO,
2010).

A exatiddo pode ser avaliada através de uso de materiais de referéncia
certificados (MRC), participagdo em comparacdes interlaboratoriais e realizagéo
de ensaios de recuperacao (INMETRO, 2010).

Segundo INMETRO (2010) a recuperacao do analito pode ser estimada
pela andlise de amostras fortificadas com quantidades conhecidas do mesmo
(spike). As amostras podem ser fortificadas com o analito em pelo menos trés
diferentes concentracbes: baixa, média e alta, e pode ser calculada através da
equacao (2):

Recuperacéo (%) = | C1-C2| X100 (2)
C3

Sendo:
C1 = concentracao do analito na amostra fortificada,

C2 = concentragao do analito na amostra nao fortificada,
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C3 = concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

Para o parametro de linearidade, que se refere a capacidade do método de
produzir resultados linearmente proporcionais a concentracdo do analito,
enquadrados em faixa analitica especificada (BARROS, 2002), e é obtida por
padronizacdo interna ou externa e é dada pela inclinagé&o da curva.

O gréfico analitico pode ser construido usando-se, no minimo, cinco valores
de concentracdo enquadrados no intervalo definido. A suposicdo classica do
gréafico de calibracdo é que a resposta instrumental esta linearmente relacionada
com a concentragdo do padrédo. A linearidade satisfatdria do grafico é quando o
coeficiente de correlacdo da reta (R) obtida € 0,91 < R < 0,99 (BRITO, et al,
2003).

Outros parametros avaliados na validagao séo os limites de detecgéo (LD) e
o de quantificacao (LQ).

O limite de detecgédo (LD) corresponde a menor concentragdo do analito
que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condicdes
experimentais estabelecidas (BRITO, et al, 2003), indicando assim a
concentracdo mais baixa do elemento que pode ser medida, isto é, que pode ser
diferenciada de zero (REGO, 2010). O limite de deteccao para um procedimento
analitico pode variar em fungdo do tipo da amostra. E fundamental assegurar-se
de que todas as etapas do processamento do método analitico sejam incluidas na
determinacao desse limite de detec¢ao (INMETRO, 2010).

O limite de deteccdo pode ser determinado através da equacdo (3)
(Analytical Methods Committee, 1987):

LD= 3 x SD/S (3)

SD — desvio padrédo do branco

S — coeficiente angular da curva analitica (padrbes)

O limite de quantificagdo (LQ) corresponde a menor concentragdo de um
analito que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis representa o
limite de quantificagdo (LQ). Assim como o LD, pode ter o valor calculado através
da equacao (4) (Analytical Methods Committe,1987):

44



LQ =10 x SD/S (4)
SD — desvio padrao do branco

S — coeficiente angular da curva analitica (padroes)

Segundo a IUPAC (2002), os requerimentos para os métodos analiticos,
para analise de alimentos, envolvem um exame das caracteristicas de
desempenho a partir de ensaios interlaboratoriais (laboratérios diferentes). Um
namero minimo de laboratérios é exigido para participarem dos estudos
interlaboratoriais, preenchendo as exigéncias para comporem o que a |IUPAC
classifica como procedimento de validacdo completa do método analitico (full
validation). Entretanto, nem sempre € pratico ou necessario realizar a validagao
completa de um método analitico. Em tais circunstancias a IUPAC considera
adequado o que chama de validagdo do método em um Unico laboratério (single-
laboratory validation). Essas circunstancias podem ocorrer quando se pretende
garantir a viabilidade do método antes de se proceder a validacao completa e/ou
como etapa preliminar de um método desenvolvido e na publicacdo de artigos
cientificos.

Este trabalho teve como objetivo validar parcialmente um método por
Espectrometria de Absorcdo Atbmica com Chama (FAAS) para analise de ferro e

zinco em paes tradicionais e especiais industrializados.

2. Materiais e Métodos
2.1. Produtos analisados

As amostras de paes industrializados (tradicional, integral, 7 graos, 9 graos
e 12 graos) foram coletadas aleatoriamente em padarias, mercados e
hipermercados na cidade de Campinas.

2.2.1. Reagentes e padroes

Os reagentes utilizados foram acido nitrico P.A e peréxido de hidrogénio,
ambos marca Synth, Brasil.
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Os padrdes utilizados foram solucao padrao Ferro 1,000 mg/g (PAFE 1000
— 0125 Marca Quimis — High Putity Rastreado SRM 3126a NIST — USA) e solucéo
padrao zinco 1,000 mg/g (PAZN 1000 — 0125 Marca Quimis — High Putity
Rastreado SR682 NIST — USA) .

2.2.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: o Espectrometro de Absorcdo Atdmica,
modelo AAnalyst 200, com uma lampada de deutério para correcdo da radiacao
de fundo, lampada de catodo oco para determinacao de ferro (248,3 nm) e zinco
(213,86 nm), (Perkin Elmer); balanca analitica (Ohaus, modelo AP210-0); banho
ultra-sénico (Branson, modelo 1510); bloco digestor (Quimis, modelo M242) e

moinho (lka, modelo A11).

2.2.3. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas em banho de detergente (imersdo por no
minimo 6 horas) e enxaguadas com agua da torneira até total eliminacdo de
espumas. As vidrarias foram imersas em banho de acido nitrico 10% (v/v) por, no
minimo, 12 horas. Apds esse tempo, as vidrarias foram enxaguadas com agua
purificada pelo sistema Milli-Q. A secagem das vidrarias se deu de forma natural,
sendo protegidas com papel toalha para evitar poeira e re-contaminacoes.

2.3. Metodologia
2.3.1 Amostragem

Para validagéo parcial do método foram escolhidas uma marca de cada tipo
de péao (tradicional, integral, 7 gréos, 9 gréos e 12 graos), onde foram avaliados a
precisao e a exatidao, sendo utilizado um lote de cada marca.

De cada embalagem foram retiradas 9 fatias de péo, de regides diferentes
da embalagem.
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2.3.2. Mineralizacao das amostras

Inicialmente, as amostras a serem analisadas foram moidas e
homogeneizadas. Pesou-se cerca de 0,6000g de cada uma, em tubos de digestao
medindo, aproximadamente, 20 cm de comprimento. A seguir, adicionou-se cerca
de 8 mL de acido nitrico e 2 mL de peréxido de hidrogénio. Foram preparados,
também, dois tubos “branco” (sem as amostras). Logo apos, foram colocados na
entrada de cada tubo de digestdo pequenos funis, para que o acido nitrico ficasse
em refluxo, sendo o conjunto levado para bloco digestor onde foram aquecidos por
30 minutos a uma temperatura de 50°C. Decorrido este tempo, a temperatura foi
aumentada para 100°C, por mais 30 minutos e na sequéncia a 130°C por mais 3
horas. Apds a digestdo, os tubos foram retirados do bloco e aguardou-se o
resfriamento a temperatura ambiente. Adicionou-se uma pequena quantidade de
agua (5 mL) aos tubos de digestao. Posicionou-se os tubos em um banho de ultra-
som por 5 minutos.

Transferiu-se o conteido dos tubos para balées volumétricos de 50 mL e

completou-se o volume com agua deionizada.

2.3.3. Determinacao Quantitativa de Ferro e Zinco

A determinagdo quantitativa de ferro e zinco foi realizada por
Espectrometria de Absorcdo Atémica com chama em aparelho da marca Perkin
Elmer, modelo AAnalyst 200, onde as amostras foram introduzidas em um
nebulizador e misturadas a uma chama de ar (2,5 L.h™") e acetileno (10 L.h™") com
temperatura de, aproximadamente, 2000°C.

Uma lampada de deutério foi utilizada para corregao da radiagao de fundo e
lampada de catodo oco para determinacdo de ferro (248,383 nm) e zinco
(213,86nm), com metodologia validada parcialmente. Os resultados das andlises
foram expressos em mg 100g™".
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2.3.4. Curvas analiticas de ferro e zinco por FASS

Foram construidas curvas de calibracdo para a obtencao de equacdes que
correlacionam a absorbancia medida com a concentragdo em mg.100 g ' de ferro
e zinco presentes na amostra. As curvas consistiram de seis pontos e as
concentracdes utilizadas foram 0,2; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5 mg.L™ para ferro e 0,2;
0,3;0,4;0,6; 0,8; 1,0 mg.L™ para zinco.

2.3.5. Repetitividade

As amostras de paes foram analisadas de acordo com o procedimento
descrito no item 2.3.2, em sete repeticbes independentes, seguindo
recomendacao do INMETRO (2010).

2.3.6. Exatidao por taxa de recuperacao

A recuperacgdo foi avaliada adicionando-se diretamente nas amostras de
pao, antes da mineralizacdo, o equivalente a 50 mg L' de solucdo padréo de ferro
e zinco. Apds esta adicao procedeu-se, conforme método descrito no item 2.3.2.

O valor adicionado correspondia a 100% do valor total de ferro e zinco

encontrado em pées.

2.3.7. Sensibilidade: limite de deteccao (LD) e limite de quantificacao (LQ)

O limite de deteccéo (LD) foi determinado através da equagéo (5):
LD= 3 x SD/S (9)

SD — desvio padrédo do branco

S — coeficiente angular da curva analitica (padrbes)

O limite de quantificacao (LQ) foi determinado através da equacao (6):
LQ =10 x SD/S (6)

SD — desvio padrao do branco

S — coeficiente angular da curva analitica (padroes)
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2.4. Anadlise Estatistica

Foram realizados testes estatisticos que incluiram andlise de variancia,
ANOVA ao nivel 95% de confianga, para os teores de ferro e zinco em amostras
de marcas e lotes diferentes com o objetivo de verificar a existéncia de diferenca
significativa entre os resultados obtidos.

