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RESUMO

Nesse trabalho empregou-se a espectrometria de absorcdo atbmica de
alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS), com
andlise direta de sdlidos, para a determinacdo sequencial e simultanea de
cadmio (Cd), cromo (Cr) e ferro (Fe) em amostras de suplementos alimentares.
O Cd foi determinado primeiro e, na sequéncia, huma segunda etapa de
atomizacao, foram determinados Fe e Cr simultaneamente. Foram usadas as
linhas principais do Cd (228,802 nm) e do Cr (357,869 nm), e a linha secundaria
do Fe (358,120 nm). O programa de aquecimento foi otimizado, sendo escolhida
a temperatura de 700 °C para pir6lise, para a atomizacdo de Cd 1700 °C e para
a atomizacao simultanea de Cr e Fe 2600 °C. A mistura de Pd/Mg foi usada como
modificador quimico. Devido as diferentes concentracbes dos analitos nas
amostras, foi variado o nimero de pixels usados para a avaliacdo do sinal
analitico, assim como a introducgéo de fluxo de argbnio na etapa de atomizacao.
Por conta disso, trés condi¢cdes experimentais foram estabelecidas a fim de se
obter maior faixa de trabalho. Para calibragéo, foram utilizadas solu¢des padréo
aguosas multielementares. Os limites de deteccdo e de quantificacdo
encontrados foram 1,9 e 6,5 ug kg para Cd, 4,8 e 16 ug kgtparaCre 0,7e 2,5
mg kg! para Fe, respectivamente, na condicdo de maior sensibilidade. A
exatiddo do método foi avaliada pela andlise de um material de referéncia
certificado de folha de tomateiro. Além disso, duas amostras de suplementos
alimentares foram analisadas pelo método de digestédo acida (WP02 e PV01) e
os resultados foram concordantes com aqueles obtidos por analise direta de
sélidos. As concentracfes de Cd, Cr e Fe nas amostras variaram de 33,3 a 120
ug kgt 0,28 a 17,6 mg kg' e 2,99 a 138 mg kg?, respectivamente. As
concentracdes de Cd ficaram abaixo de 500 pg kg, limite maximo estabelecido
pela Farmacopeia brasileira, para matéria-prima usada em suplementos
alimentares. Finalmente, foi feita uma comparacéo dos valores encontrados para
Cr e Fe com os valores informados nos rétulos das embalagens de suplementos
alimentares e com os limites diarios, por idade, estabelecidos pela ANVISA para
garantir a conformidade com as regulamentacoes.

Palavras-chave: Andlise direta de sdlidos; modificador quimico; metais;

espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolu¢cdo com fonte continua e
forno de grafite; suplementos alimentares.



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 sequential and simultaneous determination of cadmium (Cd), chromium
(Cr) and iron (Fe) in different samples of dietary supplements. Cd was determined
first and, subsequently, in a second atomization step, Fe and Cr were determined
simultaneously. The main analytical lines of Cd (228.802 nm) and Cr (357.869
nm) and a secondary line of Fe (358.120 nm) were used for signal evaluation.
The heating program was optimized and 700 °C was chosen as pyrolysis
temperature; 1700 °C was used for Cd atomization and 2600 °C for the
simultaneous atomization of Cr and Fe. The Pd/Mg mixture was used as a
chemical modifier. Due to the different concentrations of the analytes in the
samples, the possibility of using different pixels to evaluate the analytical signal
as well as the introduction of argon flow rate during the atomization stage were
explored. Consequently, three experimental conditions were established in order
to obtain a greater working range. For calibration, multi-element aqueous
standard solutions were used. The limits of detection and quantification found
were 1.9 and 6.5 ug kg for Cd, 4.8 and 16 pg kg for Cr and 0.7 and 2.5 mg kg
1 for Fe, respectively, using the condition of greater sensitivity. The accuracy of
the method was assessed by analyzing a certified reference material of Tomato
Leaves. Moreover, two dietary supplement samples were analyzed by a method
involving acid digestion and the results agreed to those obtained by direct
analysis. The concentrations of Cd, Cr and Fe in the samples ranged from 33.3
to 120 ug kgt, 0.28 to 17.6 mg kg and 2.99 to 138 mg kg!, respectively. The
concentrations of Cd found in the samples were below 500 ug kg1, that is the
maximum value of Cd allowed by the Brazilian Pharmacopoeia in raw material
used for dietary supplement. Finally, a comparison of Cr and Fe was made with
the values reported on the labels of dietary supplement packaging and with the
daily limits, by age, established by ANVISA to ensure compliance with
regulations.

Keywords: Direct analysis of solids; chemical modifier; metals; high-resolution
continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry; dietary
supplement
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1. Introducéo

De acordo com Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os
suplementos alimentares sdo produtos para ingestdo oral, apresentados em formas
farmacéuticas, destinados a suplementar a alimentacao de
individuos saudaveis com nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou

probioticos, isolados ou combinados.

O consumo de suplementos alimentares aumentou consideravelmente nos
ultimos anos e a pandemia de coronavirus impulsionou ainda mais esse consumo,
como mostra um levantamento encomendado pela Associa¢ao Brasileira da Industria
de Alimentos para fins Especiais e Congéneres (ABIAD), sendo que, houve um
aumento de 48% no consumo de suplementos. A maior procura foi por
multivitaminicos (28%), vitaminas C (26%) e vitaminas D (8%), apesar de ndo haver
comprovacdo cientifica de que suplementos reduzam o risco de contagio pelo

coronavirus.

Devido ao féacil acesso, o0s suplementos alimentares, normalmente, sdo
consumidos sem recomendacfes de profissionais especializado. Paralelamente,
muitos consumidores tém informacdes limitadas sobre este produto e logo ndo séo
capazes de avaliar os beneficios e os possiveis riscos a salde oferecidos pelo seu

consumo.

A comercializacdo sem controle de registro na ANVISA ou contendo
constituintes ndo aprovados pela agéncia, levou o Brasil a implementar
regulamentacdes mais rigorosas para suplementos alimentares em 2018, por meio da
RDC n° 243/2018 e subsequentes instru¢cdes normativas: a Instrucdo Normativa (IN)
n° 284/2018, que foi atualizada posteriormente para IN n° 102, de 15 de outubro de
2021. Essas regulamentacdes estabelecem a lista de constituintes permitidos, limites
de uso, alegacbes de saude e requisitos de rotulagem para 0s suplementos

alimentares.



Por conta das, relativamente novas regulamentacdes da ANVISA e do elevado
consumo de suplementos alimentares, surge a necessidade de métodos analiticos
confiaveis para avaliar a conformidade dessas substancias com os limites
estabelecidos pelas normas, e investigar a presenca de possiveis contaminantes
inorganicos. Para isso, a analise direta de amostras sélidas empregando a
espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolu¢cdo com fonte continua e forno de
grafite (HR-CS GF AAS) é uma abordagem atrativa. A combinacao da HR-CS GF AAS
com a andlise direta de so6lidos minimiza o tempo de andlise quimica, pois as amostras
requerem um minimo tratamento prévio, além de permitir a determinacédo sequencial
e/ou simultanea de elementos quimicos em diferentes tipos de matrizes. Isso significa
que é possivel realizar a determinacdo multielementar a partir de uma Unica aliquota
da amostra. Isso economiza tempo e recursos, tornando-a atrativa e adequada para
a analise quimica de amostras de suplementos alimentares que podem conter uma

variedade de constituintes inorganicos.



2. Objetivos
2.1 Geral

Desenvolver um método analitico para determinacdo sequencial e simultanea
de cadmio, cromo e ferro em amostras de suplementos alimentares, por HR-CS GF

AAS empregando a analise direta de amostras.
2.2 Especificos

1. Investigar o uso de H2S0O4 e a mistura de Pd(NO3)2 e Mg(NO3)2 como modificadores

quimicos e determinar as quantidades 6timas a analise quimica;

2. Otimizar o programa de aquecimento do forno de grafite, através da construcdo de
curvas de pirdlise a atomizacéo, e estabelecer as temperaturas 6timas de pirdlise e

de atomizacao para os trés analitos;

3. Avaliar a influéncia da massa das amostras introduzidas no forno nos sinais

analiticos e definir a quantidade ideal de amostras para as analises;

4. Estabelecer os parametros de mérito limite de deteccdo (LOD), limite de

qguantificacdo (LOQ), massa caracteristica (mo), precisao e exatidao;

5. Quantificar Cd, Cr e Fe nas amostras de suplementos alimentares utilizando o
método analitico desenvolvido e comparar os resultados obtidos com os limites

estabelecidos pela ANVISA e com os rétulos das amostras.



3. Revisdao bibliogréfica
3.1 Suplementos alimentares

Conforme as diretrizes da ANVISA, os suplementos alimentares englobam
produtos destinados a suplementar a alimentagdo por via oral, apresentados em
formas farmacéuticas. Seu proposito € fornecer nutrientes, substancias bioativas,
enzimas ou probidticos, de maneira isolada ou combinada, a individuos saudaveis.
Esses suplementos séo disponibilizados em diversas apresentacdes, como capsulas,
pastilhas, comprimidos, pilulas, saquetas de p6é e ampolas liquidas!.

O consumo de suplementos alimentares tem aumentado, impulsionado por
uma ampla gama de motiva¢des. Muitos individuos recorrem a esses produtos, com
0 proposito de suplementar os elementos essenciais para o organismo, visando
aprimorar a saude e bem-estar a longo prazo, suposto ser de origem natural, seguro,
sem efeitos adversos. Além disso, a busca afim de amenizar os riscos relacionados

ao envelhecimento também é um fator consideravels.

Diversas questdes contribuem para a disseminacéo do uso de suplementos. A
facil acessibilidade desses produtos, aliada a influéncia do marketing, juntamente com
o estilo de vida agitado e frenético caracteristico da sociedade contemporanea,
desempenham um papel de destaque. Diante da necessidade de alternativas praticas
e rapidas para promover a salde, muitas pessoas veem nos suplementos alimentares
uma opcdo conveniente. Como resultado, tem-se observado um crescimento

exponencial na adogédo de produtos botanicos, minerais e vitaminas nos ultimos anos®.

A demanda crescente por suplementos nos ultimos anos foi respaldada por um
relatorio recente da Zion Market Research, publicado em 2019, que projetou um
aumento significativo no consumo, entre 2015 e 2021, com estimativa de receita global
na ordem de US$ 220,3 bilhdes no mercado de suplementos. Esse crescimento foi
ainda mais evidente durante o periodo da pandemia da COVID-19, quando a busca
por produtos que auxiliassem na imunidade e prevencéo da doenca impulsionou ainda

mais essa previsaoZ.



Uma pesquisa realizada no primeiro trimestre de 2020 pela Agéncia Brasileira
da Industria de Alimentos para fins Especiais e Congéneres (ABIAD), em sete capitais
distribuidas pelas cinco regides do Brasil, concluiu que 59% dos lares brasileiros
possuiam pelo menos um individuo consumindo suplementos, sendo que, 76% das

compras desses produtos ocorriam em farmacias®.

O mercado de suplementos alimentares € vasto e diversificado, oferecendo
uma ampla variedade de produtos originados de diferentes fontes. Além dos
suplementos sintéticos, produzidos em laboratérios a partir de matérias-primas com
composicdo conhecida e frequentemente certificada, ha também aqueles derivados
de fontes naturais, como extratos de plantas, ervas, fungos, algas, liquenes, peixes e
outros ingredientes naturais. A diversidade de origens dos suplementos alimentares é
um dos pilares do crescimento exponencial desse mercado, atendendo a uma
diversidade de consumidores em busca de maneiras diversas de complementar a
dieta®.

3.2 Regulamentacdo dos suplementos

Apesar dos suplementos alimentares, em geral, serem considerados benéficos
para a salide e ndo causarem reacdes adversas, diversos estudos®>® 789 tém indicado
a presenca de elementos potencialmente tdxicos e outros componentes prejudiciais a
saude nesses produtos. A incorporacdo de metais e metaloides nos suplementos pode
ser de origem tanto de contaminacao do solo, proveniente de atividades industriais,
ou da contaminacdo ambiental, seja natural ou causada pelo ser humano. Essa
contaminacao pode ser influenciada por fatores geoquimicos do solo, além de ocorrer

durante os processos de fabricacdo e armazenamento inadequado dos suplementos®.

Dentre as principais regulamentac6es mundiais, do ponto de vista regulatorio,
a lei, de acordo com a Administragéo de Alimentos e Drogas do Estados Unidos da
América (Food and Drug Administration — FDA), define suplementos alimentares como
produtos que se destinam a complementar a dieta e contém um ou mais “ingredientes
dietéticos”. Estes ingredientes dietéticos podem incluir, mas ndo estédo limitados a

vitaminas, minerais, ervas ou outros vegetais, aminoacidos ou outras substancias


https://www.bing.com/ck/a?!&&p=53a83887b94e19a6JmltdHM9MTcwMDYxMTIwMCZpZ3VpZD0yYjNhY2E4My02YTcwLTYyOWItMDY0Zi1kYWYzNmJhMTYzZTUmaW5zaWQ9NTIyOQ&ptn=3&ver=2&hsh=3&fclid=2b3aca83-6a70-629b-064f-daf36ba163e5&psq=FDA+food&u=a1aHR0cHM6Ly93d3cuYWNjZXNzLmZkYS5nb3Yv&ntb=1

dietéticas, que complementam a dieta, por exemplo, aumentando a ingestéao alimentar

total, ou concentrados?.

No entanto, até agora, ndo existe consisténcia no estatuto juridico dos
suplementos alimentares, por exemplo, a Unido Europeia (UE). Portanto, para
harmonizar o estatuto regulamentar dos suplementos alimentares nos diferentes
paises da UE, foi criado um quadro juridico e regulamentar para estes produtos
dietéticos com a Diretiva 2002/46/CE dos Suplementos Alimentares?.

A agéncia reguladora ligada ao departamento de saude do governo norte-
americano, através da Food and Drugs Administration (FDA), estabelece que os
suplementos alimentares devem conter apenas o que esta declarado no rotulo e

nenhum outro conteldo indesejavel ou nocivo a saude3.

No Brasil, somente em 2018 a ANVISA estabeleceu regulamentacbes a
respeito dos suplementos alimentares, a Instru¢do Normativa (IN) n°® 28, de 26 de julho
de 2018, como objetivo de colocar na categoria de suplementos alimentares produtos
gue estavam enquadrados em seis categorias de alimentos e na categoria de
medicamento. A Instrugdo Normativa n° 28 de 26 de julho de 2018, define a lista de
limites minimos de nutrientes, substancias bioativas, enzimas e probiéticos que devem
ser fornecidos pelos suplementos alimentares na recomendacéao diaria de consumo,
representado no anexo Il da normativa. Assim também como foi estipulado no anexo
IV a definicdo dos limites maximos de nutrientes, substancias bioativas, enzimas e
probiéticos que ndo podem ser ultrapassados pelos suplementos alimentares na
recomendacdao diaria de consumo e por grupo populacional indicado pelo fabricante.
Esses limites minimos e maximos foram divididos por grupo populacional, variando de
acordo com as faixas etarias (0 a 6 meses, 7 a 11meses, 1 a 3 anos, 4 a 8 anos, 9 a
18 anos, = 19 anos), incluindo também categorias para gestantes e lactantes'®. A
IN/ANVISA n° 28, de 26 de julho de 2018 foi alterada pela Instrucdo Normativa N°
102, de 15 de outubro de 2021 tendo como alteracdo somente a inclusdo da

presenca do silicio na lista com seu limite maximo.

A Resolucdo RDC n° 243/2018 é uma regulamentagcdo emitida pela ANVISA,

gue estabelece as normas e requisitos para a fabricacdo, comercializag&o e rotulagem



de suplementos alimentares no pais. Essa resolucdo é um marco regulatorio
importante para a industria de suplementos alimentares, visando garantir a seguranca
e a qualidade desses produtos para os consumidores. Uma das principais areas
abordadas pela Resolugdo RDC n° 243/2018 é a da pureza dos ingredientes utilizados
na fabricacdo de suplementos alimentares. Ela estabelece critérios e requisitos para
a selecdo e utlizacdo de ingredientes, com o0 objetivo de garantir que esses
ingredientes estejam livres de contaminagdo por substancias indesejadas, como

metais pesados.

