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RESUMO

Estudos através de diferentes metodologias de analise de composi¢do de alimentos parecem
uma alternativa de extrema importancia na determinacdo da exatiddo de métodos e de
procedimentos laboratoriais. O presente trabalho se propoe a avaliar a capacidade preditiva
das equagdes propostas na literatura para andlise de composi¢ao centesimal através da andlise
elementar em dietas mistas, assim como analisar a influencia do preparo de amostra por
diferentes métodos de secagem, e avaliar a variabilidade intrinseca ao método e a amostra
correlacionando-as com os métodos oficiais. Dietas mistas, caracterizadas pela refeicao
almoco (n=40) foram coletadas, processadas e homogeneizadas, dessecadas a peso constante
em dois diferentes métodos: liofilizagao e secagem convencional (estufa a 105°C). Amostras
liofilizadas foram destinadas a anélise elementar de composi¢do quimica através da aplicacao
das equagdes propostas por Kumae, 2000. As amostras dessecadas em estufa foram também
destinadas a andlise elementar. A variabilidade foi avaliada de acordo com resultados de
analise elementar versus quimica na estimativa dos principais elementos (Carbono,
Hidrogénio, Nitrogénio e Oxigénio) e da andlise quimica (métodos oficiais). O estudo de
exatiddo de métodos foi delineado partindo de correlagdo e regressao linear. As amostras
demonstraram uma ampla variagdo de resultados para os macronutrientes avaliados: gordura
total (1,65-9,11%), proteina bruta (16,56-35,54%), carboidratos totais (51,12-74,62) quando
as dietas foram analisadas por metodologia oficial, demonstrando a dificuldade de
padronizagdo de dietas quando avaliadas por base de dados obtidos em laboratorios. Das
amostras analisadas, 13 (32%) exibiram CV > 5% para hidrogénio com coeficiente de
variagdo médio de 41,31%, 9 amostras (22%) para nitrogénio e 1 amostra (2,5 %) para
carbono, onde estas varia¢des refletem diretamente nos percentuais dos demais elementos, em
especial para o oxigénio. A variabilidade da andlise elementar parece estar diretamente
relacionada a obtencdo de dados percentuais de elementos, uma vez que a aplicacdo das
equagoes esta ligada a quantificacdo com baixa variacdo e conseqiiente maior repetibilidade
dos dados. Uma correlagdo significativa entre os dois métodos foi observada (r=0,82907) para
a proteina assim como para o N-total (r=0,90745), e fraca correlagdo para lipideos e
carboidratos. A analise direta do percentual de oxigénio podera trazer ao estudo de exatidao
do método propondo elucidagdes quanto a baixa correlagdo encontrada para carboidratos e
lipideos. A etapa pré-analitica considerando a liofilizagdo e a secagem definitiva como pré-
tratamento das amostras, ndo influenciaram os valores obtidos de correlacio do método
alternativo. A analise elementar consiste numa razoavel ferramenta para a composi¢ao
quimica de alimentos e dietas apresentando inumeras vantagens como rapidez, simplicidade,
custo e mao-de-obra reduzidos, porém necessita de mais estudos para elucidacdo de
variabilidade intrinseca da técnica.

Palavras chaves: analise elementar, composi¢ao quimica, dietas



ABSTRACT

Studies using different methods of analysis of food composition seem an alternative of
extreme importance in determining the accuracy of methods and laboratory procedures. This
study aims to evaluate the predictive ability of equations proposed in the literature for analysis
of proximate composition by elemental analysis in mixed diets, as well as examine the
influence of sample preparation by different methods of drying, and assess the variability
inherent to the method and correlating them with the official methods. Mixed diets,
characterized by the lunch meal (n = 40) were collected, processed and homogenized,
desiccated to constant weight in two different methods: freeze drying and conventional drying
(oven at 105 ° C). Samples were dried for elemental analysis and chemical to chemical
composition by applying the equations proposed by Kumae, 2000. The sample dried in an
oven for elemental analysis and estimated as the fractions of the major macronutrients
(protein, carbohydrates and lipids). Analysis of variability was assessed according to results
of elemental analysis versus chemical in their estimation of the main elements (Carbon,
Hydrogen, Nitrogen and Oxygen) and chemical analysis. The study of accuracy of methods is
designed based on Linear Regression and Correlation. The samples showed a wide range of
results for the evaluated nutrients: total fat (1,65-9,11%), crude protein (16,56-35,54%), total
carbohydrates (51,12-74,62) when the diets were analyzed by official methodology for the
macronutrients demonstrating the difficulty of standardization of diets when based on data
obtained in nutritional tables. Of the samples analyzed, 13 (32%) showed CV> 5% for
hydrogen with average coefficient of variation of 41.31%, 9 samples (22%) for nitrogen and 1
sample (2.5%) for carbon, where these variations directly reflect the percentage of other
elements, especially for oxygen, obtained by difference. The variability of the elemental
analysis appears to be directly related to the percentage of obtaining data elements, since the
implementation of the equations related to the quantification with low variation and greater
repeatability of data. A significant correlation between the two methods was observed (r =
0.82907) for protein and for the N-total (r = 0.90745) and low correlation for lipids and
carbohydrates. Direct analysis of the perceptual of oxygen could bring the study of accuracy
of the method proposed clarifications on the low correlation found for carbohydrates and
lipids. The pre-analytical phase, considering the final lyophilization and drying as the pre-
treatment samples, did not influenced the values of the correlation method. The elemental
analysis is a new method proposed for the chemical composition of foods and diets has many
advantages such as speed, simplicity, cost and labor-reduced, but needs further studies to
elucidate intrinsic variability of the proposed technique.

Keywords: elemental analysis, chemical composition, dietary
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1. APRESENTACAO

Os primeiros trabalhos sobre a composi¢ao quimica dos alimentos foram realizados
com o objetivo de identificar e determinar as caracteristicas dos principios nutritivos que

regulam a vida e saude humana, bem como os mecanismos envolvidos nestes processos

(CECCHI, 2003, GREENFIELD et al, 2006).

As informacodes sobre o quantitativo de nutrientes em dieta sempre partiram de tabelas de
composicdo quimica de alimentos que, atualmente, foram informatizadas constituindo bases
de dados, amplamente utilizadas pelos setores da agricultura, industria alimenticia, saude

publica entre outros (RAND et al, 1997; FAO, 2004).

Os dados de composi¢do de alimentos sdo empregados em nivel nacional e internacional
para a descricdo do valor nutricional de produtos alimenticios e suplementos (rotulagem de
produtos), no planejamento de dietas para coletividades sadias e enfermas, e principalmente
em estudos de investigagdo de consumo alimentar e seus efeitos sobre a saude, reproducao,
crescimento e desenvolvimento do organismo humano, permitindo o tragcado de perfis
alimentares e nutricionais de individuos e populacdes. Portanto, o conhecimento da
composi¢ao quimica de dietas ¢ apontado como um dos critérios para avaliacdo do estado
nutricional de individuos e de populagdes constituindo um instrumento para o monitoramento
da ingestdo de nutrientes e orientagdo dietética (DWYER, 1994; SALAY, 2005;
PENNINGTON, 2007; ZUZANNE et al, 2008).

Entretanto, a composi¢ao quimica de alimentos e preparagdes pode apresentar variagoes
decorrentes do cultivar, tipo de solo, clima, condi¢gdes de armazenamento e principalmente
modo de preparo, consideradas como um ponto de estrangulamento para a ado¢ao e utilizacao
das tabelas de composicdo de alimentos, apontadas como responsaveis pela diversidade de
resultados encontrados quando da avaliagao de macro e micronutrientes de dietas (VIEIRA et

al, 2007; FERREIRA et al, 2007).

A complexidade quimica de dietas processadas bem como da interagdo entre os

nutrientes que a compde tem exigido da ciéncia o desenvolvimento de métodos de analise
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quimica cada vez mais acurados, tendo em vista a demanda por esclarecimentos da relacao

entre consumo alimentar ¢ o bindmio saude-doenga (GREENFIELD et al, 2006).

Na tentativa de minimizar o problema apresentado o método de analise quimica direta
da dieta em duplicata , assim denominada por considerar a analise laboratorial da duplicata do
alimento, da refeicdo e da dieta consumida, tem sido a forma utilizada em inquéritos
alimentares para suprir as deficiéncias metodologicas, desde a infidelidade da informagao
prestada pelo entrevistado, as falhas de padronizagdo de utensilios e proporcdes de
ingredientes nas preparacdes, até a falta ou controvérsias de resultados que constituem as

bases de dados de composicao de alimentos (RIBEIRO et al, 2003; MAIHARA et al, 2006).

