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RESUMO

Nesse trabalho, a espectrometria de absorcao atdbmica de alta resolucdo com
fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS) com analise direta de solidos
foi empregada para a determinacéo simultanea de Cr e Fe em suplementos
alimentares, amostras que apresentam matrizes complexas. Para as
investigacdes, foram usadas a linha principal do Cr a 357,869 nm e a linha
secundaria do Fe a 358,120 nm. Durante o desenvolvimento do método, foram
observados efeitos de matriz em algumas amostras, que ndo puderam ser
contornados com otimizagdes no programa de temperatura. Assim, foi realizado
um estudo de modificadores quimicos (Pd, Mg e NH4H2PO4). Entretanto, eles
nao foram eficientes para contornar os problemas. Em seguida, foram testados
os é&cidos inorganicos (HCIl, HNOs e H2S04) como modificadores, os quais
resultaram em sinais analiticos simétricos e reprodutiveis para Cr e Fe. Apés um
estudo mais criterioso, H2SO4 1% (20 pL) foi escolhido como modificador quimico
por apresentar melhor desempenho. Devido a ampla faixa de concentracéo dos
analitos nas amostras, foi explorada a possibilidade de uso de diferentes pixels
para a avaliacdo do sinal analitico desses elementos, uma caracteristica Unica
da HR-CS GF AAS, bem como a presenca ou auséncia de fluxo de Ar na etapa
de atomizacao. Assim, duas condi¢cdes experimentais foram estabelecidas a fim
de se obter maior flexibilidade nos parametros de mérito. As temperaturas de
pirdlise e atomizacéo foram otimizadas para 1200 e 2600 °C, respectivamente.
Para calibracdo, foram utilizadas solu¢cbes padrdo aquosas. Apdés o
estabelecimento dos parametros de mérito para as duas condi¢cdes
experimentais adotadas, foram avaliadas dez amostras de suplementos
alimentares (4 férmulas infantis e 6 multivitaminicos). Os LODs e LOQs
encontrados foram, respectivamente, 7,4 ug kg* e 25 ug kg, para Cr, e 2,1 mg
kg'e 7,0 mg kg, para Fe, na condicéo 1; e 4,8 ug kg* e 16 ug kg%, para Cr, e
0,65 mg kg e 2,2 mg kg para Fe, na condi¢édo 2. Os resultados obtidos para o
CRM apresentaram-se de acordo com os valores certificados. As concentragdes
de Cr e Fe nas amostras variaram de 0,017 a 15,5 mg kg e 34 a 38193 mg kg

1, respectivamente. Finalmente, foi feita uma comparacéo com os valores dos
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rétulos das embalagens de suplementos alimentares e com os limites diarios,

por idade, estabelecidos pela ANVISA.

Palavras-chave: Determinacgéo simultanea, modificador quimico, Cr, Fe, HR-

CS GF AAS, suplementos alimentares.
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ABSTRACT

In this work, high-resolution continuum source graphite furnace atomic
absorption spectrometry (HR-CS GF AAS) with direct analysis of solids was used
for the simultaneous determination of Cr and Fe in dietary supplements, samples
that present complex matrices. The primary Cr resonance line at 357.869 nm and
a secondary Fe line at 358.120 nm, were used in the investigation. During the
method development, matrix effects were observed in some samples, which
could not be solved with optimizations in the temperature program. Thus, a study
of chemical modifiers (Pd, Mg and NH4H2PO4) was carried out. However, they
were not efficient to overcome the matrix effects. Then, inorganic acids (HCI,
HNOs and H2SO4) were tested as chemical modifiers which resulted in
symmetrical and reproducible analytical signals for Cr and Fe. After a more
careful study, H2SO4 1% (20 pL) was chosen as the best chemical modifier
because of its performance. Due to the wide range of analyte concentration in
the samples, the possibility of using different pixels for the evaluation of the
analytical signal of these elements was explored, a unique feature of HR-CS GF
AAS, as well as the presence or absence of Ar flow in the atomization step. Thus,
two experimental conditions were established to obtain better flexibility in the
figures of merit. The pyrolysis and atomization temperatures were optimized to
1200 and 2600 °C, respectively. The calibration was carried out with aqueous
standard solutions. After establishing the figures of merit for both experimental
conditions adopted, ten samples of dietary supplements (4 infant formulas and 6
multivitamins) were evaluated. The LODs and LOQs found were, respectively,
7.4 pg kgt and 25 pg kgt, for Cr, and 2.1 mg kg? and 7.0 mg kg, for Fe, for
condition 1; and 4.8 ug kg* and 16 pg kg, for Cr, and 0.65 mg kgt and 2.2 mg
kg for Fe, for condition 2. The results obtained for the CRM were in agreement
with the certified values. The concentrations of Cr and Fe found ranged from
0.017 to 15.5 mg kgt and 34 to 38193 mg kg1, respectively. Finally, a comparison
was made against the values of the labels on the packaging of dietary
supplements and with the daily limits by age according to ANVISA.
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1. Introducéo

Com o objetivo de compensar a falta de nutrientes, aliada a um custo
acessivel e o facil acesso, a procura por suplementos alimentares vem
crescendo significativamente nos ultimos anos.? Infelizmente, muitas pessoas
consomem suplementos alimentares por iniciativa prépria e sem a devida
recomendacdo de um profissional especializado.*

Apesar do elevado consumo de suplementos alimentares no Brasil nos
altimos anos, foi apenas em 2018 que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) estabeleceu regulamentacbes a respeito dos suplementos
alimentares. A Resolucéo da Diretoria Colegiada - RDC N° 2433, de 26 de julho
de 2018, em conjunto com a Instrucdo Normativa IN N° 28* de 26 de julho de
2018, atualizada no dia 5 de novembro de 2020 (IN n° 76%), estabelecem as listas
de constituintes, de limites de uso, de alegacfes e de rotulagem para esses
produtos. Nestes documentos constam os limites minimos e maximos de
minerais que devem ser fornecidos pelos suplementos alimentares, de acordo
com o grupo populacional. Nesse contexto, merecem destaque dois elementos
essenciais, que estdo comumente presentes nos suplementos alimentares,
objetos de estudo do presente trabalho: Cr e Fe.

Assim, considerando o elevado consumo de suplementos alimentares,
somado a publicacdo de uma nova legislacdo, torna-se necessario 0
desenvolvimento de métodos analiticos capazes de avaliar a conformidade
desses produtos em relacdo aos limites estabelecidos.

Na literatura, estudos utilizam as técnicas de plasma para a analise desse
tipo de amostra, sendo empregadas, principalmente, as técnicas de
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e
espectrometria de emissédo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES). A técnica de espectrometria de absorcdo atbmica (AAS), também é
amplamente citada, utilizando atomizadores de chama (F AAS) e forno de grafite
(GF AAS).

A maioria dos métodos reportados para a analise de amostras solidas requer
uma prévia decomposicdo dessas através do uso de acidos. Apesar desses

métodos serem eficientes, existe o risco de ocorréncia de erros sistematicos por



contaminacgdes ou perdas por volatilizacdo de espécies do analito, com prejuizos
para a precisdo e exatidao dos resultados.®

Alternativamente, surge a analise direta de amostras sélidas (do inglés, solid
sampling - SS), que permite a obtencdo de informacdes sobre a composicéo
elementar diretamente, sendo as amostras submetidas a um minimo tratamento
prévio.® Com o desenvolvimento da técnica de espectrometria de absorcéo
atbmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF
AAS), é possivel realizar a determinacdo simultanea de Cr e Fe utilizando a
andlise direta de amostras solidas.”®

Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um
método que minimize o tempo de analise, utilizando a anélise direta de amostras
sélidas através da técnica de HR-CS GF AAS para a verificacdo da conformidade
de amostras de suplementos alimentares quanto aos recentes limites de Cr e Fe
estabelecidos pela ANVISA bem como a comparacéao das concentracdes obtidas

com o rétulo das amostras.



2. Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho consistiu no desenvolvimento um
meétodo rapido, confiavel e sensivel para a determinacéo simultanea de Cr e Fe

em amostras de suplementos alimentares por SS em HR-CS GF AAS.

Esse trabalho teve como objetivos especificos:

1. Otimizar um método analitico para a determinacdo simultdnea de Cr e Fe

através da analise direta de solidos com a técnica de HR-CS GF AAS;

2. Investigar a necessidade de uso de modificadores quimicos e otimizar os

parametros instrumentais como temperaturas de pirélise e de atomizacao;

3. Estabelecer os parametros de mérito tais como: a massa caracteristica (mo),
o limite de deteccéo (LOD), o limite de quantificacao (LOQ), bem como avaliar a
exatiddo do método desenvolvido através da utilizacdo de um material de
referéncia certificado (CRM);

4. Quantificar Cr e Fe nas amostras escolhidas utilizando o método desenvolvido;

5. Comparar os resultados obtidos com os limites estabelecidos pela ANVISA e

com os rétulos das amostras.



3. Reviséo bibliografica

3.1. Suplementos alimentares e regulamentacéao

E sabido que uma dieta que inclua uma variedade adequada de alimentos
deve fornecer todos os nutrientes necessarios para um estado geral de saude.
Entretanto, em alguns casos, apenas 0s alimentos podem n&o fornecer
quantidades suficientes de nutrientes especificos, especialmente quando as
necessidades nutricionais mudam devido a doencas, envelhecimento, gravidez
ou atividades fisicas.® Nesse contexto, o uso de suplementos alimentares surge
como uma alternativa, com o objetivo de complementacédo da dieta.>1°

Esses produtos sdo, geralmente, preparados através de sintese laboratorial
ou a partir de produtos naturais que incluem diferentes partes de plantas e/ou
6leo de peixe>!°, sendo comercializados em diferentes formatos, como gel,
pilulas, capsulas, 6leos e comprimidos.?

A procura por suplementos alimentares vem crescendo significativamente
nos Gltimos anos.! De 2010 a 2016, por exemplo, o consumo desses produtos
no Brasil cresceu em 233%, alcancando uma receita de mais de R$ 1,49 bilhdes
em 2016. Muitos sdo o0s motivos para esse aumento, destacando-se a
compensacado da falta de nutrientes, aliada a um custo acessivel e ao facil
acesso. Os suplementos alimentares sdo ainda utilizados na prevencédo de
doencas, uma vez que eles sdo comumente considerados remédios alternativos
que ndo apresentariam possiveis efeitos colaterais.?

Apesar do elevado consumo de suplementos alimentares no Brasil nos
altimos anos, até 2018 ndo existia na legislacdo sanitaria brasileira uma
regulamentacao especifica para essa categoria, fazendo com que os fabricantes
e importadores precisassem considerar uma diversidade de normas de
alimentos e de medicamentos para sua regularizacdo no pais. Além disso, as
normativas aplicaveis ao mercado desses produtos apresentavam lacunas
regulatérias, além de sobreposicdes entre categorias de produtos e requisitos
desatualizados, ambiguos e desproporcionais ao nivel de risco.!

Foi apenas em 2018 que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA) estabeleceu regulamentacdes a respeito dos suplementos



alimentares. Tal regulamentagdo visou reunir em uma Unica categoria de
suplementos alimentares os produtos que até entdo estavam enquadrados em
seis categorias de alimentos (suplementos de vitaminas e minerais, substancias
bioativas e probidticos, novos alimentos, alimentos com alegacdes de
propriedades funcionais, suplementos para atletas e complementos alimentares
para gestantes e nutrizes) e uma categoria de medicamento (medicamentos
especificos sem prescricdo médica).'t

Assim, a Resolugéo da Diretoria Colegiada - RDC N° 243, de 26 de julho de
20183, dispde sobre os requisitos para composicdo, qualidade, seguranca e
rotulagem dos suplementos alimentares e para atualizacdo das listas de
nutrientes, substancias bioativas, enzimas e probioticos, de limites de uso, de
alegacoes e de rotulagem complementar desses produtos. A mesma resolucéo
apresenta a definicdo de suplemento alimentar como sendo o “produto para
ingestao oral, apresentado em formas farmacéuticas, destinado a suplementar a
alimentacdo de individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas,
enzimas ou probidticos, isolados ou combinados”.?

De maneira complementar & RDC N° 243/2018, foi publicada em conjunto a
Instrucdo Normativa - IN n° 28, de 26 de julho de 2018* que estabelece as listas
de constituintes, de limites de uso, de alegacfes e de rotulagem complementar
dos suplementos alimentares. Tal Instrucdo Normativa recebeu uma atualizacéo
no dia 5 de novembro de 2020, a IN n° 76°, que inclui alguns constituintes na
‘lista de constituintes autorizados para uso em suplementos alimentares
indicados para lactentes (0 a 12 meses) ou criancas de primeira infancia (1 a 3
anos)”. O Anexo Il das referidas Instrucbes Normativas (IN n° 28 de 26 de julho
de 2018 e IN n° 76 de 5 de novembro de 2020) define a lista de limites minimos
de nutrientes, substancias bioativas, enzimas e probiéticos que devem ser
fornecidos pelos suplementos alimentares na recomendacéo diaria de consumo.

Vale destacar, também, que o Anexo IV das referidas Instrucdes Normativas,
define a lista dos limites maximos de nutrientes, substancias bioativas, enzimas
e probidticos que ndo podem ser ultrapassados pelos suplementos alimentares
na recomendacgdo diaria de consumo. Tais limites sdo divididos por grupo
populacional, ou seja, variam de acordo com a faixa etaria (0 a 6 meses, 7 a 11
meses, 1 a 3 anos, 4 a 8 anos, 9 a 18 anos, = 19 anos), apresentando também

categorias para gestantes e lactantes.*



Dentre o0s nutrientes que podem estar presentes nos suplementos
alimentares, estdo os minerais, que podem ser definidos como um grupo de
substancias essenciais para o funcionamento normal do metabolismo,
crescimento e desenvolvimento, estrutura corporal, regulacdo das funcdes
celulares e balango eletrolitico dos fluidos corporais. Nessa linha, elementos
como Na, K, Mg, Ca, Fe, Cu, Cr, Mn, Zn e Se sao considerados essenciais ao
organismo, devido a sua importancia fisiol6gica e papéis biolégicos.*?13

Para todos esses elementos, existe uma quantidade de ingestdo adequada
para o corpo e, por isso, sao divididos em duas classes: macro minerais (Ca, Mg,
K e Na) e micro minerais (Cr, Cu, Fe, Mn, Se, Zn).121314.15 Entretanto, mesmo 0s
elementos considerados essenciais podem, quando excedem uma determinada
concentracdo, ser prejudiciais ou toxicos.*6:1

Uma outra regulamentagdo que deve ser levada em consideracdo € a RDC
N° 360, de 23 de dezembro de 2003*8, que define como deve ser realizada a
rotulagem nutricional de alimentos embalados e estabelece que “na rotulagem
nutricional devem ser declarados os seguintes nutrientes: valor energético,
carboidratos, proteinas, gorduras totais, gorduras saturadas, gorduras trans e
s6dio”.1® Essa RDC é de extrema importancia ja que é através do rétulo que os
consumidores, médicos e nutricionistas avaliam as informac¢des nutricionais
contidas nos produtos, para que possam verificar qual a melhor opcao para as
devidas necessidades individuais.

Por terem facil acesso, como referido anteriormente, muitas pessoas
consomem suplementos alimentares por iniciativa prépria, sem a devida
recomendacdo de profissionais especializados. A questdo é ainda mais
preocupante quando esses produtos sdo consumidos durante longos periodos.
N&o por acaso, essa situacdo tornou-se um problema de saude publica,
preocupando especialistas e autoridades, j& que os consumidores muitas vezes
nao sao capazes de avaliar 0s possiveis riscos para a saude que esses produtos
podem causar.!

Neste contexto, dois elementos essenciais, comumente presentes nos

suplementos alimentares, merecem destaque: Cr e Fe.



3.2. Cromo e ferro

O cromo é um dos nutrientes considerados essenciais e é necessario para o
adequado metabolismo do aclicar e da gordura pelo organismo?®, razédo pela
qual a ingestéo insuficiente de Cr leva a sinais e sintomas semelhantes aos
observados para diabetes e doencas cardiovasculares.'® Por esse motivo, esse
metal € comumente encontrado na maioria dos suplementos alimentares.?°

Por outro lado, seu consumo descontrolado pode levar a intoxicagéo por Cr,
a qual é caracterizada por altera¢cdes anatomopatolégicas nos pulmdes, rins e
figado. Além disso, estudos evidenciam que a exposicdo crénica a Cr pode
causar o surgimento de células cancerosas, principalmente nos pulmdes.?122

O ferro, por sua vez, é um micro mineral essencial que desempenha um papel
significativo na producéao e transporte de oxigénio para respiragao celular. O ferro
é fundamental para a producdo de glébulos vermelhos e para os processos
redox. A falta de ferro pode causar cansaco incomum, falta de ar, diminuicdo do
desempenho fisico e problemas de aprendizagem em criancas e adultos, bem
como aumentar o risco de infecgdes.?%22 Quando em excesso, entretanto, além
de se tornar toxico, pode elevar o risco de cancer e problemas
cardiovasculares.?® Além disso, o acumulo de Fe no cérebro pode causar
distlrbios neurolégicos como Parkinson e Alzheimer.?*

Assim, considerando os riscos indicados, em especial a possibilidade de se
tornarem téxicos, a inspecdo do conteudo de minerais nos suplementos
alimentares, devendo ser coerente com o estabelecido pela legislacdo, é de
grande importancia.*?®> Nessa linha, tendo em vista a nova legislacdo de
suplementos alimentares publicada pela ANVISA, a qual apresenta os limites de
Cr e Fe diarios por faixa etaria (Tabela 1)* bem como o fato de que tais
elementos, principalmente o Cr, sdo geralmente encontrados em baixas
concentragbes nos suplementos alimentares, torna-se necessario o uso de

métodos analiticos com elevada sensibilidade para sua determinacgéo.?®



Tabela 1. Lista de limites minimos e maximos de Cr e Fe que devem ser
fornecidos pelos suplementos alimentares na recomendacéao diaria de consumo

e por grupo populacional indicado pelo fabricante publicada pela ANVISA.