Para concentracdo do Cd, que € um metal potencialmente téxico, devem ser
considerados os limites estabelecidos para cada constituinte nas especificacdes das
referéncias que sao reconhecidas no Art. 8° da RDC n° 243/2018. A Farmacopeia
Brasileira esta presente nessas referéncias e estabelece limites diferenciados para
cada elemento quimico, de acordo com a sua toxicidade, forma farmacéutica e via de
administracéo, sendo, o limite maximo estabelecido para administracao, via oral, para

concentracéo de Cd é de 0,5 ug g**2



3.3 Cadmio, cromo e ferro

O acesso as informagbes quanto a composi¢cdo quimica dos suplementos
alimentares é necessaria. Os metais potencialmente téxicos representam um risco
ambiental significativo, pois ndo sdo biodegradaveis e persistem na atmosfera por
muito tempo, entre eles estd o cadmio'®. Este metal é usado principalmente como
anticorrosivo em aco galvanizado; o sulfeto de cadmio como pigmentos em plasticos
e 0s compostos de cadmio na manufatura de pilhas e baterias recarregaveis de niquel-

cadmio, em componentes eletronicos e reatores nucleares3-14,

A principal fonte de exposi¢cdo ao Cd para a populacdo tem sido através dos
alimentos. Outra fonte do contato com desse metal traco é através do fumo, ja que as
folhas de tabaco acumulam naturalmente altas quantidades do metal. Estima-se que
fumantes estdo expostos a 1,7 ug de cadmio por cigarro e cerca de 10% é inalado

quando se fuma®3.

A concentracao de Cd contida no solo e na agua pode ser absorvido por certas
culturas e organismos aquaticos e se acumular na cadeia alimentar. Elevados niveis
de Cd foram encontrados em formulacdes de algas, produtos a base de cacau,

crustaceos, fungos, oleaginosas, algas marinhas e moluscos aquéticos?!3.

Nos vegetais, cereais e raizes amilaceas concentrages mais baixas de Cd séo
encontradas. No entanto, quando o consumo é levado em conta, as categorias de
alimentos que mais contribuem para a exposicdo ao Cd em varios paises sao
cereais/graos, vegetais, carnes, orgdos de aves e frutos do mar (especialmente

moluscos)?3.

A ingestao prolongada de elevadas doses de Cd pode causar sérios danos a
de saude, pois é facilmente acumulado na cadeia alimentar. O consumo excessivo de
alimentos contaminados com Cd causa seérios problemas a oOrgaos importantes,
incluindo pulmdes e figado, e também leva ao cancer e outras doencas fatais a saude.
A Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) classifica o cadmio e seus
compostos como cancerigenos para o ser humano (Grupo 1), com base em evidéncia

de tumores pulmonares em trabalhadores e animais expostos por via inalatérial3-1°,


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/aquatic-species
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/oilseed

Apesar das evidéncias da presenca de Cd em suplementos alimentares, haja
visto que os produtos naturais sdo uma das fontes de producéo dos suplementos, a
ANVISA nao dispbe, até entdo, nenhuma legislacdo para o controle de limites
permitidos da concentracao de Cd em suplementos alimentares, somente com relagao

aos ingredientes, conforme a RDC n° 243/2018.

O cromo é um nutriente essencial para o ser humano proveniente de fontes
antropogénicas. Dada a sua importancia no metabolismo da glicose e dos lipidios e
na manutencao da integridade estrutural do acido nucleico (NA), foi designado como

um elemento quimico farmacologicamente ativo?®.

A ingestdo de Cr se d& através da alimentacao ou produtos fabricados com o
metal; € reconhecido como elemento essencial para a saide humana, quando na
forma quimica Cr(lll), desde gque seja consumido em pequenas quantidades. Por isso,
€ comum ser encontrado em uma variedade de suplementos dietéticos, além de sua
presenca em dietas didrias de cereais integrais e queijo. Porém, seu consumo
descontrolado pode levar a intoxicagdo por cromo, a qual é caracterizada por
alteracdes anatomopatoldgicas nos pulmdes, rins e figado. Além disso, estudos
evidenciam que a exposicdo crbnica a Cr pode causar o surgimento de células

cancerosas, principalmente nos pulmdes!®16,

O ferro € um micronutriente essencial para a vida e atua principalmente na
sintese de células vermelhas do sangue (hemécias) e no transporte do oxigénio no
organismo e funcdo imunoldgical’. Este metal é obtido principalmente através dos
alimentos; as principais fontes dietéticas de ferro sdo tanto alimentos de origem animal
guanto vegetal como carne, peixes, frutos do mar, legumes, graos fortificados e
espinafre'®. Além do Fe estar naturalmente presente em alimentos, muitos produtos
industrializados séo fortificados com este metal afim de combater a anemia ferropriva
proveniente da caréncia desse elemento quimico. Um dos meios de ingestdo para

compensar essa caréncia € através do consumo de suplementos alimentares.

A deficiéncia de Fe pode prejudicar a funcdo imunolégica e os sistemas
metabdlicos, além de provocar a anemia, ja citada acima. A falta de ferro pode causar

cansaco incomum, falta de ar, diminuicdo do desempenho fisico e problemas de


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/anthropogenic-source
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aprendizagem em criancas e adultos, bem como aumentar o risco de infeccdes®20.
Enquanto o excesso de ferro pode se depositar nos tecidos e prejudicar a funcao do

corpo por catalisar a oxidacdo*®.

A ingestdo dietética recomendada (RDA) de Fe é de 8 e 18 mg dia "' para
homens e mulheres, respectivamente, e o limite de ingestao superior toleravel (UL) &
de 45 mg dia?'. Logo, é importante estar ciente de que o excesso de nutrientes
também pode representar uma ameaca a saude. Assim, cuidado especial deve ser
dado aos nutrientes que estdo sendo suplementados, pois qualquer nutriente acima

de seu nivel de toxicidade pode ser muito perigoso?.

Considerando o risco de intoxicagdo, caso consumido em excesso e sem
controle, € necessario 0 monitoramento das concentracdes de minerais em
suplementos alimentares. Por isso, a legislacdo de suplementos alimentares
publicada pela ANVISA (IN n° 102/2021)!! apresenta os limites minimos e maximos
diarios dos minerais, definidos por grupo populacional de acordo com a faixa etaria. A

Tabela 1 apresenta os valores de limites minimos e maximos para Fe e Cr.
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Tabela 1. Lista de limites minimos e maximos de Cr e Fe, que devem ser fornecidos pelos suplementos alimentares na

recomendacao diaria de consumo, por grupo populacional indicado pelo fabricante segundo a ANVISA.

Nutrientes Oab6meses 7allmeses 1 a3 anos 4a8anos 9al8anos 2 19 anos Gestantes Lactantes
Ferro (mQ) 0,04-39,73 1,65-29 1,05-33 1,5-30 2,25-29 2,7-34,31 4,05-34,71 1,5-34,96
Cromo (ug) 0,03-0,3 0,825-8,25 1,65-16,5 2,25-22.5 5,25-52.,5 5,25-250 4 5-45 6,75-67,5
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3.4 Técnicas para determinacéo elementar em suplementos alimentares

Apesar da regulamentacdo da Instrugdo normativa (IN n® 102/2021), a
ANVISA ainda ndo recomenda um método analitico oficial para determinacao
elementar em suplementos alimentares. Neste contexto, técnicas analiticas tém
sido propostas nos ultimos anos afim de investigar a composicao elementar e
discutir brevemente se as concentracbes dos constituintes inorganicos

declarados nos rétulos estdo de acordo com os niveis encontradoss.

Para isso ha diferentes técnicas de espectrometria atbmica utilizadas na
determinacdo de metais e metaloides em suplementos alimentares como:
Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS),
Espectrometria de emissao optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES), Espectrometria de absorcédo atbmica com chama (F AAS), Espectrometria
de absorcéo atdmica por forno de grafite (GF AAS), Espectrometria de absorcéo
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua com chama (HR-CS F AAS) e a
Espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte continua em
forno de grafite (HR-CS GF AAS). Essas técnicas sdo as mais difundidas para
esse tipo de amostra, além das Espectrometria de fluorescéncia atdmica (AFS)
e Fluorescéncia de raios-X (XRF)343. Na Tabela 2 estdo listados alguns trabalhos

que utilizaram a espectrometria atbmica na analise de suplementos alimentares.

12
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Tabela 2. Trabalhos que relatam a determinacdo de metais e metaloides em suplementos alimentares usando técnicas de

espectrometria atbmica. (Continua)

Analito Amostra Técnica Método de preparo Referéncias
As, Bi, Cd, Suplementos ICP OES Foi feita a digestdo, em micro-ondas, cerca de 0,5 g de cada 22
Cr, Cu, Fe, alimentares amostra, com 7 mL de HNOs e 3mL de H202. Apés, as
Hg, Mn, Mo, amostras digeridas foram evaporadas lentamente até quase a
Ni, Pb, Sb, secura e entdo dissolvidas e avolumadas com agua ultrapura
Se,VeZn para leitura por ICP OES. Para a exatidao, dois materiais de
referéncia certificados (TORT-1 - hepatopancreas de lagosta e
MURST ISS-A2 - krill antartico) foram submetidas ao mesmo
tratamento que as amostras e incluidos no processo analitico
geral. Todas as amostras analisadas apresentaram As, Cd e Pb.
Os elementos mais abundantes, detectados em porcentagem,
foram Ca, Mg e Fe.
As, Ca, Cd, Suplementos ICP-MSou Massas em torno de 1,0 g das amostras foram digeridas com 23
Co, Cr, Cu, alimentares ICP OES 5mL de HNOsseguido de 2 mL de H202 30% m m?. Os
Fe, K, Mg, elementos As, Ca, Co, Fe, K, Mg, Mo, Na, P, Sn, e Zn foram
Mn, Mo, Na, determinados por ICP OES. Os elementos Cd, Cr, Cu, Mn, Ni,
Ni, P, Pb, Sn, Pb e V foram determinados por ICP-MS usando a digestao de
VeZn 0,25 g de amostra. Para avaliar a exatiddo do método foram

utilizados materiais de referéncia certificado de folhas, que
foram preparados da mesma forma que as amostras. Foi usada
método de calibracéo externa.
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Ca, Cu, Fe, Suplementos ICP OES
K, Mg, Mn, esportivos

Massa de 1350 mg das amostras foi digerida em forno de micro-
ondas utilizando 6 mL de HNOs 5 mol L™ sob presséo de 5 bar
de oxigénio, durante 15 min. O método se mostrou viavel e
adequado na preparacdo de amostras de suplementos
esportivos para posterior determinacao de Ca, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Na, Zn, P e S por ICP OES. Para comparacao foi realizada
a decomposicéo por digestdo convencional assistida por micro-
ondas (MW-AD), utilizando de HNOs concentrado, aplicando o
mesmo programa de irradiacdo de micro-ondas utilizado
anteriormente, e determinados por ICP-OES, os resultados
obtidos estavam concordantes estatisticamente. A exatiddo do
método foi avaliada através de testes de recuperacao utilizando
uma solucao padréo e da analise de um material de referéncia
certificado, obtendo valores entre 86 e 108 % em ambas as
avaliacbes para todos os analitos. Apds analises dos
suplementos esportivos, a maioria dos analitos estavam em
desacordo com o informado no rotulo.

24

Na, Zn, P e

S

As e Cd Suplementos ICP-MS
de multivita-
minicos
(MVM)

O procedimento de co-precipitagcdo sequencial de trés etapas
para remover efetivamente as interferéncias da matriz salina
das solugbes de MVM, para garantir uma determinacéo
confiavel de As e Cd por ICP-MS. KCI, Mo e Sn séo reduzidos
através de co-precipitacdes com Mg(OH)2 em duas etapas. Isso
ajuda a eliminar a matriz salina interferente das solucfes de
MVM, que pode afetar a determinacao de As e Cd. Uma terceira
etapa de co-precipitacdo com a mistura HF + NH4OH foi
realizada para precipitar todo o Ca e Mg da solugdo MVM e

25
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manter As e Cd em solucdo. Isso elimina esses elementos
predominantes da matriz. Massa de 0,150 g das amostras foram
pesadas e digeridas com 4 mL de HNOs e 2 mL de H20:2. As
digestdes foram diluidas para 2 mL e tratadas inteiramente com
o procedimento de coprecipitacdo e quantificadas. O método
demonstrou recuperacdes de cerca de 96% e 95% para As e
Cd, respectivamente. Além disso, o método foi validado
utilizando material de referéncia certificado de comprimidos
multivitaminicos/multielementares (SRM3280). A andlise de
MVM indicou menores impurezas de As e Cd em comparacao
com as relatadas anteriormente na literatura.

As, Cr, Cu, Ir, Produtos WDXRF Foram realizadas medidas por Espectrometria de fluorescéncia 26
Mn, Mo, Ni, farmacéuti- de raios X por dispersao de comprimento de onda (WDXRF) de
Os, Pb, Pt, cos e amostras reais de medicamentos e suplementos alimentares
Rh e Ru suplementos usando padrbes sintéticos para calibracdo. Esses padrbes
alimentares foram preparados através da dopagem de p6 de celulose com
guantidades conhecidas dos analitos. A exatiddao foi
determinada através de testes de recuperacdo, sendo obtidos
valores entre 70-150%.
Cr, Mn, Mo, Formulacbes WDXRF Amostras solidas foram reduzidas a p6 e homogeneizadas com 27
Os, Pbe Ru  orais sélidas almofariz de vidro e pildo. Quando necessario, 0 revestimento
de gelatinoso das pilulas foi removido mecanicamente abrindo as
suplementos capsulas, e o conteado de po interior foi analisado por WDXRF.
alimentares Para a preparacdo dos padrdes de calibracao foi utilizado po de

celulose enriguecido com quantidades conhecidas de cada
elemento em estudo. Em um suplemento alimentar analisado foi
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detectada a presenca de Pb e Mn em altas concentracdes e em
outros dois as concentracdes de cromo estavam acima da dose
diaria de referéncia.

Arsénio total
e inorganico

Suplementos
alimentares

HG AAS

Para a determinacédo do As total as amostras foram reduzidas a
cinzas, as quais foram dissolvidas com HCI 6 mol L, tratadas
com uma mistura de Kl e &c. Ascorbico e analisadas por HG
AAS. Para determinagédo do As inorganico as amostras foram
deixadas em com HCI 9 mol L! overnight e,m posteriormente, o
As foi reduzido com HBr e hidrazina e extraido com cloroférmio
e posteriormente extraido em HCI 1 mol L. Esse extrato foi
reduzido a cinzas e quantificado pelo mesmo procedimento
descrito acima para As total. A exatiddo foi avaliada com o
material de referéncia de Farinha de Arroz (SRM 1568a) com
recuperacdo de 97,6% para Arsénio total. Para o Arsénio
inorganico ndo existem materiais de referéncia, entdo, 0s
valores médios foram determinados com o mesmo SRM e
comparado com outro trabalho. Concentracdes de Arsénio total
foram encontradas em todas as amostras. J& o0 Arsénio
inorganico, foi detectado apenas em duas amostras.