Tendo em vista as condigdes a que sdo submetidas as amostras de alimentos durante os
procedimentos pré-analiticos, questiona-se a interferéncia das técnicas utilizadas no resultado
final da analise, a exemplo do que ocorre com a desidratagdo prévia da amostra. Para tanto, a
liofilizagdo ¢ um método utilizado em substituicdo ao método tradicional de secagem em
estufa, por conferir um efeito minimo quanto a modificagdes quimicas na matriz alimenticia

(FELLOWS, 2006).

O emprego de diferentes metodologias de andlise de composicao de alimentos mostra-
se uma alternativa importante na busca de métodos e procedimentos laboratoriais
simplificados, confiaveis do ponto de vista de exatiddo e de facil aplicacdo em estudos
epidemioldgicos de consumo alimentar. Neste contexto, as ciéncias da Nutri¢ao e da Quimica
Analitica buscam complementaridade, tendo em vista, a evolugdo destas duas areas de
conhecimento, destacando-se o aprimoramento de técnicas seletivas e avangadas, para
confronto de exatiddo de antigos e novos métodos quimico-analiticos, para efeito de

limitagcdes compativeis e validacdo (SALAY, 2005).
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade preditiva de equagdes empregadas em andlise elementar para a anélise

de composicao quimica de dietas mistas.

1.2.2 Objetivos Especificos

Identificar interferéncias do método de secagem da amostra na fase pré-analitica nas

determinagdes de analise elementar.

Analisar a variabilidade intrinseca do método de analise elementar comparada com métodos

oficiais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DOS ALIMENTOS

2.1.1 Historico evolutivo da analise de alimentos

A andlise de alimentos e dos seus componentes quimicos ¢ um dos principais assuntos
a serem ressaltados no dominio da Ciéncia da Nutri¢do. O objetivo principal da anélise ¢
conhecer a composi¢do quimica do alimento, além de verificar a identidade e pureza de seus
componentes, sejam eles de natureza organica ou inorganica (CECCHI, 2003; SILVA et al,

2006).

Os dados sobre nutrientes e outros componentes presentes nos alimentos, in natura €
processados, sdo necessarios em inumeros campos de conhecimento, tais como nutrigao,

saude, agricultura, comércio, marketing, e indastria (SALAY, 2005).

Pode-se considerar que o estudo sistematico da composi¢ao de alimentos, teve inicio
no século XVIII, com as descobertas de Lavoisier (1780) demonstrando a natureza da
combustdo e a relacdo com o processo de producdo de energia em relagdo ao alimento

(CARPENTER, 2003; KOIVISTOINEN, 1996).

Segundo Guintini (2006), no século XVIII Rouel identificou a quimica de varios
componentes em material animal e vegetal por aplicagdes sucessivas de solventes organicos.
Frederich John desenvolveu vérios métodos de andlise quimica para vegetais e compilou
dados de outros autores para cinzas em vegetais; Pearson (1795) realizou a primeira analise
quantitativa em alimentos (batatas) estimando a propor¢ao de dgua, amido, material fibroso,
cinzas e outras eventuais substincias, além de reconhecer a existéncia de lipidios, acidos e

acucar (CARPENTER, 2003; KOIVISTOINEN, 1996).

Durante o século XIX surgiram inumeros avangos com relacdo ao esclarecimento
sobre a producdo de energia a partir de alimentos, estabelecendo relagdes funcionais de cada

nutriente. Gay-Lussac e Thenard (1811) realizaram andlises quantitativas de Carbono,
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Hidrogénio e Nitrogénio. Magendie (1816) identificou diferencas entre carboidratos, proteinas
e gorduras nos alimentos. Liebig (1851) dividiu os alimentos em protéicos € ndo protéicos e
compilou uma tabela com o teor nutritivo de uma lista de alimentos. Por outro lado, dados
sobre a quantidade de energia produzida na combustiao dos alimentos usando um calorimetro
foram publicados por Frankland em 1866. Rubner e Atwart realizaram estudo do conteudo de
energia bruta de alimentos, usando bombas calorimétricas (SOUTHGATE, 1970;
BUCHHOLZ et al, 2004).

Na Alemanha em 1865, o grupo comandado por Henneberger e Stohmann deu inicio a
andlise de composi¢do centesimal em ra¢do animal desenvolvendo o método de Weende, em
homenagem a Estacdo Experimental de Weende. O método denominado proximal, por
considerar os resultados de forma estimativa, ¢ o marco de analise de composi¢ao centesimal
em ra¢do animal e alimentos. O objetivo principal do grupo era obter a classificagdo mais
ampla possivel dos componentes da matriz alimenticia com um nivel méaximo de
estratificacdo quimica. O sistema de Weende foi concebido em um momento em que se
conhecia parcialmente a quimica dos componentes nutricionais. Nao obstante, a analise
proximal, constituiu a base para o desenvolvimento dos atuais métodos oficiais (AOAC),
empregados nas analises de composi¢cdo quimica de alimentos e bebidas, ragdes animais,
inclusive com aplicacdes para fins legais de padrdo de identidade de alimentos e produtos
alimenticios, determinagcdo de fraudes e adulteragdes em nivel nacional e internacional

(BUCHHOLZ et al, 2004; CHURCH, 2006; GUINTINI, 2006).

Os maiores avangos no campo de estudo em andlise de alimentos ocorreram no século
XX, quase sempre, associado com o refinamento de métodos de andlise e elaboracao de
tabelas de composicao de alimentos em diversos paises. Mitchell (1924) aprimorou estudos
sobre a qualidade protéica, determinada pela medida do balango nitrogenado em animais. Em
1930 Rose e colaboradores iniciaram experimentos sobre as proteinas e seus aminoacidos,
purificando dietas e avaliando o balango nitrogenado em animais, em fun¢do de cada
aminoacido. Em 1941 Jones sugeriu a substituicdo do fator de conversdo 6,25 até entdo
utilizado como padrao unico para o célculo de proteina em alimentos, por fatores especificos,
considerando a composi¢do em aminoacidos de cada alimento, assim como a presenca de
outros compostos nitrogenados. Em 1957, Rose e colaboradores definiram o que seriam os
aminoacidos essenciais. Ainda no inicio do século XX ocorreram grandes progressos na

identificagdo de vitaminas e do papel dos minerais na nutricdo, surgindo tabelas
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complementares de composicao de alimentos. Apos a II Guerra Mundial a FAO estimulou
estudos sobre a composi¢ao de alimentos, através de cooperagdo internacional. Durante as
décadas de 70 e 80, houve acentuado avango na area de analise de alimentos, quando foram
desenvolvidos métodos mais precisos e confiaveis, sendo possivel a identificacdo de proteinas
e seus isomeros por HPLC (High Performance Liquid Chromatography) (AUGUSTIN, 1994;
KOIVISTOINEN, 1996).

2.2 METODOS APLICADOS PARA A ESTIMATIVA DE COMPOSICAO QUIMICA
DOS ALIMENTOS

Existem duas categorias basicas de métodos de andlise de alimentos: os métodos
convencionais ¢ os métodos instrumentais, baseados em quimica estequiométrica conhecida
como o N-total (exemplo de método convencional), ou propriedades especificas nutricionais,
tais como vitaminas e minerais, exemplificando os métodos instrumentais como HPLC para

determinagdo de vitaminas e absorc¢ao atdmica na analise de minerais (CECCHI, 2003).

Os métodos convencionais empregam instrumentacdo pouco sofisticada, ou seja,
vidrarias, reagentes e/ou equipamentos automatizados, porém de facil manuseio, a exemplo
do que ocorre na etapa de destilagdo durante a determinagdo de N-total. Geralmente os
resultados sdo expressos segundo relagdes estequiométricas bem estabelecidas (IAL, 2008;

SILVA, 2006).

Os métodos instrumentais, por sua vez utilizam equipamentos eletronicos mais
sofisticados, associados a propriedades fisicas da matéria, através das interagdes existentes
entre a matéria e energia (absor¢do, emissdo e fluorescéncia) o que propicia leituras mais
confiaveis, além de maior especificidade, sensibilidade e precisdo dos resultados. Como
exemplos podem ser citados: leituras de absor¢do de radiagdes nas faixas de comprimento de
onda compreendidas no UV e Visivel e infravermelho utilizados para matéria organica e
absor¢do e emissao atdmica utilizados para determinagdes analiticas em matéria inorganica

(EWING, 1972; SOARES, 2006).



20

Atualmente, os métodos convencionais vém sendo substituidos paulatinamente por
métodos instrumentais, levando-se em consideracdo aspectos relativos a natureza das
substancias e nutrientes envolvidos, a matriz alimenticia, custos, disponibilidade instrumental

e de possibilidade de automagéo (GUIMARAES et al, 2002).