Grupo Cromo (ug) Ferro (mQ)
Populacional Minimo Maximo Minimo Maximo
0 a 6 meses 0,03 0,3 0,04 39,73
7 all meses 0,825 8,25 1,65 29

1 a3anos 1,65 16,5 1,05 33
4 a 8 anos 2,25 22,5 1,5 30
9 a 18 anos 5,25 52,5 2,25 29
219 anos 5,25 250 2,7 34,31
Gestantes 4,5 45 4,05 34,71
Lactantes 6,75 67,5 1,5 34,96

Fonte: Adaptado de ANVISA.#

3.3. Determinagéo elementar em suplementos alimentares

Apesar da nova regulamentacao, a ANVISA ainda ndo definiu - e nem mesmo
recomenda - um método oficial para andlise e determinacdo elementar em
suplementos alimentares. Nesse contexto, diversas técnicas analiticas e
procedimentos experimentais tém sido propostos nos Ultimos anos para a
identificacdo e quantificagdo elementar nesses produtos.

As principais técnicas analiticas para determinacdo de minerais em
suplementos alimentares sdo a espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), a espectrometria de emissdo Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a espectrometria de absorcao
atdmica com chama (F AAS), a espectrometria de absorgédo atdbmica com forno
de grafite (GF AAS), a espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugéo
com fonte continua e chama (HR-CS F AAS) e a espectrometria de absorcéo
atbmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF
AAS).

O principio da técnica multi-elementar de ICP OES se baseia na detecc¢ao da

radiacdo (fotons) emitida pelos atomos ou ions excitados pelo plasma, ao



retornarem ao seu estado fundamental. O sistema de introdugcéo de amostra se
baseia em um nebulizador, para produzir um aerossol que é conduzido pelo gas
de arraste (Ar) até o plasma, onde ocorrem o0s processos de dessolvatacao,
vaporizacéo, dissociacdo, atomizacéo, excitacéo e ionizacdo.?52’

Na técnica de ICP-MS, ions formados no plasma s&o introduzidos no
analisador de massas, onde séo selecionados de acordo com sua razao massa-
carga e, entdo, detectados. Como principais vantagens das técnicas de plasma
podem ser destacadas a andlise multi-elementar simultinea e a elevada
sensibilidade, sendo essa Ultima maior para a técnica de ICP-MS.2¢

Ja no que diz respeito as desvantagens das técnicas que utilizam o plasma
como atomizador / fonte de excitacdo, estdo a relativa intolerancia a matrizes
complexas (a presenca de solidos dissolvidos e/ou compostos orgéanicos) e a
necessidade de se ter amostras no estado liquido, o que pode resultar na adicédo
de uma etapa de preparo de amostra ao tempo de andlise. Além disso, essa
altima desvantagem pode exigir diluicdes, principalmente se a amostra for sélida,
0 que, eventualmente, poderd comprometer a precisado e os limites de detec¢éo
da andlise.?’

Além das ja mencionadas, outra importante desvantagem para essas
técnicas consiste na necessidade de se estabelecer uma condicdo compromisso
para todos os analitos, de forma que todos sejam detectados. Isso significa dizer
que nem sempre sera utilizada a melhor condicdo (condicdo 6tima) para a
determinacdo de cada analito.?’

Considerando os apontamentos realizados, serdo discutidos, na sequéncia,
trabalhos reportados nas ultimas duas décadas referentes a determinacgéo de Cr
e/ou Fe em suplementos alimentares utilizando técnicas com plasma.

Soltyc et al.?® (2003) determinaram Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, P, Se e Zn em
preparacdes multiminerais e multivitaminicas e em matéria-prima farmacéutica
através da técnica de ICP-MS. Para as analises, as amostras foram digeridas
em micro-ondas com a adicdo de acido nitrico (HNO3s) e, apos a digestao,
avolumadas com agua ultrapura e diluidas sucessivamente até concentracdes
elementares possiveis de serem analisadas. Os autores relataram que, mesmo
apos a dissolucédo de matrizes complexas no micro-ondas, tracos de carbono

poderiam permanecer.



No estudo, foi observado o efeito de residuos de carbono nas amostras
digeridas apenas no caso da determinacdo de Cr. Os atomos de °C e 3C
originarios da matriz formam ions ArC* com o argbnio presente no plasma,
interferindo nos isétopos de %2Cr e %3Cr, podendo ocasionar resultados falso
positivos.

Entdo, diluicbes consecutivas foram realizadas nas amostras mineralizadas
e a andlise dos espectros de massa obtidos das solu¢des assim preparadas
permitiu concluir que a razéo °3Cr / %2Cr foi consistente com o valor calculado
para a abundancia natural desses is6topos, indicando que ndo havia
interferéncias influenciando os resultados. Para uma das amostras, entretanto,
nao foi possivel remover a interferéncia de C apenas com o uso de diluicdes.
Para a correcao dessa interferéncia, um fator de correcao foi usado e, assim, foi
realizada a determinacédo de Cr para a referida amostra.

Zachariadis et al.?® (2008) utilizaram a técnica de ICP OES para a
determinacao de Ca, Mg, Mn, Fe, Cr, Al, Ag, B, Ba, Bi, Cd, Co, Cu, Ga, In, Ni,
Pb, Zn e As em prepara¢c8es multivitaminicas e multiminerais. As amostras foram
transformadas em suspensfes com a adicdo de HNOs e &agua ultrapura.
Também foi realizada digestdo acida em bloco de aluminio com a adicao de
HNOs para verificar se o preparo de amostras em suspensédo era eficaz. Os
autores comentam que, durante a aspiracdo das suspensfes para analise, foi
necessaria agitacdo constante nos frascos, jA que um precipitado se formava
quando a suspensdo ficava parada, comprometendo a homogeneidade da
amostra. N&o foi evidenciada a presenca de interferentes nas analises
realizadas.

Avula et al.?® (2011) analisaram trinta e cinco diferentes suplementos
multivitaminicos e multiminerais por Célula de Reacédo de Colisdo (CRC) ICP-
MS para determinar Na, Mg, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Se, Cd, Hg e
Pb. As amostras (sélidas e liquidas) foram submetidas a digestdo por micro-
ondas utilizando uma mistura de HNOs concentrado e &cido cloridrico (HCI) em
uma proporcdo 8:2, respectivamente. Apds a digestdo, as amostras foram
diluidas conforme necessidade com agua ultrapura. Foram variadas as
composi¢cbes de gases na analise com o objetivo de eliminar possiveis
interferéncias espectrais resultantes das matrizes, razado pela qual, ndo foi

necessario utilizar fator de corregéo.
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Krejcova et al.?° (2012) desenvolveram métodos de ICP-MS e ICP OES para
determinacdo elementar em preparacdes multivitaminicas e suplementos
dietéticos. As amostras comercializadas em comprimidos foram moidas e
homogeneizadas enquanto as amostras comercializadas em cpsulas foram
abertas e o conteudo utilizado para a analise. O método de ICP OES foi utilizado
para a determinacao dos macro elementos (Na, K, Ca, Mg e P) e de alguns micro
elementos (Cu, Fe, Mn, Zn, Cr, Ni e V) e a técnica de ICP-MS foi utilizada para
a determinacao de outros vinte e seis elementos.

Para a realizacdo da digestdo &cida das amostras em micro-ondas, foi
empregado HNOs em uma mistura com peréxido de hidrogénio (H202) ou acido
fluoridrico (HF) (esse ultimo utilizado quando as amostras continham silica). As
amostras, quando necessério, foram diluidas com agua ultrapura. No caso da
andlise por ICP OES, ndo foram detectadas interferéncias espectrais. As
interferéncias ndo espectrais derivaveis de agentes de decomposicdo
(especialmente uma concentracéo de acidos mais alta) foram superadas usando
matrix-matching.

Marrero et al.?° (2013) determinaram As, Bi, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni,
Pb, Sb, Se, V e Zn em cinco amostras de suplementos alimentares
comercializadas na forma de comprimidos por ICP OES. As amostras foram
moidas e homogeneizadas e em seguida digeridas em micro-ondas utilizando
HNOs e H202. Apds o resfriamento, as amostras digeridas foram evaporadas
lentamente até quase a secura e entdo dissolvidas e avolumadas em agua
ultrapura. Os autores ndo reportaram interferentes nas analises.

Bu et al.1’ (2013) determinaram as concentracdes de Mg, Al, Ca, V, Cr, Mn,
Fe, Co, Ni, Cu, Zn e Cd em seis suplementos de ervas pela técnica de
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado e ablacéo a laser
(LA-ICP-MS), com o objetivo de evitar o preparo de amostras envolvendo
digestdes. A partir das amostras, foram preparadas pastilhas de 2 a 4 mm
através do uso de uma prensa. Apesar da preparacao ser relativamente facil e
rapida na LA-ICP-MS, existe uma dificuldade de encontrar padrdes para a
calibracdo com composi¢cfes semelhantes as amostras para contornar o efeito
de matriz. Assim, geralmente utiliza-se um material de referéncia certificado (do
inglés Certified Reference Material — CRM) para esse fim, o que incrementa

custo ao método. No estudo de Bu e colaboradores, foi utilizada uma substancia

11



de referéncia certificada (do inglés Standard Reference Material - SRM) de folha
de tomate como padréao de calibragdo, sendo empregada também na forma de
pastilha.

As amostras também passaram por um processo de digestdo em micro-
ondas com HNOs, H202 e HF, para fins de comparagédo. No geral, os autores
reportaram que os resultados mostraram que o método é adequado como uma
forma rapida de avaliar os niveis de metais em capsulas de suplementos de
ervas sem digestao acida. Os autores ndo reportaram interferéncias durante o
estudo.

Udousoro et al.3! (2017) determinaram a concentracédo de As, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, P, Pb, Sn, V, e Zn em dezoito suplementos
alimentares amplamente comercializados na Nigéria. A concentracdo dos
elementos As, Ca, Co, Fe, K, Mg, Mo, Na, P, Sn, e Zn foi determinada através
da técnica ICP OES. O preparo das amostras para a analise com essa técnica
consistiu em digestdo acida em micro-ondas utilizando HNOs e H202. Apés a
digestdo, as amostras foram diluidas com &gua ultrapura.

Ja os elementos Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb e V foram determinados utilizando a
técnica ICP-MS. Para essa andlise, as amostras foram digeridas utilizando
apenas HNOs e posteriormente diluidas com agua ultrapura. Os autores nao
reportaram problemas com interferentes nas analises.

Outra técnica analitica comumente utilizada para determinagdo elementar em
suplementos alimentares € a AAS, que sera descrita na proxima Secédo. Dentre
0s atomizadores reportados na literatura para tais analises estdo a chama (F
AAS) e o forno de grafite (GF AAS).

A seguir, serdo apresentados trabalhos que utilizaram essa técnica para a
determinacdes elementares de Cr e/ou Fe em matrizes semelhantes aos
suplementos alimentares.

Conforme descrito anteriormente, Soltyc et al.?®> (2003) conseguiram
contornar as interferéncias de C na analise dos is6topos de Cr para a maioria
das amostras, sendo possivel sua determinacdo por ICP-MS. Entretanto, para
uma das amostras isso nao foi possivel e, para obter resultados confiaveis, foi
aplicado um fator de corregcao para essa amostra. Com o objetivo de verificar se
esse resultado estava correto, Cr foi quantificado também pela técnica de GF
AAS, utilizando 600 e 2400 °C como temperaturas de pirolise e atomizacgéao,
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respectivamente e a linha analitica de 357,9 nm. O preparo das amostras foi o
mesmo tanto para a andlise utilizando ICP-MS quanto para a analise utilizando
GF AAS.

A partir dessa andlise, foi verificado que os resultados foram concordantes.
Além de Cr, também foram determinados Fe e Ca por GF AAS usando as linhas
248,3 e 422,7 nm, respectivamente. As temperaturas de pirélise e atomizacéo
utilizadas para Fe foram de 500 e 2300 °C e para Ca de 700 e 2400°C,
respectivamente. Para a determinacdo desses elementos por GF AAS néo foi
descrito o uso de modificadores quimicos e problemas relacionados a
interferentes da matriz ndo foram reportados.

Soriano et al.*? (2007) desenvolveram um método para a determinacéo de
Cu, Fe, Mn e Zn em amostras de comprimidos multivitaminicos e multiminerais
por F AAS. Para a andlise, foram testados dois métodos de extracdo, sendo que
em um deles foi adicionado HCI e a solu¢éo foi mantida sob agitacéo por cinco
minutos. O segundo método consistiu no mesmo procedimento, porém com
adicao de uma etapa em que as solucdes permaneceram 12 horas em repouso.
Os métodos de extracao foram comparados com uma digestao acida em micro-
ondas, com adicdo de HNOs. Os autores ndo reportaram interferentes durante
as analises.

Tumir et al.®? (2010) determinaram Pb, Cd, Cr, Ni e Zn em trinta amostras de
suplementos alimentares, comercializados nos mercados da Croacia utilizando
a técnica de GF AAS para os quatro primeiros elementos e F AAS para Zn. As
amostras foram submetidas a um processo de digestdo por micro-ondas com a
adicdo de HNO3s e H20:2 e, ap0s a digestéo, foram diluidas com agua ultrapura.
Os comprimentos de onda utilizados foram 217,0 nm (Pb), 228,8 nm (Cd), 232,0
nm (Ni), 357,9 nm (Cr) e 213,9 nm (Zn). Os autores néo relatam o uso de
modificadores quimicos no estudo e néo reportam a presenca de interferéncias.

E possivel observar que, para a maioria dos trabalhos descritos
anteriormente?0:2529-32 - diferentes tipos de acidos sdo empregados, sendo a
digestdo assistida por micro-ondas o procedimento de preparo de amostra mais
utilizado. Apesar dos métodos de digestao acida serem muito comuns, existe o
risco de ocorréncia de erros sistematicos por contaminacfes ou perdas por
volatilizacdo de espécies do analito, com prejuizos para a precisdo e exatidao

dos resultados. Nesse contexto, torna-se atraente a analise direta de amostras
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sélidas (SS), que possibilita a obtencédo de informacdes sobre a composicao
elementar diretamente, com as amostras sofrendo apenas um minimo
tratamento prévio.®

A SS (ou na forma de suspensao) apresenta vantagens significativas quando
comparada aos métodos convencionais de digestdo. Dentre elas estdo (1) um
pré-tratamento das amostras mais simples e rapido, (2) menores riscos de
contaminacgdes das amostras, ja que evita 0 uso de reagentes para dissolucéo
além de diminuir o nimero de etapas e, consequentemente, a manipulacéo das
amostras, (3) menores perdas de analito (por volatilizagdo ou adsorcéo), (4)
menor periculosidade para o analista, jA que ndo requer reagentes toxicos ou
corrosivos, (5) menor geracao de residuos, (6) maior detectabilidade do analito,
uma vez que as amostras nao precisam ser diluidas e (7) possibilidade de se
analisar uma pequena quantidade de amostra (em alguns casos na ordem de
poucos miligramas).®

Conforme descrito por Zachariadis et al.?® e Soriano et al.'? , o preparo de
suspensfes também envolve o uso de &cidos. Entretanto, eles sdo geralmente
diluidos e o procedimento realizado normalmente ocorre a temperatura
ambiente, o que é considerado uma vantagem em relacao a digestdo acida. Para
0 preparo das suspensfes, contudo, as amostras ainda precisam ser diluidas,
aumentando a possibilidade de contaminacdes e comprometendo a precisao e
os limites de deteccdo do método. Além disso, um cuidado que deve ser tomado
ao se analisar amostras na forma de suspensao € para que se mantenham
estaveis e homogéneas durante a analise®, problema descrito por Zachariadis et
al.?®

Nesse contexto, com foco na analise elementar, algumas técnicas podem
fornecer informacdes quantitativas diretamente de uma amostra solida, como
LA-ICP-MS e GF AAS.

Dentre as técnicas que permitem a SS, destaca-se a GF AAS, que permite a
analise de todos os tipos de amostras com um minimo preparo, além de
apresentar alta sensibilidade. Outra importante caracteristica dessa técnica é a
possibilidade de calibracdo utilizando solu¢cbes padrdo aguosas, 0 que é muito
incomum nas técnicas que empregam a andlise direta de sélidos.2

Apesar dessas vantagens, a técnica apresenta limitacdes, geralmente

associadas a interferéncias espectrais causadas pela matriz da amostra, que
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ndo podem ser corrigidas adequadamente pela instrumentacao classica de fonte
de linha (do inglés line source - LS AAS).33 A introducdo da espectrometria de
absorcédo atbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS) trouxe a
possibilidade de visualizacdo da regido espectral da linha analitica, em contraste
a convencional LS AAS, fornecendo mais informacdes e, consequentemente,
permitindo um maior controle sobre tais interferéncias, além de possibilitar a
determinacdo de mais de um elemento simultaneamente, assuntos que serao

abordados nas préximas Secoes.®

3.4. Espectrometria de absorcédo atdmica (AAS) e a andlise direta de

solidos

O principio da técnica se baseia no fenébmeno de absorgdo de radiacéo de
frequéncia especifica por atomos livres (estado gasoso) para medir a
concentracdo de analito em uma dada amostra.?”:34

Assim, parte da radiacdo incidente (Po) € atenuada pela presenca do analito
(nuvem de atomos) no atomizador, resultando em uma menor intensidade de
radiacdo transmitida (P) que chegard ao detector, conforme apresentado na
Figura 1. Essa atenuacdo da radiacdo ocorre devido a transferéncia de energia
para o &tomo, promovendo sua transicdo do estado de menor energia (estado

fundamental) para um estado de maior energia (estado excitado).?”:3*

s> || NUVEMAOHICE S ey
(Analito Atomizado)

Radiacao Radiagao
Incidente Transmitida
Po P

Figura 1. Principio da espectrometria de absor¢cdo atbmica. A radiacao
incidente (Po) é absorvida pelo analito (nuvem atémica) presente na amostra
atomizada, resultando em um feixe transmitido de menor intensidade (P). (Fonte:

adaptado de Skoog et al.24).