28

Hg

Suplementos
alimentares

Espectro-
metria de
fluorescén-
cia atbmica
com
geracao de

As amostras foram mineralizadas em forno de micro-ondas, de
acordo com o método US EPA 3051, usando cerca de 1 g de
amostra e 9 mL de HCI e 3 mL de HNOs e analisadas por CV-
AFS. O método foi validado utilizando Folhas de Mac¢é (SRM
1515), aplicando o mesmo procedimento utilizado no estudo,
indicando recuperacgéo de 97,7%. Nos suplementos alimentares
analisados as concentracdes variaram de 0,9 -16,7 ng g~'.
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vapor frio

(CV-AFS)

Cd?* Suplemento  Empregan- A extracdo de Cd?* de suplementos dietéticos de 6mega-3 (6leo 30
dietético do Espec- de peixe) foi realizada pelo procedimento extracdo induzida por
omega-3 trometria de quebra de emulsdo (EIEB). O método baseou-se na formagéo

absorcao de uma emulsdo agua-em-oleo pela adi¢cdo de solucao extratora
atbmica em  constituida por 3,54% (m/v) Triton X-114 e 1,16 mol L"*de HNOs
forno de a amostra de 6leo e posterior quebra da emulsao por
chama aguecimento. Duas fases bem definidas foram formadas e a
termospray fase aquosa, contendo osions de cadmio extraidos, foi
(TS-FF- analisada por TS-FF-AAS usando um sistema de injecdo em
AAS) fluxo. A validacdo do método foi garantida pela boa
concordancia com os resultados obtidos pelo procedimento de
digestdo 4&cida assistida por micro-ondas sem diferencas
estatisticas (intervalo de confianca de 95%) e pela adicdo de
concentracdes conhecidas de 50 ng g~ Cd?* nas amostras. Foi
realizada a calibragcdo externa. O teor de Cd?* nas amostras
variou de 37,3a54,5ngg L

Cd,PbeHg Suplementos FAASeCV- A determinacdo do teor de Cd e Pb foi baseada na 31
dietéticos a AAS mineralizacdo a seco das amostras. As amostras foram
partir de homogeneizadas e entdo foram carbonizadas e depois
plantas calcinadas em mufla a uma temperatura ndo superior a
medicinais, 450°C. A cinza resultante foi dissolvida em HNOsz 1 mol Lte, em
plantas seguida, a extracdo de chumbo e cadmio com metil isobutil
terrestres ou cetona foi realizada ap6s a complexacdo dos metais com o
microalgas complexo 1-pirrolidinoditiocarbamato de amonio (APDC). O teor
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de metais foi determinado por FAAS utilizando comprimento de
onda de 283,3 nm para Pb e 228,8 nm para Cd. O método de
determinacdo de Hg consistiu na mineralizacdo Umida das
amostras em uma mistura de acidos na presenca de um
catalisador e determinacao por CV-AAS. 68,3% das amostras
estavam contaminadas com Cd e Pb e o mercario em 29%.

Zn

Suplementos
dietéticos
populares

FAAS

Cerca de 0,3 g das amostras foram trituradas e
homogeneizadas e submetidas & mineralizagdo por micro-
ondas usando HNOs 65% e determinado por FAAS. Para
validacdo do método foi usado o material de referéncia Mixed
Polish Herbs. Os resultados apontaram que o teor de zinco de
todos os produtos testados foi inferior ao declarado. As
diferencas foram em média de 10%.

32
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Cu, Zn, Mn,
Mg e Si

Bebidas,
infusdes de
ervas e
suplementos
alimentares

HR-CS
FAAS

A introducdo da amostra foi realizada usando um sistema de
injecéo de fluxo e foi utilizado as asas dos picos. As amostras
de suplementos alimentares foram obtidas a partir de um extrato
concentrado de ervas. Foram diluidas com volumes adequados
de tampéo La, HNOs e agua ultrapura para perfazer até 25,0 mL
em HNO30,6% e 10 g L™! La. Para a andlise, essas amostras
foram diluidas utilizando uma aliquota de 10 mL de cada
amostra. A determinacdo sequencial dos cinco elementos foi
realizada, utilizando menos de 3,5 mL de amostra para realizar
a andlise completa. A determinacdo foi realizada em duas
corridas, alterando a composicdoda chama. Os cinco
elementos podem ser determinados usando uma solucao de
amostra Unica. Para validar o método proposto, amostras foram
enriquecidas, em triplicata, com os analitos em diferentes
concentracdes e foram calculadas recuperacfes. Foram obtidos
valores entre 95 a 115% dos 5 elementos analisados. A
calibracédo foi realizada com padrdes aquoso.

33

Pb, As, Cd,
Fe, Ni, Cu,
Co, Cre Mn

Suplementos
alimentares a
base de
cogumelos
comestiveis

GF AAS

Preparacdes comerciais dos cogumelos Coprinus comatus,
Cordyceps sinensis e Ganoderma lucidum foram utilizadas para
0 experimento. Essas preparagcdes podem ser encontradas nas
farmacias sérvias como suplementos alimentares e
representam 100% de po6 seco de cogumelo. 7 g das amostras
de cogumelos foram extraidas usando um extrator Soxhlet, por
5 horas, com metanol e depois filtrado. Os extratos metandlicos
foram evaporados até a secura sob pressao reduzida. O método
de extragdo foi comparado com uma digestao acida em micro-
ondas usando 7 mL de HNOs3 (69%) e 1 mL de H202(30%). Nao
foi relatado pelos autores o uso de modificador quimico no
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trabalho. Foi realizada a calibracdo externa com padrdes
aguosos. A validacdo do método foi realizada pela recuperacéo
dos elementos de amostras de cogumelos secos, obtendo
valores entre 60 a 132%. Foram encontradas concentracdes
dos elementos nas amostras analisadas.

fons de
cobalto

Suplementos

vitaminicos

Microextra-
céo
dispersiva
liquido-
liquido
assistida
por
ultrassom,
sem
ligantes
com liquido
ibnico de
tarefa
especifica
(TSIL-USA-
DLLME) e
ET AAS.

A TSIL-USA-DLLME foi usada para pré-concentracdo de ions
de cobalto em amostras de alimentos e agua e em suplementos
vitaminicos antes da andlise. O método é livre de solventes
organicos volateis toxicos e ndo requer o uso de uma etapa de
retroextracao. A dispersao do extratante foi obtida com o uso de
ultrassom. Um TSIL, tiossalicilato de trioctilmetilamoénio
(TOMATS), foi usado como agente de extracdo e
complexacdo. Ap6s a microextracdo, a fase TOMATS foi
separada por centrifugacédo e dissolvida em etanol antes da
andlise por TSIL-USA-DLLME e ET AAS. Para os suplementos
vitaminicos, 0,350 g de amostra moida foram digeridos com 1
mL de perdxido de hidrogénio a 30%, 4 mL de acido nitrico a
65% e 1,5 mL de &cido fluoridrico a 40%. Foram adicionados 1
mL de H202 a 30% e 5 mL de HNOs a 65% para o Material de
referéncia certificado em p6 ou cha. A exatiddo foi avaliada
atraves de varios materiais de referéncia certificados, incluindo
farinha de soja, folhas de cha, &agua, mistura de ervas
polonesas, Agua do Lago Ontéario e NIST 1643e. Os teores de
cobalto medidos estavam em concordancia satisfatéria com as
concentracdes certificadas com base no teste t de Student. Foi
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realizado a técnica de calibracdo de padrdo externo com
solugGes aquosas. Foi utilizado Mg(NOs).como modificador.

PbeCd Suplementos GF AAS
alimentares

Foi pesada massa de 0,5 g da amostra homogeneizada e
triturada, e adicionado 5 mL HNO 3 e 1 mL H202 e submetida a
mineralizacdo. A solucéo obtida ap6s a mineralizacdo e foram
analisadas por GF AAS ap0s a mineralizacdo Umida. A
calibracdo foi feita por padrdes aquosos e a validacdo do
meétodo foi avaliada testando o material de referéncia SRM 3280
em triplicado. A recuperacao de chumbo e cadmio no SRM 3280
foi superior a 95,0%. Verifica-se também que chumbo e cadmio
foram encontrados em 68% das amostras, os valores obtidos
tanto para o chumbo como para o cadmio enquadram-se nos
limites impostos pela legislacdo em vigor.

36

Cr, Cu, Fe, Suplementos HR-CS GF

As amostras foram analisadas na forma de suspenséo. Para o
preparo das suspensodes foi usado HNOs 3 mol L* e Triton X-
100 0,1% (v/v) e 7Tminuto de agitacéo ultrassénica. Para avaliar
a exatidao materiais de referéncia certificados hepatopancreas
de lagosta, musculo de cacédo, figado de cacédo, folhas de
espinafre e folhas de tomate foram analisados empregando o
mesmo preparo. As temperaturas de pirélises oOtimas
estabelecidas foram entre 600 e 1300 °C e de atomizacédo
variaram entre 1300 e 2300 °C para As, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb
e Se. No estudo foram utilizados modificadores quimicos. A
calibracéo foi baseada no método de adi¢cdo padrao.

37

Mn, Se, As, dietéticos AAS
CdePb multivitaminic

oS
Fe e Ni Suplementos HR-CS GF

multiminerais AAS

Foi feita a determinacdo simultanea de Fe (352,604 nm) e Ni
(352,454 nm). As temperaturas de pirélise e atomizacdo para
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e multivitami-
nicos

Fe e Ni foram 1000 e 2700 °C, respectivamente. Nao foi
necessario o uso de modificador quimico. Para garantir a
homogeneidade, as amostras sélidas foram trituradas e bem
misturadas em almofariz e pildo, enquanto as amostras em
capsulas foram abertas e o conteddo analisado diretamente,
sem pré-tratamento, com calibracdo com padrées aquosos.
Para validar os resultados analiticos, foi realizada uma digestédo
Uumida das amostras, que foram tratadas com uma mistura de 3
mL de HNO3s 65% (v/v) e 1,5 mL de H202 30% (v/v), aquecidas
em bloco digestor e as solucdes resultantes foram analisadas
por HR-CS GF AAS. Solucdes padrao aquosas foram utilizadas
para calibracéo.

Pb Suplementos
dietéticos

HR-CS GF
AAS

Os comprimidos foram moidos e misturados antes da andlise,
enquanto as capsulas foram abertas, e o conteudo foi analisado
diretamente sem qualquer pré-tratamento. Foram pesadas
massas das amostras entre 0,8 - 1,0 mg e inseridas diretamente
no forno de grafite. Foi usada a linha de ressonancia do Pb de
283,306 nm. As temperaturas de pirdlises foram de 600 e 1300
°C e de atomizacéao foi de 2200 °C. No estudo houve o uso de
modificador quimico Mg(NOs)2 e Pd(NOs)2. A validagédo do
método a partir do material de referéncia contendo laranja
amarga SRM 3260. O método € simples, sensivel e preciso,
utilizando calibragédo com padrdes aquosos.

39

CdePb Suplemento
alimentares
oleosos

HR-CS GF
AAS

O método baseou-se na formacéo e quebra de uma emulsao
agua-em-oleo (EIEB), seguida pela analise dos ions extraidos
usando GF AAS. As amostras de 6leo foram previamente
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diluidas em 1,5 mL de tolueno. A solucao extratora, composta
por 5% de Triton X-100 e 15% de &acido cloridrico (HCI), foi
adicionada as amostras para formar uma emulsdo agua-em-
Oleo. Foi analisada a fase aquosa acida, que continha os ions
extraidos dos analitos. As temperaturas de pirélise/atomizagéo
foram de 600 °C (pirolise), e 1400 °C/ 1200 °C (atomizagéao)
para Pb e Cd, respectivamente. Os resultados foram
comparados com um procedimento de decomposi¢cdo acida em
bloco digestor aberto. Pd/Mg foi utilizado como modificador
guimico. Foi possivel quantificar Cd em duas amostras e Pb em
uma amostra, usando o método de adicdo padrdo para
calibracao.
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Na técnica de ICP OES uma solu¢do de amostra é transportada para o
nebulizador que produz um aerossol, que € arrastado pelo gas argoénio até o
plasma*t-42, Esta fonte energética atinge temperaturas de 6.000 a 10.000 K nas
quais os &tomos e ions do analito sdo termicamente excitados e emitem radiacao
eletromagnética em seus comprimentos de onda caracteristicos, ao retornarem

a estados de menor energia.

Na técnica de ICP-MS o plasma de argdnio € mais uma vez a fonte de
atomizacao e excitagdo dos atomos e ions dos analitos. Nessa técnica o plasma
indutivamente acoplado é hifenado a um espectrébmetro de massa. Os ions
gerados no plasma de argdnio sao introduzidos no espectrébmetro de massa
aonde sao separados em funcdo da razdo massa/carga através do transporte
sob acdo de campo eletromagnético e chegam ao detector!.

Dentre as principais vantagens das técnicas de plasma se destacam a
determinacdo multielementar, a elevada sensibilidade, seletividade e a
capacidade de medicGes isotopicas no caso da ICP-MS. Quanto as
desvantagens, destacam-se a relativa intolerancia a matrizes complexas (a
presenca de sélidos dissolvidos e/ou compostos organicos) e a necessidade de
digestdo das amostras, o que pode resultar na adicdo de uma etapa de preparo
de amostra ao tempo de analise, além de estabelecer uma condicdo
compromisso para todos os analitos, ou seja, nem sempre sera utilizada a

condicéo 6tima de cada elemento para determinagdo??.

Outra técnica utilizada na determinacdo de constituintes inorganicos em
suplementos alimentares, apesar de menor aplicacdo, é a espectrometria de
fluorescéncia de raios X por dispersdo de comprimento de onda para
determinacdo multielementar ( WDXRF). Que se baseia na medida das
intensidades dos raios X caracteristicos emitidos pelos elementos presentes na
amostra soélida e/ou liquida. No entanto, devido as suas limitacdes (requer
equipamento especializado, preparacdo de amostras mais complexa, analise de
elementos especificos, custo e manutencéo) ela ndo é amplamente utilizada
para analise de rotina, a menos que haja uma necessidade especifica de

detectar elementos que séo desafiadores para outras técnicas, por isso nao é
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feito o uso rotineiro da técnica, apesar de apresentar elevada sensibilidade para

determinacéo de Hg, Sb, As, Se e Te?6-?7,

A espectrometria de absorcao atdbmica (AAS) é comumente utilizada na
determinacdo de elementos em baixas concentracdes presentes numa
variedade de amostras, como suplementos alimentares, seja liquidas e/ou
sélidas. Dentre os atomizadores reportados na literatura para tais analises os
mais comuns sdo a atomizacdo com chama (FAAS) e com forno de grafite (GF
AAS), que serdo descritos na proxima secao.

Apesar de vérios trabalhos apresentados, Tabela 2, que abordam a
determinacdo de metais em suplementos alimentares, ainda nao ha trabalho na
literatura que reporte a determinacdo sequencial e simultanea de Cd, Cr e Fe em
suplementos alimentares. Portanto, isso revela a necessidade de trabalhos
voltados para a determinagao sequencial e simultanea desses analitos presentes
nesse tipo de matriz a partir da analise direta, oferecendo uma alternativa mais
eficiente em comparacdo com os métodos tradicionais que envolvem a digestéo

acida e/ou com determinacdo monoelementares.

A Tabela 2 apresenta alguns trabalhos que fazem uso da andlise direta
de amostras sdélidas empregando AAS ou HR-CS AAS com atomizacéo
eletrotérmica em forno de grafite (GF). Esta forma de introducdo da amostra
apresenta vantagens significativas quando comparada aos métodos de
decomposicao acida, tais como: um pré-tratamento das amostras mais simples
e rapido; menores riscos de contaminacfes das amostras, ja que evita 0 uso de
reagentes para dissolucdo, bem como a menor manipulacdo das amostras;
menores perdas de analito (por volatilizacdo ou adsor¢éo); menor insalubridade
para 0 analista, j& que ndo requer reagentes tOXicOS Ou COrrosivos; menor
geracdo de residuos; maior detectabilidade do analito, uma vez que as amostras
nao precisam ser diluidas e possibilidade de se analisar uma pequena

quantidade de amostra (geralmente abaixo de 1 miligrama, por replicata)*3.

Devido a essas caracteristicas, a andlise direta de sélidos por GF AAS
(SS-GF AAS) tem se mostrado muito atrativa e promissora para a determinacao

de elementos quimicos em niveis de tragcos e ultra-tragcos em diversos tipos de
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amostras solidas, e vem se concretizando como uma alternativa rapida e
simples*. Além das vantagens ja apresentadas, vale destacar outra
caracteristica importante dessa técnica que é a possibilidade de calibracéo
externa, 0 que € muito incomum nas técnicas que empregam a analise direta de
sélidos, sendo essa uma abordagem mais simples e econémica do que o uso de

materiais de referéncia certificado*?.