3. Resultados e Discussao
3.1. Validacao do Método de Analise de Ferro e Zinco por FAAS em paes
industrializados

O método para determinacdo do teor de ferro e zinco por FAAS sé&o
classificados como andlise de elementos menores ou tracos. Assim, 0s
parametros de validagdo do meétodo escolhido foram os recomendados pelo
INMETRO (2010): linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo e limite de

quantificagdo.

3.1.1. Linearidade

Na tabela 1 estdo os valores de absorbancia para cada concentracdo da
solucéo padrao de ferro para construcdo da curva de calibracéao.

Na tabela 2 estdo os valores obtidos por analise estatistica ANOVA, ao
nivel 95% de confianca.

A figura 1 representa a curva de calibracdo para determinacdo da faixa
linear de trabalho e equagéo para quantificagdo do elemento ferro nas amostras
de paes industrializados.
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Tabela 1: Valores de absorbancia para cada concentragcdo de solucao padrao de

ferro avaliada para a construcédo da curva de calibracao:

Concentracao Absorbéncia Média Desvio C.V.*
(mg.L™) Rep.1 Rep.2 Rep.3 Rep.4 Rep.5 Rep.6 Padrao (%)
0,2 0,0109 0,0109 0,0118 0,0105 0,0116 0,0107 0,011 0,001 4,666
0,3 0,0151 0,0165 0,0173 0,0154 0,0173 0,0157 0,016 0,001 5,920
0,5 0,0254 0,0263 0,0290 0,0260 0,0286 0,0262 0,027 0,001 5,562
0,7 0,0358 0,0368 0,0400 0,0365 0,0404 0,0369 0,038 0,002 5,176
1,0 0,0520 0,0535 0,0591 0,0528 0,0593 0,0540 0,055 0,003 5,868
1,5 0,0766 0,0784 0,0857 0,0754 0,0846 0,0782 0,080 0,004 5,373
* CV = coeficiente de variacao
Tabela 2: Analise estatistica ANOVA
Fonte da variagcdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,000126 5 2/52E-05 0,037282 0,999167 2,533555
Dentro dos grupos 0,02024 30 0,000675
Total 0,020366 35

Os resultados obtidos pela analise estatistica demosntraram néo existir

diferenca significativa entre os valores encontrados, ja que o F calculado foi menor

que o tabelado.
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Figura 1: Curva de calibracdo para determinagao da faixa linear de trabalho e equacao
para quantificagao do elemento ferro nas amostras de paes industrializados.
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A porcentagem de variagao (R?=99,94%) da curva mostra que a faixa linear
escolhida para o trabalho é bastante confiavel para avaliar o conteddo de ferro nas
amostras.

Na tabela 3 estdo os valores de absorbancia para cada concentragcao da
solucao de zinco para construcéao da curva de calibragéo.

Na tabela 4 estdo os valores obtidos por analise estatistica ANOVA, ao
nivel 95% de confianca.

A figura 2 representa a curva de calibragdo para determinagdo da faixa
linear de trabalho e equacgao para quantificacdo do elemento zinco nas amostras

de paes industrializados.

Tabela 3: Valores de absorbancia para cada concentracao de solucao padrao de
zinco avaliada para a construgdo da curva de calibragdo:

Concentracao Absorbéancia Média Desvio C.V.*
(mg.L™) Rep.1 Rep.2 Rep.3 Rep.4 Rep.5 Rep.6 Padrao (%)
0,2 0,0689 0,0588 0,0606 0,0651 0,0653 0,0659 0,064 0,004 5,798

0,3 0,1011 0,864 0,0892 0,0971 0,1013 0,1004 0,096 0,007 6,805

0,4 0,1342 0,1156 0,1195 0,1247 0,1307 0,1279 0,125 0,007 5,559

0,6 0,1903 0,1674 0,1702 0,1844 0,1949 0,1883 0,183 0,011 6,153

0,8 0,2497 0,2223 0,2277 0,2402 0,2548 0,2488 0,241 0,013 5,430

1,0 0,3066 0,2749 0,2783 0,2950 0,3140 0,3033 0,295 0,016 5,346

* CV= coeficiente de variacao

Tabela 4: Analise estatistica ANOVA

Fonte da variagao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,06628 5 0,013256 0,625303 0,681673 2,533555
Dentro dos grupos  0,63598 30 0,021199
Total 0,70226 35

Novamente, os resultados obtidos pela analise estatistica demosntraram
nao existir diferenca significativa entre os valores encontrados, j& que o F
calculado foi menor que o tabelado.
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Curva de Calibragao para Zinco

y=0,2884x+0,0087
R?=0,9996

ABSORBANCIA (ABS)

0 T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
CONCENTRACAO DE ZINCO (mg.L-1)

Figura 2: Curva de calibracdo para determinacdo da faixa linear de trabalho e equacao
para quantificacdo do elemento Zinco nas amostras.

A porcentagem de variacéo (R?=99,96%) da curva mostra que a faixa linear
escolhida para o trabalho é bastante confiavel para avaliar o conteudo de ferro e

zinco nas amostras.

3.1.2. Precisao: repetitividade

As amostras de paes foram preparadas de acordo com o procedimento
descrito no item 2.3.2. e 2.38.3, respectivamente, em sete repeticoes
independentes, seguindo recomendacao do INMETRO (2010) a fim de verificar a
repetitividade do método analitico.

Os valores obtidos para o ensaio de repetitividade para o teor de ferro estao
apresentados nas Tabelas de 5, 8 e 11 e nas Tabelas 6, 7, 9, 10 e 12 encontram-

se os valores obtidos pela analise estatistica ANOVA ao nivel 95% de confiancga.
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Tabela 5: Resultados para ensaio de repetitividade de ferro em péo tradicional e
integral (mg.100g™")

ao

rradicional 1 dia 2 dia 3 dia pao integral 1 dia 2 dia 3 dia
0,91 0,89 0,82 1,86 1,83 1,88
0,84 0,84 0,81 1,82 1,86 1,84
0,85 0,87 0,83 1,89 1,78 1,8
0,86 0,87 0,88 1,79 1,84 1,88
0,90 0,88 0,85 1,80 1,87 1,89
0,89 0,93 0,88 1,81 1,88 1,85
0,92 0,90 0,86 1,87 1,85 1,89

média 0,88 0,88 0,85 média 1,83 1,84 1,86

DP 0,03 0,03 0,03 DP 0,04 0,03 0,03

cv 3,55 3,32 3,32 Ccv 2,08 1,79 1,79

média 3 dias 0,87 média 3 dias 1,85

DP 3 dias 0,03 DP 3 dias 0,03

CV 3 dias 3,40 CV 3 dias 1,89

Tabela 6: Andlise estatistica ANOVA do pao tradicional

Fonte da F
variagcdo SQ gl MQ F valor-P___critico
Entre grupos 0,0503507 2 0,0251754 2,8735562 0,0825953 3,555
Dentro dos
grupos 0,1576988 18 0,008761
Total 0,2080495 20

Tabela 7: Analise estatistica ANOVA do pao integral

Fonte da F
variagcdo SQ gl MQ F valor-P  critico
Entre grupos 0,0368275 2 0,0184137 1,2459555 0,3113224 3,555
Dentro dos
grupos 0,2660186 18 0,0147788
Total 0,302846 20
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Tabela 8: Resultados para ensaio de repetitividade de ferro em pédo 7 e 9 gréos

(mg.100g™)

pao 7 graos 1 dia 2 dia 3 dia pao 9 graos 1 dia 2 dia 3 dia
2,41 2,30 2,32 2,35 2,18 2,40
2,20 2,26 2,28 2,34 2,25 2,35
2,48 2,26 2,45 2,28 2,36 2,34
2,36 2,28 2,33 2,25 2,30 2,22
2,34 2,35 2,28 2,28 2,18 2,30
2,45 2,33 2,38 2,30 2,35 2,38
2,36 2,31 2,65 2,44 2,12 2,32

média 2,37 2,30 2,38 média 2,44 2,12 2,32

DP 0,09 0,04 0,13 DP 0,06 0,09 0,06

CVv 3,80 1,54 5,55 Ccv 2,57 4,36 2,55

média 3 dias 2,35 média 3 dias 2,29

DP 3 dias 0,09 DP 3 dias 0,07

CV 3 dias 3,65 CV 3 dias 3,12

Tabela 9: Analise estatistica ANOVA do pao 7 graos

Fonte da F
variagcdo SQ gl MQ F valor-P___critico
Entre grupos 0,0065518 2 0,0032759 2,2922116 0,1297692 3,555
Dentro dos
grupos 0,0257247 18 0,0014291
Total 0,0322765 20

Tabela 10: Analise estatistica ANOVA do pao 9 graos

Fonte da F
variagcdo SQ gl MQ F valor-P _ critico
Entre grupos 0,0243831 2 0,0121915 2,4318172 0,1161837 3,555
Dentro dos
grupos 0,0902403 18 0,0050133
Total 0,1146234 20
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Tabela 11: Resultados para ensaio de repetitividade de ferro em pédo 12 gréaos
(mg.100g™)
pao 12 graos 1 dia 2 dia 3 dia
5,11 5,05 5,14
5,28 5,07 4,91
5,10 4,99 4,99
513 5,08 4,77
517 5,12 4,91
4,99 5,01 5,00
4,76 4,93 5,10

média 5,08 5,03 4,97
DP 0,16 0,06 0,13
Cv 3,21 1,27 2,52

média 3 dias 5,03
DP 3 dias 0,12
CV 3 dias 2,33

Tabela 12: Analise estatistica ANOVA do pao 12 graos

Fonte da F
variagdo SQ gl MQ F valor-P___critico
Entre grupos 0,0377828 2 0,0188914 1,2228096 0,3177241 3,555
Dentro dos
grupos 0,2780854 18 0,0154492
Total 0,3158682 20

Os valores de CV obtidos nos ensaios de repetitividade para ferro foram
3,91% para pao tradicional; 3,66% para integral; 1,62% para 7 graos; 1,53% para
9 graos e 2,33% para 12 graos, nao ultrapassando o valor de 15,0% recomendado
pela ANVISA (2003), indicando resultado satisfatorio para esse parametro

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA
fator Unico, ao nivel de 95% de confianca, indicando um resultado confiavel, ja que
todos os F calculados estavam abaixo do F tabelado.