Através da razdo entre a intensidade do feixe de radiacao transmitido apos
ter passado pelo analito atomizado (P) e a intensidade inicial desse feixe incidido
sobre essa (Po), € obtida a transmitancia (T) (Equacéo 1).

15



P
T = 50 Eq. (1)

A Lei de Lambert-Beer relaciona a atenuacao da radiacao e a quantidade de
analito presente na amostra, através da funcdo logaritmica do inverso da
transmitancia, denominada absorvancia, a qual possui uma relacao linear com a
concentracéo de analito da amostra (Equacéao 2).

A= log,,1/T = ebc EQ. (2)

Sendo “A” a absorvancia, que é dada pelo logaritmo do inverso da
transmitancia (T); e/ou igual a multiplicacdo entre a absortividade molar “€”, o
comprimento do caminho 6ptico “b” e a concentracao do analito “c”.

As fontes de radiacdo mais utilizadas séo as lampadas de catodo oco (HCL),
também chamadas de fontes de linha, que, como o préprio nhome sugere,
consistem em lampadas especialmente desenvolvidas para emitir radiagdo com
comprimentos de onda especificos para cada elemento, 0 que torna a técnica
altamente seletiva e dispensa o uso de monocromadores de alta resolugéo.
Assim, a técnica é conhecida como espectrometria de absorcdo atbmica com
fonte de linha (LS AAS).3*

A linha analitica é separada das outras linhas espectrais emitidas pela
lampada através de um monocromador, que € constituido de uma fenda de
entrada, de um elemento de dispersédo (normalmente uma rede de difracdo), de
espelhos para promover a reflexdo da radiacdo e de uma fenda de saida ou
fenda geométrica. Apds passar pelo monocromador, a radiacdo chega ao
detector, normalmente um tubo fotomultiplicador, no qual € convertida em sinal
elétrico, que é amplificado e convertido para fornecer a absorvancia.?”-3

Na Figura 2, esta representada a configuracéo tipica de um espectrémetro
de absorcdo atdmica com fonte de linha de forma esquematica. Nesta figura,
estdo presentes os componentes principais de um espectrometro de AAS, sendo
eles: fonte de radiacdo, atomizador, monocromador (responséavel por garantir

gue apenas a radiacao de interesse chegue ao detector) e detector.
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Figura 2. Esquema dos componentes principais de um espectrometro de

absorcdo atdmica. (Fonte: adaptado de Fick, 2018%%).

A atomizacao € o processo mais importante em uma analise por AAS. Essa
etapa consiste na transformacédo do analito em atomos livres no estado gasoso.
Para a técnica de AAS, estdo disponiveis, comercialmente, trés tipos de
atomizadores: chama, forno de grafite e tubo de quartzo.

O desenvolvimento da espectrometria de absor¢cdo atbmica como técnica
analitica ocorreu mediante os estudos de Alan Walsh, a partir de 1955, sendo
inicialmente empregado um atomizador de chama (F AAS) no desenvolvimento
dos primeiros espectrometros de absorgédo atdomica.

Devido a sua simplicidade, a técnica de F AAS é uma das técnicas mais
utilizadas na determinacéo elementar. Contudo, ela apresenta elevados limites
de deteccao, se comparada com a GF AAS, e problemas de interferéncia de
matriz, o que leva a combinacédo da técnica com algum procedimento de preparo
de amostra.

A técnica de GF AAS foi desenvolvida por L'vov em 1959.%* Para a andlise
em forno de grafite, a amostra, na forma sélida ou liquida, é dispensada dentro
do forno e a temperatura € aumentada gradativamente para remover, tanto
guanto possivel, o solvente e 0s concomitantes, antes da etapa de atomizacéo
ser alcancada.?* Uma vez que toda a aliquota de amostra, introduzida no forno,
€ vaporizada em um curto intervalo de tempo, € gerado um sinal em forma de
pico em fungéo do tempo.

Apesar do desenvolvimento da GF AAS, até meados de 1980 a técnica ainda
apresentava algumas dificuldades, uma vez que os fornos ndo apresentavam
comportamentos isotérmicos, seja temporal e/ou espacialmente. Um importante
marco para a evolucdo da GF AAS ocorreu em 1981, quando Slavin, baseado

nas observacbes de L'vov, propds o conceito de Forno-Plataforma de
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Temperatura Estabilizada (do inglés, Stabilized Temperature Platform Furnace -
STPF).34

O conceito STPF estabelece parametros para que a analise em GF AAS
ocorra com 0 menor numero de interferéncias possivel, tornando-a altamente
sensivel, versatil e confidvel para a determinacéo de elementos traco e ultra trago
em uma ampla variedade de amostras.®* Dentre as condicdes STPF estéo:

a) Atomizacdo do analito a partir de uma plataforma e ndo da parede do

forno;

b) Uso de fornos de grafite piroliticamente recobertos;

c) Medida de absorvancia integrada;

d) Uso de forno aquecido transversalmente;

e) Aquecimento rapido durante a atomizagao;

f) Uso de modificador quimico.

Na GF AAS, é utilizado um programa de temperatura com o objetivo de
separar 0 analito da matriz antes da etapa de atomizacdo. Programas de
temperatura tipicos do forno de grafite incluem etapas de secagem, pirélise,
atomizacgao e limpeza do forno. A primeira etapa consiste na evaporacédo dos
solventes presentes na amostra, seguida da etapa de pirdlise, que tem como
objetivo a eliminacdo da matriz, sem que ocorra a atomizacdo do analito. Na
sequéncia, ocorre a atomizacao, etapa na qual os analitos séo volatilizados. Por
fim, a etapa de limpeza tem como objetivo eliminar qualquer resquicio de analito
que possa ter permanecido no forno de grafite.”

Para garantir que o analito seja separado da matriz antes da etapa de
atomizacao, € necessario utilizar a temperatura de pirélise mais alta possivel. No
entanto, como o analito ndo deve ser volatilizado durante a etapa de pirdlise,
existem limitacGes para a temperatura maxima.

Dessa forma, uma alternativa contida nas condi¢cbes STPF é fazer uso de
modificadores quimicos, que tém como objetivo tornar as propriedades quimicas
e fisicas do analito nos padrdes de calibracdo e nas amostras o mais proximas
possivel. Assim, um reagente (modificador) € adicionado em alta concentracao
para alinhar as propriedades fisicas e quimicas das solu¢gdes e/ou amostras. O
reagente, frequentemente, serve para converter o analito em uma forma menos
volatil, de modo que temperaturas de pirdlise mais altas possam ser aplicadas,

favorecendo a eliminagdo da matriz. Alternativamente, o modificador quimico
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também pode converter os concomitantes em uma forma mais volatil, para que
sejam eliminados com mais facilidade, minimizando interferéncias espectrais e
nao espectrais. Qualquer uma das medidas pode ser adequada para obter uma
separacdo mais eficaz do analito dos concomitantes durante a etapa de
pirélise.3*

Um exemplo de modificador quimico € a mistura de nitratos de paladio e
magnésio (Pd-Mg), proposta por Schlemmer e Welz.3¢ Essa mistura é conhecida
como modificador universal.

A técnica de GF AAS tem sido bastante empregada na determinacéo de
metais em diversos tipos de matrizes devido a sua alta sensibilidade, por permitir
0 emprego de amostras com matrizes complexas e por possibilitar, em muitos
casos, a calibracdo com padrdes aquosos.?* Além disso, como comentado
anteriormente, permite a analise direta de amostras sélidas, dispensando etapas
de pré-tratamento da amostra como a dissolu¢éo ou a decomposicédo, reduzindo
consideravelmente o tempo de andlise e a possibilidade de contaminacdes.®

Apesar de suas vantagens, a técnica de LS AAS apresenta algumas
limitacdes, tipicamente associadas a interferéncias espectrais causadas pela
matriz da amostra, que ndo podem ser corrigidas apropriadamente pela
instrumentacéo classica de fonte de linhas.®® Além disso, uma das limitacdes
mais sérias da técnica é a sua determinacdo monoelementar, derivada do uso
de lampadas de catodo oco individuais para cada elemento.’

A partir do fim da década de 80, houve uma estagnacéo no desenvolvimento
instrumental, em relacdo a novas descobertas e aplicagfes da AAS.3” Nesse
periodo, Hieftje questionou o futuro da AAS, caso nenhuma inovacao tecnoldgica
fosse desenvolvida. Além disso, o autor sugeriu que 0S novos conceitos
deveriam envolver a aplicacdo de uma fonte continua, de monocromadores com

maior resolucéo e de detectores com maior capacidade de processamento.3®

3.5. Espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com fonte
continua (HR-CS AAS)

A HR-CS AAS constitui uma redefinicdo da AAS convencional, sendo uma
ferramenta extremamente 0til na analise elementar em diversos tipos de

amostras, incluindo aquelas com matrizes complexas.” Aprimorar a técnica de
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AAS e contornar algumas desvantagens, como a necessidade do uso de uma
lampada de catodo oco para cada elemento e corrigir algumas interferéncias
dificeis de serem eliminadas pelos métodos de correcédo tradicionais, foram a
forca motriz para o avanco e desenvolvimento dessa renomada técnica analitica.

Até meados de 1990, os estudos voltados para a solucao desses problemas
utilizavam componentes disponiveis comercialmente que foram projetados para
outros fins, como a espectroscopia de emissdo e, portanto, ndo idealmente
adequados para a espectrometria de absorcao atdmica com fonte continua (CS
AAS).3 O avanco na técnica aconteceu em 1996, quando o grupo de Becker-
Ross projetou e construiu o primeiro protétipo do espectrébmetro que originaria a
técnica HR-CS AAS. Tal construcdo s6 foi possivel gracas a otimizacédo e
desenvolvimento de componentes especificos para a técnica.*°

O primeiro equipamento comercial foi introduzido no mercado somente em
2004, sendo empregada a chama como atomizador.” A Figura 3 apresenta o

esquema dos componentes de um espectrometro de HR-CS AAS.
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Monocromador de alta resolucao

Figura 3. Esquema representando 0s principais componentes de um
espectrometro de HR-CS AAS. (Fonte: adaptado de Welz’).

O espectrébmetro é composto por uma fonte de radiagdo continua que, em
contraste com uma fonte de linha, gera um espectro com uma distribuicdo
espectral continua em uma ampla faixa de comprimentos de onda. Também

inclui um monocromador duplo de alta resolugdo com um prisma (pré-
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monocromador), um monocromador grade de difracdo echelle de alta resolucéo
e um detector de matriz de dispositivo de carga acoplada (CCD). Os sistemas de
atomizacdo sdo os mesmos utilizados na LS AAS, sendo 0os mais comuns a
chama e o forno de grafite.*®

A fonte de radiacdo de alta intensidade consiste em uma lampada de arco
curto de xendnio sob alta pressédo, que emite comprimentos de onda em uma
faixa continua de 190 a 900 nm e opera em modo hot spot (modo caracterizado
por um ponto de plasma extremamente concentrado proximo a superficie do
catodo de tungsténio).*! A lampada é operada a uma poténcia de 300 W e sua
intensidade de emissdo excede a de uma lampada de catodo oco em,
aproximadamente, duas ordens de grandeza.®

O monocromador duplo de alta resolu¢édo é composto por um prisma Littrow
e uma rede de difracdo echelle. O prisma realiza a pré-dispersao da radiacao
continua e, assim, apenas a faixa pré-dispersa € direcionada a rede echelle, que
a dispersa novamente.3°

O detector é constituido por dispositivos de carga acoplada (CCD)
combinados em um arranjo linear. Cada regido fotossensivel do CCD
(denominada como pixel) atua como um detector independente. Sua superficie
de deteccdo é composta por 558 pixels, dos quais 200 séo aplicados para fins
analiticos e o restante é usado para correcées internas.®

Assim, com o desenvolvimento da HR-CS AAS, os sinais analiticos s&o
gerados com uma nova dimensao, o comprimento de onda. Logo, obtém-se um
espectro tridimensional, no qual a dimensdo do comprimento de onda é
adicionada as dimensdes tradicionais de absorvancia e tempo, tornando possivel
a observacédo, com detalhes, da regido da linha analitica de interesse.

Esse novo recurso permite a observacdo e correcdo de interferéncias
espectrais, 0 que nao era possivel com o uso da LS AAS, que possui capacidade
limitada de correcdo de fundo. Para isso, 0 espectrometro possui um sistema
para correcéo de fundo por um algoritmo de minimos quadrados (do inglés, least-
square background correction - LSBC). Esse algoritmo baseia-se na obtencao
de um espectro de referéncia para o interferente, sendo possivel subtrai-lo do
intervalo espectral avaliado, restando apenas o sinal analitico do elemento

investigado.”42
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Além dessa importante otimizacdo, Heitmann et al.* exploraram a deteccéo
provida pelo CCD como meio para aumentar ou reduzir a sensibilidade analitica,
dependendo do numero de pixels avaliados (mais pixels = maior sensibilidade).
Nesse contexto, na HR-CS AAS, cada parte da linha de absorcéo (&rea do pico)
é medida por um pixel individual do detector.*?> Assim, diferentes variacdes no
namero de pixels podem ser utilizadas para avaliar o sinal analitico.

Uma combinagdo comumente utilizada para monitorar o sinal analitico € o
uso de 3 pixels, CP + 1, CP = pixel central e + 1 correspondem aos proximos
pixels a esquerda e a direita de CP.%43 Por outro lado, como as asas do pico
(pixels laterais sem considerar o pixel central) também correspondem a absorcao
do elemento, esses pixels adjacentes podem ser empregados para reducdo da
sensibilidade analitica, permitindo a determinacdo de elevadas concentractes

de analito e 0 aumento da faixa linear de trabalho (Figura 4).”
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Figura 4. Representacéo da avaliacdo de diferentes pixels no sinal analitico.

(Fonte: adaptado de Heitmann et al.*3).

Uma das principais razbes que motivaram as pesquisas em CS AAS foi a
expectativa de superar a limitacdo de determinar um elemento de cada vez,
principalmente em GF AAS, onde os tempos de medigdo tipicos sdo da ordem
de alguns minutos.3® Nesse contexto, o uso de linhas atdbmicas menos sensiveis
tem sido fundamental para o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacao simultdnea de dois ou mais elementos por HR-CS GF AAS, ja que
€ necessario que a linha do segundo analito esteja compreendida no mesmo

intervalo espectral da linha do primeiro analito.”4445
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O uso de uma fonte de radiacdo continua de alta intensidade na HR-CS GF
AAS proporciona uma intensidade essencialmente igual em todos os
comprimentos de onda, resultando na mesma relacdo sinal-ruido (S/N)
melhorada para todas as linhas analiticas.”#>46 Essa é uma importante
caracteristica para a determinacéo simultanea, j& que uma das linhas analiticas
utilizadas € quase inevitavelmente uma linha diferente da linha principal e,
consequentemente, menos sensivel, comparando-se com a linha secundaria
utilizando a técnica de LS AAS.

Assim, a técnica possibilita a determinacdo de dois ou mais elementos
simultaneamente, contanto que suas linhas de absorcdo estejam dentro do
intervalo espectral coberto pelo detector. No entanto, esse potencial é limitado
pela estreita regido espectral (de 0,2 a 1,0 nm, dependendo do comprimento de
onda) que pode ser monitorada com a instrumentacdo comercialmente
disponivel. Além disso, ressalta-se que para realizar uma analise simultanea, a
sensibilidade das linhas analiticas empregadas deve ser compativel com a
concentracéo dos analitos presentes na amostra.

Além das condicdes citadas, € recomendado que os elementos em estudo
apresentem comportamentos térmicos semelhantes, para que um Unico
programa de temperatura seja estabelecido.®4244.45

A técnica permite, também, determinar sequencialmente os analitos,
empregando condi¢des otimizadas para cada um independentemente, sendo
necessaria a troca da linha analitica entre os ciclos de atomizacéo.?

A seguir, serdo apresentados trabalhos que realizam determinacdes de Cr
e/ou Fe através da técnica de HR-CS GF AAS em amostras com matrizes
semelhantes aquela analisada no presente trabalho. Nesses estudos, s&o
abordadas as possibilidades da técnica e, em alguns deles, a SS.