No entanto, apesar das vantagens mencionadas, ha limitagbes
relacionadas a interferéncias espectrais associadas a matriz da amostra, que
normalmente ndo sao corrigidas pela instrumentacéo tradicional de fonte de linha
(LS). O advento da espectrometria de absorcao atdmica de alta resolucdo com
fonte continua (HR-CS AAS) possibilitou que todo o ambiente espectral da linha
analitica torna-se “visivel”. Em contraste com a espectrometria de absor¢do com
fonte de linha (LS AAS), no HR-CS AAS obtém-se informacdes tridimensionais
sobre a absorbancia ao longo do tempo e comprimento de onda, isso ajuda muito
a reconhecer e evitar interferéncias espectrais. Além disso, a técnica possibilita
a determinacdo sequencial e simultdnea de mais de um elemento quimico®44°,

assuntos abordados nas seccdes seguintes.

3.5 Espectrometria de absorcdo atbmica e a analise direta de
solidos

A espectrometria de absorgdo atdmica (AAS) consiste no principio de que
atomos livres no estado gasoso absorvem radiacdo eletromagnética de
frequéncia especifica proveniente de uma fonte de radiacdo e utiliza esse

fendmeno para determinacéo quantitativa de diversos metais e metaloides*6-47,

Assim, a radiacao incidente (Po) é atenuada quando passa pela amostra
contendo o analito (a "nuvem de atomos") no atomizador. Isso resulta em uma
intensidade de radiac&o transmitida (P) menor que chega ao detector, conforme
apresentado na Figura 1. Essa atenuacdo da radiacdo acontece devido a
transferéncia de energia para o atomo, promovendo sua transi¢cdo do estado de
menor energia (estado fundamental) para um estado de maior energia (estado

excitado).
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e || NUVETTEAOMIE | ey
(Analito Atomizado)

Radiacao Radiagao
Incidente Transmitida
Po P

Figura 1. Principio da espectrometria de absorcéo atbmica. A radiacao incidente
(PO) €& absorvida pelo analito (nuvem atbmica) presente na amostra
atomizada, resultando em um feixe transmitido de menor intensidade (P). (Fonte:

adaptado de (Welz et al).

E possivel se obter a transmitancia através da razéo entre P/Po. Entdo, é
aplicado a funcdo logaritmica do inverso da transmitdncia para se obter a
absorvancia, a qual possui uma relagéo linear, com a concentragao do analito. A
relacdo entre absorvancia e concentracdo € apresentada na Equacdo 1 e €

conhecida como Lei de Lambert-Beer46-47,
A= —logPi =ab.c Equacéo 1
0

em que, A é a absorvancia, P € aradiacao incidente, Po é intensidade da radiacéo
transmitida, a é a absortividade, b o caminho 6ptico e ¢ a concentracdo do analito

na amostra“®.

As fontes de radiacado mais utilizadas nos espectrdmetros convencionais
sdo as lampadas de catodo oco (HCL- do inglés Hollow Cathode Lamp),
chamadas de fontes de linha que, como o nome indica, sdo lampadas que
emitem radiacdo no(s) comprimento(s) de onda especifico(s) de cada elemento
de interesse, tornando a técnica altamente seletiva. Com isso, a técnica também
pode ser chamada de Espectrometria de absorcao atbmica com fonte de linha
(LS AAS)*6-47,

Nos espectrometros de fonte de linha sdo usados monocromadores de
baixa resolugdo, os quais tém a funcdo de isolar a linha analitica das outras
linhas espectrais emitidas pela lampada. Ele € composto por uma rede de
difracdo que decompde o feixe de radiacdo nos comprimentos de onda e esta

associado a duas fendas estreitas que servem para controlar a entrada e saida
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da radiacdo do monocromador. Ao passar pelo monocromador, a radiagéo chega
ao detector, um tubo fotomultiplicador, onde é entdo convertida em sinal elétrico,

amplificado e ao final registrado como absorvancia*¢-47,

A atomizacdo é a funcdo fundamental de uma analise por AAS. Essa
etapa consiste em converter o analito em atomos livres no estado gasoso que
absorvem energia da lampada. Para a técnica existem trés tipos de atomizadores

comercialmente disponiveis: chama, forno de grafite e tubo de quartzo*¢-47.

Incialmente foi empregado o atomizador com chama (F AAS) no
desenvolvimento dos primeiros espectrometros de absorcdo atébmica. Por conta
da simplicidade, a F AAS é a técnica mais utilizada para determinacfes
elementares a nivel de ppm. Porém, apresenta elevados limite de deteccéo,

guando comparado com forno de grafite*®.

A técnica de forno de grafite (GF AAS-) foi desenvolvida por L'vov em
195946, E amplamente utilizada na determinacdo de elementos em baixas
concentracdes, ppb. Nessa técnica, uma aliquota da amostra, sélida ou liquida,
€ inserida no interior do tubo de grafite, o qual vai ser submetido a um programa
de aquecimento que € aquecido gradativamente de tal forma que o solvente e a
matriz sejam removidos garantindo que somente o analito esteja disponivel na
etapa de atomizacao. Nessa etapa o analito é vaporizado, na forma atémica, no
estado fundamental, em um curto intervalo de tempo, gerando um sinal

transiente em fungdo do tempo?*6-4°.

Mesmo com o advento da técnica de GF AAS, até meados de 1980 a
técnica apresentava algumas limitacdes, jA que os fornos ndo apresentavam
isotermicidade temporal e/ou espacial. Foi quando em 1981, ocorreu a evolugéo
de GF AAS por Slavin, gue prop6s o conceito de forno-plataforma de temperatura

estabilizada (STPF- do inglés, Stabilized Temperature Platform Furnace)*®.

O conceito estabelece parametros para a obtencdo de um bom
desempenho analitico em forno de grafite, isto €, com 0 menor nimero possivel
de interferéncias, tornando-a, sensivel, verséatil e confiavel para determinacao de

elementos tracos numa ampla variedade de amostras. Os conceitos STPF sao:
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(a) O uso de elevadas taxas de aquecimento na etapa de atomizagao
no forno de grafite;

(b) Uso de forno aquecido transversalmente;

(c) Tubo de grafite com revestimento de grafite pirolitico;

(d) Calculo das concentracdes dos analitos a partir das areas dos
sinais analiticos (integrac&o do sinal transiente);

(e) Emprego de fonte de aquecimento que proporcione taxa de
aguecimento elevada;

(f) Uso de modificadores quimicos#6-48,

O programa de aquecimento, citado acima, envolve as etapas de
secagem, pir6lise, atomizacao e limpeza do forno. A primeira etapa consiste na
eliminacdo do solvente. Ja pirGlise € empregada para eliminar a matriz sem a
perda do analito. Em seguida ocorre a etapa de atomizacdo onde sdo gerados
os atomos livres no estado fundamental na forma gasosa. Por fim, a etapa de
limpeza garante a eliminac&o de quaisquer resquicios do analito da medida“*t. E
usado gas de purga em todas as etapas, com excec¢do da etapa de atomizacao,
guando o fluxo de gas interno é interrompido, para evitar a dispersdo da nuvem

atbmica e obter a maxima sensibilidade, exceto quando necessario*®.

Para garantir a completa separacdo do analito da matriz é necessario
empregar a temperatura de pirdlise mais elevada possivel, desde que néo haja
perda do analito durante essa etapa. Logo existe limitacbes para uso da
temperatura méxima. Assim, faz-se uso de uma das condicbes STPF, o

modificador quimico®°.

O modificador quimico tem sido recomendado para evitar perdas do
analito e facilitar a eliminagdo dos concomitantes ou para tornar a matriz mais
volatil. E um reagente de elevada pureza que é adicionado as amostras e
solugdes padrdes com o objetivo de uniformizar o comportamento do analito a
partir dos padrdoes e amostras. Quando o modificador quimico reage com o
analito, ele converte esse em espécies mais estaveis termicamente, sendo
possivel 0 uso de temperaturas de pirdlise mais elevadas que na auséncia de
modificador, garantindo assim, a eliminagdo da matriz sem a perda do analito.

Alternativamente, é possivel o uso de modificador quimico para tornar a matriz
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mais volatii de modo que a mesma seja eliminada em temperaturas mais

baixas?*°.

A escolha de um bom modificador quimico deve obedecer a alguns
requisitos como estabilizar o maior nimero de elementos possiveis até uma
temperatura relativamente alta, ndo deve ter um efeito negativo na vida util do
tubo, deve estar disponivel a um elevado grau de pureza para evitar que haja
introducéo de brancos valores, ndo deve provocar radiacdo de fundo alta*®.

Com isso, a mistura de nitrato de paladio com nitrato de magnésio foi
proposta por Schlemmer e Welz>° como modificador universal, apés verificagéo
do desempenho satisfatorio para 21 elementos quimicos. Logo, € o modificador

guimico com mais ampla aplicagcdo descrito até 0 momento®:.

Por conta de todas as vantagens apresentadas, a técnica de GF AAS tem
sido amplamente empregada. Porém, a analise direta de amostras sdlidas pela
técnica LS GF AAS apresenta algumas limitacdes, principalmente associadas as
interferéncias espectrais causadas pela matriz da amostra, as quais nao podem
ser corrigidas apropriadamente pela instrumentacdo classica de fonte de

linhas®2.

3.6 Espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte

continua

No final do século XX houve uma redefinicdo completa da instrumentacao
empregada para medir a absor¢cdo atdomica. A dedicacdo de varios
pesquisadores aliada a um forte avanco tecnolégico permitiu que em 2004 fosse
langado o primeiro modelo comercial de um instrumento de HR-CS AAS pela
empresa alema Analytik Jena (Jena, Alemanha), cuja configuracéo foi baseada
na proposta de Heitmann et al*3, de 1996. Em comparacdo aos equipamentos
utilizados pela LS AAS, todos os atomizadores empregados permaneceram 0S

mesmos®4.

A configuragdo de um espectrometro de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua € esquematicamente mostrada na Figura 2. O

equipamento conta com uma lampada de arco curto de xendnio de alta pressao
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cuja emissdo compreende a faixa continua entre 190 e 900 nm.%°. Ou seja, emite
radiacdo continua de elevada intensidade numa ampla faixa espectral, tornando
possivel 0 uso de qualguer comprimento de onda entre 190 e 900 nm,
favorecendo o uso de linhas secundéarias e possibilitando a realizacdo de
determinacdes multielementares. Devido a alta intensidade da lampada a razéo
sinal/ruido (S/N) é alta, o que garante boa precisdo as medidas e contribui para
melhores limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ). A
intensidade de emisséo, desta forma, excede a de uma lampada de cétodo oco

em pelo menos 1 a 3 ordens de magnitude®3.

Figura 2. Representacdo esquematica dos principais componentes de um
espectrometro de HR-CS AAS. (1) Lampada de arco curto de xenoénio; (2)
lampada de Nednio; (3) espelhos elipsoidais; (4) atomizador; (5) fenda de
entrada do monocromador; (6) espelhos parabdlicos; (8) monocromador de alta
resolucdo é representado pela combinacdo de um prisma (7) e uma rede de
difracéo echelle (9), detector (10). (Welz et al.).

O seletor de comprimento de ondas € um monocromador duplo de alta
resolucdo (DEMON) composto por um prisma e uma rede echelle. O prisma
desempenha o papel de pré-dispersdo da radiagcdo continua, através de uma
fenda intermediaria a faixa espectral de interesse vai ser selecionada e

direcionada para o segundo monocromador, a rede echelle, que faz uma
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segunda dispersdao e fornece a alta resolugdo nas vizinhangas da linha

analitica®®. Essa radiacédo é encaminhada ao detector para registro do sinal.

A radiacdo atinge o detector que é constituido por um arranjo linear de
dispositivo de carga acoplada (CCD), sendo usados 588 pixels completamente
independentes com 200 deles para fins analiticos. Isto significa que todo o
ambiente espectral a £ 200 pm ao redor da linha analitica, na regido do ultra-
violeta, e até + 500 pm na regido visivel do espectro torna-se “visivel”,
fornecendo uma série de informagdes indisponiveis em instrumentos de LS AAS.
Logo, isso permite a visualizacdo da regido espectral no entorno da linha
analitica principal®’. Com isso, é possivel avaliar o comprimento de onda como
terceira dimensao, imagem tridimensional, que mostra a absorvancia como
funcdo do tempo e do comprimento de onda, que certamente é uma ferramenta
valiosa para a interpretacéo de resultados e a compreensdo das caracteristicas
espectrais de uma amostra, tornando a técnica mais informativa para analises

qualitativas e quantitativas como representado na Figura 3.
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Figura 3. Espectro de absorvancia resolvido temporalmente na vizinhanca das
linhas analiticas de cromo e ferro entre 357,45 e 358,08 nm, para uma solugéo
padrao. Tpircd: 1700 °C; Tatm crre: 2600 °C.

Além da fonte de radiagdo ser de alta intensidade em HR-CS AAS, a
combinacdo do monocromador e detector de alta resolugdo compete a técnica

grandes inovacdes e vantagens. As principais séo:
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a)

b)

d)

f)

9)

Uso de uma unica fonte de radiacdo para determinacdo de varios
elementos quimicos, possibilitando o monitoramento simultaneo de linhas
atbmicas proximas, permitindo a realizacdo de determinacdes
multielementares.

Melhora na razdo S/N por conta da alta intensidade de emisséo da
lampada de arco curto de Xe.

Auséncia de linhas fracas, ja que a emissdo é continua e a intensidade é
aproximadamente uniforme em varias regifes espectrais, possibilitando
gque um analito, presente em alta concentragdo numa dada amostra,
possa ser monitorado utilizando uma linha alternativa, diminuindo a
necessidade dilui¢des.

Toda a regido espectral na vizinhanca da linha analitica torna-se visivel,
possibilitando obter muito mais informacdes, por exemplo a respeito do
fundo, indisponiveis em aparelhos de LS AAS.

Correcdo simultanea da radiacdo do fundo nas proximidades da linha
analitica.

Possibilidade de armazenar espectros de referéncia de moléculas
diatbmicas causadoras de interferéncias espectrais. O espectro de
referéncia é subtraido do espectro da amostra através de um algoritmo de
minimos quadrados (LSBC).

Corre¢do automética para todos 0s eventos continuos, recursos para
monitorar “linhas” moleculares que permite a determinacao de ndo-metais

e outros fenébmenos em banda larga como emissdo do atomizador®’-%8,

Na técnica HR CS AAS, cada parte da linha analitica € medida por um

pixel individual no detector (volume do pico). Isso significa que diferentes partes
da linha analitica podem ser avaliadas separadamente, permitindo uma analise
mais detalhada. A partir dessas caracteristicas, Heitmann et. al>3-%4, exploraram
a deteccéo fornecida por um CCD como ferramenta para aumentar ou reduzir a
sensibilidade analitica, dependendo do nimero de pixels usados para avaliar o
sinal. Uma combinac¢é&o frequentemente usada para monitorar o sinal analitico é
o uso de 3 pixels, CP £ 1, onde CP representa o pixel central e + 1 refere-se aos
proximos pixels, a esquerda e a direita do pixel central. Essa configuracédo €

eficaz para melhorar a sensibilidade analitica e para obter melhores limites de
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deteccdo (LOD), em concentragBes baixas, através da razéo sinal ruido. Por
outro lado, se o analito estiver em alta concentracdo, é possivel monitorar
apenas as asas do pico, os pixels laterais, (desconsiderando o pixel central),
esses pixels adjacentes podem ser empregados para a reducéo da sensibilidade
analitica e expandir a faixa linear de trabalho®*.