Os valores obtidos para o ensaio de repetitividade para o teor de zinco
estdo apresentados nas Tabelas 13, 16 e 19 e nas Tabelas 14, 15, 17,18 e 20
encontram-se os valores obtidos pela andlise estatistica ANOVA ao nivel 95% de
confianga.
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Tabela 13: Resultados para o ensaio de repetitividade de zinco em p&o tradicional
e integral (mg.100g™)

ao

rradicional 1 dia 2 dia 3 dia péao integral 1 dia 2 dia 3 dia
0,91 0,89 0,82 1,86 1,83 1,88
0,84 0,84 0,81 1,82 1,86 1,84
0,85 0,87 0,83 1,89 1,78 1,8
0,86 0,87 0,88 1,79 1,84 1,88
0,90 0,88 0,85 1,80 1,87 1,89
0,89 0,93 0,88 1,81 1,88 1,85
0,92 0,90 0,86 1,87 1,85 1,89

média 0,88 0,88 0,85 média 1,83 1,84 1,86

DP 0,03 0,03 0,03 DP 0,04 0,03 0,03

CcVv 3,55 3,32 3,32 cv 2,08 1,79 1,79

média 3 dias 0,87 média 3 dias 1,85

DP 3 dias 0,03 DP 3 dias 0,03

CV 3 dias 3,40 CV 3 dias 1,89

Tabela 14: Andlise estatistica ANOVA do pao tradicional

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,0058807 2 0,0029404 3,3507821 0,0579339 3,5545571
Dentro dos grupos 0,0157953 18 0,0008775

Total 0,021676 20

Tabela 15: Andlise estatistica ANOVA do pé&o integral

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,0026455 2 0,0013228 1,0816123 0,3600913 3,5545571
Dentro dos grupos 0,0220132 18 0,001223

Total 0,0246588 20
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Tabela 16: Resultados para o ensaio de repetitividade de zinco em pédo 7 e 9
gréos (mg.100g™)

pao 7 graos 1 dia 2 dia 3 dia pao 9 graos 1 dia 2 dia 3 dia
2,41 2,30 2,32 2,35 2,18 2,40
2,20 2,26 2,28 2,34 2,25 2,35
2,48 2,26 2,45 2,28 2,36 2,34
2,36 2,28 2,33 2,25 2,30 2,22
2,34 2,35 2,28 2,28 2,18 2,30
2,45 2,33 2,28 2,30 2,35 2,38
2,36 2,31 2,28 2,44 2,12 2,32

média 2,37 2,30 2,32 média 2,44 2,12 2,32

DP 0,09 0,04 0,06 DP 0,06 0,09 0,06

CVv 3,80 1,54 2,62 Ccv 2,57 4,36 2,55

média 3 dias 2,33 média 3 dias 2,29

DP 3 dias 0,06 DP 3 dias 0,07

CV 3 dias 2,67 CV 3 dias 3,12

Tabela 17: Analise estatistica ANOVA do pao 7 graos

Fonte da
variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,0291215 2 0,0145608 1,626127 0,2242888 3,5545571
Dentro dos grupos 0,1611766 18 0,0089543
Total 0,1902981 20

Tabela 18: Analise estatistica ANOVA do pao 9 grdos

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,0273297 2 0,0136648 2,5673014 0,1044947 3,5545571
Dentro dos grupos 0,0958077 18 0,0053227

Total 0,1231374 20
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Tabela 19: Resultados para o ensaio de repetitividade de zinco em pao 12 graos
mg.100g™")

pao 12
_graos 1 dia 2 dia 3 dia

2,60 2,65 2,62
2,63 2,65 2,64
2,64 2,67 2,65
2,71 2,75 2,64
2,57 2,66 2,62
2,64 2,65 2,59
2,58 2,65 2,57

média 2,62 2,67 2,62

DP 0,05 0,04 0,03

cv 1,82 1,34 1,11

média 3

dias 2,64

DP 3 dias 0,04

CV 3 dias 1,42

Tabela 20: Analise estatistica ANOVA do pao 12 gréaos
ANOVA 12 grdos

Fonte da variagdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,0103861 2 0,0051931 3,5358856 0,0506743 3,5545571
Dentro dos grupos 0,0264361 18 0,0014687

Total 0,0368222 20

Os valores de CV obtidos nos ensaios de repetitividade para zinco foram
3,40% para pao tradicional; 1,89% para integral; 3,65% para 7 graos; 3,12% para
9 gréos e 1,42% para 12 graos, nao ultrapassando o valor de 15% recomendado
pela ANVISA (2003), indicando resultado satisfatorio para esse parametro

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA
fator Unico, ao nivel de 95% de confianca, indicando um resultado confiavel, ja que

todos os F calculados estavam abaixo do F tabelado.

3.1.3. Exatidao: taxa de recuperacao

As amostras de paes foram preparadas de acordo com o procedimento

descrito no item 2.3.2. e 2.3.6, respectivamente, adicionando-se diretamente nas
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amostras de pao, antes da mineralizagdo, o equivalente a 50 mg L™ de solugéo
padrao de ferro e zinco. O valor adicionado correspondia a 100% do valor total de
ferro e zinco encontrado em paes.

Os valores obtidos para o ensaio de recuperagao para o teor de ferro estao

apresentados na tabela 21 a seguir:

Tabela 21: Resultados para o ensaio de recuperacao de ferro em paes

Amostra de paes Recuperacéo % M + DP CV%
TRADICIONAL 92 - 101 96,5 + 6,4 6,69
INTEGRAL 96 - 103 99,5+5,0 5,0
7 graos 98 - 105 101,5+5,0 4,9
9 graos 100 - 109 104,5+6,4 6,1
12 graos 91-103 97,0+ 8,5 8,8

Os resultados obtidos para a taxa de recuperacao do teor de ferro foram de
96,5% para pao tradicional; 99,5% para integral; 101,5% para 7 graos; 104,5%
para 9 graos e 97,0% para 12 graos.

Os valores obtidos para 0 ensaio de recuperacao para o teor de zinco estao

apresentados na tabela 22 a seguir:
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Tabela 22: Resultados para 0 ensaio de recuperagao de zinco em paes

Amostra de paes recuperacao % M + DP CV%
TRADICIONAL 87 - 96 91,5+6,4 7,0
INTEGRAL 91-100 955+6,4 6,7

7 graos 85-90 875+3,5 4,04

9 graos 90 - 95 925+3,5 3,82

12 graos 99-108 103,5 + 6,46 6,15

Os resultados obtidos nesse trabalho para a taxa de recuperacao do teor de
zinco foram de 91,5% para péo tradicional; 95,5% para integral; 87,5% para 7
graos; 92,5% para 9 graos e 103,5% para 12 gréaos.

Nao existem recomendacdes claras no guia do INMETRO (2010) quanto
aos valores aceitaveis para taxa de recuperacdo. A ANVISA (2003) recomenda
que as porcentagens de recuperagado sejam préximas a 100%, entretanto, valores
menores podem ser aceitos desde que a recuperacao seja precisa e exata.

Os valores obtidos para 0 ensaio da taxa de recuperagao tanto para ferro
quanto para zinco encontram-se préoximos a 100%, com excecao do pao 7 graos
para o ensaio da taxa de recuperagao do zinco, contudo o desvio encontrado néao
ultrapassa a 15,0% recomendado pela ANVISA (2003), indicando resultado
satisfatério para esse parametro.

3.1.4. Sensibilidade: limites de deteccao (LD) e quantificacao (LD)

Os limites de deteccdo calculados, segundo descrito no item 2.3.5, para

-1

ferro e zinco foram 0,04 e 0,07 mg.L respectivamente, ja os limites de
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quantificacdo para os mesmos compostos inorganicos foram 0,15 e 0,24 mg.L™". O
limite de quantificacdo tanto para ferro e zinco encontram-se abaixo do primeiro
ponto da curva analitica (0,2 mg.L"), indicando resultado satisfatério para esse

parametro.