Virgilio et al.*” (2012) empregaram a andlise direta de sélidos para determinar
Cr em amostras de plantas medicinais através da técnica de HR-CS GF AAS
utilizando solugbes padréo aquosas para a calibracdo. O preparo das amostras
consistiu apenas na secagem dessas em um forno a 40 °C por 48 horas e
posterior pulverizacdo em um moinho criogénico. As analises foram realizadas
com a linha principal do Cr (357,868 nm), sendo 3 pixels analisados (CP + 1),
sem o uso de modificador quimico, com temperaturas de pirdlise e atomizacéo
de 1500 e 2400 °C, respectivamente.
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Krawczyk*® (2014) determinou Cr, Cu, Fe, Mn Se, As, Cd e Pb em trés
diferentes suplementos multivitaminicos HR-CS GF AAS. Para a analise, as
amostras solidas foram convertidas em solu¢cdes através da adicdo de HNOs e
Triton X-100 e posterior sonicagao. O trabalho cita o uso de Pd(NO3)2, Mg(NO3)2
(ou a mistura dos dois) ou NH4H2PO4 como modificadores quimicos para os
elementos. E importante ressaltar que para Cr ndo foi utilizado nenhum
modificador quimico e para Fe foi utilizado apenas Mg(NOs3)2.

Os analitos foram determinados separadamente, e os comprimentos de onda
utilizados foram 193,696 nm (As), 228,801 nm (Cd), 324,754 nm (Cu), 357,868
nm (Cr), 248,327 nm (Fe), 279,481 nm (Mn), 283,306 nm (Pb) e 196,026 nm
(Se). Todos os elementos (exceto Pb) foram determinados nos comprimentos de
onda mais sensiveis, entretanto, a linha principal de Pb (217,001 nm) apresentou
interferéncias espectrais ndo identificadas. Dessa forma, a autora optou por usar
uma linha secundaria, sem interferentes. As temperaturas de pirélise variaram
de 600 a 1300 °C e as temperaturas de atomizacao variaram de 1300 a 2300
0c_48

Santos et al.** (2017) desenvolveram um método para a determinacao
simultanea de Cu e Fe em farinhas usando a analise direta de amostras solidas
e a HR-CS GF AAS. Para isso, as amostras foram diretamente pesadas na
plataforma de grafite e submetidas ao programa de aquecimento que utilizava
1400 e 2400°C como temperaturas de pirélise e atomizacao, respectivamente.
Foram utilizadas as linhas secundéarias em 217,894 nm para Cu e 217,812 nm
para Fe e foram avaliados 5 pixels para Cu (CP * 2) e 3 pixels para Fe (CP + 1).
Nao foram observadas interferéncias e nenhum modificador quimico foi utilizado.

Adolfo et al.*® (2019) otimizaram um método para a determinagdo simultanea
de Fe e Ni presentes como contaminantes em suplementos multiminerais e
multivitaminicos por analise direta de sélidos utilizando a técnica de HR-CS GF
AAS. Com o objetivo de evitar interferéncias espectrais, as medidas foram
realizadas com as linhas secundarias de Fe e Ni, localizadas em 352,604 e
352,454 nm, respectivamente. Os sinais foram avaliados utilizando 5 pixels para
ambos os elementos (CP + 2). As temperaturas de pirdlise e atomizagéo
utilizadas foram, respectivamente, 1000 e 2700 °C. Modificadores quimicos ndo

foram necessarios e nao foram observados efeitos de matriz.
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Zvéfina et al.®® (2019) apresentaram um método para determinacéo
simultdnea de Cd e Fe em flocos de cereais usando a HR-CS GF AAS. A linha
primaria de Cd em 228,802 nm e uma linha secundaria de Fe em 228,725 nm
foram utilizadas para o estudo. Os sinais foram avaliados utilizando 3 pixels para
os dois elementos (CP + 1). O preparo das amostras consistiu na digestao acida
em micro-ondas, utilizando HNO3s e H202. Nesse trabalho, considerando que Cd
e Fe apresentam volatilidades significativamente diferentes, o programa de
temperatura precisou refletir seu comportamento térmico cuidadosamente.
Assim, foram utilizadas duas temperaturas de pirdlise (350 e 700 °C) e duas
temperaturas de atomizacao (1250 °C e 2325 °C para Cd e Fe, respectivamente).

Foram utilizados 5 pL de uma mistura contendo 1 g L™ Pd e 0,6 g L™
Mg(NOs3)2 como modificador quimico, para a estabilizagdo dos analitos. Com a
adicdo desse modificador, foi possivel utilizar uma temperatura de pirélise de
700 °C sem que houvesse perda de Cd por vaporizacdo. Foi observada uma
interferéncia produzida pela presenca de moléculas de PO, que foi suprimida
pelo modelo de correcdo usando correcédo de LSBC.%°

Adolfo et al.>! (2020) compararam o método de amostragem direta de sélidos
com método convencional de digestdo acida para determinar simultaneamente
Fe e Ni em guarana através da técnica de HR-CS GF AAS. As medicfes foram
feitas com as linhas secundarias de Fe e Ni, 352,604 e 352,454 nm,
respectivamente. Foram avaliados 5 pixels (CP + 2) para os dois elementos.
Quatro procedimentos de digestdo usando misturas de (a) HNOs e H202, (b)
HNOs e HCI, (c) HNOs, HCl e H202 e (d) HNOs, H2SO4 e H20:2 realizados em
bloco digestor foram avaliados. Para a andlise direta das amostras, aquelas que
se encontravam na forma soélida foram moidas e bem misturadas com almofariz
e pistilo, para garantir a homogeneidade, enquanto as amostras em capsulas
foram abertas e o contetdo analisado diretamente sem pré-tratamento. Nao foi
necessario o uso de modificador quimico e nao foram observadas interferéncias
espectrais.

Santos et al.>? (2019) realizaram a determinacdo simultanea de Cr e Fe em
amostras de leite em po6 através da técnica de HR-CS GF AAS. As amostras
foram digeridas em micro-ondas utilizando HNOs e H202. O método foi
estabelecido usando a linha priméaria (357,869 nm) para o Cr e a linha secundaria
adjacente (358,120 nm) para o Fe, empregando aluminio como modificador
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quimico. Foram utilizados 3 pixels (CP + 1) para a avaliacdo do sinal analitico
dos dois elementos. As temperaturas de pirdlise e atomizacéo otimizadas foram
1000 e 2500 °C, respectivamente. Nao foram observadas interferéncias.

Ja que ndo foram encontrados na literatura trabalhos que realizem a
determinacdo simultdnea de Cr e Fe em amostras semelhantes as de
suplementos alimentares, para ilustrar a possibilidade dessa analise através da
técnica de HR-CS GF AAS e a SS, cita-se o trabalho realizado por Dittert et al.*®,
no qual Cr e Fe sdo determinados simultaneamente em amostras de petréleo
bruto (considerado um liquido de alta viscosidade). As amostras ndo precisaram
de nenhum preparo, sendo apenas submetidas a um banho ultrassénico para
sua homogeneizacao e, em seguida, foram pesadas diretamente na plataforma
de grafite. Para a andlise, foram utilizadas a linha principal do Cr (357,869 nm) e
uma linha secundaria do Fe (358,120 nm). Para a avaliacdo do sinal analitico,
foram avaliados 3 pixels (CP % 1), tanto para Cr como para Fe. As temperaturas
de pirdlise e atomizacdo escolhidas para o estudo foram 1400 e 2500 °C,
respectivamente e ndo foi necessario o uso de modificadores quimicos.

Nesse contexto, a HR-CS GF AAS se torna uma técnica atrativa para a
determinacdo de minerais em suplementos alimentares, ja que oferece a
possibilidade de amostragem direta de sélidos, além da possibilidade de

determinacdes elementares simultéaneas.
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4. Procedimentos experimentais

4.1. Instrumentacao e condi¢cdes experimentais

Para todas as medidas, foi utilizado um espectrémetro de absorcdo atdbmica
de alta resolucdo com fonte continua, modelo contrAA 700 (Analytik Jena AG,
Jena, Alemanha). O equipamento é equipado com atomizadores de chama e
tubo atomizador de grafite aquecido transversalmente, em compartimentos
separados, sendo que somente o segundo foi utilizado.

Como fonte de radiacédo, foi usada uma lampada de arco curto de Xe sob alta
pressao com operacdao em modo “hot-spot”, que emite espectro continuo entre
190 e 900 nm. O espectrometro € equipado com um monocromador duplo de
alta resolucéo (prisma e rede de difracdo echelle) e um CCD, com 588 pixels,
sendo 200 deles usados para fins analiticos.

Todos o0s experimentos foram realizados utilizando tubos de grafite
piroliticamente recobertos para amostragem de soélidos sem orificio dosador
(Analytik Jena, Part no. 407-A81.303), e plataformas de grafite para analise de
sélidos (Analytik Jena, Part no. 407-152.023). Uma microbalanca M2P
(Sartorius, Géttingen, Alemanha), com preciséo de 0,001 mg, foi utilizada para a
pesagem das amostras diretamente na plataforma. Um acessério para
amostragem direta manual, modelo SSA 6 (Analytik Jena AG, Jena, Alemanha),
com um par de pincas previamente ajustado foi usado para transferir a
plataforma de grafite para o atomizador. Argénio (Ar) com pureza de 99,996%
(White Martins, Sao Paulo, Brasil) foi usado como gas de purga e de protecéo,
com fluxo maximo (2,0 L min) durante todas as etapas, exceto na atomizacéo,
quando foi ajustado conforme necessidade (assunto que sera explicado na
sequéncia). O programa de aquecimento do forno de grafite utilizado no presente
estudo esta apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2. Programa de aguecimento do forno de grafite para a determinacéo
simultanea de Cr e Fe via HR-CS GF AAS utilizando a SS.

Etapa Temperatura Rampa de Tempo Fluxo de gas
(°C) aquecimento (°C s?) (s) L mint
Secagem 110 3 20 2,0
Secagem 150 5 20 2,0
Pirdlise 1200 100 30 2,0
Atomizacéo 2600 FP* 6 **
Limpeza 2650 500 4 2,0

*FP: Full Power (= 3000 °C s™).

**Variavel conforme a condicgéo.

Foram usadas as linhas de 357,869 nm (linha principal) e 358,120 nm (1%
de sensibilidade relativa) para monitorar os sinais analiticos de Cr e Fe,
respectivamente.

Durante o estudo, percebeu-se que as amostras investigadas apresentavam
diferentes concentracdes de Cr e Fe. Assim, foram necessarios alguns ajustes
nas condi¢des instrumentais relacionadas a vazdo de Ar durante a etapa de
atomizacdo e ao numero de pixels utilizados para avaliar os valores de
absorvancia integrada (Aint). As diferentes condi¢des instrumentais utilizadas séo
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Condi¢des instrumentais utilizadas durante a etapa de atomizacao

e avaliacdo do sinal de Cr e Fe.

, _ Fluxo de Gas . Faixa de
Condicéo Analito . Pixels

L mint Trabalho

Cr 0,1 CP 50 — 3000 pg

1 Fe 0,1 CcP 14 — 700 ng

Fe 0,1 -3/+3 19 - 1000 ng

5 Cr 0 CPz1 32 -750 pg

Fe 0 CP 4,0 - 150 ng
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Durante o desenvolvimento do método para andlise, primeiramente foi
avaliada uma condicdo que permitisse a determinacdo de Cr e Fe levando em
consideracao as altas concentracfes dos analitos nas amostras. Para que fosse
possivel a quantificacdo desses analitos em amostras de suplementos
alimentares, foi utilizado fluxo minimo de Ar durante a etapa de atomizacgéo (0,1
L min1), e apenas CP foi empregado para a avaliagédo do sinal analitico para os
dois analitos. Essas medidas foram adotadas com o objetivo de reduzir os
valores de Aint obtidos para Cr e Fe. Essa condicao foi chamada de condicéo 1,
sendo a condig&o principal utilizada para o desenvolvimento do trabalho.

Apesar da condicdo 1 permitir a quantificacdo da maior parte das amostras,
verificou-se que algumas delas continham concentracbes extremamente
elevadas de Fe e, mesmo utilizando uma linha com 1% de sensibilidade relativa,
fluxo de Ar na atomizacdo, e apenas o pixel central para avaliacdo do sinal
analitico, os valores de Aint extrapolavam os limites de uma faixa de trabalho
confiavel.

Dessa forma, para as amostras com elevado teor de ferro foi adotada uma
variacdo da Condicao 1, na qual foram alterados os pixels avaliados: apenas os
pixels laterais (-3/+3) foram utilizados para a avaliacdo do sinal analitico.
Ressalta-se que nessa variacdo o fluxo minimo de Ar (0,1 L min't) foi mantido
durante a etapa de atomizacéo.

Essa alteragao foi considerada uma variagdo da condi¢do 1 pois consistiu
apenas em uma modificacdo nos pixels usados para a avaliacao do sinal de Fe,
de modo que as demais condicGes utilizadas para realizar as medidas
permaneceram as mesmas: com fluxo minimo de Ar (0,1 L min*) na etapa de
atomizacao e apenas um pixel para avaliacdo do sinal analitico de Cr.

Continuando os estudos, verificou-se que algumas amostras apresentaram
concentracdes de Cr abaixo do Limite de Detecgéo (LOD), quando a condicéo 1
foi aplicada. Assim, foi necessario adotar medidas com o objetivo de melhorar a
sensibilidade do método para determinacdo desse analito. Dessa forma, foi
desenvolvida uma segunda condi¢do, chamada de condi¢do 2, na qual o fluxo
de Ar foi cessado durante a etapa de atomizacao e 3 pixels (CP = 1) foram
avaliados para a linha do cromo.

Essa condicdo foi desenvolvida tanto para Cr quanto para Fe, sendo a

condicdo mais sensivel para os dois elementos. Como durante o
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desenvolvimento do trabalho verificou-se que ndo havia necessidade de
aumentar a sensibilidade para Fe, jA que a Condicdo 1 compreendia as
concentracfes desse analito nas amostras, para esse elemento foi avaliado

apenas o pixel central (CP) nessa condicéo.

4.2. Reagentes

Reagentes de grau analitico foram utilizados durante todo o desenvolvimento
do trabalho. Agua deionizada com resistividade de 18 MQ cm foi obtida através
de um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA) e foi
utilizada para o preparo de solucbes, diluicbes e limpeza dos materiais
empregados. O procedimento de limpeza das vidrarias utilizadas nesse trabalho
consistiu na sua imersdo em uma solugdo de HNO3s 1,4 mol L por, no minimo,
24h e posterior lavagem com agua deionizada. Em seguida, as vidrarias foram
secadas em uma capela de fluxo laminar modelo Hexiclean (Biosystem, Curitiba,
Brasil).

As solucgdes padréo multi-elementares foram preparadas a partir de solucdes
estoque de Cr e Fe de 1000 mg L (Specsol, Jacarei, Brasil). Com o objetivo de
otimizar as condicGes experimentais, foi preparada, primeiramente, uma solucéo
padrao multi-elementar contendo 350 pg Cr e 40 ng Fe (10,0 pL de uma solucao
com 35,0 ug L Cre 4,0 mg L Fe). Ap6s serem realizadas algumas otimizacoes
utilizando esta solucao, optou-se pelo preparo de uma solucdo mais concentrada
de ambos os analitos para obter valores de Aint mais elevados. Assim, uma
solugéo contendo 750 pg Cr de 80 ng Fe (10,0 pL de uma solugao com 75,0 ug
Lt Cr e 8,0 mg L Fe) foi utilizada para finalizar as otimizagées do método.

A faixa de concentracdo de Cr e Fe utilizada nas curvas de calibracao
variaram de 3,2 — 300 ug Lt e 0,4 — 100 mg L1, respectivamente. Todas as
solucdes foram preparadas em HNOs 0,014 mol L.

Diferentes reagentes foram investigados como possiveis modificadores
quimicos, cada um com as diluicbes adequadas. As solucdes de Pd e Mg foram
avaliadas tanto separadamente quanto combinadas e foram preparadas a partir
de solucdes estoque contendo 10,0 + 0,2 g L'* de Pd(NOs)2 e Mg(NOs)2 (Merck,
Darmstadt, Alemanha). Uma solucédo de 5 g L' de NHsH2PO4 foi preparada a

partir do sal (Merck) e dissolvida em agua deionizada, sendo posteriormente
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diluida para as concentracdes adequadas. Também foi utilizado peroxido de
hidrogénio 30% (Merck), sem dilui¢cdes.

Os acidos inorganicos, HCI 37% (Vetec, Duque de Caxias, Brasil), HNO3 63%
(Quimica Moderna, Barueri, Brasil) e H2SO4 98% (Merck) foram diluidos com
agua deionizada para as concentra¢des adequadas. O HCI utilizado foi destilado
e 0 HNOs foi bidestilado em um destilador de quartzo (Marconi, S&o Paulo,
Brasil). Todas as solucbes citadas acima como possiveis modificadores
quimicos foram preparadas com Triton X-100 0,05% (v/v) (Union Carbide,
Houston, EUA), com o objetivo de melhorar a interacéo entre a amostra soélida e

a solucédo de modificador quimico.%354

4.3. Amostras e material de referéncia certificado

Amostras de suplementos alimentares foram adquiridas em farmacias e
supermercados de Porto Alegre, Brasil. Dez amostras foram avaliadas: quatro
formulas infantis, nomeadas nesse estudo como “FI” e numeradas de 1 a 4, e
seis multivitaminicos, nomeados como “MV” e numerados de 1 a 6. As amostras
sdo comercializadas em trés diferentes formas: po, capsulas e comprimidos.