Como mencionado, em HR-CS AAS é usado uma fonte continua de
radiacao de alta intensidade, entdo todas as linhas de absorcéo dos elementos
quimicos da faixa espectral (de 190 a 900 nm) sdo acessiveis*. Logo, é possivel
monitorar linhas analiticas menos sensivel, 0 que possibilita a determinacao
simultanea de mais de um elemento quimico, desde que: i) as linhas analiticas
deles estejam na mesma janela espectral, isto €, a uma distancia de 0,2-1,0 nm,
dependendo do comprimento de onda; i) e que 0sS mesmos tenham
comportamento térmico semelhantes, isto €, temperaturas de atomizacéo
proximas 6. Além disso, a sensibilidade das linhas empregadas deve ser

adequada as concentracdes dos analitos ha amostra.

A técnica também oferece a capacidade de determinar sequencialmente
os analitos, a partir de uma Unica aliquota da amostra inserida no forno. Nesse
caso, sdo determinados elementos quimicos com comportamentos térmicos
distintos, sendo o mais volatil determinado primeiro e o menos volatil na
sequéncia. Assim, atomiza-se o elemento mais volatil, monitorando a regido da
linha analitica desse elemento e, na sequéncia, troca-se para comprimento de
onda do segundo elemento e aplica-se uma nova etapa de atomizacao e faz-se
a leitura do sinal analitico do elemento menos volatil®. A exemplo, os estudos
proposto por Gémez-Nieto et al*® para determinacéo sequencial de Cd e Cu em
leite em pd6 e formulas infantis por amostragem direta de soélidos e o trabalho dos
Santos et al®® que usaram a abordagem sequencial e simultinea para a
determinacao direta de Cd, Ni e Fe em sementes comestiveis, que propuseram
um meétodo analitico com duas temperaturas de atomizac¢édo de 1600 °C para Cd

e de 2500 °C para Ni e Fe, respectivamente.

A interferéncia espectral ocorre quando o sinal o analito se sobrepde aos
sinais de outros elementos quimicos ou moléculas presentes na amostra®®. Essa

sobreposicado de sinais pode resultar em medidas imprecisas ou erréneas do
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analito de interesse. Na andlise direta de amostras solidas todos os constituintes
da matriz da amostra estdo presentes e podem ser uma fonte de interferéncia
espectral®®, Na HR-CS AAS, como todos o0s eventos Ssdo monitorados
simultaneamente, a correcdo de interferéncias espectrais € muito mais eficiente.
Eventos continuos sao corrigidos automaticamente. Interferéncias espectrais, de
fundo estruturado, ocasionadas por moléculas diatbmicas podem ser corrigidas
usando LSBC. A correcao usando LSBC pode ser feita desde que seja possivel
obter um espectro de referéncia adequado, ou seja, um espectro no qual apenas
as espécies interferentes estdo presentes®. Esse espectro é armazenado no
software e subtraido do espectro da amostra usando a ferramenta de LSBC de

modo que apenas o sinal de absor¢do atémica do analito seja medido®*.

Além do mais, como qualquer linha do espectro esta disponivel, “linhas”
de absorcdo molecular referentes a transicbes eletrbnicas vibracionais
rotacionais das moléculas diatdmicas, podem ser usadas para determinacao
quantitativa de ndo metais. Ao usar a HR-CS AAS, é possivel selecionar a faixa
espectral relevante para o monitoramento da molécula de interesse e determinar
a concentracdo de ndo metais que formem moléculas diatbmicas no

atomizador®’.

A HR-CS AAS representa um avanco significativo em relacdo a AAS
convencional, superando varias de suas limitacbes. A capacidade de realizar
analises simultaneas de multiplos elementos quimicos, além da alta resolucéo,
deteccao de baixo limite e capacidade de minimizar ou eliminar interferéncias, o
que a torna adequada para andlise direta, sdo caracteristicas valiosas dessa

técnica.
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4. Parte experimental
4.1 Instrumentacao e condi¢cdes experimentais

Foi utilizado um espectrometro de absorcdo atdbmica de alta resolucéo
com fonte continua (modelo contrAA, 700 AnalytikJena AG, Jena, Alemanha). O
equipamento € equipado com atomizadores de chama e tubo de grafite aquecido
transversalmente, em compartimentos separados. A fonte de radiacdo € uma
lampada de arco curto de Xe, que opera sob alta pressdo no modo “hot-spot”,
que emite espectro continuo entre190 e 900 nm. O espectrémetro é equipado
com um monocromador duplo de alta resolugcéo (prisma e rede de difracéo
echelle) e um dispositivo de carga acoplada (CCD), com 588 pixels, sendo 200

deles usados para fins analiticos.

Os experimentos foram realizados utilizando tubos de grafite
piroliticamente recobertos para amostragem de sdlidos, sem orificio dosador,
(AnalytikJena, Part no. 407-A81.303), e plataformas de grafite para analise de
sélidos (AnalytikJena, Part no. 407-152.023). Uma microbalanca M2P (Sartorius,
Gottingen, Alemanha), com precisao de 0,001 mg, foi utilizada para a pesagem
das amostras diretamente na plataforma. Um par de pincas, que € parte do
amostrador manual para soélidos (Modelo SSA 6 AnalytikJena AG, Jena,
Alemanha), foi usado para transferir a plataforma de grafite para o atomizador.
O gas argbnio (Ar) com pureza de 99,996% (White Martins, Sdo Paulo, Brasil)
foi usado como gas de purga e de protecdo, com fluxo maximo (2,0 L min-?)
durante todas as etapas, exceto na atomizacao, quando foi ajustado conforme o
teor de analito presente nas amostras. O programa de aquecimento do forno de
grafite utilizado no presente estudo esta apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Programa de aquecimento do forno de grafite para a determinacéo
simultanea e sequencial de Cd, Cr e Fe via HR-CS GF AAS utilizando a analise

direta de amostras solidas.

Temperatura  Rampa Patamar Gas de purga

Etapa .

(°C) (°Cs?) (s) (L mint)
Secagem 120 10 30 2
Pirdlise 1 700 300 40 2
Atomizagéo Cd 1700 2500 6 Oou0,1

Troca de comprimento de onda

Pirdlise 2 1700 300 1 2
Atomizacéo Cr e

2600 FP 6 Oou0,1
Fe?
Limpeza 2600 0 4 2

@ Para determinacédo simultanea de Cr e Fe

O sinal de absorcdo atdmica foi monitorado através das linhas analiticas
de 228,802 nm para Cd (100% de sensibilidade), 357,869 nm para Cr (100% de
sensibilidade) e 358,120 nm para o Fe (1% de sensibilidade), avaliando o pixel
central (CP) e os dois pixels laterais de todos os analitos, Cd (100 = 1), Cr (66

1) e Fe (193 £ 1). Os sinais de Cr e Fe foram monitorados simultaneamente.

As amostras apresentaram concentracdes de Cr e Fe distintas, levando a
necessidade de alguns ajustes nas condi¢cdes instrumentais relacionadas a
vazdo de Ar durante a etapa de atomizacdo e ao numero de pixels utilizados
para avaliar os valores de Aint. As diferentes condi¢bes instrumentais utilizadas

sao apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Condi¢bes instrumentais utilizadas durante a etapa de atomizacéo

e avaliacao do sinal de Cd, Cr e Fe.

Condicdo  Analito Fluxo de Ar na Pixels Faixa de
atomizacao trabalho
(L min-1)
1 Cd 0,0 CP+1 0,25-8 pg L
Cr 0,0 CP+1 2,5-60 g Lt
Fe 0,0 CP+1 0,25-6mg L™
2 Cd 0,1 CP+1 1,0-8pg L
Cr 0,1 CP+1 10 - 60 pg L
Fe 0,1 CP+1 2,0-6mgL?
3 Cr 0,1 -3/+3 180 - 800 pg L?
Fe 0,1 -3/+3 40 -300 mg L?

No desenvolvimento do método, primeiramente foi adotada a condicao 1
por conta da concentracdo relativamente baixa de Cd, Cr e Fe na maioria das
amostras, sendo essa a condicdo mais sensivel para todos os elementos. Para
a quantificacdo daquelas amostras de suplementos alimentares que
apresentavam altas concentracdes de Cr e Fe foi utilizada a condicdo 2 e 3, da
Tabela 4, isto €, fluxo minimo de Ar durante a etapa de atomizacgao (0,1 L min-t),

CP %1 e as asas do pico (pixels -3 e +3), respectivamente.
4.2 Reagentes

Foram utilizados reagentes de grau analitico durante todo o
desenvolvimento do trabalho. Agua ultrapura 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 das solugdes, diluicdes e limpeza dos
materiais empregados. O procedimento de limpeza das vidrarias utilizadas nesse
trabalho consistiu na imersdo dessas em uma solugdo de HNOs 1,4 mol L%
(Merck, Darmstadt, Alemanha) por, no minimo, 24h e posterior lavagem com
agua ultrapura. Em seguida, as vidrarias foram secas em uma capela de fluxo

laminar modelo Hexiclean (Biosystem, Curitiba, Brasil).
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Foram preparadas solu¢des padrdo multielementar intermediarias a partir
das solucgées estoque de Cd e Cr, de 1000 mg L*(Specsol, Jacarei, Brasil), com
excecdo do Fe. A partir das solugcbes intermediarias de Cd e Cr, com
concentracdes de 100 ug L e 1 mg L1, respectivamente, e da solugcéo estoque
de 1000 mg Lt de Fe, foi preparada a solucdo padréo de trabalho. Essa solucédo
foi utilizada para o preparo dos padrdes das curvas de calibracdo e de uma
solucéo padrédo de trabalho contendo 2 ug L'* Cd, 20 ug L*Cre 2 mg L Fe, em
HNOz 0,014 mol L?, que foi utilizada para a otimizacdo das condicGes
experimentais. Para fins de organizacao essa solugédo sera chamada de Padréo
de Referéncia. Foi empregado 10 pL dessa solucao, resultando nas massas de
20 pg de Cd, 0,2 ng Cr e 20 ng Fe, no forno. Brancos analiticos também foram
realizados durante todo o procedimento para corrigir possiveis contaminacdes
dos reagentes utilizados para o preparo das solucdes padrées, modificadores e

digestdes das amostras.

Solugbes de Pd(NOs)2, Mg(NOs)2 e H2SO4 foram usadas como
modificador quimico. A solucdo de 0,05% (m/v) Pd + 0,03% (m/v) Mg + 0,05%
(/v) Triton X-100 foi preparada a partir de solucdes estoque de 1000 mg L de Pd
e Mg, ambos na forma de nitrato,(Specsol, Quimlab, Brasil) e do reagente Triton
X-100 concentrado (Merck). A solugéo de H2S04 1% (v/v) foi preparada a partir
do &cido concentrado (Merck).

O espectro de referéncia da molécula diatbmica MgF, que foi usado para
correcdo de fundo por LSBC, foi gerado a partir da introducdo de 6 pL de
Mg(NO)31gL? 6 uL NaF 1 gL*e 10 uL Pd/Mg no forno de grafite.

4.3 Amostras e material de referéncia certificado

Amostras de suplementos alimentares foram adquiridas em farmécias e
lojas especializadas de Porto Alegre, Brasil. As amostras sdo comercializadas
em trés diferentes formas: po, capsulas e comprimidos. Na Tabela 5 estédo
apresentadas as amostras analisadas, juntamente com seu codigo, as maneiras
como cada amostra € comercializada, assim como as quantidades minimas e

maximas de consumo diario recomendadas pelos fabricantes.
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Tabela 5. Tipos de amostras de suplementos alimentares avaliadas, cédigos,
faixa etaria recomendada, formas de comercializacdo e recomendacdo de

consumo diario pelo fabricante.

Faixa Recomendacéao
Tipo de o Etéaria Forma de do fabricante (g
Caodigo o
amostra Recomen- Comercializacdo de suplemento
dada por dia)
1 a 2 porcdes (35
WP0O1 =19 anos Po . .
Proteina g a 70 g/dia)
WP02 =19 anos P6 35 g/dia
' 1 capsula/dia
Coenzima CE =19 anos Capsula .
(0,65 g/dia)
CO01 =19 anos Pé 1 saché/dia (12 g)
Colageno 3 .
C0O02 = 19 anos PO 10 g/dia
Indutor de sono IS =19 anos P6 5 g/dia
2
PV01 2 50 anos Capsula ) .
capsulas/dia(1,19)
Multivitaminicos  PV02 > 19 anos Cépsula 1 capsula/dia
o 1 comprimido/dia
PV03 = 3 anos Comprimido .
(0,630 g/dia)
o o 1 comprimido/dia
Vitamina VD =19 anos Comprimido

(1,260g/dia)

Para as medidas, todas as amostras foram inseridas diretamente na
plataforma de grafite, com simples preparo das amostras. As amostras
comercializadas tiveram como Unico tratamento a abertura das capsulas e
transferéncia do conteudo para frascos de plastico. A amostra PV03, na forma
de comprimido, foi moida com o auxilio de micromoinho A-11 Basic (IKA-Werke,
Alemanha) e a amostra VD foi macerada em um almofariz e pistilo de agata, para
entdo ser feita as analises de seu po. A amostra CE foi seca na estufa devido a
sua umidade, durante 1 h a 80 °C. Todas as amostras foram armazenadas em

tubos plasticos até o0 momento da andlise.
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A exatiddo do método foi avaliada através do material de referéncia
certificado SRM NIST 1573a de folha de tomate (National Institute of Standards
and Technology, Estados Unidos), jA& que ndo havia CRM de suplemento
alimentar disponivel no laboratério. O SRM foi submetido ao mesmo
procedimento que as amostras, foi analisado diretamente, porém primeiramente

foi secado em estufa por conta da umidade apresentada.
4.4 Modificadores quimicos

Primeiramente, foi feita a investigagao do uso de 10 uL Pd/Mg 0,05/0,03%
(m/v) e H2S04 1% (v/v), como modificadores quimicos nas amostras CE, COO01,
IS, WPO01 e PVO01, que representam os diferentes tipos de amostras avaliadas.
Para o estudo da massa do modificador quimico na determinagdo multielementar
de Cd, Cr e Fe em suplementos alimentares foram avaliados diferentes volumes
de uma solucao contendo 0,05% (m/v) Pd, 0,03% (m/v) Mg e 0,05% TritonX-100.
Este estudo foi realizado com 10 pL da solugédo do padréo de referéncia,
correspondendo a massas de 20 pg Cd, 0,20 ng Cr e 20 ng Fe no forno de grafite,

e com as amostras PV01 e WPO1.

Os ensaios com o padréo de referéncia foram realizados em triplicata e
com as amostras em quintuplicata. Em ambos os casos, variou-se o volume de
modificador de 0 a 20 pL, o que corresponde a massas de 0 a 10/6 pg de Pd/Mg,
no forno de grafite.

4.5 Procedimento analitico

As solucdes padrao e do branco foram pipetadas (10 ulL) diretamente na
plataforma de grafite, manualmente com auxilio de micropipeta, e em seguida foi
pipetado o modificador quimico, usando um volume de 10 pL da solucdo de
0,05% (m/v) Pd, 0,03% (m/v) Mg e 0,05% TritonX-100. A plataforma era inserida
dentro do forno e entédo era iniciado o programa de aquecimento (Tabela 3).
Tanto as amostras quanto o SRM utilizado foram medidos diretamente na
plataforma de grafite utilizando a microbalangca e posteriormente era feita a
adicdo de 10 pL do modificador quimico. A plataforma era inserida no forno e

submetida ao mesmo procedimento das solugdes.
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Para as curvas de calibracdo, o volume de 10 pL das diferentes solugoes
padrdao multielementares foram pipetadas diretamente na plataforma de grafite,
com a posterior adicdo de 10 puL do modificador. As dez medidas da solucéo do
branco, para determinacdo dos limites de deteccdo (LOD) e de quantificacéo
(LOQ), foram realizadas a partir da introducéo de 10 pL do modificador quimico
na plataforma. Vale ressaltar que as medidas de Aint para Cd, Cr e Fe foram
obtidas a partir da mesma aliquota de amostra/padréo introduzida no forno de

grafite, de acordo com as condi¢Oes apresentadas na Tabela 3.