4. Conclusao

A metodologia aplicada e validada parcialmente para determinagéo de ferro
e zinco em paes industrializados através da técnica de Espectrometria de
Absorcdo Atomica com Chama se mostrou adequada, de acordo com as
recomendacgdes do INMETRO (2010) e ANVISA (2003). Os parametros de
linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo e limite de quantificacdo,
avaliados indicaram resultados satisfatérios.
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RESUMO

O ferro e 0 zinco sdo importantes por participarem em numerosas proteinas e
enzimas. A deficiéncia destes minerais podem causar sérios danos a saude
humana. Em relacdo a deficiéncia de ferro, a ANVISA regulamentou a
obrigatoriedade, como medida preventiva, da fortificacado de farinhas de milho e de
trigo com ferro (4,2 mg/100g de farinha). Para a prevencéao da deficiéncia de zinco
€ necessaria uma dieta balanceada em minerais. O ferro pode apresentar
interacdes com outros nutrientes e compostos organicos. Estas interagdes podem
influenciar seu aproveitamento no organismo, ou no aproveitamento de outros
metais, como o zinco. Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi quantificar o teor de
ferro e zinco presentes em paes industrializados (tradicional e especiais), que
utiizam como principal ingrediente a farinha de trigo fortificada com ferro,
representando 4% do consumo em relagcdo aos outros tipos de pao e verificar a
razao molar entre ferro e zinco. O método utilizado foi a espectrometria de
absorcao atébmica com chama (FAAS). Os teores de ferro e zinco variaram de 2,2
a6,0 mg100g” (4,1 mg 100 g" em média) e 0,3a 1,0 mg 100g™* (0,7 mg 100 g
em média) no pao tradicional; de 1,8 a 4,1 mg 100 g (3,0 mg 100 g' em média) e
1,4 a2,3mg 100 g' (1,9 mg 100 g em média) no pao integral; de 1,8 a 6,8 mg
100 g (4,3 mg 100 g’ em média) e 1,7 a 2,8 mg 100 g (2,3 mg 100 g em
média) no pdo 7 grdos; de 3,0 a 3,8 mg 100 g™ (3,4 mg 100 g em média) e 1,8 a
3,0 mg 100 g (2,4 mg 100 g"' em média) no p&do 9 gréos; de 2,0 a 4,2 mg 100 g™
(3,1 mg 100 g' em média) e 1,4 a 2,5 mg 100 g"' (2,0 mg 100 g"' em média) no
pao 12 graos, respectivamente. Os resultados indicaram em geral, faltos de
uniformidade nos teores de ferro e zinco entre lotes da mesma marca e entre
marcas do mesmo tipo de pao. No pao tradicional a falta de uniformidade se deve,
provavelmente, pela dificuldade da adicdo da pré-mistura (ferro) na farinha,
ingrediente principal na producao de pées, enquanto que nos paes especiais, pela
variedade e quantidade dos graos adicionados. A razao molar Fe:Zn variaram de
5:1 a 12:1 no pao tradicional; 2:1 a 3:1 no integral; 1:1 a 3:1 no 7 graos; de 1:1 a

2:1 no 9 graos e no pao 12 graos nao houve variacao, sendo a razao molar 2:1.

67



No pao tradicional a razdo molar Fe:Zn encontrada foi maior que 4:1, padrao
desejado, sendo desfavoravel para o aproveitamento do zinco pelo organismo.

Palavras-chave: Ferro, Zinco, pao, graos, quantificacdo, FAAS, razdo molar.
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ABSTRACT

Iron and zinc are important for engaging in numerous proteins and enzymes. The
deficiency of these minerals can cause serious harm to human health. In relation to
iron deficiency, ANVISA regulates the obligation, as a preventive measure, the
fortification of flour of maize and wheat with iron (4,2 mg/100g of flour). For
prevention of zinc deficiency is necessary a balanced mineral diet. The iron may
have interactions with other nutrients and organic compounds. These interactions
may affect their use in the body, or the use of other metals such as zinc. Therefore,
the objective was to quantify the amount of iron and zinc in industrial bread
(traditional and special), using as a main ingredient in wheat flour fortified with iron,
representing 4% of consumption in relation to other types of bread and verify the
molar ratio between iron and zinc. The method used was atomic absorption
spectrometry with flame (FAAS). The iron and zinc in the bread samples varied
from 2,2 to 6,0 mg 100 g (4,1 mg 100 g’ on average) and 0,3 to 1,0 mg 100g™
(0,7 mg 100 g on average) in traditional bread; 1,8 to 4,1 mg 100 g (3,0 mg 100
g’ on average) and 1,4 to 2,3 mg 100 g’ (1,9 mg 100 g on average) in whole
wheat bread; 1,8 to 6,8 mg 100 g (4,3 mg 100 g™ on average) and 1,7 to 2,8 mg
100 g (2,3 mg 100 g on average) in 7 grain bread ; 3,0 to 3,8 mg 100 g™ (3,4 mg
100 g on average) and 1,8 to 3,0 mg 100 g (2,4 mg 100 g on average) in 9
grain bread; 2,0 to 4,2 mg 100 g™ (3,1 mg 100 g on average) and 1,4 to 2,5 mg
100 g” (2,0 mg 100 g” on average) in 12 grain bread, respectively. The results
indicated generally lacking in uniform concentrations of iron and zinc between
batches of the same brand and between brands of the same type of bread. In
traditional bread lack of uniformity is probably due to the difficulty of adding the
premix (iron) in the flour, the main ingredient in the production of bread, while in
breads, variety and quantity of the added grains. The molar ratio of Fe: Zn ranging
from 5:1 to 12:1 in traditional bread; 2:1 to 3:1 in whole wheat bread; 1:1 to 3:1in 7
grain bread; 1:1 to 2:1 in 9 grain bread and 12 grain bread did not change, and the
molar ratio of 2:1. In traditional bread molar ratio Fe Zn was found greater than 4:1,
the desired pattern, being unfavorable for the recovery of zinc by the body.
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Keywords: Iron, Zinc, bread, grains, quantification, FAAS, molar ratio.
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1.Introducao

O pao pode ser considerado um produto popular, sendo consumido na
forma de lanches ou com refei¢cdes. Ele é apreciado devido ao seu sabor, preco e
sua disponibilidade em milhares de padarias e supermercados do Pais
(ESTELLER, 2004) e tem despertado o interesse por pesquisa.

Varios estudos estdo sendo realizados, em paes, dentre eles o estudo do
teor de ferro, calcio, zinco, acido fitico e fibra em pées de destilaria demonstrou
uma variagao nos teores dos minerais de acordo com o tipo de grao utilizado,
neste caso em consequéncia dos diferentes teores de fibra encontrado em cada
grao. A forma de ferro e zinco (total e soltvel) também variaram de acordo com o
tipo de grédo (RASCO et al., 1990); os beneficios do pao fortificado com ferro a
longo prazo em mulheres, analisadas em dois grupos por um periodo de 5 meses,
um com a utilizacdo de pao de centeio fortificado com ferro e outro com péao de
centeio sem fortificacdo, ndo apresentando alteracdo no nivel de ferro nas
mulheres estudadas com o péo fortificado, sendo sugerido que a composicédo da
dieta das voluntarias contribuiu para esta falta de resposta (HANSEN et al., 2005);
as propriedades tecnoldgicas e sensoriais em paes fortificados com ferro, sendo
utilizado trés diferentes fontes de ferro (ferro reduzido, pirofosfato de ferro e sulfato
ferroso monohidratado microencapsulado) nao havendo diferenga significativa
entre os paes enriquecidos com as diferentes fontes de ferro, podendo estes ser
utilizados no preparo de paes de acordo com sua viabilidade econbémica e
disponibilidade comercial (NABESHIMA et al., 2005) e a variabilidade genética e
estabilidade em graos e pao de trigo, indicando haver variacao nos teores de ferro
e zinco em funcdo da data de semeadura, combinagdo solo-fertilizante
nitrogenado e quantidade de ferro e zinco presente naturalmente no solo
(XIAOPENG et al., 2012), dentre outros.

No Brasil em 2005, os produtos de panificagdo, dentre eles o péo,
ocuparam a terceira colocacao na lista de compras do brasileiro, que destinou, em
média, 12% do orcamento familiar para alimentacdo (ABIP, 2005), onde o péao

industrializado representou 4% dos paes consumidos (ABIP, 2009).
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O segmento de panificacdo e confeitaria no Brasil em 2011 apresentou um
faturamento de R$ 63 bilhdes (ABIP, 2012).

O pao apresenta caracteristicas quimicas, fisicas e fisico-quimicas de
acordo com a sua composi¢ao e processo de fabricagdo. Segundo a ANVISA para
analise destas caracteristicas sdo sugeridos os ensaios de umidade, acidez e
lipidios e devem ser realizados na massa livre de recheio e cobertura (ANVISA,
2000).

A determinacdo da umidade € importante, pois esta relacionada com a
estabilidade, qualidade e composi¢cao do alimento, podendo afetar a estocagem
(rapidez da deterioracdo), embalagem (alteragcbes como escurecimento),
processamento (formacdo de grumos) do mesmo. A umidade também é
responsavel pelo desenvolvimento de fungos, leveduras e bactérias no alimento
(PARK E ANTONIO, 2006).

Proteinas, gorduras, vitaminas e minerais estao presentes nos ingredientes
que sao utilizados na producao do pao. Entre os minerais, destacam-se o ferro e
zinco que tém importante participacdo em numerosas proteinas e enzimas no
organismo.

As atribuicdes mais importantes do ferro estdo ligadas as fungdes destas
proteinas no organismo, como transporte de oxigénio realizado pela hemoglobina
e pela mioglobina, que ajuda a fornecer oxigénio aos musculos. O ferro ainda
participa de enzimas importantes para o organismo, como na catalase, que age na
reducdo do perdxido de hidrogénio, principalmente quando este é formado em
grande quantidade, também na cadeia de inibicdo de radicais livres, e enzimas
que auxiliam as reacdes bioquimicas (CUNHA E CUNHA, 1998; MIRET et al.,
2003; COZZOLINO, 2005).

O zinco é importante para o funcionamento adequado do metabolismo,
necessario a reproducao, diferenciacdo celular e crescimento (FERRAZ et al.,
2007), participa do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, na sintese e
degradacao dos acidos nucléicos (AMESTY et al.,, 2006), e de atividades do
sistema imune, com agao regulatéria sobre o sistema imunoldgico, prevencao de

formacao de radicais livres, crescimento estrutural, desenvolvimento sexual e
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cognitivo e sintese de DNA (GIBSON, 1990; OKIGAMI, 1996; WOOD, 2000;
MAFRA E COZZOLINO, 2004; MACEDO et al., 2010).