Na Tabela 4 estdo apresentadas as formas como cada amostra é
comercializada, bem como as quantidades minimas e maximas de consumo
diario de cada produto recomendadas pelos fabricantes (descrito no rotulo).
Nota-se que para as amostras comercializadas nas formas de capsulas e
comprimidos, as recomendacfes minimas e maximas para cada produto sdo as
mesmas. Isso ocorre pois o fabricante descreve apenas uma recomendacao de
consumo, por exemplo, no rétulo da amostra MV1 consta a recomendacéo de
consumo de um comprimido (que contém 1,32g) por dia. Além disso, a amostra
MV3 néo apresenta recomendacéo diaria de consumo. No rétulo apenas € citado
o preparo do suplemento, sendo esse, 3 colheres do produto (27g) para um copo
de leite.
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Tabela 4. Amostras de suplementos alimentares avaliadas, com tipo de

amostra, coédigos, faixa etaria recomendada, formas de comercializacdo e

recomendacao de consumo diario pelo fabricante.

Recomendacéo do

Fabricante (g de

Tipo de Codigo Faixa Etaria For.mrfl de~ suplemento por dia)
Amostra Recomendada Comercializac&o
Minima Maxima
Fl1 0 a 6 meses Po 51,6 180,6
Formulas FI2 0 a 6 meses PO 52,8 184,8
Infantis FI3 0 a 6 meses P6 65,7 183,96
Fl4 0 a 6 meses P6 64,5 180,6
MV1 =19 anos Comprimido 1,32 1,32
MV2 > 19 anos P6 69,96 209,88
MV3 Até 18 anos P6 NI NI
Multivitaminicos
MV4 > 19 anos Cépsula 1,1 1,1
MV5 > 19 anos Céapsula 0,55 0,55
MV6 =19 anos Comprimido 0,63 0,63

*NI| = ndo informado.

Para a andlise, as férmulas infantis (FI) e as amostras MV2 e MV3 foram
diretamente inseridas na plataforma de grafite, sem necessidade de preparo. O
preparo das amostras MV4 e MV5 consistiu apenas na abertura das capsulas,
seguido pela andlise direta do pé contido em seu interior, sendo a capsula
descartada. As amostras MV1 e MV6 foram maceradas com almofariz e pistilo e
0 po resultante foi analisado. Apesar do p6 obtido para essas amostras se
apresentar heterogéneo, as amostras nao foram peneiradas com o objetivo de
garantir que todo o conteddo dos comprimidos fosse analisado. Todas as
amostras foram armazenadas em tubos de plastico previamente
descontaminados.

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada através da analise do SRM
NIST 8415 de ovo inteiro em p6 (Whole Egg Powder) (National Institute of

Standards and Technology, Gaithersburg, EUA), ja que ndo havia um CRM de
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suplementos alimentares disponivel no laboratério. Nao foi necessario nenhum

preparo para o SRM 8415 antes da analise.

4.4. Procedimento analitico

O método foi otimizado utilizando duas solu¢des padrdo multi-elementares.
A primeira, contendo 350 pg Cr e 40 ng Fe (10,0 pL de uma solu¢do com 35,0
ug Lt Cr e 4,0 mg L Fe), foi utilizada para o estudo de modificadores e a
segunda, contendo 750 pg Cr de 80 ng Fe (10,0 pL de uma solucdo com 75,0 ug
L Cr e 8,0 mg L Fe), foi utilizada para o restante das otimizacdes. A solucéo
multi-elementar foi manualmente pipetada na plataforma de grafite, seguida pela
adicdo de 20 pL de H2S04 1% (v/v) + 0,05% Triton X-100 como modificador
quimico. A plataforma foi, entédo, inserida dentro do forno de grafite, onde o
programa de aquecimento apresentado na Tabela 1 foi iniciado. As amostras e
o SRM foram pesadas diretamente na plataforma de grafite, utilizando uma
microbalanca MP2, com a posterior adicdo de 20 pL de H2SO04 1% (v/v) + 0,05%
Triton X-100 cobrindo a amostra/SRM. Em seguida a plataforma foi inserida no
forno de grafite para o inicio da anélise.

Para as curvas de calibracdo, 10 pL das diferentes solucbes padrao multi-
elementares foram pipetadas diretamente na plataforma de grafite, com a
posterior adicdo de 20 pL de H2S04 1% (v/v) + 0,05% Triton X-100. As medidas
do branco foram realizadas com apenas 20 pL de H2SO4 1% (v/v) + 0,05% Triton
X-100 na plataforma. E importante ressaltar que os valores de Aint para Cr e Fe
foram sempre obtidos a partir da mesma aliquota de padrdo ou amostra
introduzida no forno de grafite, de acordo com as condi¢cdes apresentadas na
Tabela 3.

4. 5. Parametros de mérito

4.5.1. Avaliagao da exatidao

A exatiddo demonstra o grau de concordancia entre os resultados individuais

encontrados pelo método desenvolvido em relacdo a um valor de referéncia,
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considerado como verdadeiro. Os materiais de referéncia tém alto grau de
pureza e suas caracteristicas sdo conhecidas. Por isso, sempre que possivel,
eles devem ser utilizados para avaliar a exatiddo de um método analitico.®* Para
esse estudo, conforme citado anteriormente, foi analisado o SRM NIST 8415
Whole Egg Powder.

4.5.2. Avaliacdo da precisao

A precisdo do método representa a reprodutibilidade entre as medidas,
isto é, a proximidade entre resultados que foram obtidos da mesma forma.>® No
presente trabalho, a precisdo foi avaliada através do desvio padréo,
representado nas figuras pelas barras de erro, e desvio padréo relativo (RSD),
sendo esses valores obtidos com n = 3 medidas para o padrédo e n = 5 medidas
para as amostras. Assim, quanto menor o desvio padrdo e o desvio padrdo

relativo, maior a proximidade entre os resultados e, portanto, mais precisos.

4.5.3. Limites de deteccédo e quantificacao

O limite de deteccédo (LOD, do inglés limit of detection) € a quantidade
minima detectavel, com uma dada certeza analitica. E uma medida da
concentracdo ou massa do analito, que quando excedida, permite o
reconhecimento, com uma dada certeza estatistica, que a quantidade de analito
na amostra é maior que a do branco da mesma.3*

O limite de quantificagéo (LOQ, do inglés limit of quantification) pode ser
definido como a menor massa ou concentracdo de analito que pode ser
determinada quantitativamente, com um risco de erro inferior a 5%.34°6

Os limites de deteccgao (LOD) e quantificagéo (LOQ) foram calculados como
trés e dez vezes, respectivamente, o desvio padrao de dez medidas do branco,
dividido pelo coeficiente angular da regressao linear obtida a partir da curva de
calibracédo, também conhecido como sensibilidade.3456

As medidas do branco foram executadas conforme a técnica de “resposta a
massa zero™’, que consistiu em submeter, repetidamente, 20 puL de H2SO04 1%
+ 0,05% Triton X-100, adicionados a plataforma, ao programa de temperatura
apresentado na Tabela 2.
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A massa de 2,00 mg, que foi o limite maximo de amostra possivel de ser
analisado, foi utilizado para calcular o LOD e LOQ do método, que se dao através
da divisdo do LOD e LOQ calculados anteriormente pela massa maxima de

amostra.3*
4.5.4. Massa Caracteristica
A massa caracteristica, mo, € definida como a massa de analito
necessaria para produzir um sinal de Aint de 0,0044 s1. A mo foi calculada pela

relacdo direta entre o valor de Aint de um dos padrdes empregados na construgao

das curvas de calibracdo com o valor acima descrito.
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5. Resultados e discussao

5.1. Estudos preliminares

Como mencionado na introducéo, é possivel monitorar, simultaneamente, as
linhas analiticas de Cr e Fe, em 357,869 e 358,120 nm, respectivamente. Por
essa razao, o primeiro passo do trabalho consistiu na avaliagdo dos sinais de Cr
e Fe, através de uma varredura nas dez amostras investigadas, para verificar se
estavam em concordancia com a sensibilidade das linhas utilizadas (100% de
sensibilidade para Cr e 1% de sensibilidade relativa para Fe). Esses
experimentos foram realizados sem o uso de modificadores quimicos, com
temperatura de pirélise (Tpir) de 1300 °C e com temperatura de atomizacao (Tatm)
de 2600 °C, conforme relatado por Boschetti et al.>®

Assim, foi verificado que as concentracbes de Cr e Fe presentes nas
amostras de suplementos alimentares eram compativeis com a sensibilidade das
linhas analiticas, sendo a determinacdo simultanea dos dois analitos possivel,
conforme mostra a Figura 5. Ainda, nenhuma interferéncia espectral com
possivel sobreposicdo dos sinais analiticos, devido a moléculas diatbmicas, foi
observada durante essa investigacdo. Para complementar os testes, a solucéo

padréo de 350 pg de Cr e 40 ng de Fe também foi analisada.
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Figura 5. Espectros resolvidos no tempo para: a) solucédo padrédo de 350 pg
de Cr e 40 ng de Fe; b) amostra MV2 (mwmv2 = 0,816 mg) e c) amostra MV1 (mmvi
= 0,190 mg) obtidas na regido das linhas analiticas de Cr (357,869 nm) e Fe

(358,120 nm), na auséncia de modificadores quimicos via HR-CS GF AAS e

andlise direta de amostras solidas. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C sem fluxo de

Ar durante a etapa de atomizacgao.

Observou-se, através dos resultados, que as amostras apresentaram uma
ampla faixa de concentracao tanto para Cr quanto para Fe. Além disso, verificou-
se que para a solucao padrao, para todas as amostras de Fl e para as amostras
MV2 e MV3, os resultados obtidos foram reprodutiveis, com desvio padrao
relativo (RSD) inferior a 10%, e picos simétricos foram obtidos na auséncia de
modificador quimico, conforme mostrado nas Figuras 5a e 5b. No entanto, as
amostras MV1, MV4, MV5 e MV6 apresentaram um significativo efeito de matriz,
como pode-se observar, através do sinal analitico da Figura 5c, para a amostra

MV1. Essa distorcéo no sinal, provocada pela interferéncia de matriz, sobre os
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sinais de ambos os analitos, refletiu-se nos valores de RSD, que foram
superiores a 50% para essas amostras.

Com o objetivo de eliminar os efeitos de matriz nessas amostras, sem a
necessidade do emprego de modificadores quimicos, foram investigadas
diferentes temperaturas de pirélise (Tpir), variando de 1000 a 1400 °C. Entretanto,
nao foram observadas mudancas significativas nos perfis dos picos e nos valores
de RSD.

Em uma outra tentativa de contornar os problemas de matriz e considerando
os elevados teores de Cr e Fe nas amostras MV1, MV4, MV5 e MV6, foi
empregada a vazdo minima de Ar (0,1 L min't) durante a etapa de atomizacéo,
com o objetivo de diluir a matriz da amostra. Conforme esperado, a sensibilidade
dos analitos foi reduzida com a adicéo de fluxo de Ar; entretanto, os valores de
RSD permaneceram acima de 30%, jA que nao foi observada melhora na
simetria dos perfis de Cr e Fe.

ApoOs realizar a varredura em todos as amostras, concluiu-se que a
determinacdo simultanea de Cr e Fe para as amostras de suplementos
alimentares seria possivel. Além disso, observou-se que algumas delas,
principalmente aquelas comercializadas na forma de pé (FI1, FI2, FI3, FI4, MV2
e MV3), apresentavam sinais analiticos simétricos para Cr e Fe. As outras,
porém, resultaram em picos com ombros e cauda. Nenhuma amostra apresentou
interferéncias espectrais, entretanto os valores entre as replicatas de cada
amostra ndo eram reprodutiveis, resultando em altos valores de RSD.

Assim, julgou-se necessaria a realizacdo de um estudo de modificadores

quimicos, na tentativa de obter sinais analiticos simétricos e precisos.

5.2. Modificadores quimicos para a determinacao simultanea de Cr e Fe

Usualmente, Cr e Fe podem ser determinados sem o uso de modificadores
quimicos.4446:47.48.49.51 Conforme mencionado na sessdo anterior, para a solugdo
padrao multi-elementar de Cr e Fe e para as quatro amostras de Fl e MV2 e
MV3, os sinais analiticos eram simétricos para os dois analitos, com RSD menor
gue 6% para o padréo e menor que 10% para as amostras. Ja algumas amostras

de suplementos alimentares apresentaram sérios efeitos de matriz sobre os
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sinais analiticos, que ndo puderam ser solucionados com as variagcdes nas
temperaturas de pirdlise.

Assim, com o objetivo de desenvolver um método que pudesse ser aplicado
a todas as amostras, desde as mais simples até aquelas que apresentavam as
matrizes mais complexas, a amostra MV1 foi escolhida para realizar as
otimizacdes experimentais, por apresentar efeito de matriz bastante significativo.

Portanto, uma investigacdo sobre o efeito de diferentes modificadores
quimicos sobre os sinais de Cr e Fe foi realizada utilizando a amostra MV1, e
uma solucéo padrao contendo 350 pg Cr e 40 ng Fe (10 pL de uma solucdo com
35ugLtCre4,0mgL?Fe).

5.2.1. Mg(NOa),

O magnésio (geralmente como Mg(NOs)2) é o modificador quimico mais
utilizado nas determinacdes de Cr ou Fe via HR-CS GF AAS. 48505960 Assim, as
quantidades de 5,0 (recomendado pelo fabricante do equipamento), 10, 20 e 40
Mg Mg (10 pL de solucdes de Mg 0,05 — 0,40% (v/v), respectivamente) foram
pipetadas sobre a amostra MV1, previamente pesada na plataforma de grafite,
para posterior avaliacdo de sinais de Cr e Fe. Os primeiros experimentos foram
realizados utilizando 1100 °C como Tpir, temperatura recomendada para Fe pelo
fabricante do equipamento, e 2600 °C como Tam, com vazéo de Ar de 0,1 L min
! durante a etapa de atomizacéo.

Independente da concentracdo de Mg adicionada ndo foram observadas
melhorias significativas nos sinais, resultando em picos duplos e com cauda para
os dois analitos (Figura 6). Para essas condi¢des, os valores de RSD para os

dois analitos foram bastante elevados, maiores que 30%.
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Figura 6. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS GF
AAS e analise direta da amostra MV1 usando a) 5,0 ug (mmva1 = 0,071 mg), b) 20
Hg Mg (mmva = 0,028 mg) e ¢) 40 pug Mg (mmvi = 0,084 mg) como modificador

quimico. Tpir = 1100 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min*t Ar durante a etapa
de atomizagao.

Considerando que o fabricante do equipamento sugere o uso de 1300 °C
como Tpir para as determinacdes de Cr, o efeito de 5,0 a 40 pg de Mg sobre os
sinais de Cr e Fe foi avaliado usando essa temperatura. Mais uma vez, ndo foram
observadas melhorias nos perfis dos sinais analiticos e os valores de RSD
permaneceram elevados. Essas mesmas condi¢des foram utilizadas para avaliar
a solucao padréo de Cr e Fe e, como resultado, a presenc¢a de Mg nao influenciou
os sinais dos analitos, em comparacdo com aqueles obtidos na auséncia de
modificadores quimicos (Figura 5a). Considerando a complexidade da amostra

MV 1, optou-se por utilizar a Tpir de 1300 °C para prosseguir com 0s experimentos
com outros modificadores quimicos.
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5.2.2. NH4H2PO4

Sabe-se que o dihidrogenofosfato de amonio (NHsH2PO4) pode ser usado
para reduzir os efeitos da matriz nas analises por LS GF AAS e HR-CS GF AAS.
61,6263 Assim, foi avaliado o efeito do uso de diferentes quantidades de
NH4H2PO4, 10 a 40 pg (10 pL de solugdes de 1,0 — 4,0 g L't de NH4H2PO4),
adicionado diretamente sobre a amostra MV1 previamente pesada na plataforma
de grafite.

Com a adi¢éo desse modificador, os valores de RSD diminuiram um pouco,
com valores em torno de 25%, mas ainda considerados altos. Foi observada uma
melhora significativa na simetria do sinal analitico de Cr. Entretanto, os sinais
obtidos para Fe continuaram apresentando efeitos de matriz (Figura 7a).

Também foi testada a solucao padrdo com 350 pg Cr e 40 ng Fe com a adi¢ao
das mesmas concentragdes de NH4H2PO4 e, nesse caso, ndo foram notadas
diferencas significativas entre as concentracdes de modificador adicionadas. Os

perfis dos sinais analiticos de Cr e Fe apresentaram-se simétricos (Figura 7b).

———

Absorvancia
Absorvancia

0,007 8

P
357,864 7 . SMEoS
357,957 S .
358,050 P 4 ) 58,050 -
Comprimento de Onda / nm 358,143 0 Comprimento de Onda/nm 358,143 0

Figura 7. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS GF

AAS e andlise direta a) da amostra MV1 (mmva1 = 0,026 mg) e b) solucédo padréo
de 350 pg Cr e 40 ng Fe usando 40 pg NH4H2PO4 como modificador quimico.

Tpir = 1300 °C, Tatm = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min*t Ar durante a etapa de
atomizacao.

5.2.3. NH4H2PO4 e Mg(NOs3)2

Em seguida, a combinacédo de Mg e NH4H2PO4, dentro das faixas de massa

anteriormente investigadas separadamente, usando diluicdes adequadas de
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cada solucdo estoque, nunca ultrapassando o volume méximo de 40 pL na
plataforma de grafite, foi investigada. Essa combinacao resultou em picos mais
simétricos tanto para Cr quanto para Fe, com valores de RSD de

aproximadamente 20% (para a combinacao de 40 ug Mg + 40 pg NH4H2PO4)
para a amostra MV1 (Figura 8a).
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Figura 8. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS GF
AAS e andlise direta a) da amostra MV1 (mmv1 = 0,051 mg) e b) solucéo padrao
de 350 pg Cr e 40 ng Fe usando 40 pg Mg + 40 pg NHs4H2PO4 como
modificadores quimicos. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L mint Ar
durante a etapa de atomizagéo.