4.6 Comparacdo com método analitico de referéncia

Para avaliar a exatiddo do método analitico proposto, além da andlise de
SRM, foi feita a digestédo acida assistida por micro-ondas (Anton Paar, Mutiwaver
Pro) de 2 amostras. Foram aferidas massas em torno 0,1000 (+0,0001) g das
amostras PV01 e WP02 em papel manteiga, usando balanca analitica (Mettler
Toledo). As massas foram transferidas para os tubos de politetrafluoretileno
(PTFE) e foi adicionado 5 mL HNOs bidestilado. Posteriormente os tubos foram
fechados e levados ao forno de micro-ondas e submetidos ao programa de
aguecimento conforme a Tabela 6, com duracéo total de 1h09min. As digestdes
foram feitas em duplicata e realizadas simultaneamente, pois o rotor possui 24

posicoes.

Tabela 6. Programa de aquecimento para digestdo das amostras de suplemento

alimentares assistida por radiagdo micro-ondas.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
Rampa de temperatura 120 20
Tempo de permanéncia 120 5
Rampa de temperatura 180 20
Tempo de permanéncia 180 5
Resfriamento 70 19

Ao final do procedimento de digestdo, as amostras foram retiradas do

forno de micro-ondas, e apoOs resfriamento, foram transferidas,
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guantitativamente, para tubos falcons e avolumadas para 10,0 mL com agua

ultrapura, para entdo serem medidas no LS-GF AAS.

4.6.1 Instrumentacao de LS-GF AAS e condi¢des experimentais para amostras

digeridas

Para a determinacéo de Cd, Cr e Fe nas solucdes resultantes da digestao
das amostras foi utilizado um espectrometro de absorcao atdbmica, de fonte de
linha, equipado com forno de grafite com aquecimento transversal, modelo
ZEEnit 650P (Analytik Jena). O sistema de correcdo de fundo utilizado foi o
corretor baseado no efeito Zeeman. Ao espectrometro foi acoplado um
amostrador automatico (modelo MPE 60), que controlou a introducdo das
amostras e modificadores no atomizador. Uma lampada de catodo oco de cada
elemento foi utilizada como fonte de radiacdo: Cd (Hitachi, Toquio, Japao), Cr
(NARVA G.L. E, Berlim, Alemanha), e Fe (IST, Nova York, EUA). As condi¢des
instrumentais sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7. Condi¢cdes operacionais aplicadas nos métodos analiticos para a
determinacao de Cd, Cr e Fe por LS-GF AAS.

Parametro Cd Cr Fe
Comprimento de onda 228,8 (100% 357,9 (100% 296,7 (12%
(nm) sensibilidade) sensibilidade) sensibilidade)
Fenda espectral (nm) 0,8 0,8 0,2
Corrente (mA) 2 4 4
Campo (T) 0,8 0,7 0,8
Aliquota de amostra (L) 20 10 10

- Pd/Mg
Modificador Mg (0,03%) Mg (0,03%)

(0,05%/0,03%)

Aliguota do modificador
(uL)

10 5 5

A Tabela 7 também apresenta os modificadores usados para cada analito,
bem como os volumes desses e 0s volumes das solugbes das amostras
digeridas e solugcbes padrdo. As solucdes de amostra, padrao e modificador

43



foram introduzidas automaticamente no forno com plataforma integrada para Cd
e no forno sem plataforma para Cr e Fe. Gas argbnio de alta pureza de 99,996%

(White Martins, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado como gas de purga.

As curvas de calibracdo dos trés analitos foram construidas a partir de
diluicbes sucessivas das solucdes padrdo monoelementares de 2,5 ug L Cd,
50 ug L Cr e 2 mg L' Fe, empregando o amostrador automatico. O volume da
aliquota de 10 ou 20 pL foi completado com a solu¢éo do branco (, HNOs 0,014
mol L'1). Para as amostras que apresentaram elevadas concentraces de Cr e
Fe foram realizadas diluicdes entre 10 e 250 vezes, em balBes volumétricos, com
agua e adicdo de HNOs com concentracdo final de 0,014 mol L. A Tabela 8

apresenta o programa de temperatura empregado nas analises por LS-GF AAS.

Tabela 8. Programa de aquecimento aplicado nos métodos analiticos para a
determinacao de Cd, Cr e Fe por LS-GF AAS.

Etapa Temperatura (°C) Rampa  Patamar (s) Gas de
(°Cs™?) purga (L
min-1)
Secagem | 80 6 20 2,0
Secagem Il 90 3 20 2,0
Secagem Il 110 5 10 2,0
Pirdlise | 350 50 20 2,0
Pirdlise Il 6002/1300° 300 10 2,0
AZ* 6002/1300° 0 6 0
Atomizacéao 16002/2600P 1500 6 0
Limpeza 24502 /2600P 500 4 2,0

2 Para determinacdes de Cd. ° Para determinagdes de Cr e Fe
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4.7 Parametros de mérito
4.7.1 Avaliagéo da exatidao

A exatidao refere-se a concordéancia dos valores individuais encontrados
pelo método desenvolvido com o valor aceito como “verdadeiro” para um
elemento em uma dada amostra®’. Para avaliar se os valores encontrados por
LS-GF AAS eram estatisticamente iguais aqueles encontrados por HR-CS GF
AAS e se as concentracOes determinadas no SRM eram idénticas aos valores

de referéncia foi aplicado o teste t Student e o intervalo de confianca.
4.7.2 Avaliagéo da precisao

A precisdo das medidas de absorbancia reflete a repetibilidade das
medidas, ou seja, proximidade dos resultados obtidos da mesma forma’. No
trabalho, a precisdo foi definida a partir do desvio padrédo, representado pelas
barras de erro, e desvio padréo relativo (RSD), tendo os valores obtidos a partir
de 3 medidas para o padrdo (n=3) e 5 medidas (n=5) para as amostras, na
técnica de HR-CS GF AAS. Logo, quanto menor o desvio padrdo e o desvio
padrao relativo mais preciso sao os resultados. O desvio padréo relativo (RSD)

foi calculado a partir da Equacéo 2.

g

RSD =

%X 100 Equacéao 2

média
4.7.3 Limites de deteccédo e de quantificacao

Limite de deteccdo (LOD), é a quantidade minima de massa (ou
concentracdo) do analito que pode ser determinada com um certo grau de
certeza estatistica. E determinado como trés vezes o desvio padrdo de dez
medidas da solucdo do branco analitico ou branco analitico, e dividido pela
inclinagdo da curva de calibragdo, nomeada sensibilidade do método (S),
conforme mostrado na Equagéo 374.

LOD = 3?0 Equacéo 3
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Limite de quantificacdo (LOQ), pode ser definido como a menor massa ou
concentracdo de analito que pode ser determinada quantitativamente, com um
risco de erro inferior que 5%. E determinada como dez vezes o desvio padr&o de
dez medidas da solucdo do branco analitico ou branco analitico e dividido
sensibilidade (S)™*. A expressédo do LOQ é apresentada na Equacéo 4.

LOQ = wTG Equacéo 4

Para as medidas da solu¢do do branco, como j& mencionado, foram feitas
10 medidas consecutivas do modificador quimico: 10 pL de Pd/Mg. A massa de
1,2 mg, que foi o limite maximo de amostra possivel de ser analisado na condicéo
1 e amassa de 0,4 mg nas condi¢cdes 2 e 3, foram utilizadas para calcular o LOD
e LOQ do método analitico, que se dao através da divisdo do LOD e LOQ
calculados anteriormente pela massa maxima de amostra introduzidas no forno,

na andlise direta de solidos.
4.7.4 Massa caracteristica

A massa caracteristica (mo) € a massa necessaria para provocar 1% de
absorcdo, ou seja, uma absorvancia equivalente a 0,0044 s*. A massa
caracteristica foi calculada pela razdo de 0,0044 s e a sensibilidade do método

(S), conforme apresentado na Equacéo 5.

0,0044 ~
my = — Equacdo 5
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5. Resultados e discussao

5.1 Estudos prévios

Primeiramente foi feita uma varredura para verificar a presenca de Cd, Cr
e Fe em amostras de suplementos alimentares e a viabilidade de determinacgé&o
sequencial e simultanea desses elementos traco. O Cd € o metal mais volatil que
o Cr e Fe, de acordo com os relatos da literatura (Boschetti et al (2016))%2. Esses
autores realizaram a determinacdo sequencial e simultanea de Cd, Cr, Fe em
amostras de solo, mostrando que foi possivel atomizar o Cd completamente sem
qgue o Cr e o Fe sejam volatilizados. Baseado nisso, esta investigagéo propde a
determinacao sequencial e simultanea de Cd, Cr e Fe, na qual, foi realizado a
atomizacao e registro da absorvancia do Cd e, em na sequéncia foi feita a troca
de comprimento de onda e aumento da temperatura para atomizagéo e medida,

simultdnea de Cr e Fe.

Foi explorada a determinacéo simultanea de Cr e Fe pois, além desses
elementos quimicos possuirem volatilidades semelhantes, apresentam varias
linhas atbmicas proximas. Assim, a primeira investigacao foi avaliar quais linhas
analiticas poderiam ser empregadas para a determinacdo simultanea desses
analitos. As concentracdes de Cr e Fe nas amostras permitiram o uso da linha
principal do Cr, 357,869 nm (com 100% de sensibilidade relativa) e o uso de uma
linha alternativa de 358,120nm (1% de sensibilidade relativa) para o Fe; em
geral, foi observado, que as amostras de suplementos apresentaram elevadas

concentracdes de ferro apds os estudos prévios.
5.2 Avaliacédo do uso de modificador quimico

Para determinacdo dos analitos Cr e Fe, segundo a literatura,
normalmente, ndo ha necessidade do uso de modificador quimico, pois sdo
elementos mais refratarios, que atomizam a elevadas temperaturas. Porém,
houve a necessidade do emprego de modificador quimico para estabilizar o Cd,
gue é um elemento quimico, que volatiliza a baixas temperaturas. Assim, foi feita
uma investigacdo do uso de Pd/Mg e H2SOa4, como modificadores quimicos. A

mistura de Pd e Mg foi escolhida por ser considerada um modificador quimico
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universal. Ja o H2SO4 foi usado baseado nos estudos de Maciel3, que investigou
diferentes acidos inorganicos como modificador quimico para melhorar a simetria
dos perfis de Cr e Fe em amostras de suplementos. Nesses ensaios, a autora
observou que a adi¢cdo de H2S0a4 (1% v/v), comparado com os demais &cidos,
resultou em maior simetria nos perfis de pico das amostras mais complexas

(como polivitaminicos), bem como, maior precisdo e maiores valores de Aint.

Inicialmente, foi testada a influéncia da combinacdo de Pd/Mg nas
diferentes amostras usando 10 pL da solugéo 0,05% Pd+0,03% Mg. Com relacéo
a medida de Cd, as amostras apresentaram sinal, sempre simétrico. Ao longo do
estudo observou-se que o Cr e o0 Fe apresentavam perfis de pico simétricos,
exceto para a amostra CE, para a qual se observou pico duplo e caudal e,
consequentemente, baixa precisdo. Além do mais, observou-se que o Pd/Mg

modificava o mecanismo de atomizacéao de Cr e Fe.

Quando foi utilizado 0 H2SO4 (10 pL da solucéo 1% v/v), obteve-se sinal
simétrico para Cd, Cr e Fe nas amostras de WP01 e PVO1 e para Cr e Fe na
amostra COO01. As amostras CE e IS, que apresentaram sinal para Cd, usando
Pd/Mg, ndo apresentaram sinal na presenca de H2SO4 e apresentaram picos
assimétricos para Cr e Fe.

Considerando que a amostra CE apresentou perfis assimétricos, com pico
duplo e caudal para Cr e Fe, usando tanto H2SO4 quanto Pd/Mg, foi realizado o
processo de maceracao e secagem da mesma, em estufa por 2 horas a 80 °C.
Posteriormente, a amostra foi medida novamente, empregando Pd/Mg. No
entanto, ainda foi observado falta de reprodutibilidade, bem como assimetria dos
picos. Isso sugere que a causa desses problemas ndo esta associada a
heterogeneidade das amostras. Entdo foram feitos novos estudos: secagem do
modificador adicionando primeiro o modificador quimico Pd/Mg, deixando-o
secar e apos isso adicionado a amostra na plataforma, introduzido no forno e,
entdo, dado sequéncia a medida; volumes maiores do modificador quimico,
mantendo a massa constante (5/3 pg); concentracbes maiores de Pd/Mg
(solucédo 0,1% Pd + 0,06% Mg). Porém, mesmo apés essas tentativas, nao foi
possivel obter um resultado satisfatério. Por fim, foi usado gas de purga minimo,

durante a etapa de atomizacéo para Cr e Fe e, com essa estratégia, a falta de
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simetria dos picos de Cr e Fe foi resolvida e, consequentemente, foi possivel
corrigir a falta de reprodutibilidade da amostra CE. Com isso, ndo foram

realizados mais testes usando H2SO4, como modificador quimico.

Como mencionado anteriormente, a amostra PV0O1 apresentou bom
resultado com os dois modificadores, resultado semelhante ocorreu para PV02,
que tem matriz similar a PVO1 e apresenta altas concentracdes de Cr e Fe. Por
conta da elevada concentracdo desses analitos presentes nessas amostras,
mesmo quando aferidas massas pequenas, obtinha-se valores elevados de Aint
e perfis de pico caudal. Para contornar esses eventos, também foi adotada a
estratégia de usar gas de purga durante a etapa de atomizacao. O uso de fluxo
de gas minimo para as duas amostras, PV01 e PV02, melhorou a simetria dos
picos e a precisao, no entanto, os valores de Aint continuavam elevado. Por fim,
foi avaliado o sinal usando as asas do pico (pixels -3 e +3), obtendo-se valores

de Aint € precisdo satisfatorios para as medidas Cr e Fe nas duas amostras.

Durante esses estudos observou-se interferéncia espectral na
determinacao de Cr e Fe na amostra IS, a qual ficava levemente sobreposta ao
sinal analitico de ambos os analitos, provocando o aumento dos valores de Aint.
A formacao dessa molécula estava associada ao Mg presente nessa amostra. A
Figura 4 apresenta o espectro antes (a) e apos (b) ser resolvido temporalmente

para essa amostra.

Afim de averiguar qual molécula era responsavel pela interferéncia, foram
testados alguns agentes formadores. Os espectros dessas substancias foram
comparados ao da amostra e identificou-se que a molécula responsavel pela
interferéncia era o MgF. Para que a molécula fosse formada nas mesmas
condigcbes da amostra, foi adicionado somente 6 uL NaF 1 g L' e 10 pL
modificador quimico Pd/Mg a plataforma e executado o programa de
aguecimento. A molécula de referéncia foi adicionada ao método para que o

software fizesse a corre¢do usando LSBC, Figura 4 (b).
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Figura 4. Espectro de absorvancia resolvido temporalmente na vizinhanca das
linhas analiticas de cromo e ferro da amostra IS, com 5/3 ug Pd/Mg: (a) antes da
correcdo por LSBC e (b) apds a correcdo por LSBC, usando o espectro de
referéncia da molécula MgF. Tpir= 700°C € Tatm cd= 1700°C e Tatm cr,re= 2600°C.

Esses estudos preliminares mostraram que o modificador quimico Pd/Mg,
combinado ao uso de fluxo de gas durante a atomizacao, as asas do pico para
avaliacdo dos sinais de Cr e Fe e a correcdo LBSC, geram resultados
satisfatorios, isto é, livres de interferéncias e precisos. Vale ressaltar que embora
0 H2S04fosse capaz de resolver o problema de assimetria de perfil de algumas
amostras, ele ndo se mostrou tdo eficiente quanto o Pd/Mg na estabilizacdo
térmica do Cd. Além disso, seu uso continuo diminui o tempo de vida da
plataforma. Na analise direta de amostras solidas todos os constituintes da
matriz estdo presentes no atomizador e, caso ndo sejam completamente
eliminados durante a etapa de pirdlise, podem ser uma fonte de interferéncia
espectral®?,

5.3 Estudo da influéncia da massa do modificador quimico

Apbs definir que a mistura Pd/Mg foi o modificador mais apropriado para
essas amostras, foi realizado o estudo de otimizagdo da massa desse
modificador com a solug&o padréo de referéncia e as amostras PV01 e WPO1. A
escolha das amostras foi baseada nos perfis de pico e nos teores dos analitos
presentes. A PV0O1 possui mais minerais em sua COmposi¢cdo e apresentou
elevadas absorvancias de Cr e Fe, enquanto a WP0O1 é rica em proteinas e
apresentou menores valores de Aint para os 3 analitos. Os ensaios com a solugéo
padrao de referéncia de Cd, Cr e Fe foram realizados em triplicata e para as

amostras foram feitas 5 medidas. Em ambos 0s casos, variou-se o volume de
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modificador de 0 a 20 pL, o que corresponde a massas de 0 a 10/6 pg de Pd/Mg,

no forno.