2.2.1 Avaliacao e eleicao de métodos analiticos

Para a obtencdo de dados fidedignos sobre a composicdo quimica de nutrientes dos
alimentos ¢ imprescindivel a escolha correta do método analitico para determinado composto,
bem como sua aplicagdo metodoldgica, tendo como critério a exatidao, considerando a matriz

alimenticia (SOUTHGATE et al, 2002).

Em alguns paises, a eleicdo do método analitico para produtos alimenticios pode estar
estabelecida na legislagdo. Em outros, a regulamentagdo permite utilizar métodos que
produzam resultados compardveis com os métodos oficiais, e correlagcdes estatisticas,
proporcionando estudos de exatiddo entre métodos, visando estabelecer novas metodologias

simplificadas e confidveis (DWYER, 1994; FAO, 2004).

Na atualidade ha varias limitagdes metodologicas na produgcdo de dados para
determinados nutrientes. A disponibilidade e idoneidade de métodos de analise para varios
nutrientes sao destacadas por Stewart, 1981 e tem sido atualizadas no Quadro 1, que apresenta
uma versdo revisada por Deharveng et al., 1999 em exame realizado para avaliar a
compatibilidade dos métodos. Os métodos BONS sdo aqueles avaliados amplamente em
ensaios realizados em colaboragdo entre varios laboratorios, os métodos ADEQUADOS tém
sido aqueles objetos de estudos mais limitados, ¢ os métodos classificados como NAO
ADEQUADOS PARA CERTOS ALIMENTOS, nao tem sido estudados em ampla variedade

de matrizes alimenticias.

No referido Quadro observa-se a auséncia de métodos para determinagdo de lignina e
alguns isomeros de folato. Por outro lado, observa-se ainda na quarta coluna do mesmo
quadro, que para determinac¢do de proteinas, nitrogénio ndo protéico, alguns acidos graxos,

cromo, ferro heme, cobalto, molibdénio e alguns isomeros de carotendides e vitamina K, os
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métodos existentes mostram-se inadequados para certos alimentos. Neste sentido organismos
internacionais relacionados a estudos em quimica analitica como a American Organization
Analysis Chemical (AOAC) e Food Agriculture Organization (FAO) / World Health
Organization (WHO), tém trabalhado na avaliagdo e melhoramento dos métodos, para
obtencdo de padrdes de referéncia que atendam o crescente interesse pela composicao dos
nutrientes nos alimentos e o monitoramento destes, impostos pela legislacio (SOUTHGATE

et al,2002; GREENFIELD et al, 2006).

Para Egan (1974), a eleicdo de um método deve considerar outros aspectos, tais como:
estabelecida mediante estudos em colaboracdo com interven¢ao de varios laboratorios;
métodos recomendados ou adaptados por organismos internacionais; métodos aplicaveis a

uma variedade de matrizes alimenticias (GREENFIELD et al, 2006).

O método eleito deve apresentar ainda caracteristicas de performance analitica fornecidos
pelos critérios de confiabilidade (especificidade, exatiddo, precisdo e sensibilidade) e de
exeqiiibilidade (rapidez, custos, conhecimento técnico, seguranga de operacao no laboratério)

(SOUTHGATE et al, 2002; GREENFIELD et al, 2006).



Quadro 1. Disponibilidade de métodos de analise para nutrientes (idoneidade dos

métodos).

22

vitamina Bg, folatos
totais, acido folico,
biotina, acido
pantaténico,
vitamina B,

Umidade Umidade
Compostos Nitrogénio Proteinas,
nitrogenados total, nitrogénio nao
aminoacidos protéico
Componentes Acidos graxos | Colesterol, Alguns acidos
lipidicos fosfolipideos, graxos
acidos graxos trans,
triacilglicerdis
individuais
Carboidratos e | Aglcares Fibra dietética total, Lignina
fibra dietética individuais, polissacarideos nao
amido, amilaceos
polissacarideos | individuais, amido
ndo amilaceos | resistente
Nutrientes Sodio, Selénio, magnésio, | Cromo, ferro heme,
inorganicos potassio, fltor cobalto, molibdénio
calcio,
magnésio,
fosforo, ferro,
cobre, zinco,
boro, cloro
Vitaminas Tiamina, Vitamina C, retinol, | Alguns isomeros de | Alguns
riboflavina, carotenoides, carotenoides, 1sOmeros de
niacina vitamina E, | vitamina K folatos
vitamina D,

Fonte: GREENFIELD & SOUTHGATE, 2006
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2.3 METODOS INSTRUMENTAIS APLICADOS A COMPOSICAO QUIMICA DE
ALIMENTOS

A evolucdo da quimica analitica e de novas tecnologias analiticas tem ampliado a
aplicagdo de instrumentos direcionados a superar, em termos analiticos, os métodos
convencionais, por vezes morosos, inespecificos para determinados compostos e dependentes
da qualificagdo técnica e laboratorial. Todavia, muitos destes métodos tém sido aperfeigoados
no intuito de produzirem resultados mais especificos, rapidos € com maior precisdo e

exatiddo, a fim de integrar e substanciar as tabelas de composi¢ao quimica dos alimentos.

2. 3.1. Espectroscopia de Infravermelho (I1V)

Este método instrumental baseia-se na absor¢ao da radiagdo eletromagnética na regiao do
infravermelho por grupamentos quimicos especificos, relacionada com o estiramento,
vibragdes e rotagdes moleculares, fornecendo um espectro complexo, que ¢ utilizado na
identificacdo e quantificacdo de compostos organicos nos alimentos. Recentemente, este
método vem sendo aplicado para a determinacdo da composi¢dao centesimal de alimentos e
refeicdes mistas, em andlises quantitativas (POMERANZ et al., 2000; SHON, et al., 2005;
SOARES, 2006; KIM, et al., 2007).

O citado método fundamenta-se na identificacdo de bandas especificas geradas nas regides
do IV proximal (A=0,7-2,5 um) acoplado ou nao ao interferometro de reflexdo interna
multipla para cada grupo de nutrientes, devido aos grupamentos especificos que absorvem em
determinados comprimentos de onda, além das faixas de IV médio (A=2,5-50 um) e distante
(A=50-1.000 um), utilizadas em geral para fins qualitativos (GIANGIACOMO et a.l, 2007,
KHODABUX et al.,2007).

Dennis, et al., 2006, em estudo realizado com refeigdes tratadas como ao natural e
compostas pelos trés grupos basicos de alimentos (vegetais, proteinas animais € graos e
cereais), verificou a determinagdo de bandas caracteristicas para os macronutrientes na faixa
de comprimento de onda variando de 400 a 2498nm, sendo destacadas as principais, a saber:

para umidade, banda em 1400nm devido ao grupamento —OH; para proteina, bandas em
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1692nm e 2070-2306nm, devido aos grupamentos N-amida e estiramentos H,
respectivamente; para carboidratos em 1702 e 2000-2300nm, devido aos grupamentos O e
H— C- H; para gorduras apresentaram melhor absor¢do na faixa de comprimento de onda de
1728 — 1782nm, devido as ligacdes do tipo C— H ; com relacdo a composi¢ao de energia
foram somadas as bandas relacionadas aos lipidios (1210nm, 1398nm, 1726nm, para as
ligagdes tipo C— H), as dos carboidratos (2282nm para — OH e C — C, para o amido). Os dados
quantitativos obtidos quando comparados a métodos oficiais por estudos de correlagdo,
apresentaram forte correlacao linear. Entretanto, novas calibragdes sdo sugeridas para teste de
validagdo de distintas matrizes, assim como maior nimero de amostras dentro dos subgrupos

de diferentes tipos de refeicdes (DENNIS, et al, 2006).

Recentemente, outros estudos foram realizados aplicando essa metodologia para
determinagdo de fibra dietética em alimentos, teor de umidade, proteinas e aglicar total em
café. Também foi utilizada para determinagdo de valor energético, carboidratos, proteina e
gordura em formulas infantis e leite em po6. Os resultados dos trabalhos citados mostraram-se
satisfatorios, servindo de base para a validacdo dessa metodologia na determinacdo da
composi¢ao quimica de alimentos (KIM et al, 2006; MORGANO et al, 2008; MORGANO et
al, 2005; MORGANO et al, 2007; MOROS et al, 2007).

2.3.2. Ultra-som

O desenvolvimento da metodologia por ultra-som ¢ fundamentado no principio de que o
movimento de qualquer onda ¢ afetado pelo meio de propagagdo, permitindo o fornecimento
de informacgdes acerca desse meio a partir da analise da transmissao ou da reflexdo dos sinais

gerados (FELLOWS, 2006).