Como a adicdo da combinacdo de 40 ug Mg + 40 ug NH4H2PO4 sobre a
amostra MV1 gerou sinais de Cr e Fe mais simétricos e menores valores de RSD,
foi também testada com a solucdo padrdo. Nessas condi¢des, observou-se que
o perfil do sinal analitico de Cr mudou, apresentando um platé em seu topo, que
pode ocorrer devido a uma mudanca no mecanismo de atomizacado do Cr,
conforme mostrado na Figura 8b, em comparacado ao obtido com o NH4H2POa4,
de forma independente (Figura 7b). Apesar dessa mudanca de comportamento,
os valores de RSD para Cr e Fe apresentaram-se abaixo de 2,4%. Levando-se
em considerac&do o comportamento inesperado do Cr para o padréo, o estudo de
modificadores quimicos prosseguiu.

5.2.4. Pd(NO3)2 e Mg(NO3)2

Considerado um modificador universal por Welz et al.®*, a mistura Pd

(Pd(NO3)2) e Mg também foi testada. Assim, foram adicionados 10 pg Pd + 6 ug
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Mg (10puL Pd 0,1% e Mg 0,06% v/v juntos em uma Unica solu¢do) sobre a
amostra MV1 previamente pesada na plataforma de grafite.

Novamente, ndo foram observadas melhorias na simetria dos sinais
analiticos de Cr e Fe, além de ser verificada a presenca de uma cauda
persistente mesmo apds 8 segundos de tempo de integragdo, para os dois

analitos (Figura 9). Além disso, o0 RSD para os dois elementos ficou acima de

30%.
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Figura 9. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS GF
AAS e andlise direta da amostra MV1 usando 10 pg Pd + 6,0 ug Mg (mmv1 =

0,048 mg) como modificador quimico. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de
0,1 L mint Ar durante a etapa de atomizacao.

5.2.5. Pd(NO3):

Em seguida, foi avaliado o efeito da adicdo de apenas Pd. A adicdo de 10 ug
de Pd (10 pL de uma solucao Pd 0,1%) tanto sobre a amostra quanto sobre o
padrao apresentou resultados semelhantes: uma melhora significativa na
simetria dos sinais analiticos foi observada. Essa condi¢do, entretanto, ainda ndo
pdde ser considerada ideal devido a insistente presenca de cauda, em ambos
os analitos (Figura 10), que afetou a repetibilidade entre as replicatas, com RSD
maior que 30% para os dois elementos e que nao poderia ser eliminada através

da variacdo da Tatm, j& que temperaturas maiores que a utilizada ndo podem ser
empregadas.
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Figura 10. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e andlise direta da amostra MV1 usando 10 pg Pd (mmvi = 0,021 mg)

como modificador quimico. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min-t
Ar durante a etapa de atomizacgao.

Apesar dos modificadores testados serem recomendados para diversos
analitos, incluindo os estudados no presente trabalho, eles ndo foram efetivos
para a determinacdo simultanea de Cr e Fe em suplementos alimentares, ja que
nenhum deles conseguiu, simultaneamente, melhorar a simetria dos perfis dos

sinais analiticos (padrdao e amostra), eliminar a cauda e garantir a repetibilidade
das medidas.

5.2.6. H2O2

Comumente utilizado no procedimento de digestdo de amostras em micro-
ondast?20:30-325052 " @ conhecido como um reagente oxidante34, o peréxido de
hidrogénio (H203) foi testado como um possivel modificador quimico. Assim, 10
pL de uma solugdo H202 30% (m/v) foi adicionada diretamente sobre a amostra
MV1, previamente pesada na plataforma de grafite. Nessa condic¢do, os picos se
apresentaram com muita cauda, tanto para Cr quanto para Fe (Figura 11).
Observa-se que essa cauda tem um perfil diferente daquela observada com Pd,
0 que pode estar relacionado aos mecanismos de atomizacdo do Cr e Fe. Além

disso, o RSD resultante entre as replicatas para Fe foi de 55%. Considerando os
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perfis dos sinais analiticos obtidos para a amostra MV1, a solu¢do padrdo nédo
foi testada nessa condicéao.
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Figura 11. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e analise direta, para a amostra MV1 usando 10 pL H202 30% (mwmvi1 =
0,087 mg) como modificador quimico. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de

0,1 L mint Ar durante a etapa de atomizacéo.
5.2.7. Acidos inorganicos

Considerando a ineficiéncia dos modificadores quimicos descritos acima, foi
adotada uma abordagem diferente. ApOs buscas na literatura, verificou-se que
Frech et al.®# mencionou o uso de &acidos inorganicos como modificadores
quimicos para auxiliar na separacdo dos concomitantes antes da etapa de
atomizagdo.?

Assim, primeiramente, optou-se por realizar testes com acido cloridrico (HCI).
Uma aliquota de 20 pL de uma solucdo de HCI 1% foi adicionada sobre a
amostra MV1 previamente pesada na plataforma de grafite e os resultados
obtidos foram muito satisfatérios: os perfis dos sinais analiticos apresentaram-
se mais simétricos (Figura 12a) se comparados aos resultados obtidos com
outros reagentes e os valores de Aint foram reprodutiveis para os dois analitos,
obtendo-se um RSD inferior a 20% para Cr e Fe.

O passo seguinte consistiu em testar a solu¢cdo padrao com a adi¢cao de HCI.
Como mostrado na Figura 12b, os sinais analiticos obtidos também foram

simétricos para os dois analitos, observando-se apenas um pequeno ombro no
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pico do Cr, que ndo comprometeu a precisao dos resultados uma vez que os

valores de RSD, para a solucéo padréo, ficaram abaixo de 5%.
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Figura 12. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e andlise direta a) da amostra MV1 (mmvi = 0,057 mg) e b) solucéo
padrdao de 350 pg Cr e 40 ng Fe usando 20 puL de HCI 1% como modificador

quimico. Tpir = 1300 °C, Taim = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min** Ar durante a etapa
de atomizagao.

Assim, as amostras MV2 e MV5 também foram testadas nas mesmas
condigdes. Os resultados obtidos foram bastante similares aqueles evidenciados
para a amostra MV1, com sinais analiticos simétricos e valores de RSD menores
que 20%.

Apesar do HCI gerar resultados adequados para os sinais analiticos de Cr e
Fe nas amostras de suplementos alimentares, optou-se por continuar a
investigacdo de possiveis modificadores quimicos. Assim, na sequéncia, foram
testados mais dois acidos inorganicos: acido nitrico (HNO3s) e &cido sulfarico
(H2S04), com o objetivo de verificar se esses acidos teriam o mesmo efeito sobre
as amostras.

Os testes com HNOs foram realizados da mesma forma que os testes com
HCI, isto €, adicionando-se 20 puL de uma solucéo 1% sobre a amostra MV1,
previamente pesada na plataforma de grafite. Os resultados obtidos foram
semelhantes aqueles encontrados com a adigdo de HCI. Os perfis dos sinais
analiticos de Cr e Fe obtidos para a amostra MV1 apresentaram-se simétricos
(Figura 13a) e os resultados foram ainda mais reprodutiveis, com valores de RSD
menores que 16% para os dois analitos.
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A solucéo padréo também apresentou resultados semelhantes aos obtidos

com a adicdo de HCI, com sinais analiticos com perfis semelhantes e valores de
RSD novamente menores que 5% (Figura 12b).
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Figura 13. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e andlise direta a) da amostra MV1 (mmvi = 0,080 mg) e b) solucéo
padrao de 350 pg Cr e 40 ng Fe usando 20 pL de HNO3s 1% como modificador

quimico. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min't Ar durante a etapa
de atomizagao.

Por fim, foram adicionados 20 pL de uma solucdo de H2SO4 1% sobre a
amostra MV1 previamente pesada na plataforma de grafite.

Os resultados obtidos foram semelhantes aqueles encontrados com a adi¢ao
de HCI e HNOs. Os perfis dos sinais analiticos de Cr e Fe obtidos para a amostra
MV1 apresentaram-se simétricos e as andlises foram ainda mais reprodutiveis,
com valores de RSD menores que 14% para os dois analitos (Figura 14a).

Para a solugdo padrédo, observou-se sinais um pouco mais simétricos que
agueles gerados com HCl e HNOgs, para os dois analitos (Figura 14b). Os valores
obtidos com a adigdo de H2SO4 foram mais reprodutiveis do que os dos outros
acidos, demonstrado por valores de RSD menores que 2% para Cr e Fe.

Ressalta-se que, conforme mencionado anteriormente, as solugdes

preparadas com os trés acidos continham 0,05% Triton X-100 em sua
composicao.
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Figura 14. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e andlise direta a) da amostra MV1 (mmvi = 0,042 mg) e b) solucao
padrao de 350 pg Cr e 40 ng Fe usando 20 pL de H2SO4 1% como modificador
quimico. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min't Ar durante a etapa
de atomizacao.

Como os trés acidos apresentaram resultados bastante satisfatérios, optou-
se por realizar um estudo comparativo entre eles, com o objetivo de verificar qual
deles seria mais apropriado para as amostras. Durante o estudo do uso de
acidos inorganicos como modificadores quimicos, verificou-se a possibilidade de
reduzir o tempo de atomizacgdo, ja que os sinais analiticos de Cr e Fe, para
padrdo e amostra, retornavam a linha de base antes de 6 segundos com a adi¢cao
dos trés acidos. Consequentemente, o tempo de atomizacéo foi reduzido para 6
S, com o objetivo de preservar o forno e a plataforma de grafite.

Assim, primeiramente, foram comparados os perfis dos sinais analiticos de
Cr e Fe da amostra MV1 e da solucéo padrdo, gerados com os trés acidos. Para
isso, os sinais bidimensionais foram sobrepostos, conforme mostrado nas
Figuras 15 e 16, para a solucao padrao e amostra MV1, respectivamente.

Na Figura 15, observa-se que os perfis gerados com HCl e HNO3z apresentam
um pequeno ombro, inexistente quando H2SO4 € utilizado. Portanto, com o uso
desse ultimo acido, foi obtido o perfil mais simétrico de Cr na solugcéo padrao.

Outro fator importante s&o os valores de Aint obtidos adicionando cada acido,
ja que um dos objetivos da otimizagdo do método € obter a maior sensibilidade
possivel. Dessa forma, foram comparados os valores de Aint obtidos para Cr com
a adicao dos trés acidos. Esse teste foi realizado em triplicata, sendo feita a

meédia das absorvancias obtidas em cada replicata. Os valores de Aint obtidos
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foram de 0,080 + 0,0028, 0,083 + 0,0040 e 0,099 + 0,0013, para a solugéo padrao
de 350 pg de Cr com a adi¢édo de HCI, HNO3s e H2SOa4, respectivamente, sendo
o valor de Aint obtido com a adigdo de H2SO4 em torno de 20% maior se
comparado com a adicdo dos outros acidos.

Um terceiro fator a ser considerado € a precisdo dos resultados, expressa
através do RSD. Nesse caso, os valores de RSD foram de 3,5, 4,8 e 1,3% com
a adicéo de HCI, HNOs e H2SO4, respectivamente, mostrando que os resultados
obtidos com a adi¢éo de H2SO4 sdo os mais precisos.

Para Fe, um comportamento semelhante foi observado, com pequenos
ombros presentes nos perfis dos sinais analiticos gerados utilizando HCl e HNOs,
Também foram observados valores mais altos de Aint quando H2SOs foi
adicionado a solucao padréao 40 ng Fe (valores de Aint de 0,049 £ 0,0020, 0,054
+ 0,0013 e 0,062 + 0,00083 obtidos com a adicdo de HCIl, HNO3 e H2SOa4,
respectivamente, sendo o valor de Aint obtido com a adi¢cdo de H2SO4 em torno
de 25% maior se comparado com a adicdo dos outros acidos). E importante
ressaltar que, para Fe, os sinais analiticos gerados com HCI e HNO3 nédo se
apresentaram tdo reprodutiveis quanto aqueles obtidos com H2S0Oa, isto €, foram
observadas algumas oscilagdes na forma dos picos obtidos com esses acidos
entre as replicatas. Os valores de RSD obtidos foram de 4,2, 2,3 e 1,3% com a

adicéo de HCI, HNOs e H2S04, respectivamente.
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Figura 15. Perfis de pico para a) 350 pg Cr e b) 40 ng Fe com a adicao de
HCI (—), HNOs3 (—) e H2SOa4 (—) 1% como modificadores quimicos. Tpir = 1300
°C, Tatm = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min't Ar durante a etapa de atomizacéo.
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Assim, considerando os perfis dos sinais analiticos, os valores de Aint € 0S
valores de RSD obtidos para Cr e Fe na solucdo padrdo com os trés acidos,
concluiu-se que o acido que apresentou os resultados mais satisfatérios foi o
H2S0Oa.

Na sequéncia, a mesma comparacao foi realizada para a amostra MV1.
Nesse caso, o0 teste foi realizado em quintuplicata, sendo as massas
normalizadas para 0,05 mg e feita a média das absorvancias obtidas em cada
replicata.

Para os dois analitos, a simetria do perfil dos sinais analiticos para os trés
acidos foi bastante similar, apesar de a amostra apresentar um pico mais
alargado com a adicdo de HNOs, se comparado com o0s outros &acidos (Figura
16).

Para Cr, a sensibilidade foi quase 70% maior com a adicdo de H2S0O4, com
um valor de de Aint de 0,36 + 0,050, quando comparado com os valores obtidos
com a adicao de HCl e HNOs (0,20 £ 0,042 e 0,24 £+ 0,039, respectivamente). Os
valores de RSD obtidos foram de 20, 16 e 14%, com a adi¢cdo de HCI, HNOs e
H2SO4, respectivamente.

Para Fe, foram observados resultados semelhantes aos obtidos para Cr na
amostra MV1, com sensibilidade aproximadamente 35% maior obtida com a
adicao de H2S04 (0,44 + 0,045), se comparado aos valores de Aint obtidos com
a adicao dos outros acidos (0,31 + 0,038 e 0,32 + 0,034, com a adicao de HCl e

HNOs, respectivamente).
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Figura 16. Perfis de pico para a) Cr e b) Fe para a amostra MV1 com a adicédo
de HCI (—), HNOs (—) e H2S04 (—) 1% como modificadores quimicos. As
massas de amostra pesadas para a adicdo de HCIl, HNO3 e H2SO4 foram,
respectivamente, 0,061 mg, 0,072 mg e 0,063 mg. Tpir = 1300 °C, Tam = 2600 °C
e fluxo de 0,1 L mint Ar durante a etapa de atomizagao.

De modo a ampliar esse estudo, a amostra MV2, que apresentava
diferentes concentracdes de Cr e Fe e uma matriz mais simples, também foi
testada com a adicdo dos trés &cidos. Nesse caso, as simetrias dos sinais
analiticos para os trés acidos foram semelhantes e os valores de Aint obtidos com
HCI, HNOs e H2SO4 apresentaram-se semelhantes entre si, com valores de Aint
um pouco mais altos com a adi¢éo de HCI. Além disso, ressalta-se que a adicdo
dos acidos nao alterou o perfil do sinal analitico para essa amostra, que ja se
apresentava simétrico mesmo sem a adi¢cdo de modificadores quimicos (Figura
4Db).

Considerando o estudo realizado com os trés acidos inorganicos, H2SO4 foi
escolhido como modificador quimico para prosseguir com o desenvolvimento do
trabalho. A sensibilidade, os valores de RSD e, principalmente, a simetria obtida
para os sinais analiticos de Cr e Fe para a solugéo padréo e para a amostra MV1

foram os fatores que levaram a essa decisao.

5.2.8. Estudo da concentracao de modificador

ApoOs a realizacdo dos estudos para verificar qual modificador gerava os

melhores resultados para a determinacéo simultanea de Cr e Fe em amostras
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de suplementos alimentares, a concentragcdo de H2SO4 a ser adicionada foi
otimizada. A Figura 17 apresenta a influéncia de diferentes concentracfes de
H2SO4 nos valores de Aintde Cr e Fe na solugéo padrdo e na amostra MV1.

Para isso, o volume de acido foi mantido constante (20 uL) e variou-se a
concentracédo da solucdo de H2SOa4 adicionada sobre a solugéo padrdo ou a
amostra.

Considerando-se que a amostra apresentava valores de Aint
consideravelmente maiores que os padrbes que vinham sendo empregados
optou-se por trabalhar com padrées mais concentrados (75,0 ug Lt Cr e 8,0 mg
L1 Fe), sendo essas as concentracdes usadas em todos os estudos seguintes.
Assim, foi preparada uma nova solucéo padréo contendo 75,0 ug Lt Cr e 8,0 mg
L-! Fe (a adicdo de 10 pL dessa solucgéo resulta em 750 pg Cr e 80 ng Fe).

Conforme descrito anteriormente, algumas amostras apresentaram baixas
concentracfes dos analitos, sendo necessaria a pesagem de uma massa
elevada para a analise. Assim, volumes de modificador inferiores a 20 uL néo
eram suficientes para cobrir toda a massa amostral. Por outro lado, quando um
volume maior era adicionado sobre a amostra, o conteudo da plataforma
transbordava. Desse modo, o volume de H2SO4 foi mantido em 20 pL.