A deficiéncia de ferro e zinco ocorre simultaneamente em varias
populagdes e devem ser trabalhadas de forma equilibrada. Existe a necessidade
de cuidados, principalmente com criangcas e gestantes, pois suas necessidades
sdo aumentadas. A avaliacdo da medida do valor de zinco € dificil, pois a
determinacao de sua concentragcdo plasmatica ou sérica ndo € suficiente como
marcador bioquimico ou bioldgico (WIERINGA et al., 2004).

Como estratégia de combate a algumas deficiéncias nutricionais inclui-se a
fortificacdo de alimentos com minerais e mesmo o uso de suplementagao (LOBO
E TRAMONTE, 2004), pois sdo uma forma barata, pratica e efetiva utilizada pela
industria de alimentos, para atender as recomendagdes regulamentadoras
(LUCOCK, 2000).

A escolha do produto alimenticio para fortificacdo depende dos habitos
alimentares da populacéo e dos aspectos logisticos do processo de fortificagdo. O
alimento mais frequentemente escolhido tem sido a farinha de trigo (MARTINEZ et
al., 2005).

Sendo a farinha um dos principais ingredientes na producao de pao,
alimento muito consumido pela populacdo, torna-se importante a determinacao do
teor de ferro para avaliacdo do impacto da obrigatoriedade da fortificacdo de
farinhas na incidéncia de anemia ferropriva, problemas relacionados ao seu
excesso, como processos oxidativos, algumas doengas como Parkinson e
Alzheimer e competigdo com outros minerais, como o zinco.

O mecanismo de interacdo entre a absorcdo de ferro e zinco nao esta
totalmente esclarecido. Porém, existem fortes evidéncias que apontam a
ocorréncia de interagdo nos sitios de absor¢cdo ou pds-absorcdo, por causa da
competicao pelos mecanismos semelhantes de transporte (ANTUNES, 2010), por
serem eles quimicamente similares (configuracao eletrénica) (SOLOMONS, 1983;
LEE 2001).

Solomons (1986), sugeriu que existe uma carga total de ferro e zinco que o
organismo suporta, correspondendo ao ponto de saturacdo e a partir deste,
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comecaria o efeito competitivo entre eles. Abaixo deste ponto, existiriam sitios
disponiveis para absorcao de ferro e zinco sem muita interferéncia.

Os mecanismos responsaveis pela absorgao intestinal de ferro e zinco séo
similares (KORDAS, 2004; BODIGA, 2007; YANAGISAWA, 2008), assim
hip6teses tém sido levantadas com o objetivo de encontrar a localizacdo do ponto
especifico dessa interagdo (McMAHON, 1998).

Contudo existem resultados controversos em relagdo a interacéao
competitiva entre ferro e zinco que podem ser explicadas pelo emprego de
diferentes metodologias (LOBO E TRAMONTE, 2004), e devem ser consideras
também as possiveis interacées entre os minerais no uso de suplementos ou de
alimentos fortificados (PEDROSA E COZZOLINO, 1993).

Assim, o objetivo deste trabalho foi aplicar a metodologia validada
parcialmente por Silva e Pallone (2012) para a determinagéo de ferro e zinco em
alimentos, neste caso, paes elaborados com farinha fortificada ferro, verificar a

razao molar entre ferro e zinco e também o teor de umidade.

2. Parte Experimental
2.1. Produtos analisados

As amostras de paes industrializados (tradicional, integral, 7 graos, 9 graos
e 12 gréos) foram coletadas aleatoriamente em padarias, mercados e
hipermercados na cidade de Campinas.

Em geral os graos que compdes a formulacdo dos paes especiais séo:
paes 7 graos, aveia, castanha de caju, castanha do Para, centeio, cevada,
gergelim, girassol, linhaca, milho, quinoa, soja e trigo; os paes 9 graos, aveia,
castanha de caju, castanha do Para, centeio, cevada, gergelim, girassol, linhaca,
milho, quinoa, soja e trigo e os paes 12 graos, amaranto, aveia, centeio, cevada,
cevadinha, gergelim, girassol, linhaca, milho, milheto, quinoa, soja, trigo e triticale,

variando de uma marca para outra no mesmo tipo de pao.
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2.2. Determinacao de Umidade dos paes

O método utilizado foi o de secagem em estufa (esterilizagcdo e secagem
Nova ética, modelo 400-3ND), baseada na remog¢ao da agua por aquecimento). As
amostras foram colocadas em cadinhos de aluminio previamente pesados e
ficaram em estufa por 24 horas a 105°C. Apés este periodo, os cadinhos de
aluminio foram colocados em dessecador até que atingissem a temperatura
ambiente, apds o qual foram novamente pesados.

De acordo com a ANVISA (2003), no caso de metodologia analitica
descrita em farmacopeias ou formularios oficiais, a metodologia serd considerada
validada.

Assim, a metodologia para determinacao de umidade, por ser metodologia
oficial, ndo precisou ser validada. De qualquer forma a fim de verificar a adequada
realizacdo desse método no Laboratério de Andlise de Alimentos da
FEA/Unicamp, foi realizado ensaio de repetitividade.

2.3. Determinacao de ferro e zinco
2.3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram &cido nitrico P.A e peréxido de hidrogénio,

ambos marca Synth, Brasil.

2.3.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: o Espectrémetro de Absorcao Atdmica,
modelo AAnalyst 200, com uma lampada de deutério para corre¢do da radiagao
de fundo, lampada de catodo oco para determinagéo de ferro (248,3 nm) e zinco
(213,86 nm), Perkin Elmer; balanca analitica (Ohaus, modelo AP210-0); banho
ultra-sénico (Branson, modelo 1510); bloco digestor (Quimis, modelo M242) e
moinho (lka, modelo A11).

75



2.3.3. Limpeza das vidrarias

Todas as vidrarias foram lavadas em banho de detergente (imersdo por no
minimo 6 horas) e enxaguadas com agua da torneira até total eliminacdo de
espumas. As vidrarias foram imersas em banho de acido nitrico 10% (v/v) por, no
minimo, 12 horas. ApOs esse tempo, as vidrarias foram enxaguadas com agua
purificada pelo sistema Milli-Q. A secagem das vidrarias se deu de forma natural,
sendo protegidas com papel toalha para evitar poeira e re-contaminacoes.

2.3.4. Amostragem

Para todas as amostras, foram analisadas 3 marcas diferentes e 3 lotes
diferentes da mesma marca. Todas as andlises foram feitas em triplicatas,
totalizando 45 amostras.

De cada embalagem foram retiradas 9 fatias de p&o, sendo 3 do inicio, 3 do
meio e 3 do final.

2.3.5. Mineralizacao das amostras

Inicialmente, as amostras a serem analisadas foram moidas,
homogeneizadas e pesado cerca de 0,6000g de cada uma, em tubos de digestao
medindo, aproximadamente, 20 cm de comprimento. A seguir, adicionou-se cerca
de 8 mL de &acido nitrico e 2 mL de peroxido de hidrogénio. Foram preparados,
também, dois tubos “branco” (sem as amostras). Logo apds, foram colocados na
entrada de cada tubo de digestao pequenos funis, para que o acido nitrico ficasse
em refluxo, sendo o conjunto levado para bloco digestor onde foram aquecidos por
30 minutos a uma temperatura de 50°C, Decorrido este tempo, a temperatura foi
aumentada para 100°C, por mais 30 minutos e na sequéncia a 130°C por mais 3
horas. Apds a digestdo, os tubos foram retirados do bloco e aguardou-se o
resfriamento a temperatura ambiente. Adicionou-se uma pequena quantidade de
agua (5 mL) aos tubos de digestao. Posicionou-se os tubos em um banho de ultra-

som por 5 minutos.
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Transferiu-se o conteudo dos tubos para balées volumétricos de 50 mL e

completou-se o volume com agua deionizada.

2.3.6. Determinacao Quantitativa de Ferro e Zinco

A determinagdo quantitativa de ferro e zinco foi realizada por
Espectrometria de Absorcao Atémica com chama em aparelho da marca Perkin
Elmer, modelo AAnalyst 200, onde as amostras foram introduzidas em um
nebulizador e misturadas a uma chama de ar (2,5 L.h™") e acetileno (10 L.h"") com
temperatura de, aproximadamente, 2000°C.

Uma lampada de deutério foi utilizada para correcao da radiacao de fundo e
lampada de catodo oco para determinacdo de ferro (248,3 nm) e zinco
(213,86nm), com metodologia validada parcialmente. Os resultados das analises
foram expressos em mg 100g™".

2.4 Analise Estatistica

Foram realizados testes estatisticos que incluiram anélise de variancia, ANOVA ao
nivel 95% de confianga, para os teores de ferro e zinco obtidos em amostras de
paes tradicionais e especiais de marcas e lotes diferentes e analise por
componentes principais (PCA) com a utilizacdo de programa Matlab versao 6.1.

3. Resultados, Analise Estatistica e Discussao
3.1 Determinacao de ferro e zinco

Para determinacédo ferro e zinco as amostras foram preparadas conforme
procedimento descrito em 2.3.5. e 2.3.6. respectivamente.

As tabelas 1 e 2 apresentam os teores de ferro encontrado nas amostras
analisadas, bem como as faixas de concentracdes e a andlise estatistica dos
resultados.
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Tabela 1. Teor de ferro, concentracoes e anadlise estatistica.