A técnica de ultra-som utiliza ondas sonoras de alta freqiiéncia (acima da percepcao
auditiva humana) que imprimem forg¢as intermoleculares aos materiais em teste. As oscilagdes
de compressdao ou descompressao das ondas ultra-sonicas causam oscilagdes no arranjo
molecular da amostra, que responde com forgas de atragdo ou repulsdo intermoleculares. As
amplitudes de deformagdo nas ondas ultra-sonicas sdo extremamente pequenas, tornando a
técnica ndo destrutiva, o que representa uma oportunidade na caracterizagao de produtos

alimenticios notadamente na base imida. Assim sendo, o ultra-som de baixa intensidade tem
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sido aplicado para determinar caracteristicas fisico-quimicas em alimentos, destacando-se por
ser uma técnica rapida, ndo-destrutiva, precisa e automatizada, sem extensa preparacdo da

amostra (MULET et al, 1999; SAGGIN et al, 2001).

A medida da composi¢do do alimento ¢ dada pela relacdo da velocidade das ondas de
ultra-som em meio aquoso e os solidos dissolvidos, observando-se um aumento da velocidade
proporcional ao teor de dgua no alimento e do aumento da temperatura. Por outro lado o
inverso ocorre quando ha presenca de gordura. Neste caso a velocidade ¢ reduzida
independente do aumento da temperatura (CHANAMAIL McCLEMENTS, 1999; MULET et
al, 2002).

Muitos estudos tém sido aprimorados para relacionar a velocidade do ultra-som a
determinagdo do teor de gordura, umidade e extrato ndo gorduroso em matrizes alimenticias.
Este método ¢ bastante utilizado em analise de composicdo centesimal de carcagas bovinas
para triagem dos animais pré-abate de suinos e bovinos e qualificagdo de cortes de carnes,
fazendo referéncia ao contetido de lipideos totais e de fracdo reduzida e livre de gordura

(TAROUCO et al, 2005; TAROUCO et al, 2007).

A técnica de ultra-som ¢ também utilizada, em escala industrial, para analise de
composi¢ao quimica de leite e derivados como, por exemplo, queijos, leites fermentados, soro
de leite, para caracterizacdo fisico-quimica deste grupo de alimentos, tais como sélidos totais,
lipideos, proteinas e umidade. Pode ainda fornecer dados de composicao do leite de diferentes
espécies de ruminantes, particularmente, no que se refere a composicdo minima de gorduras,
carboidratos e proteinas, funcionando como excelente método para padronizagao de produtos

lacteos (VENTUROSO et al, 2007; PONSOMO et al, 2006).

2.3.3 Analise Elementar

A composi¢cdo centesimal de alimentos pode ser obtida a partir da composi¢ao
elementar Carbono (C), Hidrogénio (H), Nitrogénio (N) e Oxigénio (O) através da aplicacao
de equagdes preditivas descritas por KUMAE (2000; 2001).
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O método proposto foi validado para a determina¢do da composi¢do quimica dos
principais nutrientes: proteinas (53C; 7H; 220; 16N; 2S), lipideos (75,7C; 12,4H; 11,9 O) e
carboidratos (44,5C; 6,2H; 49,30), constituidos basicamente pelos elementos majoritarios

(KUMAE, 2000; 2001).

Segundo a metodologia proposta por Kumae, (2000, 2001) para analise de alimentos
cozidos, refeigdes e dietas, sdo necessarias, apenas, 2mg da amostra previamente liofilizada e
andlise em duplicata. As amostras devem ser desidratadas previamente por liofilizagdo a fim

de tornar a matriz apropriada para a aplicagdo da anélise elementar.

O analisador elementar consiste em completa incineracdo a uma temperatura de
aproximadamente 1000°C com uma mistura de gas Hélio (gas para arraste) e gas oxigénio
puro (para combustdo e oxidagdo dos compostos), promovendo a conversdo dos principais
elementos organicos nos gases H,O, CO,, N, e outros gases, determinando-se a partir dai a

composi¢ao elementar de C, H, N e O (ANON., 1997).

Os percentuais dos elementos sdo calculados a partir da propor¢do dos gases liberados
em relagdo a matéria incinerada. Estes gases sdo separados através de uma coluna de
cromatografia gasosa associada a detector de condutividade térmica. A analise ¢ realizada no
em aproximadamente 7 minutos desde a combustdo completa da amostra até a corrida
cromatografica e obtencdo dos dados quantitativos. Os valores de oxigénio sdo obtidos por
diferenca em relagdo aos demais elementos, ou alternativamente podem ser analisados
diretamente em metodologia diferenciada que apds a pirolise a 1060°C, converte todo O, em
CO,, gerando ainda N,, H,O e CH4 e gases acidos. O mondxido de carbono ¢ separado dos
demais gases por uma coluna cromatografica a 60°C e os demais ficam retidos por uma

substancia adsorvente no final do tubo de pirélise (ANON., 1997; DENNIS et al, 2006).

As medidas percentuais de composicao elementar aplicadas nas equagdes simultaneas
desenvolvidas (1, 2, 3 e 4) por Kumae (2000) que prediz em determinagdo da composicao
centesimal de alimentos e refei¢des. Estas equacdes foram geradas a partir do Coeficiente
Alimentar (FC) (Equacao 1) que tem relagdo direta com o coeficiente respiratério (QR), ou
seja, quanto de energia ¢ liberada para a combustao completa de um determinado nutriente

durante o processo de metaboliza¢do em relagdo ao consumo de oxigénio, correspondendo ao
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valor aproximado de 1,0 para o carboidrato; 0,7 para gordura e 0,85 para proteina (KUMAE,
2000).

FC=[C% - N% x (CA/NA x 0,5)] / [C% - N% x (CA/NA x 0,75) + H% x (CA/OA x 0,25)
- 0% x (CA/OA x 0,5)}
(Equacao 1)

Onde C%, H%, N% e O% sdao os valores medidos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
oxigénio, respectivamente. CA, HA, NA, e OA, sdo os pesos atdmicos do carbono (12,011),
hidrogénio (1,008), nitrogénio (14,007), e oxigénio (15,999), repectivamente. FC corresponde

ao coeficiente alimentar.

SFC=0,834x P+ 0,701 x F +1,000 x C
(Equagdo 2)

Onde SFC ¢ o percentual do fator alimentar baseado no coeficiente respiratorio usado em
estudos metabolicos da relagcdo de consumo de O, e producdo de CO, versus o nutriente

utilizado. P= proteina, F= lipidios, C= carboidratos e A= cinzas.

SN% =16,0x P
(Equacao 3)

Onde SN% ¢ o percentual de nitrogénio e P= proteina.

1,00=P+F+C+A
(Equagdo 1)

Onde P= proteina, F= lipidios, C= carboidratos e A= cinzas.

As amostras analisadas, representadas por refeicdes mistas e prontas para o consumo
foram processadas utilizando a liofilizagdo como técnica pré-analitica, uma vez que esta
técnica retira a agua livre da matriz com o minimo de interferéncia e alteragcdes. A utilizagao
deste processo sugere em maiores implicacdes financeiras podendo inviabilizar pesquisas

nesta area ao se aplicar a metodologias para estudos populacionais. A partir de tais
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consideragdes, a secagem convencional, ou seja, em estufa pode ser uma alternativa viavel
frente a liofilizagdo (FELLOWS, 2006). Estudos comparativos utilizando estes dois processos
de desidratacdo da amostra sdo escassos na literatura em particular investigando o reflexo na

analise elementar.

KUMAE, (2000; 2001) comparou resultados da analise elementar aos métodos oficiais
(Soxhlet para gordura bruta, Kjeldahl para N-total e carboidrato por diferenca) para obtencao
da composi¢do quimica de alimentos. Utilizando testes de correlacao, o autor identificou forte
correlacdo linear entre os métodos (Tabela 1), demonstrando a possibilidade de utilizacdo do
método que apresentou vantagens tais como rapidez e custo, podendo assim ser indicado para

estudos populacionais de consumo dietético.

Tabela 1. Equagdes de regressao linear para refeicdes segundo Kumae, 2000.

Lipideos Y =0,501X + 0,091 Y=0,774X + 0,0741
(1=0,812 n=40 p <0,001) | (r=0,902 n=40 p <0,001)

Carboidratos Y =0,832X + 0,071 Y=0,962 X+ 0,0004
(1=0, 910 n=40 p <0,001) | (r=0,926 n=40 p <0,001)

Fonte: KUMAE, 2000.