Na Figura 17a, esta apresentada a influéncia da concentracdo de H2SOa4
adicionada sobre a solucao padrao e a amostra MV1 nos sinais analiticos de Cr.
Os resultados obtidos mostram poucas mudancas nos valores de Aint para as
diferentes concentracdes de acido adicionadas na solucdo padrdo e na amostra.

Entretanto, observa-se que houve um aumento no valor de Aint, da amostra
MV1, com a adicdo de 20 pL de H2SO4 1%, sendo esse néo significativo se o
desvio padréo (do inglés, standard deviation - SD) for considerado. Além disso,
observa-se um decréscimo nos valores de Aintde Cr para a solug¢éo padréo, do
ponto sem adicdo de acido para o ponto que conta com a adicdo de 20 pL de
H2S04 0,05%, provavelmente ocasionado pelo perfil de pico um pouco mais
alargado quando né&o foi adicionado o acido. Considerando os perfis de Cr,
podendo ser observados o0s sinais analiticos da amostra MV1 com a adi¢éo de
20 pL H2S04 0,05% e 1% nas Figuras 18a e b, respectivamente, ndo foram
observadas mudancas significativas com a adicdo das trés diferentes

concentragdes de acido. Assim, avaliando os valores de Aint € 0s perfis obtidos
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para Cr, concluiu-se que as trés concentracbes de H2SO4 poderiam ser
utilizadas.

Na figura 17b, esta apresentada a influéncia da concentracdo de H2SOas
adicionada sobre a solugdo padréo e a amostra MV1 nos sinais analiticos de Fe.
E possivel observar que, para a amostra MV1, os valores de Aint obtidos na
auséncia de acido ou quando se adicionou 20 pL da solucdo H2SO4 0,05% é
consideravelmente maior que o valor de Aint obtido com a adi¢cdo de 20 pL da
solugcdo H2SOa4 1%. Isso se deve a diferenca nos perfis de Fe gerados. Sem
acido ou com a adicdo de H2SO4 0,05% (Figura 18a), os perfis apresentam-se
muito alargados e assimétricos, enquanto para a segunda concentracao (1%
H2SO4), observa-se perfis simétricos e pouco alargados (Figura 18b). Essa
diferenca de perfil se reflete na area do pico e, consequentemente, no valor de
Aint.
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Figura 17. Estudo da influéncia da concentracdo de H2SOa4 no sinal analitico
de a) Cr e b) Fe para 10 pL da solucdo padrédo com 750 pg Cr e 80 ng Fe (o) e
para a amostra MV1 (»). Tpir = 1300°C e Tam = 2600°C. Massas da amostra
MV1 normalizadas para 0,05 mg. As barras de erro correspondem ao desvio

padrao (n = 3 para solugéo padrédo e n =5 para amostra).
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Figura 18. Espectros resolvidos no tempo para Cr e Fe obtidos via HR-CS
GF AAS e analise direta da amostra MV1 usando a) 20 pL de H2SO4 0,05% (mmv1
= 0,043 mg) e b) 20 pL de H2SO4 1% (mmva = 0,068 mg) como modificador
quimico. Tpir = 1300 °C, Taim = 2600 °C e fluxo de 0,1 L min** Ar durante a etapa
de atomizagao.

Considerando-se a diferenca de perfil para o Fe, essa diferenca nos perfis,
supde-se que a concentracéo de 0,05% de H2SO4 néo é suficiente para eliminar
os efeitos de matriz antes da etapa de atomizacao, sendo necessdaria uma maior
concentracdo de acido. Quanto as concentracdes de 1% e 2% de H2SOa4, ndo
foram observadas diferencas significativas tanto nos valores de Aint quanto nos
perfis dos sinais analiticos de Fe. Dessa forma, as duas concentracdes
produziram resultados adequados para o estudo da amostra MV1.

Para a solugéo padréo, os valores de Aint N80 apresentaram variagoes entre
diferentes concentracdes de acido adicionadas. Os perfis dos sinais analiticos
também foram semelhantes para as trés concentracdes testadas. O mesmo foi
observado quando nao foi adicionado acido, com perfis e valores de Ainttambém
semelhantes.

Como na GF AAS, a simetria do sinal analitico € um fator essencial para a
analise, a concentracdo de 0,05% de H2SO4 foi assim descartada. Foram, entéo,
avaliadas as concentragbes de 1 e 2% e, enfatizando a pequena diferenga nos
valores de Aint € nos perfis, tanto para Cr quanto para Fe, entre a adicdo das
duas concentracOes, foi escolhida a concentracdo de 1% de H2SOa4 para o
desenvolvimento do presente trabalho, com o objetivo de preservar a plataforma

de grafite e o forno, ja que durante o estudo observou-se que eles apresentavam
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sinais de corrosdo apos algumas adi¢cdes de acido sendo essa mais intensa

guando uma maior concentracdo de acido era adicionada.

5.3. Curvas de pirdlise e atomizacéao

As Figuras 19 e 20 mostram a otimizacdo das temperaturas de pirQlise e
atomizacao, respectivamente, obtidas para a determinacdo de Cr e Fe. Elas
foram construidas para a solucéo padréo (750 pg Cr e 80 ng Fe) e para a amostra
MV1, ambas utilizando 20 pL de H2SO4 1% como modificador quimico. Para essa
otimizacdo, a temperatura de atomizacdo foi fixada em 2600 °C e as
temperaturas de pirélise avaliadas variaram de 600 °C a 1800 °C. Temperaturas
menores que 600 °C ndo foram testadas devido a presenca de fumaca para as
amostras na etapa de atomizagao.

Para os resultados das temperaturas de pirélise nos sinais de Cr (Figura 18a),
foram observados valores relativamente constantes de Aint de 600 °C até 1400
°C, levando em consideracao os desvios padrdes, para a solugéo padréo e para
a amostra. Para temperaturas maiores que 1400 °C, houve uma diminui¢cdo no
sinal analitico para a amostra, indicando que o analito comeca a ser volatilizado
na etapa de pirdlise a partir dessa temperatura. Para o padréo, o Cr se mantém
estavel até 1600 °C.

Assim, analisando as curvas para a solugéo padrao e a amostra MV1, seria
possivel adotar como temperatura de pirdlise, para o Cr, qualquer uma das

temperaturas do patamar obtido entre 600 a 1400 °C.
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Figura 19. Curvas de pirélise para a) Cr e b) Fe para a amostra MV1 () e
padrdo com 750 pg Cr e 80 ng Fe (o) com 20 pL de H2SO4 1% como modificador
quimico. A massa da amostra MV1 foi normalizada para 0,05 mg. Tam = 2600 °C
e fluxo de 0,1 L min'! Ar durante a etapa de atomizagdo. As barras de erro
correspondem ao desvio padrao (n = 3 para solucdo padrédo e n = 5 para

amostra).
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Para garantir que as temperaturas de pirélise seriam adequadas para todas
as amostras, ja que o estudo contou com amostras com diferentes modos de
comercializacdo e, portanto, matrizes completamente distintas entre si, trés
diferentes temperaturas de pirélise (800, 1200 e 1600 °C) foram avaliadas para
as amostras MV2 e FI1. Essas amostras apresentaram valores de Aint, para Cr,
muito semelhantes para as temperaturas investigadas, fazendo com que as trés
temperaturas pudessem ser escolhidas caso apenas esse fator fosse
considerado.

Contudo, é importante destacar que, para a temperatura de 800 °C, foi
observada fumaca na etapa de atomizacdo tanto para a amostra MV2 quanto
para amostra Fl1, fato que evidencia que essa temperatura ndo foi efetiva para
a completa eliminacdo da matriz presente nessas amostras. Dessa forma, as
temperaturas abaixo de 800 °C puderam ser descartadas como possivel escolha
de temperatura de pirdlise.

Para Fe, foi observado um comportamento semelhante ao obtido para Cr,
para solucdo padrdao e a amostra MV1 (Figura 19b), com valores de Aint
constantes até 1400 °C e uma diminuicdo nesses valores para temperaturas
maiores que 1400 °C. Para as amostras MV2 e FI1, as temperaturas de 800 e
1200 °C apresentaram valores similares de Aint, COm uma queda nos valores na
temperatura de 1600 °C.

Foi possivel observar que, para Cr na amostra MV1, dentre as
temperaturas de 1000, 1200 e 1400 °C, a temperatura de 1200 °C apresentou o
menor desvio padrdo. Para Fe, os desvios padrbes obtidos para as trés
temperaturas foram muito semelhantes. Para Cr e Fe na solucdo padréo, os
desvios padrdes sao pequenos para todas as temperaturas avaliadas.

Dessa forma, a temperatura de 1200°C foi escolhida como temperatura
de pirdlise para o desenvolvimento do presente trabalho, jA que apresentou
valores de Aint semelhantes as outras temperaturas testadas, um desvio padrao
menor para Cr na amostra e ndo apresentou fumaca na etapa de atomizacao
para as amostras MV2 e FI1.

Na sequéncia, foram construidas as curvas de atomizagao para a amostra
MV1 e solugéo padréo (750 pg Cr e 80 ng Fe) também utilizando 20 pL de H2SO4
1% como modificador quimico. A temperatura de pirélise foi fixada em 1200 °C
e as temperaturas de atomizacéo variaram de 2000 °C a 2600°C (Figura 20).
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Figura 20. Curvas de atomizacao para a) Cr e b) Fe para a amostra MV1 (»)
e solucao padrdo com 750 pg Cr e 80 ng Fe (o) com 20 uL de H2SO4 1% como
modificador quimico. A massa da amostra MV1 foi normalizada para 0,05 mg.
Tpir = 1200 °C e taxa de fluxo de 0,1 L min't Ar durante a etapa de atomizagéo (n

= 3 para solucao padrao e n = 5 para amostra).

Os dois analitos apresentaram comportamentos similares para o padréo:
aumento nos valores de Aint conforme as temperaturas aumentaram até 2600 °C.

J& para a amostra € possivel observar um platd entre as temperaturas de 2200
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e 2600 °C, que demonstra que os valores de Aint SGo bastante semelhantes entre
essas temperaturas. Tal comportamento somente mostrou-se um pouco
diferente para o elemento Fe na amostra MV1, na temperatura de 2200 °C, que
apresentou um valor mais elevado de Aint, provavelmente devido ao perfil do sinal
analitico, que se apresentou muito alargado nessa temperatura, com o sinal
analitico se estendendo até depois dos 6 segundos de tempo de integracao.
Entretanto, se os desvios padrfes forem considerados, esse aumento na
sensibilidade n&o € significativo.

J& que os efeitos das temperaturas de pirélise foram avaliados para as
amostras MV2 e FI1, essas também foram avaliadas nas mesmas temperaturas
de atomizacéo que a amostra MV1 e padrdo. O comportamento observado para
Cr foi 0 mesmo evidenciado para a amostra MV1: com valores de Aint muito
semelhantes desde a temperatura de 2200 até 2600°C. Para Fe, observou-se
valores também semelhantes entre os valores de Aint obtidos utilizando as
temperaturas de 2200 e 2400 °C. Entretanto, houve um aumento significativo na
sensibilidade quando a temperatura de 2600 °C foi adotada, para as duas
amostras.

Assim, para garantir que os analitos fossem totalmente atomizados, para
gue os melhores perfis de pico (mais simétricos) fossem obtidos e para garantir
a maior sensibilidade, foi escolhida a temperatura de 2600 °C como temperatura
de atomizacdo. O programa de temperatura otimizado esta apresentado na
Tabela 2.

5.4. Estudo da influéncia da massa de amostra

O passo seguinte consistiu na avaliacdo da massa de amostra inserida na
plataforma de grafite, de modo a verificar se diferentes massas de amostra
teriam alguma influéncia sobre a linearidade de resposta.

Para avaliar a correlacéo entre as variaveis massa de amostra e a Aint obtida
para Cr e Fe, diferentes massas das amostras MV1 e MV2 foram pesadas
diretamente na plataforma de grafite, com a adi¢cdo de 20 pL de H2S04 1% (v/v)
como modificador quimico. A Figura 21 mostra as curvas obtidas para Cr e Fe

nessas amostras.
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Figura 21. Influéncia da massa de amostra para a) MV1 e b) MV2 no sinal
analitico de Cr (m) e Fe (A) com 20 pL de H2S04 1% como modificador quimico.
Tpir = 1200 °C, Tam = 2600 °C e fluxo de 0,1 L mint Ar durante a etapa de

atomizacao.

Devido as altas concentracbes de Fe na amostra MV1, a massa maxima
possivel de ser analisada foi limitada pelo desvio da linearidade através da
avaliacao dos valores de Aint desse analito. Massas de amostra acima de 0,22

mg, aproximadamente, apresentaram desvios na linearidade. Assim, massas
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entre 0,017 e 0,217 mg foram avaliadas (Figura 21a) e o coeficiente de
correlacéo (R) para Cr e Fe foi, respectivamente, 0,9787 e 0,9665. Dessa forma,
foi estabelecido que a massa maxima de amostra MV1 que poderia ser pesada
seria de 0,22 mg.

Conforme descrito anteriormente, as concentracdes de Cr e Fe presentes nas
amostras eram muito variaveis, fazendo com que a quantidade de amostra a ser
pesada também variasse, de uma amostra para outra.

Ja que a maioria das amostras apresentavam menores concentracdes dos
analitos e, por isso, possibilitavam a adicdo de maiores massas a plataforma,
também foi realizado um estudo de massa para a amostra MV2, adotando o
mesmo procedimento utilizado para a amostra MV1. Massas de 0,098 a 2,0 mg
foram pesadas, sendo a adicdo de maiores massas limitadas pela capacidade
da plataforma. A Figura 21b mostra as curvas obtidas para Cr e Fe na amostra
MV2. Para essa amostra, o coeficiente de correlacdo (R) para Cr e Fe foi,
respectivamente, 0,9906 e 0,9603.

A linearidade obtida para Cr e Fe nas duas amostras avaliadas demonstra
que ndo ha influéncia de matriz. Assim, considerando as diferentes amostras
analisadas, a massa maxima de amostra possivel de ser pesada nesse estudo

foi de 2,0 mg.

5.5. Parametros de mérito

Como mencionado na secdo de Procedimentos experimentais, de acordo
com as diferentes concentracbes de Cr e Fe presentes nas amostras, foram
utilizadas diferentes condigdes experimentais (Tabela 3).

Todas as curvas de calibracéo foram construidas utilizando um branco como
zero, que consistiu na adicado de apenas o modificador quimico (20 pL de H2SOa4
1%) a plataforma de grafite, sendo ele submetido ao programa de aquecimento.

Para a condicdo 1, que contou com a presenca de fluxo minimo de Ar na
etapa de atomizacéo (0,1 L min't) e usou apenas CP para a avaliagcdo dos sinais
analiticos de Cr e Fe, oito solu¢gbes padrdo aquosas multi-elementares foram
empregadas para a construcdo da curva de calibracdo, nas faixas de
concentragéo de 5,0 - 300 pg L (50 — 3000 pg) paraCre 1,4—70,0 mg L (14,0
— 700 ng) para Fe.
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Para a variacdo da condi¢cdo 1, que avaliou Fe utilizando os pixels -3/+3,
foram utilizadas nove solucdes padrdo multi-elementares, com concentracfes
variando de 1,9 — 100 mg L (19,0 — 1000 ng) de Fe, além da medida do branco.

Para Cr e Fe na Condigcao 2, na qual o fluxo de Ar da etapa de atomizacéo
foi interrompido e utilizou CP £ 1 para a avaliagao do sinal de Cr e apenas CP
para a avaliacdo do sinal de Fe, foram utilizadas cinco solu¢des padrdo multi-
elementares com concentracdes variando de 3,2 - 75,0 ug L* (32,0 - 750 pg)
paraCre 0,4-15mgL™ (4,0 - 150 ng) para Fe, sendo essa, portanto, a condi¢éo
de maior sensibilidade. E importante ressaltar que a condicéo 2 para Fe nao foi
utilizada para quantificar nenhuma das amostras, jA que foi possivel realizar
todas as quantificacdes usando apenas a condicao 1. Entretanto, se as amostras
apresentassem concentracdes mais baixas de Fe e fosse necesséria uma
condicdo mais sensivel para sua determinagdo, a condicdo 2 poderia ser
utilizada.

Todas as curvas de calibracao foram obtidas com a adicéo de 20 pL de H2SOa4
1% (v/v) sobre as solug¢des padrao.

As equacoOes de regresséao linear, os coeficientes de correlagao (R), limites
de deteccdo (LOD), limites de quantificacao (LOQ) e massas caracteristicas (mo)

obtidas para as condi¢cdes experimentais estdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros de mérito obtidos para Cr e Fe utilizando duas diferentes condi¢cdes experimentais via HR-CS GF AAS e a

analise direta de amostras solidas. 20 pL de H2SO4 1% como modificador quimico. Tpir= 1200 °C e Tam = 2600 °C.