Faixa de
Amostra Marca Lote conc. Fe mg/100g CV% F* F*
Pao Industrializado Fe mg/100g M + DP entre lote.  entre marcas
TRADICIONAL A 1 45-52 48+04 8,4 3,4 39,0
2 47-54 51104 7.4
3 51-6,0 5,6 +£0,6 8,5
B 1 23-25 2,4+0,1 3,5 23,8
2 2,7-29 2,8+0,1 42
3 23- 24 24+0,0 1,6
C 1 3,1-35 3,31£0,2 55 0,1
2 3,0-3,5 3,2+0,2 7,2
3 22-25 24+0,2 6,9
INTEGRAL A 1 3,4-34 3,4+£0,0 1,0 8,5 63,6
2 35-35 3,5+0,1 2,2
3 3,5-3,7 3,6 £0,1 2,8
B 1 3,9-40 4,001 1,3 0,5
2 3,9-411 4,0+0,1 2,7
3 3,6 —4,1 3,9+0,2 6,2
C 1 1,8-2,1 2,0+0,2 7,6 20,6
2 1,8-2,0 1,9+£0,1 4,3
3 24-26 2510,1 5,1
7 graos A 1 5,2-6,2 55+0,6 10,4 67,6 2,8
2 6,0 -6,8 6,4+04 6,5
3 24-28 26+0,2 7,8
B 1 45-50 47+0,3 53 11,5
2 43-46 45+0,2 3,2
3 3,9-42 40+0,2 3,9
C 1 1,8-2,1 2,0+0,1 6,8 31,3
2 22-26 25+0,2 9,7
3 3,1-35 3,3%£0,2 6,5
9 graos A 1 3,4-3,7 3,5+0,2 4.8 0,8 4225
2 3,4-40 3,7+0,3 7,2
3 3,4-3,8 3,6+0,2 6,1
B 1 16-1,6 1,6 +0,0 2,1 0,3
2 16-1,6 1,6 £0,0 1,2
3 1,56-17 1,6 £0,1 6,7
C 1 3,0-3,5 3,3%£0,3 8,4 0,6
2 3,1-3,3 3,2%0,1 3,0
3 3,0-3,6 3,4+0,3 8,9

*F Calculado, F tabelado 5,1
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Tabela 2. Teor de ferro, concentracdoes e andlise estatistica.

Faixa de
Amostra Marca Lote conc. Fe mg/100g CV% F* F*
Pao Industrializado Fe mg/100g M + DP entre lote.  entre marcas
12 graos A 1 20-22 2,1+0,1 4.1 105,7 0,4
2 3,7-4.2 3,9+0,2 6,1
3 2,9-3,1 3,0+0,1 2,4
B 1 2,8-3,0 29+0,1 3,2 7.3
2 26-28 2,7+0,1 49
3 24-27 25+%0,2 6,0
C 1 29-33 3,1+£0,2 5,6 2,2
2 29-3,2 3,1+0,2 5,2
3 2,8-3,0 2,9+0,1 3,2

*F Calculado, F tabelado 5,1

Os teores de ferro nos paes analisados variaram de 2,2 a 6,0 mg 100 g™
(4,1 mg 100 g"' em média) no pao tradicional; de 1,8 a 4,1 mg 100 g™ (3,0 mg 100
g em média) ) no pao integral; de 1,8 a 6,8 mg 100 g™ (4,3 mg 100 g'' em média
no pao 7 graos; de 3,0 a 3,8 mg 100 g (3,4 mg 100 g em média) no pao 9 gréos;
de 2,0 a4,2mg 100 g” (3,1 mg 100 g”' em média no pao 12 graos, indicando, em
geral, falta de uniformidade nos teores entre lotes da mesma marca e entre
marcas do mesmo tipo de pao.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de varidncia ANOVA
fator Unico, ao nivel de 95% de confianca, indicando diferencga significativa no teor
de ferro entre os lotes da marca B e entre as marcas A, B e C do pao tradicional;
entre os lotes da marca A e C e entre as marcas A, B e C do pao integral; entre os
lotes das marcas A, B e C do pao 7 graos; entre as marcas A, B e C do pao 9
graos e entre os lotes das marcas A e B do pao 12 graos. Entre lotes do péo
tradicional das marcas A e C; integral da marca B; 9 graos das marcas A,Be C e
12 grdos da marca C;entre as marcas, 0 pao 7 graos e o 12 graos nao houve
diferenga significativa.

Por nao existir recomendacao especifica em relagdo ao coeficiente de
variagcao (CV) para andlises realizadas em triplicatas, foi utilizado como parametro,
o recomendado no Guia para Validacdo de Métodos Analiticos da ANVISA (2003)

onde os resultados ndo devem exceder 15% de CV. A variagdo obtida nos
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resultados em relacdo ao CV para o ferro foram de 1,0 a 10,4%, estando dentro
dos valores recomendado pela ANVISA.

As variagbes no teor de ferro no pao tradicional e integral podem ser
explicadas pela dificuldade na adi¢cdo da pré-mistura, constituida de acido félico e
ferro na farinha, ingrediente principal na producao de paes. Outro fator que pode
influenciar esta variacao é a concentracao deste mineral presente naturalmente no
grédo de trigo que é dependente da interacdo de varios fatores, incluindo as
condicbes meteoroldgicas, tipo de solo, manejo de fertilizantes nitrogenados e
genotipo (SOUZA et al., 2004, OTTESON et al., 2008).

Através dos resultados obtidos observou-se um maior teor de ferro no pao
tipo 7 graos das marcas A (média 4,8 mg 100 g™') e B (média 4,4 mg 100 g™') em
comparacdo as marcas A (média 3,0 mg 100 g'1), B (média 2,7 mg 100 g'1) e C
(média 3,0 mg 100 g™") do pao 12 graos, cuja causa provavel seja a variedade de
graos adicionados por cada fabricante em relagdo ao mesmo tipo de pao.

As tabelas 3 e 4 apresentam os teores de zinco encontrado nas amostras
analisadas, bem como as faixas de concentracdes e a andlise estatistica dos

resultados.

Tabela 3. Teor de zinco, concentracoes e analise estatistica

Amostra Marca Lote Faixadeconc. Znmg/100g CV% F F
P&o Industrializado Zn mg/100g M+ DP entre lotes  entre marcas
TRADICIONAL A 1 0,6-0,7 0,6 £0,1 8,6 28,9 0,7

2 0,4-0,5 0,4+£0,0 3,9
3 0,4-0,5 0,5+0,0 4,5

B 1 0,3-0,4 0,4+0,0 5,7 389,8
2 1,0-1,0 1,0+0,1 4,9
3 0,4-04 0,4+0,0 2,5

C 1 0,4-0,5 0,4+£0,0 9,2 0,3
2 0,4-0,5 0,4+£0,0 6,6
3 0,4-0,5 0,4+£0,0 5,0

*F Calculado, F tabelado 5,1
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Tabela 4. Teor de zinco, concentracdes e analise estatistica

Amostra Marca Lote Faixadeconc. Znmg/100g CV% F F
P&o Industrializado Zn mg/100g M + DP entre lotes  entre marcas
INTEGRAL A 1 1,5-1,6 1,6 £0,1 3,7 86,5 1,6
2 2,0-2,0 2,0+£0,0 1,0
3 2,1-23 2,2+0,1 3,8
B 1 1,5-1,7 1,6 £0,1 53 2,0
2 1,6-1,7 1,7+0,0 2,1
3 16-1,6 1,5+0,1 9,6
C 1 1,9-2,0 1,9+£0,1 3,6 62,2
2 1,7-1,8 1,7+£0,1 45
3 1,4-14 1,4+0,0 1,4
7 graos A 1 1,7-2,0 1,8+£0,2 9,2 4,0 0,1
2 1,8-2,2 20+0,2 9,7
3 20-24 2,3+0,2 9,8
B 1 1,7-2,0 1,8+0,1 5,6 54,9
2 1,7-2,0 1,8+0,2 8,4
3 26-28 2,7+0,1 40
C 1 1,8-2,1 2,0+0,1 7.1 14,6
2 1,9-2,0 2,0+0,1 4,1
3 2,4 -2,65 2,6+0,2 9,3
9 graos
A 1 1,8-2,1 1,9+£0,2 8,5 5,2 7,7
2 22-27 25+0,2 9,8
3 20-24 2,3+£0,2 9,5
B 1 1,9-2,3 22+0,2 9,5 53,3
2 1,0-1,1 1,1+0,1 7,2
3 1,5-1,6 1,5+0,1 4,1
C 1 2,6-3,0 2,8+0,2 6,8 0,0
2 2,6-3,0 2,7+0,2 7,0
3 25-3,0 2,7+0,3 9,4
12 graos A 1 1,7-2,0 1,9+0,2 9,4 24,8 6,8
2 24-25 2,5+0,1 2,0
3 23-24 2,4+0,1 3,1
B 1 16-1,8 1,7+0,1 47 2,5
2 1,4-16 1,5+0,1 4,0
3 1,4-17 1,51£0,1 9,4
C 1 1,7-1,9 1,8+0,1 7,0 3,7
2 1,8-2,1 1,9+0,2 9,5
3 20-24 2,2+0,2 9,0

*F Calculado, F tabelado 5,1
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Os teores de zinco nos paes analisados variaram de 0,3 a 1,0 mg 100g™
(0,7 mg 100 g"' em média) no pao tradicional; de 1,4 a 2,3 mg 100 g™ (1,9 mg 100
g em média) no p&o integral; de 1,7 a 2,8 mg 100 g (2,3 mg 100 g"' em média)
no péo 7 gréos; de 1,8 a 3,0 mg 100 g (2,4 mg 100 g'' em média) no pao 9 grios;
de 1,4a2,5mg 100 g” (2,0 mg 100 g em média) no pdo 12 gréos, indicando, em
geral, falta de uniformidade nos teores entre lotes da mesma marca e entre
marcas do mesmo tipo de pao.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia ANOVA fator
unico, ao nivel de 95% de confianca indicando diferenca significativa entre os lotes
da marca A e B do péo tradicional; entre os lotes da marca A e C do pao integral;
entre os lotes da marca B e C do pao 7 graos; entre os lotes da marca Ae B e
entre as marcas A, B e C do pao 9 graos e entre o lote da marca A e entre as
marcas A, B e C do pao 12 graos. Entre os lotes da marca C do pao tradicional;
marca B do integral; marca A do 7 graos; marca C do 9 grdaos e marcas B e C do
12 graos e entre as marcas, 0s paes tipo tradicional, integral e 7 grdos nao houve
diferenga significativa.