O método de analise elementar, conforme apresentado neste trabalho, mostrou-se
alternativo para a determinacdo da composic¢ao basica de alimentos e dietas. Na literatura sdao
escassos os trabalhos que utilizam a analise elementar, a substituicdo da liofilizagdo pelo
método de desidratagdo estenderia ainda mais esta aplicagdo desde que confronte a métodos

oficias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Amostra e Plano de Amostragem

A amostra foi constituida de refei¢cdes tipo almogo (n=40) coletadas na Unidade de
Alimentac¢do e Nutricdo do Hospital Universitario das Clinicas de Universidade Federal de
Pernambuco, Recife — PE. Cada refei¢do era composta de preparagdes de salada crua, salada

cozida, carne (de boi, frango ou peixe), feijao, arroz ou macarrao.

As amostras foram coletadas em duplicata, descartadas as partes ndo comestiveis
como 0sso0s, cascas, sementes, € outros. Em seguida, as amostras foram trituradas em
processador elétrico do tipo Politron com facas, para homogeneizagdo completa e foram
pesadas. Aliquotas de 2-3g foram retiradas imediatamente apds a homogeneizagdo para

obtencdo da umidade segundo AOAC, 2002.

Aliquotas (=100g) das amostras foram submetidas a dois diferentes processos de

desidratacao a peso constante por aproximadamente 5 dias (Figura 1):

1. Liofilizacdo (n=40), realizada no Centro Regional de Energia Nuclear (CREN),
UFPE.
2. Secagem definitiva em estufa a 105°C (n=15) realizada no Laboratorio

Experimentacdo e Anélise de Alimentos (LEAAL), UFPE.

Apoés a secagem das amostras, estas foram novamente trituradas e armazenadas em
ambiente sob temperatura controlada (£20°C) em local seco e arejado. Antes de serem
submetidas a analise elementar e demais determinagdes analiticas as amostras foram novamente

liofilizadas ou dessecadas.
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3.2 Métodos Analiticos

3.2.1 Composicao Quimica

Aliquotas de 2-3g das amostras umidas processadas foram retiradas para imediata
determinagdo de umidade em estufa a 105°C, método 935.29-27.3.01, segundo AOAC, 2002,

até obtenc¢ao do peso constante, com a finalidade de expressar o resultado em base seca.

A composicdo centesimal foi determinada através da aplicagcdo de duas metodologias:
métodos oficiais para composi¢do quimica de alimentos da AOAC (2002) e Andlise elementar

segundo Kumae (2000).

3.2.1.1 Métodos Oficiais da Association of Official Analytical Chemists, 2002

O residuo mineral fixo/cinzas foi obtido por incineragdo a 550°C por 4h (método
930.22-32.3.08); extrato etéreo pelo método de Soxhlet por extragdo continua com éter de 4 a
5h (método 963.15-31.4.02); proteinas método de Kjeldahl com medida de N-total (método
991.20-33.2.11), com carboidratos obtidos por diferenga [ 100 — (umidade + proteina + extrato

etéreo + residuo mineral fixo)] .

As andlises quimicas foram realizadas em duplicata, com valores expressos em média
+ desvio padrdo, com coeficiente de variacdo aceitavel <5%. As andlises foram realizadas no
Laboratorio de Experimentagdao e Analise de Alimentos, Prof® Nonete Barbosa Guerra,

Departamento de Nutri¢do da UFPE.

3.2.1.2 Analise Elementar

A estimativa da composi¢ao centesimal dos macronutientes (proteinas, lipideos e

carboidratos) foi obtida utilizando-se o quantitativo percentual dos elementos carbono,
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hidrogénio, nitrogénio e oxigénio presente nas amostras e determinado pelo método de anélise
elementar aplicando-se equagdes preditivas segundo Kumae (2000). As andlises foram

realizadas em duplicata.

Os dados quantitativos desses elementos foram obtidos pela andlise elementar através
da combustdo completa da amostra até a corrida cromatografica (=8 min). As andlises foram
realizadas com aparelho Carlo Erba EA1110 — CHNS da Central Analitica do Departamento

de Quimica Fundamental, Centro de Ciéncias Exatas ¢ da Natureza, UFPE.

3.3 Analise Estatistica

A variabilidade dos dados experimentais das duplicatas nas analises laboratoriais para
composi¢do centesimal, tanto para a analise quimica quanto a analise elementar, foi expressa

e avaliada em média, + dp (desvio padrao), mediana, moda e minimo-maximo.

O estudo de exatiddo de métodos foi delineado partindo de Andlise de Variancia
(ANOVA), Statistic, 2000 e testes de correlagdo e regressao linear, através do software
Microcal Origin. Para interpretacdo dos dados de correlagdo linear considerou-se valores de
R? < 0,3 para fraca correlacao, 0,3 < R’ <0,5 para boa correlagao e R? > 0,5 para forte

correlagao.
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4. RESULTADOS

Artigo 1: OLIVEIRA, M. M. B. de; PAIXAO, J. A. Analise de variabilidade
intrinseca de analise elementar aplicada a composicao quimica de dietas
mistas.

Resumo

A composicao de proteinas, gorduras e carboidratos em alimentos pode ser estimada pela
técnica de andlise elementar, com vantagens em rapidez e simplicidade quando comparado
aos métodos tradicionais. Etapas relacionadas ao preparo de amostra para analise e
variabilidade intrinseca existente do método de analise elementar ainda necessitam de
elucidacdo em estudos de exatiddo analitica para a aplicabilidade de nova metodologia para a
estimativa de composi¢do quimica de alimentos com maior seguranca analitica. O presente
trabalho se propde a avaliar a capacidade preditiva das equagdes propostas na literatura para
andlise de composi¢ao centesimal através da analise elementar em dietas mistas, assim como
analisar a influencia do preparo de amostra por diferentes métodos de secagem, e avaliar a
variabilidade intrinseca ao método e a amostra correlacionando-as com os métodos oficiais.
Dietas mistas, caracterizadas pela refei¢do almogo (n=40) foram coletadas, processadas e
homogeneizadas, dessecadas a peso constante em dois diferentes métodos: liofilizagdo e
secagem convencional (estufa a 105°C). Amostras liofilizadas foram destinadas a analise
elementar e quimica para composicdo quimica através da aplicagdo das equagdes propostas
por Kumae, 2000. A amostra dessecada em estufa foi destinada a analise elementar sendo
estimadas assim as fra¢des principais dos macronutrientes (proteinas, lipideos e carboidratos).
Analise de variabilidade foi avaliada de acordo com resultados de andlise elementar versus
quimica na estimativa respectiva dos principais elementos (Carbono, Hidrogénio, Nitrogénio
e Oxigénio) e da analise quimica. O estudo de exatidao de métodos foi delineado partindo de
Correlagdo e Regressdo linear. As amostras demonstraram uma ampla faixa de resultados para
os macronutrientes avaliados: gordura total (1,65-9,11%), proteina bruta (16,56-35,54%),
carboidratos totais (51,12-74,62) quando as dietas foram analisadas por metodologia oficial
para os respectivos macronutrientes demonstrando a dificuldade de padronizagdao de dietas
quando avaliadas por base de dados obtidos em tabelas nutricionais. Das amostras analisadas,
13 (32%) exibem CV > 5% para hidrogénio com coeficiente de variacdo médio de 41,31%, 9
amostras (22%) para nitrogénio e 1 amostra (2,5 %) para carbono, onde estas variagdes
refletem diretamente nos percentuais dos demais elementos, em especial para o oxigénio,
obtido por diferenca. A variabilidade da analise elementar parece estar diretamente
relacionada a obtencdo de dados percentuais de elementos, uma vez que a aplicagdao das
equacdes esta ligada a quantificacdo com baixa variagdo e conseqiliente maior repetibilidade
dos dados. Uma correlagdo significativa entre os dois métodos foi observada (r=0,82907) para
a proteina assim como para o N-total (r=0,90745), e fraca correlacdo para lipideos e
carboidratos. A etapa pré-analitica, considerando a liofilizacdao e a secagem definitiva como
pré-tratamento as amostras ndo influenciaram marcadamente os valores obtidos de correlagao
do método alternativo.