Equacéo de Regressao

Condicéao _ R LOD* LOQ* Mo
Linear
Fluxo min de Ar  Aint = 0,0002+ 0,0165mcr
Cr 0,9992 7,4 ug kgt 25 ug kgt 25 pg
CP (p9)
Fluxo min de Ar  Aint = 0,0010+ 0,0232mee
1 Fe 0,9985 2,1 mg kg 7,0mgkgt 4,4ng
CP (ng)
Fluxo min de Ar  Aint = 0,0004+ 0,016 7mre
Fe 0,9964 2,8 mg kg * 9,4mgkg? 12ng
3/+3 (ng)
Sem fluxo de Ar  Aint = 0,0007+ 0,0468mcr
Cr 0,9958 4,8 ug kgt 16 yg kgt 6,6 pg
5 CPz1 (p9)
Sem fluxo de Ar  Aint = 0,0025 + 0,0171mre
Fe 0,9956 0,65 mg kg 22mgkg? 1,8ng
CP (ng)

*Calculado considerando a massa de amostras de 2,00 mg.
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A partir dos resultados obtidos é possivel comparar a massa caracteristica
obtida no presente trabalho, para o Cr na Condicdo 2, com o trabalho
desenvolvido por Santos et al. ®2, ja que os dois trabalhos utilizaram condicdes
semelhantes (mesma linha analitica para Cr, 3 pixels para avaliagdo do sinal
analitico e auséncia de fluxo de Ar na etapa de atomizacao). Assim, a mo obtida
para Cr no presente trabalho (6,6 pg) demonstra que o método aqui proposto €
mais sensivel que o desenvolvido por Santos et al. °> com mo de 13 pg.

Os parametros de mérito obtidos utilizando a condi¢&o 1 (tanto avaliando Cr
e Fe com o pixel central quanto Fe com os pixels laterais), bem como a condig&o
2 para Fe ndo podem ser comparados diretamente com os relatos da literatura,
uma vez que essas condi¢cdes experimentais ndo foram previamente reportadas
por outros autores, sendo o presente trabalho o primeiro a reportar tais
condigdes.

Assim, através da analise da massa caracteristica foi possivel confirmar,
conforme esperado, que a condicdo 2 € a mais sensivel tanto para Cr (mo= 6,64
pg) quanto para Fe (mo = 1,8 ng), se comparada com a condi¢ao 1, cujas massas
caracteristicas sdo de 25 pg para Cr e 4,4 ng para Fe.

Para Fe, também se confirma que, a condicdo 1 que utilizou CP para
avaliacao do sinal analitico € mais sensivel, se comparada a sua varia¢ao, que
utiliza os pixels laterais -3/+3 para avaliacdo do sinal analitico, com massas
caracteristicas de 4,4 e 12 ng, respectivamente.

Tais observacdes evidenciam o efeito da presenca de fluxo de Ar na etapa
de atomizacédo na reducado da sensibilidade do método. Também evidenciam a
possibilidade de alterar a sensibilidade do método através da variacdo do
namero de pixels usados para a avaliacdo dos sinais analiticos.

Como pode ser visto, 0 uso de um maior namero de pixels resulta em uma
melhora na sensibilidade do método, bem como o0 aumento da distancia do pixel
central (medida das asas - pixels laterais) implica em uma reduc¢éao significativa
na sensibilidade. Tais possibilidades confirmam, mais uma vez, a versatilidade
da HR-CS GF AAS, tornando possivel a determinacdo elementar em diversos
tipos de amostra, com uma ampla faixa de concentracdo.’

Os valores de R obtidos para as curvas de calibracdo evidenciam a
correlacdo entre a concentracdo dos analitos e os valores de Aint, demonstrada

através da linearidade da curva.
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A exatiddo do método foi avaliada através da determinacdo da concentracao
de Cr e Fe no material de referéncia certificado SRM NIST 8415 Whole Egg
Powder, sendo avaliada utilizando a condicdo 1 (fluxo minimo de Ar na etapa de
atomizacado e CP para a avaliagdo do sinal analitico de Cr e Fe) e com a adicao
de 20 pL de H2S0O4 1%. Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 6.

Para comparar os valores encontrados com os valores certificados, foi
utilizado o teste t-Welch para Cr (tcalculado < teritico), quando as variancias entre os
resultados eram estatisticamente diferentes ao nivel de confianca de 95%
quando utilizando o teste-F.2” J& para Fe, foi utilizado o teste t-Student (tcaiculado
< teritico), @ um nivel de 95% de confianga. Assim, todos os resultados obtidos

estdo em concordancia com os valores certificados.

Tabela 6. Determinagdo de Cr e Fe no SRM NIST 8415 Whole Egg
Powder por HR-CS GF AAS e analise direta de sélidos para avaliacdo da
exatiddo do método proposto. Utilizando a condicdo 1 e 20 puL de H2S04 1%

como modificador quimico. Tpir = 1200 °C e Tam = 2600 °C. (Média + desvio

padrdo, n = 5).
NIST SRM 8415 Cra FeP
Valores Encontrados 0,35 + 0,027 mg kgt 114,6 + 7,46 mg kg
Valores Certificados 0,37 + 0,18 mg kg* 112 + 16 mg kg™
teritico 2,78 2,78
tcalculado 1,66 0,77

a Teste t-Welch
b Teste t-Student

A precisdo do método foi expressa através do desvio padréao relativo (do
inglés, relative standard deviation — RSD), conforme descrito na sesséo 4.5.2,
que variou de 5,0 a 19% para Cr e de 8,0 a 17% para Fe, valores que séo
adequados para a analise direta de amostras com matrizes complexas, sem

preparo de amostra, de acordo com Kurfirst.*6:57

5.6. Aplicagdo do método

Apés a determinacgéo dos parametros de mérito do método, foram realizadas

as andlises das 10 amostras de suplementos alimentares utilizando as condi¢des
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experimentais previamente otimizadas. Na Tabela 7 s&o apresentados os
resultados obtidos para a quantificacdo de Cr e Fe em suplementos alimentares
por HR-CS GF AAS, empregando a analise direta de solidos bem como as
concentragbes desses analitos apresentadas nos rotulos das amostras
comercializadas. Nas colunas que apresentam as concentracoes de Cr e Fe
apresentadas nos rotulos das amostras também esta representada a tolerancia
de 20% para mais ou para menos permitida pela RDC N° 360 de 23 de dezembro
de 2003. Assim, primeiramente os resultados obtidos foram comparados com as
concentragdes apresentadas nos rétulos das amostras.

Os rotulos das quatro amostras de FI ndo informam valores para Cr.
Entretanto, para as amostras FI1 e FI2 esse elemento foi detectado, com
concentragdo de 0,054 + 0,009 e 0,017 + 0,001 mg kg?, respectivamente,
valores que n&o podem ser considerados como inexistentes no suplemento
alimentar. Ja para as amostras FI3 e Fl4, ndo foi possivel avaliar a concentracdo
de Cr ja que os valores estavam abaixo do LOD, indicando que o analito, se esta
presente encontra-se em concentragdes muito baixas.

Para Fe nas amostras de FlI, os valores encontrados foram maiores do que
os informados no rétulo para as amostras FI2, FI3 e Fl4. Foi aplicado um teste t-
Student e verificou-se que os resultados obtidos para Fe nas 3 amostras sao
considerados estatisticamente diferentes dos valores apresentados no rétulo, a
um nivel de 95% de confianga (tcacriz = 3,35, tcaicriz = 7,83, tcaicris = 4,79, sendo

0 teritico para as trés amostras 2,78).
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Tabela 7. Concentracdes de Cr e Fe apresentadas nos rotulos das amostras comercializadas, considerando os valores de
tolerancia (20% para mais ou para menos) permitidos pela RDC N° 360 (23 de dezembro de 2003)*® e concentracdes obtidas através
da determinacdo de Cr e Fe em amostras de suplementos alimentares por HR-CS GF AAS e analise direta de solidos. Resultados
obtidos utilizando as duas condi¢Bes experimentais do método e 20 pL de H2SO4 1% como modificador quimico. Tpir = 1200 °C e
Tam = 2600 °C. (Média * desvio padréao, n = 5).

Concentragéo de Cr no Concentracdo de Fe no . .
] o ) o Concentracéao de Cr Concentragéao de Fe
Amostras Rotulo + tolerancia de 20%  Rotulo + tolerancia de 20%
mg kg mg kg
mg kg mg kg

Fl1 NI 62+12,4 0,054 + 0,009 34+6,0
FI2 NI 60 £ 12 0,017 +£ 0,001 76 £11
FI3 NI 51 +£10,2 <LOQ 93+12
Fl4 NI 62+12,4 <LOQ 92 +14
MV1 13,6 £2,72 6136 + 1227,2 12,1 +£1,45 4405 + 492
MV2 0,2 +0,04 69 + 13,8 0,14 + 0,020 63 +4,6
MV3 0,2+0,04 211 +42,2 0,078 £ 0,015 342 + 43
MV4 31,8 +6,36 3181 +636,2 13,3+ 0,470 5411 + 966
MV5 45,4 + 9,08 25454 +5090,8 17,5+ 2,23 38193 + 3406
MV6 NI 15873 + 3174,6 1,38 £ 0,120 16545 + 1878

*NI = Nao informado.
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As amostras de MV apresentaram resultados bastante diversificados para
Cr e Fe. Para Cr, a amostra MV1 apresentou uma concentracédo condizente com
aguela expressa no roétulo (estatisticamente iguais de acordo com teste t-
Student, sendo tcac = 2,31 e teriico = 2,78). As concentragdes encontradas para
Cr nas amostras MV2, MV3, MV4 e MV5, foram menores que as declaradas nos
rotulos, sendo todas consideradas estatisticamente diferentes de acordo com
teste t-Student para as amostras MV2 (tcac = 6,71, teritico = 2,78) € MV3 (tcac =
18,19, teritico = 2,78) e teste t-Welch para as amostras MV4 (tcac = 88,01, teritico =
2,78) e MV5 (tcalc = 27,98, teriico = 2,78). Para a amostra MV6, ndo € apresentado
o elemento Cr no rétulo, mas na analise foi possivel quantifica-lo, resultando em
uma concentragdo de 1,38 + 0,120 mg kg, considerada bastante significativa.

Para Fe, as concentragfes encontradas para as amostras MV1(tcac = 7,87,
teritico = 2,78), MV3 (tcaic = 6,81, teritico = 2,78), MV4 (tcac = 5,16, teritico = 2,78) € MV5
(tcac = 8,36, teriico = 2,78) foram consideradas estatisticamente diferentes dos
valores apresentados nos rétulos, de acordo com teste t-Student, a um nivel de
95% de confianca. A amostra MV2 também apresentou resultados
estatisticamente diferentes, sendo esse resultado obtido através de um teste t-
Welch (tcac = 2,92, teritico = 2,78). A concentragdo de Fe encontrada para a
amostra MV6 foi considerada estatisticamente igual ao valor apresentado no
rétulo, de acordo com o teste t-Student, a um nivel de 95% de confianca (tcac =
0,80, teritico = 2,78).

Também foi realizada a comparacao dos resultados obtidos com os limites
estabelecidos pela ANVISA. Como os valores estabelecidos pela ANVISA sdo
dados em limites maximos e minimos diarios e por faixa etaria, a opcédo
encontrada para a comparacéo entre os valores encontrados e os limites da
ANVISA consistiu em simular qual seria o0 consumo diario de cada amostra, de
acordo com a recomendacéao fornecida pelo fabricante, com relagdo a porgéo
diaria e faixa etéaria (Tabela 4).

Assim, a amostra MV2 sera usada para explicar como o calculo foi feito: todas
as amostras apresentavam uma recomendacao de quantidade diaria do produto
no seu rétulo. Como a amostra MV2 deve ser diluida em agua, o fabricante
recomenda o consumo de 70,0 g do produto para cada copo d'aguae de 1l a3
copos diarios, conforme necessidade. Todos os calculos foram realizados

considerando a recomendacao diaria maxima do produto.
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Portanto, a quantidade diaria recomendada da amostra é de 210,0 g (70,0 g
adicionadas a cada copo, sendo a recomendacdo maxima de 3 copos diarios).
Considerando que o resultado obtido para Cr para essa amostra foi de 0,14 mg
em 1000 g, foi possivel estimar quanto do analito estara presente em 210 g. O
resultado, 0,0294 mg de Cr, consiste na quantidade de analito consumido
diariamente, ou seja, 29,4 ug de Cr por dia. Esse valor esta dentro dos limites
estabelecidos pela ANVISA para o consumo diario de Cr para a faixa etaria na
qual o produto se encaixa (= 19 anos).

Esses célculos foram realizados para Cr e Fe em todas as amostras
analisadas. Quando foram realizados em amostras comercializadas em capsulas
e comprimidos, a diferenca nos calculos foi apenas na recomendacédo diaria
fornecida pelo fabricante, que nesses casos recomenda um numero de
comprimidos e informa a massa desse comprimido.

Os valores maximos de consumo diario calculados para cada amostra estao

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Consumo maximo de Cr e Fe diario em cada amostra, obtido a
partir das concentracdes encontradas no presente trabalho e utilizando a

recomendacdo maxima de consumo diario das amostras que cada fabricante

recomenda.

Amostras Cr (ug Cr/dia) Fe (mg Fe/dia)
Fl1 6,50 4,09
FI2 2,09 9,36
FI3 <LOD 14,26
Fl4 <LOD 13,85
MV1 15,97 5,81
MV2 29,38 13,22
MV3 2,11 9,23
MV4 14,63 5,95
MV5 9,63 21,00
MV6 0,87 10,42
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De acordo com os limites minimos e maximos de consumo diario
estabelecidos pela ANVISA, apresentados na Tabela 1, as amostras MV1 a MV5
apresentaram concentracdes dentro dos limites estabelecidos para Cr e Fe. A
amostra MV6 apresentou valores de Cr abaixo do limite minimo estabelecido
para a faixa etéria pela ANVISA, entretanto, esse analito ndo consta no rotulo.
Para Fe a amostra MV6 apresentou valores condizentes com os limites
estabelecidos.

Para as amostras de formula infantil (FI), todas elas apresentaram valores
abaixo do limite maximo estabelecido para a faixa etéria para Fe. Como essas
amostras apresentam variacdes na sugestao diaria de consumo, também foram
calculados os consumos diarios levando em consideragcdo o consumo minimo
sugerido de amostra. Para isso foi considerada a sugestao dos rétulos com o
menor consumo do suplemento recomendado pelo fabricante. Dessa forma, 0s
resultados mostraram que as amostras estao acima do limite minimo de Fe que
deve estar presente no suplemento alimentar, estabelecido pela ANVISA.

Para Cr, as amostras FI3 e Fl4, cujos valores estao abaixo do LOQ do método
desenvolvido, ndo puderam ser quantificadas. As amostras FI1 e FI2
apresentaram valores de Cr acima do limite maximo estabelecido pela ANVISA
para a faixa etaria (0 a 6 meses), considerando o consumo maximo de amostra
recomendado pelo fabricante. Entretanto, vale ressaltar que os fabricantes citam
gque essas indicagbes nao devem ser seguidas sem a recomendacdo de um
profissional da area da satude (médico ou nutricionista) que deve ser baseada na

necessidade nutricional do bebé.
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6. Sugestao de estudos futuros

O objetivo principal desse trabalho consistiu no desenvolvimento de um
método que permitisse a quantificacdo da concentracéo total de Cr e Fe em
amostras de suplementos alimentares.

No entanto, quando um determinado elemento € ingerido, ele é
primeiramente liberado da matriz do suplemento para, entdo, dependendo de
diversos fatores, ser absorvido através do epitélio intestinal e atingir o sistema
circulatério, quando entdo pode exercer os efeitos benéficos/toxicos. Portanto,
deve-se considerar ainda que na andlise de suplementos, a determinacdo do
teor total desses elementos quimicos ndo proporciona informacdes suficientes
sobre os efeitos que essas espécies podem provocar em humanos, através do
consumo. Um fator a ser considerado € a bioacessibilidade do nutriente, que
corresponde a fracdo que é liberada da matriz do alimento pelo trato
gastrointestinal e torna-se disponivel para ser absorvida.®

Assim, como estudos futuros, sugere-se a realizagéo de ensaios para avaliar
a bioacessibilidade de Cr e Fe para verificar, realmente, a concentracéo de cada

analito que é consumida pelo corpo humano.
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7. Conclusdes

O meétodo analitico desenvolvido demonstrou ser eficiente para a
determinacao de Cr e Fe em amostras de suplementos alimentares com matrizes
bastante distintas. A possibilidade de realizar a analise direta, sem a
necessidade do uso de procedimentos complexos de preparo de amostra,
reduziu o tempo da analise, eliminou o uso de reagentes concentrados e reduziu
significativamente a geracédo de residuos.

Os modificadores quimicos, comumente citados na literatura para a
determinacdo de Cr e Fe (Pd, Mg e NH4H2PO4), ndo foram eficientes para
contornar os efeitos de matriz. Na tentativa de solucionar esses problemas,
foram estudados diferentes acidos inorganicos (HCI, HNOs e H2S0a4),
substancias que ndo sdo usualmente empregadas como modificadores
quimicos. Tais acidos foram capazes de eliminar as interferéncias de matriz,
sendo apropriados para a determinacao simultanea de Cr e Fe. Na sequéncia foi
realizado um estudo para verificar qual deles gerava os melhores resultados.
Assim, 0 H2SO4 1% foi escolhido como modificador quimico.

As caracteristicas Unicas da HR-CS GF AAS, que permitem o uso de
diferentes pixels para a avaliagdo do sinal analitico, além da presenca ou
auséncia da vazdo de Ar na etapa de atomizacdo, possibilitaram que a
determinacao simultanea de elementos presentes em faixas de concentracao tao
distintas fossem quantificadas através do uso de diferentes condi¢cdes
instrumentais.

Assim, o método desenvolvido para determinacdo simultanea de Cr e Fe
permitiu a andlise direta de amostras de suplementos alimentares por HR-CS GF
AAS e as concentra¢gfes encontradas foram comparadas com as apresentadas
no rétulo das amostras comercializadas e com os limites estabelecidos pela

ANVISA, em 2018, para suplementos alimentares.
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