Por ndo existir recomendacao especifica em relagdo ao coeficiente de
variagao (CV) para anadlises realizadas em ftriplicatas, foi utilizado como parametro,
o recomendado no Guia para Validacao de Métodos Analiticos da ANVISA (2003)
onde os resultados ndo devem exceder 15% de CV. A variagdo obtida nos
resultados em relagcdo ao CV para o zinco foram de 1,0 a 9,8 estando dentro dos
valores recomendado pela ANVISA.

As variagdes no teor de zinco no pé&o tradicional e integral podem ser
explicadas, por causa do teor do mesmo presente na farinha, proveniente
naturalmente do grao de trigo, podendo sofrer variacdes causadas por diferencas
no grau de refinamento ou extracao dos produtos farinaceos, além da influéncia de
fatores relacionados a condicdes meteoroldgicas, tipo de solo, manejo de
fertilizantes nitrogenados e genétipo (FERREIRA et al., 2002; SOUZA et al., 2004,
OTTESON et al., 2008).

Estas variagdes foram demonstradas em um estudo realizado em Manitoba,
Canada no periodo de 3 anos (1997, 1998 e 2000) com graos de trigo, onde se
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concluiu que a variagao no teor de ferro e zinco estao relacionados com a data de
semeadura, combinacgao solo-fertilizante nitrogenado e quantidade de ferro e zinco
presente naturalmente no solo (XIAOPENG et al., 2012).

No caso dos pées especiais a falta de uniformidade ocorre, provavelmente,
por causa da adicao de varios tipos de gréaos, que em sua composicao natural ja
contém ferro e zinco, demonstrado na tabela 5.

Em estudo realizado por RASCO et al. (1990), com elaboracédo de pao com
diferentes tipos de gréaos (trigo e cevada), farelo de trigo e fibras (soja e aveia),
constataram variagdes, no produto final (pao), nos teores de ferro total e solavel e
zinco total e soluvel de acordo com o ingrediente utilizado.

Outra provavel causa para a variagao no teor de zinco € a quantidade de
grédos adicionados na elaboracdo dos paes especiais. Esta quantidade nao é
definida por nenhuma legislagdo, ficando cada fabricante livre para adotar o
critério desejado.

Tabela 5. Teor natural de ferro e zinco em gréaos

Graos Teor Fe (mg 100g™) | Teor Zn (mg 100g™) Referéncia
gergelim 10,5 ASSUMPCAO, 2008
linhaca 4,7 4.4 TABELA TACO, 2006
milho 3,4 2,1 CASTRO, et al., 2009
castanha caju 5,2 4,7 TABELA TACO, 2006
aveia 4,4 2,6 TABELA TACO, 2006
quinoa 7,5 7.4 LOPES, et al., 2009
trigo 7,9 5,6 NUNES et al., 2001
amaranto 7,6 3,2 COLE, 1979
triticale 4,5 2,7 BRUM et al., 1999

Através dos resultados obtidos observou-se um maior teor de zinco na
marca C (média 2,7 mg 100 g') do pdo 9 grdos em comparacdo as marcas A
(média 2,3 mg 100 g "), B (média 1,6mg 100 g"') e C (média 2,0 mg 100 g™') do

83



pao 12 graos, cuja causa provavel seja a variedade de graos adicionados por cada
fabricante em relacdo ao mesmo tipo de pao.

Em 1978, a Resolucdo CNNPA n? 12 da ANVISA determinava a fabricacao
do péao integral com no minimo 50% de farinha de trigo integral. Porém, esta
resolucao foi revogada pela Resolucao RDC n® 90 de 17 de outubro de 2000
(ANVISA, 2000) que determina, obrigatoriamente, a fabricacdo do pao integral
com farinha de trigo, farinha de trigo integral e/ou fibra de trigo ou farelo de trigo,
no entanto, sem estabelecer quantidade minima de farinha de trigo integral.

De acordo com dados do IBGE sobre pesquisa de Aquisicdo Alimentar
Domiciliar realizada no periodo de 2008 a 2009, o consumo de pao de forma
industrializado foi de 0,855 Kg/pessoa/ano, o que equivale a 2,3 g/pessoa/dia.
Assim considerando-se esta quantidade, o consumo de p&o industrializado
tradicional e especial, fornecem menos de 1% das recomendacdes nutricionais
para adultos de ferro e zinco, de acordo com a ANVISA (2005) que € de 14 mg/dia
e 7 mg/dia, respectivamente. Mas se consideramos que a ingestao de uma pessoa
seja em média 2 fatias de pao por dia, equivalente a 50 g ( ANVISA, 2008) e que
o teor médio de ferro e zinco no pao tradicional foi de 4,2 mg 100g™ e 0,51 100g™
respectivamente, e nos paes especiais 3,2 mg 100g'de ferro 2 mg100™ de zinco,
0 pao tradicional forneceria em média 15,0% de ferro e 4,0% de zinco, enquanto
que os péaes especiais forneceriam em média 11,4% de ferro e 14,3% de zinco das
recomendagdes para adultos. Nota-se, entdo, que o consumo de pao tradicional
forneceria uma maior quantidade de ferro em relacdo aos paes especiais,
enquanto que os paes especiais forneceriam uma quantidade maior de zinco.

Vale ressaltar que em geral, tanto o péo tradicional quanto os especiais nao
sdo consumidos isolados, podendo haver interagdes com outros alimentos e a
quantidade destes minerais absorvida, pode ser aumentada ou diminuida de
acordo com o alimento que acompanhara o consumo do mesmo.

Outro aspecto importante a ser observado € a razdo molar entre ferro e

zinco, apresentado na Tabela 6 abaixo.
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TABELA 6. Razao Molar Fe:Zn

Amostra Marca Razao Molar
TRADICIONAL A 12:1
B 5:1
C 8:1
INTEGRAL A 2:1
B 3:1
C 1:1
7 graos A 3:1
B 2:1
C 1:1
9 graos A 2:1
B 1:1
C 1:1
12 graos A 2:1
B 2:1
C 2:1

PEDROSA e COZOLLINO (1993), através de um estudo realizado sobre o
efeito do ferro na biodisponibilidade de zinco, constataram que a proporgdo em
torno de 4:1 (Fe:Zn) é desfavoravel para o aproveitamento do zinco.
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Através dos resultados obtidos neste trabalho, constatou-se que o péao
tradicional possui uma razao molar Fe:Zn maior que 4:1, podendo, assim,
prejudicar o aproveitamento do zinco pelo organismo.

Os outros paes (especiais), apresentaram razdo molar Fe:Zn adequada ao
aproveitamento dos dois nutrientes. Porém, vale ressaltar que os paes especiais
apresentam alta quantidade de fibras e fitatos, que podem comprometer a
absorgéo dos dois minerais pelo organismo.

Os paes especiais, provavelmente, apresentaram razdo molar Fe:Zn
adequada por possuirem um teor maior de zinco decorrente dos graos presentes
em sua formulacdo, enquanto que o pao tradicional possui apenas o zinco
naturalmente presente na farinha.

O alto valor no teor de ferro encontrado no péo tradicional da marca A é
preocupante, devido as propriedades oxidantes do ferro, estando relacionada a
diversos problemas de saude.

3.2. Determinacao Umidade

A umidade foi determinada conforme procedimento descrito no item 2.2..

O ensaio de repetitividade indicou coeficiente de variagdo inferior a 2 %,
conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados para ensaio de repetitividade de umidade

Amostras de
paes TRADICIONAL | INTEGRAL 7 graos 9 graos 12 graos
33,8 32,0 39,3 34,3 34,0
33,8 31,7 38,0 33,3 33,8
33,8 31,7 38,1 33,2 33,4
33,9 31,7 38,0 33,2 33,9
33,9 31,9 39,3 33,2 33,9
34,0 31,8 38,0 33,0 33,8
34,0 31,7 38,0 33,1 33,7
média 33,9 31,8 38,4 33,3 33,8
DP 0,1 0,1 0,6 0,4 0,2
CV (%) 0,2 0,3 1,7 1,3 0,6
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As tabelas 8 e 9 apresentam o teor de umidade dos paes analisados, bem

como as faixas de concentragdes e a analise estatistica dos resultados.