Palavras chave: andlise elementar, composi¢ao quimica, dietas
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Abstract

The composition of proteins, fats and carbohydrates in foods can be estimated by the
technique of elemental analysis, with advantages in speed and simplicity when compared to
traditional methods. Steps related to the preparation of samples for analysis and inherent
variability of the existing method of elemental analysis still need clarification on accuracy of
analytical studies for the applicability of new methodology for the estimation of chemical
composition of foods with greater security role. We proposes a study to evaluate the
predictive ability of equations proposed for proximate composition by elemental analysis in
mixed diets, an analysis of the intrinsic variability of the method proposed for official
methodology and influence of the preparation of sample. Mixed diets, characterized by the
lunch meal (n = 40) were collected, processed and homogenized, desiccated to constant
weight in two different methods: freeze drying and conventional drying (oven at 105 ° C).
Samples were dried for elemental analysis and chemical to chemical composition by applying
the equations proposed by Kumae, 2000. The sample dried in an oven for elemental analysis
and estimated as the fractions of the major macronutrients (protein, carbohydrates and lipids).
Analysis of variability was assessed according to results of elemental analysis versus
chemical in their estimation of the main elements (Carbon, Hydrogen, Nitrogen and Oxygen)
and chemical analysis. The study of accuracy of methods is designed based on correlation and
linear regression. The samples showed a wide range of results for the evaluated nutrients: total
fat (1,65-9,11%), crude protein (16,56-35,54%), total carbohydrates (51,12-74,62) when the
diets were analyzed by official methodology for the macronutrients demonstrating the
difficulty of standardization of diets when evaluated based on data obtained in nutritional
tables. Of the samples analyzed, 13 (32%) show CV> 5% for hydrogen with average
coefficient of variation of 41.31%, 9 samples (22%) for nitrogen and 1 sample (2.5%) for
carbon, where these variations directly reflect the percentage of other elements, especially for
oxygen, obtained by difference. The variability of the elemental analysis appears to be
directly related to the percentage of obtaining data elements, since the implementation of the
equations related to the quantification with low variation and consequent greater repeatability
of data. A significant correlation between the two methods was observed (r = 0.82907) for
protein and for the N-total (r = 0.90745) and low correlation for lipids and carbohydrates. The
pre-analytical phase, considering the final drying and lyophilization as pre-treatment of
samples did not influence markedly the values of the correlation method.

Keywords: elemental analysis, chemical composition, dietary
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INTRODUCAO

O conhecimento acerca da composi¢ao quimica de dietas ¢ um dos critérios utilizados
para avaliacdao do estado nutricional de individuos e populagdes, além de instrumento para o
monitoramento da ingestdo de nutrientes e orientagdo dietética, com vista a promocao da
saude e prevencao de doengas (SALAY et al, 2005; MAIHARA et al, 2007; ZUZANNE et al,
2008).

Os bancos de dados destinados a analise de dietas, em sua maioria, desconsideram as
formas de preparo e armazenamento dos alimentos além de outros fatores ambientais como
solo e clima. Assim, justifica-se em parte, as discrepancias encontradas entre o consumo
alimentar real e o estimado por tabelas de composi¢ao de alimentos. (TORRES ef al, 2002;

RIBEIRO et al, 2003; PENNINGTON et al, 2007)

A complexidade quimica de dietas processadas bem como da interacdo entre os
nutrientes que a compde tem exigido da ciéncia o desenvolvimento de métodos de analise
quimica cada vez mais acurados, tendo em vista a demanda por esclarecimentos da relagao

entre consumo alimentar e o bindmio saude-doenga (GREENFIELD et al, 2006).

KUMAE (2000; 2001) demonstraram que as quantidades de proteinas, gorduras e
carboidratos em alimentos podem ser estimadas pela técnica de andlise elementar, com
vantagens em rapidez e simplicidade quando comparado aos métodos convencionais. Através
do analisador elementar ocorre completa incineracdo da amostra a uma temperatura de
aproximadamente 1000°C com uma mistura de gas Hélio (gas para arraste) e gas oxigénio
puro (para combustao e oxidagdao dos compostos), promovendo a conversao dos elementos
organicos nos gases H,O, CO,, N, e outros gases quantificados através de coluna de
cromatografia gasosa acoplada a detector de condutividade térmica convertidos em percentual

de N, H e C, com oxigénio obtido por diferenca (ANON., 1997; DENNIS et a/, 2006) .

Nesta metodologia, alimentos cozidos, refei¢cdes e dietas sdo analisadas necessitando
apenas cerca de 2mg da amostra previamente liofilizada com andalises em duplicatas, onde a

composicao em macronutrientes foi obtida através da aplicacdo de equagdes simultdneas com
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dados de composicdo elementar das amostras (C, H e N) enquanto que o O foi avaliado por
diferenca. Observou-se forte correlacdo do método de analise elementar quando comparado a
métodos oficiais de composicao quimica de alimentos (r=0,902, n=40, p<0,001 para lipideos;
=0,926 n=40 p <0,001 para carboidratos). Todavia, o estudo iniciado com 120 amostras
apresentou dados de apenas 40 replicatas, o que sugere elevada variabilidade intrinseca ao
método ainda pouco elucidada e provavelmente elevada para este tipo de matriz (KUMAE,

2000, 2001).

Tendo em vista as condi¢des a que sdo submetidas as amostras de alimentos durante os
procedimentos pré-analiticos, questiona-se a interferéncia das técnicas utilizadas no resultado
final da andlise, a exemplo do que ocorre com a desidratacdo previa da amostra. Neste
sentido, justifica-se a realizacdo deste trabalho que tem como objetivos identificar
interferéncias do método de secagem da amostra na fase pré-analitica nas determinagdes de
analise elementar e avaliar a capacidade preditiva de equagdes empregadas em analise

elementar para a composi¢ao centesimal de dietas mistas.

MATERIAL E METODOS

Amostra e Plano de Amostragem

A amostra foi constituida por refeigdes tipo almogo (n=40), coletadas na Unidade de
Alimentagdo e Nutricdo do Hospital Universitario das Clinicas de Universidade Federal de
Pernambuco, Recife — PE. Cada refei¢do era composta de preparagdes de salada crua, salada

cozida, carne (de boi, frango ou peixe), feijao, arroz ou macarrao.

As amostras foram coletadas em duplicata, descartadas as partes ndo comestiveis
como 0sso0s, cascas, sementes, € outros. Em seguida, as amostras foram trituradas em
processador elétrico do tipo Politron com facas, para homogeneizagdo completa. Aliquotas de
2-3g foram retiradas imediatamente apos a homogeneizacdo para obtencdo da umidade

segundo AOAC, 2002.
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Aliquotas (=100g) das amostras foram submetidas a dois diferentes processos de

desidratacao a peso constante por aproximadamente 5 dias:

1. Liofilizacdo (n=40),
2. Secagem definitiva em estufa a 105°C (n=15)

ApoOs a secagem das amostras, estas foram novamente trituradas e armazenadas em
ambiente sob temperatura controlada (£20°C) em local seco e arejado. Antes de serem
submetidas a analise elementar e demais determinagdes analiticas as amostras foram novamente

liofilizadas ou dessecadas.

Métodos Oficiais da Association of Official Analytical Chemists, AOAC, 2002

Aliquotas de 2-3g das amostras umidas processadas foram retiradas para imediata
determinagdo de umidade em estufa a 105°C por 24h, método 935.29-27.3.01, segundo
AOAC (2002), até obter o peso constante, com a finalidade de expressar o resultado em base

scca.

O residuo mineral fixo/cinzas foi obtido por incineracdo a 550°C por 4h (método
930.22-32.3.08); extrato etéreo pelo método de Soxhlet por extragdo continua com éter de 4 a
Sh (método 963.15-31.4.02); proteinas método de Kjeldahl com medida de N-total (método
991.20-33.2.11), com carboidratos obtidos por diferenga [ 100 — (umidade + proteina + extrato

etéreo + residuo mineral fixo)] .

Analise Elementar

A estimativa da composi¢do centesimal dos macronutientes (proteinas, lipideos e
carboidratos) foi obtida utilizando o quantitativo percentual dos elementos carbono,
hidrogénio, nitrogénio e oxigénio presente nas amostras e determinado pelo método de anélise
elementar aplicando-se equacdes preditivas segundo Kumae (2000). As analises foram

realizadas em duplicata.
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As amostras (2 mg) foram completamente incineradas em um analisador elementar, a
uma temperatura de aproximadamente 1000°C com uma mistura de gas Hélio (para arraste)
gas oxigénio puro (para combustdo e oxidacao dos compostos), promovendo a conversao dos
elementos em H,0O, CO,, N, e outros gases. Os percentuais dos elementos nitrogénio, carbono
e hidrogénio, respectivamente, calculados a partir da propor¢do destes elementos, foram
separados e detectados por uma coluna de cromatografia gasosa (Porapack PQS) associada a
um detector de condutividade térmica. Os valores de oxigénio foram obtidos por diferenga em

relacdo aos demais elementos.

Os dados quantitativos dos elementos foram obtidos pela anélise elementar através da
combustdo completa da amostra até a corrida cromatografica (=8 min). As andlises foram

realizadas com aparelho Carlo Erba EA1110 — CHNS.