A Figura 5 apresenta a influéncia do Pd/Mg nos valores de Aint para o
padrdo. Os resultados obtidos mostram que para a atomizacdo de Cd e Fe se
observa um platd a partir da massa 2,5/1,5 ug Pd/Mg. Ja para Cr ha uma leve
reducdo do sinal para massas acima de 5/3 pug Pd/Mg, provocada pela
combinacdo do modificador quimico com as caracteristicas refratarias do Cr,
fazendo com que este permaneca adsorvido na plataforma, dificultando a sua

completa atomizacao*’
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Figura 5. Estudo da influéncia da massa de Pd/Mg no sinal analitico de Cd (m ),
Cr (®) e Fe (A) para solucao padrao de referéncia. Tpir= 700 °C, Tatm ca= 1700
°C e Tatm crre= 2600 °C. As barras de erro correspondem ao desvio padréo (n=
3).

As Figuras 6 e 7 apresentam os estudos de modificador para as amostras
WPO01 e PV01, respectivamente. O comportamento do Cd, nas duas amostras,
foi semelhante ao do padrdo, onde ha um aumento da absorvancia quando se
adiciona Pd/Mg e se mantém um patamar em todas as massas avaliadas. A
amostra PV0O1 apresenta um desvio padrdo consideravel na massa de 7,5/4,5
Mg, indicando menor repetibilidade nesse ponto, no entanto, o valor médio de Aint
foi semelhante ao obtido em todas as massas avaliadas de 2,5/1,5 a 10/6 ug de
Pd/Mg.
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Para as medidas de Cr e Fe, ndo ha mudanca significativa sem e com
modificador quimico, se mantendo um patamar (considerando-se os desvios
padrdes) dos valores de Aint até a massa maxima de 10/6 pg. Diferente do que
ocorre para Cr na solucdo padrdo de referéncia, quando ha perda do sinal
analitico a partir da massa de 7,5/4,5 ug, e para o Fe qgue somente apresenta um

patamar a partir da massa de 2,5/1,5 pg.
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Figura 6. Estudo da influéncia da massa de Pd/Mg no sinal analitico de Cd (W),
Cr (®) e Fe (A) para a amostra WP01. Massa da amostra normalizada para 0,2
mg. Tpir= 700 °C, Tatm cd= 1700 °C e Tam crre= 2600 °C. As barras de erro

correspondem ao desvio padréo (n=5).
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Figura 7. Estudo da influéncia da massa de Pd/Mg no sinal analitico de Cd (m),
Cr (®) e Fe (A) para a amostra PV01. Massa da amostra normalizada para 0,2
mg. Tpir= 700 °C, Tam cd= 1700 °C e Tatm cr, Fe= 2600 °C e fluxo de 0,1 L mint Ar
durante a etapa de atomizacao de Cr e Fe. As barras de erro correspondem ao

desvio padréo (n=5).

Ao avaliar os perfis de pico dos 3 analitos na solucéo padrdo de referéncia
(Figura 8), monitorando as massas de 2,5/1,5 ug a 7,5/4,5 ug, foi possivel
perceber que sdo simétricos. Nas Figuras 8 b e ¢ observa-se claramente o
retardo no mecanismo de atomizagédo provocado pelo aumento da massa de
modificador. Em quantidades crescentes de modificador, os maximos de
absorvancia se deslocam levemente para tempos maiores. Esses
comportamentos s&o normais e ocorrem devido ao aumento da estabilizagdo dos
analitos com o aumento da quantidade de modificador4’ e o leve aumento da

altura do pico ocorre por conta do aumento da massa da amostra que foi aferida.
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Figura 8. Perfis de pico para massas a) de 20 pg Cd, b) de 0,2 ng Cr e c¢) de 20
ng Fe com a adicao de 2,5/1,5 ug (—), 5/3 pg (—) e 7,5/4,5 ug (—) de Pd/Mg.
Tpir: 700 OC, Tatm cd=1700 °C e Tatm cr, Fe= 2600 °C.

As Figuras 9 e 10 apresentam os perfis de pico para as amostras WP01
e PV01, respectivamente. Os perfis do Cd apresentam mais ruido, nas duas
figuras, pois este metal esta presente em baixa concentracdo nas duas
amostras. Para Cr e Fe tem-se perfis simétricos nas trés massas de modificador.

Logo qualquer uma dessas massas poderia ser usada para o estudo.
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Figura 9. Perfis de pico para atomizacao de: (a) Cd, (b) Cr e (c) Fe para a
amostra WP01 com adicao de 2,5/1,5 ug (—), 5/3 yg (—) e 7,5/4,5 pg (—) com
Pd/Mg. Tpir= 700 °C, Tatm cd= 1700 °C e Tam cr,re= 2600 °C.
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Figura 10. Perfis de pico para atomizacéao de: (a) Cd, (b) Cr e (c) Fe para a
amostra PV01 com a adicéo de 2,5/1,5 pug (—), 5/3 ug (—) e 7,5/4,5 pug (—) com
Pd/Mg. Tpir= 700 °C, Tatm ca= 1700 °C e Tatm crre= 2600 °C e fluxo de 0,1 L min

Ar durante a etapa de atomizacgéo para Cr e Fe.

55



Ao considerar a precisdo (Figuras 5, 6 e 7), para as medidas do Cd se
observa uma boa repetibilidade para qualquer todas as condi¢cbes avaliadas,
tanto para a solucao padréo de referéncia quanto para as amostras, com maior
precisdo para massa de 10/6 pg. Ja para as medidas do Cr, ha uma menor
precisdo a partir da massa 7,5/4,5 pg na solugédo padréo de referéncia e na
amostra WP01 que apresenta uma leve diminuicdo de precisdo na massa de
10/6 pg, de acordo com a barra de erro. Para as medidas do Fe, ha uma boa
repetibilidade para qualquer uma das massas avaliadas no padréo e nas duas
amostras. Com isso, as massas 2,5/1,5 ug e 5/3 pg poderiam ser utilizadas.
Visando garantir que haja modificador suficiente para interagir com as diferentes
massas de amostras introduzidas na plataforma e estabilizar completamente o
analito, optou-se por trabalhar com o volume de 10 pL da solugéo de 0,05% (m/v)
Pd + 0,03% (m/v) Mg, que corresponde a massa de 5/3 pg Pd/Mg. Essa massa

de modificador foi empregada em todos os experimentos subsequentes.
5.4 Curvas de pirdlise e atomizacéo

As Figuras 11, 12 e 13 mostram as curvas de pirélise para a solucéo
padrao de referéncia e para as mesmas amostras de suplemento utilizadas no
estudo anterior (WPO1 e PV01l). Em determinacdes sequenciais, a etapa de
pirdlise ter4 mais impacto no elemento mais volatil, isto é, no que sera atomizado
primeiro, nesse caso o Cd. Além disso, a etapa de atomizacéo do Cd serve como
uma segunda etapa de pirélise para o Cr e Fe. Assim, dificilmente ainda havera
matriz a ser eliminada na etapa de atomizacédo do Cr e o Fe*. Os sinais de
absorvancia de Cr e Fe foram monitorados ao longo da otimizacdo da
temperatura de pirélise, e sdo apresentados nas curvas de pirélise, como forma
de garantir e mostrar que nao havia interferentes na atomizacdo desses
elementos devido a uma incompleta eliminacdo da matriz, conforme as Figuras
(11, 12 e 13).
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Figura 11. Curvas de pirélise para atomizacdo de Cd (H), Cr (®) e Fe (A) para
a solucéo padrao de referéncia, com 5/3 pg Pd/Mg. Tatm cd= 1700 °C e Tatm cr, Fe=

2600 °C. As barras de erro correspondem ao desvio padréo (n= 3).
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Figura 12. Curvas de pirélise para atomizacdo de Cd (m), Cr (®) e Fe (A) para
amostra WPO01, com 5/3 ug Pd/Mg. Massa da amostra normalizada para 0,2 mg.
Tatm cd= 1700 °C e Tamcr,re= 2600 °C. As barras de erro correspondem ao desvio
padrao (n=5).
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Figura 13. Curvas de pirélise para Cd (m), Cr (®) e Fe (A) paraaamostra PV01,
com 5/3 pg Pd/Mg. Massa da amostra foi normalizada para 0,2 mg. Tatm cd= 1700
°C para e Tam crre= 2600 °C e fluxo de 0,1 L mint Ar durante a etapa de
atomizacéao para Cr e Fe. As barras de erro correspondem ao desvio padréo (n=
5).

Observando-se o comportamento da curva de pirélise para Cd (Figuras
11 - 13), tem-se um patamar até 700 °C para a solucdo padrdo de referéncia e
para a amostra PVO1. A amostra WP0O1 apresenta patamar até 800°C. Essa
relativa maior estabilidade térmica da amostra ocorre porgue algum componente
da propria matriz da amostra estabiliza termicamente o Cd a temperaturas de
pirdlise acima daquelas da solucdo padrdo aquosa. Qualquer uma das
temperaturas do patamar poderia ser empregada, porém em temperaturas de
pirélise mais baixas (200 °C) havia presenca de fumaca no inicio da atomizacao
do Cd para as amostras PV01 e WPO01, o que provocou o espalhamento da
radiacdo. Isso mostra que essa temperatura de pirélise ndo era capaz de eliminar
completamente a matriz*°. Justamente por isso, a amostra PV01 ndo pbde ser
medida utilizando a temperatura de pirolise de 200 °C. Logo, qualquer uma
dessas temperaturas do intervalo de 400 a 700 °C poderia ser utilizada para a
pirdlise, no entanto a temperatura de 700 °C foi escolhida como a ideal para
garantir a completa eliminacdo da matriz das diferentes amostras de suplemento.
Esta temperatura esta de acordo com a estabelecida no trabalho de Le&o et al®*

na determinacédo simultanea de cadmio, ferro e estanho em alimentos enlatados,
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usando a linha priméria (228,802 nm) para cadmio e as linhas secundarias

adjacentes (228,725 nm e 228,668 nm) para ferro e estanho, respectivamente.

E importante salientar que na amostra PVO1 havia presenca de uma
molécula nas vizinhancas da linha analitica do Cd em todas as temperaturas
estudadas. Porém, a mesma nao se sobrepunha ao sinal analitico, ou seja, ndo
interferia no valor de Aint, logo era possivel determinar Cd com a presenca da

molécula.

ApoGs estabelecer a temperatura 6tima de pirdlise, foram construidas as
curvas de atomizacdo de Cd, Cr e Fe para as mesmas amostras e a solucao
padréo de referéncia. Como o Cd é o elemento mais voléatil e o primeiro a ser

atomizado, iniciou-se os estudos de atomizacao por ele.

Na Figura 14 tem-se a curva de atomizacgéo para Cd a partir da solugcéo
padrdo de referéncia. Observa-se que o valor de Aint de Cd se mantém constante
entre 1500 e 1700 °C, mas acima dessas temperaturas (1800 e 1900 °C), ocorre
uma diminuicdo no sinal analitico devido ao aumento da velocidade de difusdo
do Cd, para o exterior do forno, devido as elevadas temperaturas®®. Nas
temperaturas de 1600 e 1700 °C, sao obtidos perfis simétricos, sendo que em

1700 °C se tem melhor precisdo em relacédo as outras temperaturas.
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Figura 14. Curva de atomizacdo para Cd (M) para a solucdo padrdo de
referéncia, com 5/3 pg Pd/Mg. Tpir= 700 °C e Tam crre= 2600 °C. As barras de
erro correspondem ao desvio padrao (n= 3).

Nas amostras WP0O1 e PVOl1l (Figuras 15 e 16), foi observado um
comportamento diferente da solugdo padrdo de referéncia: o Cd foi
completamente atomizado a partir de 1300 °C em ambas as amostras. Para a
amostra PV01, o valor de Aint em 1300 °C foi maior do que para as demais
temperaturas avaliadas, provavelmente, pelo pico ser mais alargado. Além disso,
observou que na WPO1 o sinal se mantém constante até 1900 °C (considerando
as barras de erro), enquanto na PV01 ha um platd até 1800 °C, seguido de uma
diminuicdo do sinal. Apesar da diferenga inicial entre as curvas das amostras e
da solucédo padrdo de referéncia, em temperaturas mais elevadas (acima de
1500 °C), o comportamento foi semelhante, apresentando um platd até 1700 °C.
Avaliando-se o comportamento das curvas de atomizacao para Cr e Fe, nas
Figuras 15-16, percebe-se que os valores de Aint desses elementos quimicos
permanecem dentro e um patamar pelo menos até 1700 °C. Com base nessas
informacgdes, conclui-se que a temperatura de 1700 °C foi adequada para as
duas amostras e para a solucéo padréo de referéncia, pois permite a atomizacéo
completa do analito e um perfil de pico mais simétrico. Além disso, nessa

temperatura tem-se uma boa precisao.
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Figura 15. Curva de atomizacao para Cd (M) para a amostra WP01, com 5/3 pg
Pd/Mg. Massa da amostra normalizada para 0,2 mg. Tpir= 700 °C € Tatm cr,re=

2600 °C para Cr e Fe. As barras de erro correspondem ao desvio padréao (n=5).
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Figura 16. Curva de atomizacao para Cd (M) para a amostra PV01, com 5/3 ug
Pd/Mg. Massa da amostra normalizada para 0,2 mg. Tpir= 700 °C € Tatm cr,re=
2600 °C e fluxo de 0,1 L min*t Ar durante a etapa de atomizacdo para Cr e Fe.

As barras de erro correspondem ao desvio padréo (n=5).

Apos estabelecidas as temperaturas de pirdlise e de atomizacao do Cd,
foram otimizadas as temperaturas de atomizacao do Cr e Fe. A partir das Figuras
17 e 18, observa-se que a 1800 °C, praticamente, ndo ocorre a atomizacao de
Cr e Fe, 0 que ja era esperado, considerando que sdo elementos refratarios e,
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portanto, precisam de alta temperatura para uma atomizacéo satisfatéria*’. Por
esse motivo, a curva de atomizacao da amostra PV01 (Figura 19) inicia somente
em 2000 °C. Além disso, essa observacdo corrobora com o observado
anteriormente nas curvas de atomizacao do Cd (Figuras 14-16), de que os sinais
de absorvancia de Cr e Fe se mantém constante até pelo menos 1700 °C.

Nas temperaturas de atomizacdo de 2000 e 2200 °C, o tempo de
atomizagédo e integragdo, inicialmente foram fixados em 6 segundos, sendo
insuficientes para registrar todo o processo de atomizacao, até o retorno para
linha de base. Mesmo com o0 aumento desse tempo para 10 segundos, a
atomizacdo e integracdo dos sinais de Cr e Fe foi incompleta.
Consequentemente, temperaturas maiores precisaram ser empregadas para
gue os analitos fossem completamente atomizados e tempos de integracao
menores pudessem ser adotados?’. E importante considerar que aumentar muito
o tempo de atomizacao ndo € recomendado, uma vez que isso resulta em uma

diminuicdo do tempo de vida util do forno e da plataforma.