Tabela 8. Teor de Umidade, concentracGes e analise estatistica

Amostra Marca Lote Faixadeconc. % Umidade CV% F* F*
P&ao Industrializado % Umidade M + DP entre lotes entre marcas
TRADICIONAL A 1 33,6 - 34,0 33,8+0,2 0,6 24,9 8,0
2 34,7 - 35,1 349+0,2 0,7
3 34,4 -34,6 345+0,1 0,3
B 1 33,7 -33,8 33,8+0,0 0,0 1,4
2 32,7 - 33,2 33,0+0,3 4,9
3 32,8-329 329+0,1 0,1
C 1 34,2-34,4 34,3+0,1 0,4 6,2
2 34,7 - 35,4 35,0+0,3 0,9
3 34,7 - 35,2 349+0,3 0,8
INTEGRAL A 1 35,5-35,9 35,7+ 0,2 0,5 15,9 22,3
2 35,3-35,9 35,7+0,4 1,0
3 36,7 - 37,0 36,9 +0,1 0,2
B 1 30,8-31,3 31,1+0,3 0,8 61,6
2 32,8-32,8 32,8+0,0 0,0
3 31,7 - 32,1 31,9+0,2 0,6
C 1 29,9-30,2 30,1 +0,1 0,4 8,8
2 32,2- 32,4 32,3+0,1 0,4
3 30,6 - 32,8 32,0+1,2 3,8
7 graos A 1 37,2-384 37,9+0,6 1,7 1,0 18,3
2 38,2 -39,0 38,5+0,5 1,2
3 37,8 - 38,6 38,2+04 1,1
1,0
B 1 32,1-32,3 32,2+0,1 0,3
2 27,8 -27.,8 27,8 +0,0 0,1
3 32,0 - 33,1 32,4+0,6 2,0
C 1 33,6 - 33,7 33,6 +0,0 0,1 0,0
2 33,4 - 33,8 33,6 +0,2 0,6
3 33,4 - 33,8 33,6 +0,2 0,8
9 graos A 1 34,1-344 34,2+0,2 0,6 17,9 9,8
2 33,0- 33,6 33,2+0,3 1,0
3 33,2-34,3 33,6 +0,6 1,8
B 1 31,5-31,8 31,7+0,2 0,5 7,9
2 32,1-32,2 32,1+0,1 0,2
3 31,8-32,0 31,8+0,2 0,5
C 1 32,9 - 33,0 33,0+0,0 0,1 150,6
2 33,2-33,5 33,3+0,1 0,4
3 34,3 -34,6 34,5+0,1 0,4

*F Calculado, F tabelado 5,1
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Tabela 9. Teor de Umidade, concentracées e analise estatistica

Amostra Marca Lote Faixadeconc. % Umidade CV% F* F*
P&ao Industrializado % Umidade M + DP entre lotes entre marcas
12 graos A 1 34,0-34,2 34,1 +0,1 0,3 14,9 1,4
2 34,0 - 34,1 34,0+0,1 0,2

3 34,2-345 34,4 +0,1 0,4

B 1 35,1-35,2 35,1+0,0 0,1 42,4
2 35,3 - 35,6 35,0%0,2 0,5
3 36,0 - 36,3 36,2+0,2 0,4

C 1 36,4 - 36,6 36,5+ 0,1 0,3 47,7
2 34,1 -34,7 34,3+0,4 1,1
3 33,4-34,4 33,8+0,5 1,5

*F Calculado, F tabelado 5,1

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de varidncia ANOVA
fator unico, ao nivel de 95% de confianga, indicando diferenga significativa entre
os lotes da marca A e C e entre as marcas A, B e C do péo tradicional; entre os
lotes e entre as marcas A, B e C do pao integral; entre as marcas A, B e C do pao
7 graos; entre os lotes e as marcas A, B e C do pao 9 graos e entre os lotes das
marcas A, B e C. Entre os lotes das marcas A, B e C do pao 7 graos e entre as
marcas A, B e C do pdo 12 grdos ndo houve diferenga significativa.

Por nao existir recomendacao especifica em relagdo ao coeficiente de
variagao (CV) para anadlises realizadas em ftriplicatas, foi utilizado como parametro,
o recomendado no Guia para Validacdo de Métodos Analiticos da ANVISA (2003)
onde os resultados ndo devem exceder 15% de CV. A variagdo obtida nos
resultados em relacdo ao CV para a umidade foram de 0 a 4,9% , estando assim,
dentro do recomendado pela ANVISA.

Os valores encontrados para o parametro de umidade para o péao
tradicional estdo de acordo com a resolucao da ANVISA RDC n? 90 de 18 de
outubro de 2000 o valor maximo para o teor de umidade em pao preparado,
exclusivamente, com farinha de trigo comum ou farinha de trigo especial
(sémola/semolina de trigo) deve ser de 38%, contudo para os outros tipo de paes
nao existe legislacdo. Porém, com excecao dos lotes 1 e 2 da marca A do pao tipo
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7 graos, os outros paes estdo de acordo com a resolucdo da ANVISA (2000),

mesmo nao sendo preparados exclusivamente com farinha de trigo.

3.3. Analise de PCA

Com o objetivo de avaliar a distribuicao de ferro, zinco e umidade nas amostras
de pées disponiveis comercialmente, foi realizada uma Andlise por Componentes
Principais (PCA) modelada com 3 componentes principais, ferro (Fe), zinco (Zn) e
Umidade (Um) correspondendo a 100% de informacao dos dados conforme a
Figura 1.

Para facilitar a representacado dos dados utilizou-se as seguintes notacdes para
as amostras de paes:

01 a 09 - pao tradicional (1 a 3 marca A; 4 a 6 marca B; 7 a 9 marca C)

10 a 18 - p&o integral (10 a 12 marca A; 13 a 15 marca B; 16 a 18 marca C)

19 a 27 - pao 7 graos (19 a 21 marca A; 22 a 24 marca B; 25 a 27 marca C)

28 a 36 - pao 9 graos (28 a 30 marca A; 31 a 33 marca B; 34 a 36 marca C)

37 a 45 - pao 12 gréos (37 a 39 marca A; 40 a 42 marca B; 43 a 45 marca C)
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Os dados obtidos pela analise de PCA demonstraram um maior teor de ferro
na marca A do pé&o tradicional e um maior teor de zinco na marca C do péo 9
gréos. Apesar desta classificagdo, os dados da andlise indicaram haver pouca
homogeneidade na distribuicdo de ferro e zinco entre lotes e marcas nao sendo
possivel uma classificacdo das amostras em relagdo a concentragcdo dessas
variaveis de acordo com o tipo de pao. O ferro e o zinco se distribuem
aleatoriamente nas amostras em decorréncia da distribuicao heterogénea de ferro
nas farinhas e do tipo de gréo utilizado em cada tipo de péao.

Para o teor de umidade nao foi possivel uma classificacdao dos diferentes tipos

de paes, pois 0s mesmos nao apresentaram nenhum tipo de agrupamento.
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4. Conclusoes

Para as amostras analisadas foram encontradas variacbes nos teores de
ferro e zinco, indicando assim uma falta de uniformidade tanto entre lotes da
mesma marca, como também em marcas diferentes para o0 mesmo tipo de péo.
Esse comportamento pode acarretar problemas na avaliacdo dos resultados da
campanha de fortificacdo de alimentos, ja que a diferenca do teor dos minerais
analisados foram encontrados inclusive em lotes diferentes da mesma marca.

N&o existe ainda legislacdo que regulamente a formulacdo de paes
especiais, assim cada fabricante pode usar os ingredientes que desejar. Em
consequéncia disto, os teores de ferro e zinco variam bastante, provavelmente,
em fungao das diferengas nos tipos e/ou quantidades de graos adicionados.

Outro dado de grande importancia obtido neste trabalho é que a razéo
molar entre ferro e zinco para os paes tradicional estd acima dos padroes
desejados (4:1), o que pode ser desfavoravel para o aproveitamento do zinco.

Sendo assim, € de grande importancia que seja aperfeicoada a adicao e
homogeneizacdo de micronutrientes nos veiculos fortificados, como a farinha, e a
criacdo de uma legislacdo sobre o produto final, que utiliza como ingrediente
principal os veiculos fortificados e graos.
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CONCLUSOES GERAIS

O método desenvolvido e validado para determinagéo de ferro e zinco em
paes industrializados se mostrou adequado, simples e rapido, sendo assim
importante ferramenta para avaliagao da fortificagéo alimentar.

Nos paes tradicional e especiais analisados observou-se que eles fornecem
menos de 1% das recomendag¢des nutricionais para adultos de ferro e zinco, de
acordo com a ANVISA (2005) que é de 14 mg/dia e 7 mg/dia, respectivamente.
Mas se consideramos que a ingestdo de uma pessoa seja em média 2 fatias de
pao por dia (equivalente a 50 g, ANVISA ) e que o teor médio de ferro e zinco no
pao tradicional foi de 4,2 mg 100g™" e 0,51 mg 100g™ respectivamente, e nos paes
especiais 3,2 mg 100g™" de ferro 2 mg100™ de zinco, o pao tradicional forneceria
em média 15% de ferro e 4% de zinco, enquanto que 0s paes especiais
forneceriam em média 11,4% de ferro e 14,3% de zinco das recomendagdes para
adultos.

Outro dado de grande importancia obtido neste trabalho € que a razéo
molar entre ferro e zinco para os paes tradicional estd acima dos padrdes
desejados (4:1), o que pode ser desfavoravel no aproveitamento do zinco.

N&o existe ainda legislacdo que regulamente a formulacdo de pées
especiais, assim cada fabricante pode usar o que desejar. Em consequéncia disto,
os teores de ferro e zinco variam bastante, provavelmente, em fungdo dos graos
adicionados. Assim, alguns pées elaborados com menos tipo de graos
apresentaram maiores concentracées de ferro e zinco quando comparados aos
paes elaborados com mais tipos de graos.

Sendo assim, € de grande importancia que seja aperfeicoada a adicao e
homogeneizacdo de micronutrientes nos veiculos fortificados, como a farinha, e a
criacdo de uma legislacdo sobre o produto final, que utiliza como ingrediente
principal o veiculo fortificado e graos.
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