Os resultados da composi¢do quimica foram obtidos através da aplicacdo dos
resultados de percentuais dos elementos da analise elementar nas seguintes equagdes
simultaneas para a obtencdo dos percentuais dos macronutientes (proteinas, lipideos e

carboidratos):

FC=[C% - N% x (CA/NA x 0,5)] / [C% - N% x (CA/NA x 0,75) + H% x (CA/OA x 0,25)
- 0% x (CA/OA x 0,5)},
(Equacao 1)

onde C%, H%, N% e 0% sao os valores medidos de carbono, hidrogénio, nitrogénio e
oxigénio, respectivamente. CA, HA, NA, e OA, sdo os pesos atdmicos do carbono (12,011),
hidrogénio (1,008), nitrogénio (14,007), e oxigénio (15,999), respectivamente. FC

corresponde ao coeficiente alimentar.

SFC=0,834x P+ 0,701 x F +1,000 x C
(Equacao 2)

Onde SFC ¢ o percentual do fator alimentar baseado no coeficiente respiratorio usado em
estudos metabdlicos da relagdo de consumo de O; e produgdo de CO, versus o nutriente

utilizado. P= proteina, F= lipidios, C= carboidratos e A= cinzas.
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SN% =16,0 x P
(Equacao 3)

Onde SN% ¢ o percentual de nitrogénio e P= proteina.

1,00=P+F+C+A
(Equacao 4)

Onde P= proteina, F= lipidios, C= carboidratos e A= cinzas.

Analise estatistica e Analise de dados

As andlises quimicas foram realizadas em duplicata, com valores expressos em média
+ DP, com coeficiente de variacdo aceitavel <5%. As analises foram realizadas no
Laboratério de Experimentacdo e Andlise de Alimentos, Prof® Nonete Barbosa Guerra,

Departamento de Nutri¢gao da UFPE.

A variabilidade dos dados experimentais das duplicatas nas analises laboratoriais para
composicao centesimal, tanto para a analise quimica quanto a andlise elementar, foi expressa

e avaliada em média, + dp (desvio padrao), mediana, moda e minimo-maximo.

O estudo de exatiddo de métodos foi delineado partindo de Analise de Variancia
(ANOVA), Statistic, 2000 e testes de correlagdo e regressao linear, através do software
Microcal Origin. Para interpretacdo dos dados de correlagdo linear considerou-se valores de
R? < 0,3 para fraca correlacao, 0,3 < R’ <0,5 para boa correlagao e R? > 0,5 para forte

correlagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Interferéncias do método de secagem da amostra na fase pré-analitica nas

determinacoes de analise elementar

A etapa de preparo da amostra para analise elementar pode definir a obteng¢do de dados
mais fidedignos com relacdo a composi¢do elementar de dietas, uma vez que a umidade
residual do processo de secagem da amostra alimenticia pode refletir na composicao
percentual de hidrogénio e oxigénio. O método proposto por Kumae (2000) recomenda a
liofilizagdo como técnica pré-analitica. Esta técnica ¢ dispendiosa, fator que limita a sua

aplicagdo em analises de rotina (SOUTHGAT et al, 2002).

Considerando a disponibilidade de equipamento para secagem da amostra em estufa até
peso constante, ¢ ainda a facilidade de manuseio da técnica, esta foi testada como
procedimento em substituicdo a técnica de liofilizagdo, no método proposto por Kumae

(2000).

As Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5 apresentam os resultados obtidos para analise da influéncia do

processo de desidratagdo sobre resultados de analise elementar.

Tabela 1. Composicao elementar (%) de dietas dessecadas (n=15).

%N %C %H % O**
MEDIA 47,18 7,62 5,10 35,15
DP 1,28 0,86 0,98 2,32
Ccv 2,71 11,30 19,20 6,60
MIN 43,57 4,80 3,66 29,19
MAX 49,01 9,00 7,31 39,74
MEDIANA 47,54 7,50 5,02 35,43

** Dados obtidos com oxigénio por diferenca onde, O= 100 — (A+C+N+H)



Tabela 2. Composicao elementar (%) obtida em dietas liofilizadas (n=40).

40

%N %C %H % O**
MEDIA 4,92 45,67 10,34 34,78
DP 0,96 2,11 4,27 3,73
Cv 19,57 4,62 41,31 10,74
MIN 3,07 35,08 4,48 24,67
MAX 6,76 50,69 32,11 49,85
MEDIANA 4,98 45,92 9,23 35,17

** Dados obtidos com oxigénio por diferenca onde, O= 100 — (A+C+N+H)

Relacionando a composi¢do elementar das dietas obtidas por analise elementar pelos
diferentes métodos de secagem, observa-se uma variabilidade demonstrada na determinagao
do percentual de hidrogénio em amostras dessecadas (n=15) a 105°C com CV=19,20%
(Tabela 1). A mesma tendéncia ocorreu para as amostras liofilizadas (n=40), independente da
amostragem, conforme observado na Tabela 2, cuja variabilidade atingiu aproximadamente

40%.

As Tabelas 3 e 4 demonstram os resultados de composi¢do quimica para dietas
dessecadas e dietas liofilizadas respectivamente. Nestas, verifica-se a variabilidade existente
na composi¢ao de macronutrientes a partir da aplicagdo das equagdes preditivas propostas por
Kumae (2000). Observa-se que para lipideos e carboidratos apresenta-se uma ampla faixa
para os resultados de minimo e maximo para ambas as técnicas de desidratacdo da amostra e

CV muito elevados.

Tabela 3. Composi¢do quimica (g%) obtida por andlise elementar em dietas dessecadas

(n=15).

CINZAS | PROTEINA GORDURA CARBOIDRATO
MEDIA 4,95 31,90 21,44 43,58
DP 0,81 6,08 9,53 15,90
CV 16,28 19,08 44 43 36,50
MIN 3,60 22,89 6,15 13,58
MAX 6,53 4571 37,96 91,91
MEDIANA 5,05 31,38 20,19 47,87
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Tabela 4. Composicao quimica (g%) de dietas obtidas por analise elementar em dietas

liofilizadas (n=40).

CINZAS | PROTEINA GORDURA CARBOIDRATO
MEDIA 4,98 30,68 41,22 23,56
DP 0,70 6,32 11,20 11,24
CV 14,11 20,61 27,17 47,72
MIN 3,60 19,22 8,52 0,52
MAX 6,53 52,36 62,78 54,84
MEDIANA 4,94 30,99 41,92 23,70

Observa-se boa correlagdo para a proteina (r=0,69815) quando comparados os dois
métodos de secagem (Tabela 5 e Figura 1), e fraca correlagdo para os demais macronutrientes,

conforme apresentado nas Figuras 2 e 3.

Tabela 5. Correlagdo linear para composicao quimica de dietas submetidas aos dois métodos

de secagem (n=15).

Composto Equacao r r n
Proteina Y=9,05867X + 0,76662 0,69815 | 0,48738 30
Lipideo Y=33,78087X -0,23174 | -0,38918 | 0,15146 20
Carboidrato Y=57,35726X -0,63691 | -0,53123 | 0,2822 20
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Y=9,05867X+0,76662 (r=0,69815) n=30
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Figura 1. Correlagdo linear de percentuais de proteinas em dietas mistas (secagem por

liofilizagao e convencional).
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Y=57,35726X-0,63691 (r=-0,63691) n=20
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Figura 2. Correlagdo linear de percentuais de carboidratos em dietas mistas (secagem por

liofilizacdo e convencional).
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Y=33,78087X-0,23174 (r=-0,38918) n=20
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Figura 3. Correlacao linear de percentuais de lipideos em dietas mistas (secagem por

liofilizacdo e convencional).
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Variabilidade intrinseca ao método de analise elementar

Na abordagem do método de andlise elementar proposto como alternativo para
estimativa de composicdo quimica de dietas liofilizadas, a precisdo e exatiddo de seus
resultados foram confrontados por aqueles obtidos por métodos oficiais. Os resultados sao

apresentados nas Tabelas 4 e 6.

As amostras demonstraram uma ampla faixa de resultados para os macronutrientes
avaliados através de métodos oficiais: gordura total (1,65-9,11%), proteina bruta (16,56-
35,54%), carboidratos totais (51,12-74,62) quando as dietas foram analisadas por metodologia
oficial para os respectivos macronutrientes. (Tabela 6) Esta variabilidade demonstra a
dificuldade de padronizagdo de dietas quando avaliadas em sua composi¢ao por base de dados

obtidos em tabelas de composi¢ao de alimentos.

Tabela 6. Composi¢do quimica (g%) de dietas obtidas por métodos oficiais em dietas

liofilizadas (n=40).

CINZAS PROTEINA GORDURA CARBOIDRATO
MEDIA 4,98 25,93 5,04 64,06
DP 0,70 5,46 2,17 5,76
CvV 14,05 21,07 43,08 8,99
MIN 3,56 16,56 1,65 51,12
MAX 6,56 35,54 9,11 74,62
MEDIANA 4,90 26,43 4,42 63,12

Confrontando os resultados obtidos em andlise quimica e elementar para dietas
liofilizadas, verifica-se diferenca quanto aos resultados obtidos para carboidratos, com médias
de 64,06% para analise quimica e 41,22% para andlise elementar, e lipideos totais com média
de 5,04 para andlise quimica e 23,56% para analise elementar especificamente (Tabelas 4 ¢ 6).
Estes nutrientes quando obtidos por andlise elementar, dependem da composi¢do percentual

de carbono, hidrogénio e oxigénio para aplicagdo nas equacdes preditivas propostas por
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Kumae (2000). Neste trabalho até o presente momento, levantaram-se os dados de oxigénio

por diferenca.

A variagdo dos elementos (em minimo ¢ maximo) das amostras liofilizadas analisadas
foi de: N (3,07- 6,76), C (35,08-50,69), H (4,48-32,11), conforme Tabela 2. Destas amostras,
exibiram freqiiéncia de CV> 5% em seus resultados de duplicatas em 32% para analise de
hidrogénio com coeficiente de variacdo médio de 41,31% (Tabela 2), em 22% para nitrogénio
e 2,5 % para carbono. Estas variagdes refletem diretamente os percentuais dos demais
elementos, em especial para o oxigénio que ¢ obtido por diferenga, demonstrando a influéncia

direta da composicao elementar sobre a composi¢ao quimica por analise elementar.

A variabilidade da andlise elementar parece estar diretamente relacionada a obtengao
de dados percentuais dos elementos, uma vez que a aplicagdo das equagdes preditivas
propostas para o método de andlise elementar estdo ligadas a quantificacdo com baixa
variacdo e conseqiiente maior repetibilidade dos dados. Em particular, esta variagdo deve-se

ao fato de levantamento por diferenga para obtencao do oxigénio.
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Estudo de exatidao de métodos na estimativa de composi¢cao quimica de dietas mistas

As concentragdes de gordura, proteina e carboidratos obtidas em 40 amostras liofilizadas
analisadas em duplicatas por métodos oficiais foram comparadas com os valores estimados
pelo método proposto de andlise elementar através de testes de correlagdo linear

demonstrados na Tabela 7 e Figuras 4, 5, 6 ¢ 7.

Este estudo demonstrou uma fraca correlacdo entre os métodos oficiais e a analise
elementar para lipideos totais e carboidratos em contraposi¢ao aos resultados apresentados por
Kumae (2000; 2001) com R<0,5, conforme apresentado na tabela 7. Ao considerar a
composicao de lipideos totais pelo método de analise elementar como composi¢cdo média dos
acidos graxos, desconsidera-se a fracdo bruta presente no extrato etéreo quando a gordura
total ¢ obtida por Soxhlet, acarretando assim superestimag¢ao quanto a composicao lipidica
através da andlise elementar, além de desconsiderar a provavel influéncia da alta

complexidade da amostra nas determinagdes quimicas (KUMAE, 2001, AOAC, 2002).

Como mostrado nas Figuras 4 e 5, uma correlagdo forte entre os dois métodos foi
observada para proteina (r=0,82907) assim como para o N-total (r=0,90745). Provavelmente
isto se deve a ambos os métodos aplicarem o nitrogénio total como preditivo de composi¢ao
protéica em alimentos e dietas e ainda devido o quimismo do Kjeldahl ser mais pontual para

determinagdo de N (ROHALY, 2008).

Tabela 7. Correlacdo linear para composi¢do quimica de dietas liofilizadas submetidas

analise elementar (n=15)

Composto Equacao r r n
Proteina Y=3,9768X + 0,7151 0,82907 | 0,6874 80
Lipideo Y=5,0861X +0,0054 0,02805 0,0007 63
Carboidrato Y=62,6409X +0,0723 0,1382 0,0191 63
N-total Y=0,05429X+0,8329 0,90745 0,8235 80
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A extragdo continua com éter etilico como solvente também pode ser um limitante
para confronto fidedigno de resultados, uma vez que a relacdo solvente e tempo de extracao
versus a complexidade da matriz a ser analisada influencia diretamente a obtencao do extrato
para a composi¢ao da fracao lipidica, mesmo que este seja o solvente com extragao em tempo
médio (de 4 horas) mais recomendado pelo método oficial da AOAC (AOAC, 2000; IAL,
2008).

Resultados insatisfatorios foram obtidos para lipideos e carboidratos (Tabela 7),
inferindo direta participagdo da composi¢cdo elementar de hidrogénio e carbono, onde estes
elementos apresentaram maiores variacdes, entre as duplicatas (Tabela 2). Em algumas
amostras nesse estudo ndo foram possiveis demonstrar resultados, reduzindo-se a amostragem
para n=63 para lipideos e carboidratos, onde apresentaram resultados negativos ou
inexistentes. Este mesmo fato foi observado por Kumae (2000), quando foram avaliadas 120
amostras e apenas 40 dados foram utilizados para estudo de correlagdo, porém nao havendo,
porém, qualquer justificativa para o ocorrido. A determinagdo de oxigénio por diferenca ou
ainda a alta complexidade da amostra estudada, implicou na geracdo de duvidas quanto a
variabilidade intrinseca ao método, obviamente repercutindo de modo negativo no estudo de

correlagao.

A obtencdo da composi¢ao elementar de oxigénio por diferenca pode levar a erros
quanto a composi¢ao de lipideos (75,7C; 12,4H; 11,90) e carboidratos (44,5C; 6,2H; 49,30)
pelo método de andlise elementar, uma vez que estes estdo diretamente relacionados a esta
medida. A analise direta do percentual de oxigénio pode inferir dados mais fidedignos a fim
de estudo de exatidao entre os métodos em questdo, elucidando a influéncia direta deste

elemento nas equagdes preditivas avaliadas.

Os resultados apontados neste estudo para carboidratos e lipideos em dietas mistas
merecem maior refinamento metodologico da propria andlise elementar com vistas aos

propositos iniciais deste trabalho.
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Y=3,9768X+0,7151 (r=0,82907) N=80

Analise elementar (proteina)

Figura 4. Correlagdo linear de percentuais de proteinas em dietas mistas (analise elementar e

analise quimica).
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Y=0,05429X+0,083293 (r=0,90745) n=80
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Figura 5. Correlacdo linear de percentuais de N-total em dietas mistas (analise elementar e

analise quimica).
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Y=62,6409+0,0723X (r=1382) n=63
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Figura 6. Correlacdo linear de percentuais de carboidratos em dietas mistas (andlise

elementar e analise quimica).
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Y=5,0861X+0,0054 (r=0,0280) n=63
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CONCLUSOES

Os resultados desta pesquisa, na forma como foi conduzida, permitem concluir que:

1. Nao foi constatada interferéncia do método de secagem da amostra (liofilizagdo e estufa),
na fase pré-analitica, sobre os resultados de analise elementar, em particular nas

determinagdes de N-total e de proteina;

2. A variabilidade intrinseca relativa ao método e foi notadamente maior na analise elementar
quando comparado aos métodos quimicos empregados. A variabilidade da analise elementar

demonstrou ser influenciada principalmente pelos percentuais de C e H;

3. A exatiddo dos resultados obtidos por meio do método de andlise elementar mostrou-se
adequada (correlagdo forte) para determinagdes de N-total e proteinas, em relacdo aos

métodos oficiais. O mesmo nao ocorrendo para carboidratos e lipideos (correlagao fraca).
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5. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A andlise elementar ¢ uma nova alternativa para a estimativa rapida da composi¢do
quimica de alimentos e dietas apresentando inumeras vantagens como rapidez, simplicidade,
custo ¢ mao-de-obra reduzidos, porém necessita de mais estudos para elucidagdo de

variabilidade intrinseca a técnica proposta através de estudo de exatidao de métodos.

A aplicacdo das equagdes preditivas relaciona-se diretamente com a obtengdo da
composi¢ao elementar da matriz estudada, fazendo-se necessarios estudos mais controlados,
com amostras alimenticias mais simples como padrdes analiticos, e fontes especificas de
determinados macronutrientes como, por exemplo, carnes, feijoes e demais graos in natura e

processados.

A anélise direta da composi¢cdo de oxigénio podera trazer ao estudo de exatidao do
método elucidacdes quanto a baixa correlagdo encontrada particularmente para carboidratos e
lipideos, neste estudo, uma vez que a composicdo elementar influencia a aplicacdo das

equagoes preditivas.
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