Na solucéo padrao de referéncia, entre as temperaturas de 2000 e 2500
°C, houve um aumento gradativo do sinal analitico (Aint). A partir de 2500 °C, o
sinal analitico para o Cr permaneceu estavel, mantendo um patamar entre 2500
e 2600 °C. Por outro lado, para o elemento Fe, houve um aumento continuo do
sinal analitico mesmo apo6s 2600 °C. No entanto, temperaturas mais elevadas
nao foram avaliadas, devido a preservacdo do forno. Além do mais, na
temperatura de atomizacao de 2600 °C, foi observado que os perfis de pico eram
mais simétricos e os valores de Aint eram maiores em comparagao com as outras
temperaturas estudadas. Assim, a temperatura de 2600 °C resultou em uma

resposta analitica mais sensivel e precisa para os elementos quimicos.
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Figura 17. Curva de atomizacéo para Cr (®) e Fe (A) para a solucéo padrao
de referéncia, com 5/3 pg Pd/Mg. Tpir= 700 °C e Tam= 1700 °C para Cd. As barras

de erro correspondem ao desvio padrao (n= 3).

Para as amostras WPO1 (Figura 18) e PVO1l (Figura 19), houve um
comportamento semelhante ao da solugdo padrao de referéncia: um aumento
gradativo do sinal analitico (Aint) a partir de 2000 °C. No entanto, os patamares,
ocorreram em faixas de temperatura diferentes em comparacdo ao padrdo. O
patamar ocorre entre 2200 e 2600 °C para o Cr e Fe em ambas as amostras
(considerando o desvio padrédo). Portanto, a temperatura de 2600 °C foi
considerada a temperatura 6tima de atomizacao para esses elementos quimicos
(Cr e Fe), pois nessa temperatura se obteve um sinal analitico mais reprodutivel
e perfis de pico mais simétricos. Essa temperatura 6tima foi semelhante a
encontrada em um trabalho anterior de Boschetti et al. (2016)%° para a

determinacao simultanea de Cr e Fe em amostras de solo.

E importante ressaltar que para a amostra PVO1 foi necessario empregar
fluxo de gas durante a etapa de atomizacao, devido as altas concentracfes de
Cr e Fe nessa amostra. O fluxo de gas auxiliou na melhora do perfil dos sinais
analiticos, eliminou o efeito de memdria melhorando, consequentemente, a

precisao.
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Figura 18. Curva de atomizacédo para Cr (®) e Fe (A) para a amostra WPO01,
com 5/3 ug Pd/Mg). Massa da amostra normalizada para 0,2 mg. Tpir= 700 °C e

Tam ca= 1700 °C. As barras de erro correspondem ao desvio padréo (n=5).
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Figura 19. Curva de atomizacao para Cr (®) e Fe (A) para a amostra PV01,
com 5/3 ug Pd/Mg. Massa normalizada para 0,2 mg. Tpir= 700 °C € Tatm ca= 1700
°C e fluxo de 0,1 L min! Ar durante a etapa de atomizacdo para Cr e Fe. As

barras de erro correspondem ao desvio padréo (n=5).

As temperaturas de atomizagcédo 6timas de 1700 °C e 2600 °C para a
determinacdo simultdnea de Cd e Fe estdo de acordo com as temperaturas
mencionadas nos trabalhos de Dos Santos et al %" para a determinacéo
simultanea desses elementos quimicos em feijdes e solos e em produtos de
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gréos. A similaridade nas temperaturas 6timas de atomizacao indica que essas
temperaturas sado adequadas para a determinacao precisa e simultanea de Cd e

Fe em diferentes tipos de amostras.
5.5 Estudo da influéncia da massa de amostra

O estudo da influéncia da massa da amostra foi feito com as mesmas
amostras usadas na otimizagdo das demais condi¢cdes do método. No caso, ha
WPO01, foram avaliadas massas de 0,100 a 1,250 mg e para a PV01 de 0,02 a
0,70 mg.

Ao avaliar a Figura 20, observa-se que massas entre 0,100 e 1,250 mg da
amostra WPO01 apresentam resposta linear, com coeficientes de correlagéo (r)
para Cd, Cr e Fe de 0,9702, 0,9748 e 0,9678, respectivamente indicando uma
forte correlagdo. Deve-se ressaltar que nao houve variacao significativa do perfil
do pico a medida que se aumentava a massa da amostra, logo, qualquer massa
aferida dentro dessa faixa poderia ser utilizada. Apesar dos valores de Aint de Cr
e Fe aumentarem gradativamente de acordo com o0 aumento da massa da

amostra, ainda assim tem-se uma resposta analitica linear.
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Figura 20. Influéncia da massa de amostra para WP01 no sinal analitico de Cd
Cd (m), Cr (®) e Fe (A), com 5/3 pg Pd/Mg. Tpir= 700 °C, Tatm cd= 1700 °C e Tatm
crre= 2600 °C.
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Na analise da amostra PV0O1l (Figura 21), devido as elevadas
concentracbes de Cr e Fe, mesmo empregando fluxo de gas minimo na
atomizacao, a massa utilizada foi limitada pelos valores de Aint desses analitos.
Foram avaliadas massas entre 0,022 e 0,700 mg para as medidas das
absorvancias de Cd, Cr e Fe. No entanto, observou-se que para massas acima
de 0,400 mg os picos eram mais caudais e a resposta analitica ndo era
satisfatoria, com sinais inferiores aos esperados. Por isso, os graficos da Figura
21 s6 mostram os resultados até a massa de 0,400 mg. Nesse intervalo de
massa, foram obtidos coeficientes de correlagéo (r) de 0,9871, 0,9868 e 0,9747
para Cd, Cr e Fe, respectivamente, indicando uma forte correlacao entre a massa
de amostra e o sinal analitico. Além disso, ndo foi observado desvio de
linearidade nesse intervalo de massa. Com base nisso, foi recomendado utilizar
massas entre 0,022 e 0,400 mg para garantir uma resposta analitica confiavel
para os elementos quimicos Cd, Cr e Fe na amostra PV01, considerando os

valores de Aint, 0s coeficientes de correlacdo e a linearidade das respostas.

Com bases nesses resultados, para matrizes com caracteristicas mais
organicas, como a WPO01, foram usadas massas de até 1,250 mg — a depender
também dos sinais dos analitos, garantindo que ficassem dentro da faixa de
trabalho e para amostras com matrizes mais minerais, como a PVO01, foram

usadas massas de até 0,400 mg.

66



0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

0,15+

0,10 4

Absorvancia integrada (s)

0,05

0,00 T T T T T T T T
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

Massa (mg)

Figura 21. Influéncia da massa de amostra para PV0O1 no sinal analitico de Cd
(m), Cr (@) e Fe (A), com 5/3 pg Pd/Mg. Tpir= 700 °C, Tatm ca= 1700 °C e Tatm
crre= 2600 °C e fluxo de 0,1 L min't Ar durante a etapa de atomizacao para Cr e
Fe.

5.6 Parametros de mérito

Todas as curvas de calibracdo foram construidas a partir de solucdes
padrdo aquosas. Para a técnica de HR-CS GF AAS foram empregadas solucdes
multielementares. Devido a grande variacdo das concentragdes dos analitos nas
amostras avaliadas, foram usadas diferentes condi¢cdes para a constru¢do das
curvas de calibracdo e quantificacdo das amostras, que foram identificadas como
condi¢cbes 1, 2 e 3, apresentadas na Tabela 3. A Tabela 9 apresenta as equacoes
de regressao linear, os coeficientes de correlacédo (r), LOD, LOQ e mo para essas
condicbes experimentais. Os parametros LOD, LOQ e mo foram calculados
usando as Equac0es 3, 4 e 5, respectivamente. Os valores de LOD e LOQ, em
concentracdo foram calculados considerando a massa maxima de amostra
inserida no forno de grafite, de 1,250 mg para condicéo 1 e de 0,400 mg nas

condicgbes 2 e 3.
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Tabela 9. Pardmetros de mérito obtidos para Cd, Cr e Fe utilizando diferentes condi¢cdes experimentais via HR-CS GF AAS e

a analise direta de amostras sodlidas.

LOD*  LOQ*

Condicao Analito Equacéo de Regressao Linear r LOD (pg) LOQ (p9) . . mo (pQg)
(Mg kg™) (g kg™)
1 Cd Aint=5,27.103m (pg) + 1,73.107? 0,997 2,34 7,79 1,95 6,49 0,84
Cr Aint= 9,53.10“m (pg) + 1,63.107? 0,998 5,80 19,3 4,83 16,1 4,62
Fe Aint= 8,47.103m (ng) + 1,25.107? 0,996 0,892 2,962 0,742 2,472 0,52
2 Cd Aint=2,71.103m (pg) + 7,13.10°3 0,992 2,73 911 6,83 22,8 1,62
Cr Aint= 7,00.10“*m (pg) — 4,67.10** 0,996 11,3 37,6 28,2 93,9 6,28

Fe Aint= 4,22.103 m (ng) + 7,82.103 0,994 3,082 10,32 7,692 25,62 1,04b

3 Cr Aint= 3,76.10°m (pg) - 2,42.10°3 0,995 45,6 152 114 380 117

Fe Aint=1,67.10“4m (ng) + 1,95.102 0,996 12,02 39,92 29,02 99,72 26,3°

*Calculados para uma massa da amostra de 1,250 mg na condicéo 1 e 0,400 mg para nas condicfes 2 e 3.

amg kg'l, bng
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Os valores de r obtidos a partir das curvas de calibragdo mostram uma
correlacao forte existente entre valores de Aint € as massa de analitos, indicando

a boa linearidade das curvas’?.

As variacoes dos valores de LOD, LOQ e mo das condicbes 1, 2 e 3
mostram a influéncia da presenca de fluxo de gas minimo na etapa de
atomizacgéo e dos pixels escolhidos para avaliacdo do sinal na sensibilidade do
método. Observa-se que a condi¢cdo 1 foi a de maior sensibilidade, o que é
perceptivel através dos valores de LOD, LOQ e mo. Os valores de mo estdo
concordantes com os valores reportados pelo fabricante do instrumento para Cd
e Cr, e com algumas referéncias reportadas na literatura; o fabricante ndo reporta

a mo para a linha de Fe usada.

Na condicdo 1 nao foi possivel quantificar amostras com elevada
concentracéo de Cr e Fe, pois os sinais desses analitos estavam fora da faixa
de trabalho. As condi¢Bes 2 e 3 utilizaram fluxo de gas minimo na etapa de
atomizacao e, na condi¢do 3 ainda foram monitorados os pixels laterais (-3 e +3).
Através dos resultados da Tabela 9 observou-se que, quando avaliado o pixel
central e os pixels adjacentes (CP+1), hd uma maior sensibilidade do que quando
os pixels avaliados sao mais distantes do pixel central. Isto ja era esperado pois
a medida de absorvancia das asas do pico acarreta numa diminui¢ao significativa
da sensibilidade do método analitico. Essa abordagem expande a faixa de
trabalho, tornando possivel a quantificacdo de amostras com maiores teores de

analito, como reportado por Welz et al®®.

As massas caracteristicas da condicdo 1 desse trabalho foram
comparadas com dados da literatura. O valor de mo de Cd foi similar ao reportado
por Dos Santo et al® na determinacéo simultanea de Cd e Fe, cuja mo obtida foi
de 0,7 pg para Cd. Os resultados de Cr e Fe foram comparados com os de Dittert
et al®®. (2009), que fizeram a determinagdo simultanea de Cr e Fe em petréleo
bruto, usando as mesmas linhas analiticas desse trabalho. Os valores obtidos
por esses autores foram 0,5 ng para Fe e 3,6 pg para Cr, estando semelhantes

aos valores apresentados na Tabela 9. Os resultados obtidos para mo,
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empregando as condi¢cdes 2 e 3 ndo podem ser comparados com a literatura,
haja visto que tais condi¢cdes experimentais ainda nao foram reportadas em

outros trabalhos.

E importante mencionar que o LOQ para determinacdo de Cd, na
condicéo 1, de 6,5 ug kgt, estd bem abaixo do limite maximo de Cd estabelecido
pela Farmacopeia Brasileira, que é de 500 pg kg* 2 para ingredientes usados
na fabricac@o dos suplementos alimentares. Isso indica que o método analitico
otimizado foi capaz de detectar niveis baixos de cadmio e esta em conformidade
com os limites estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. Portanto, o0 método

analitico é adequado para a determinacdo de Cd em suplementos alimentares.

Para os suplementos que sdo desenvolvidos e comercializados como
fontes de Cr e Fe, a analise quimica tem por objetivo verificar a conformidade
entre o teor encontrado e o declarado nos rétulos. Considerando que estes
metais estdo presentes em elevadas concentracdes, espera-se que nao haja

maiores problemas relacionados a sensibilidade do método analitico proposto.

Para mostrar isso, os valores de LOD e LOQ para determinacao de Cr
foram avaliados considerando o limite minimo recomendado pela IN N° 102, de
15 de outubro de 2021 da ANVISA e a dose diaria de suplemento recomendada
pelo fabricante. Por exemplo, a dose diaria recomendada para o suplemento
COO02 é de 10 g e o limite minimo de Cr estabelecido pela legislacédo € de 5,25
Hg, entdo a concentracdo minima de cromo encontrada na amostra seria de 525
ug Kgt. Com base nesse exemplo conclui-se que os valores de LOD e LOQ para
determinacdo de Cr sdo significativamente menores do que a concentracao
minima exigida pela legislacdo vigente. Isso indica que o método analitico foi
capaz de detectar e quantificar a concentracdo de Cr em niveis baixos,
obedecendo os limites estabelecidos pela Instrucdo Normativa da ANVISA?L,
Isso evidencia que o método analitico, € adequado e atende aos requisitos da
legislacdo vigente em relagdo a determinagdo de cromo em suplementos

alimentares.
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A IN N° 102, de 15 de outubro de 2021 estabelece o limite minimo de 2,7
mg de ferro, valor bastante elevado e que pode ser facilmente determinado pela
técnica de HR-CS GF AAS®’. Nesse caso, 0 maior desafio é alcancar uma
condicdo de menor sensibilidade para que o limite superior da faixa de trabalho
ndo seja excedido. Com um ajuste das condi¢Bes instrumentais da técnica de
HR-CS GF AAS (uso de fluxo de gas na atomizacdo e pixels laterais para
avaliacdo do sinal), foi possivel alcancar a sensibilidade adequada para a
determinacdo de ferro nos suplementos alimentares de forma confiavel,
garantindo que os resultados permanecessem dentro da faixa de trabalho,

atendendo os requisitos da legislacéo estabelecidos pela ANVISA!L,
5.6.1 Exatidao

Primeiramente, a exatiddo do método analitico foi avaliada analisando o material
de referéncia certificado de folhas de tomateiro (Tomate Leaves, SRM NIST
1573a) empregando a condi¢do 2 para Cd e a condicdo 1 para Cr e Fe, de
maneira a garantir que os valores de Aintdos 3 analitos ficassem dentro da faixa
de trabalho. Os valores certificados e encontrados estao apresentados na Tabela
10. Eles foram comparados entre si através do teste t-Student, a um nivel de
confianga de 95%, considerando o valor certificado como valor verdadeiro. Os
valores de t calculados também séo apresentados na Tabela 10. O valor de tcritico
para 3 graus de liberdade e 95% de confianca € de 3,28. Comparando-se 0s
valores de tcaiculado, ObSErvou-se, que sdo menores do que teritico. LOgO, conclui-
se que as concentracdes de Cd, Cr e Fe encontradas nao apresentam diferenca
significativa aos valores certificados, possibilitando afirmar que o método

analitico proposto foi exato.
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Tabela 10. Concentracdes de Cd, Fe e Cr no SRM de folha de tomate (NIST
1573a, Tomate Leaves) por HR-CS GF AAS e andlise direta de solidos.

Resultado expresso como média + desvio padrao (n=4).

NIST SRM 1573a Cd (mg kg™?) Cr (mg kg™) Fe (mg kg™?)
Valores certificados 1,520 + 0,040 1,990 + 0,060 3687
Valores encontrados 1,439 + 0,087 2,287 + 0,336 421 +£73
tcalculado 1,08 1,45 1,46

Considerando que o SRM utilizado apresentava uma matriz diferente das
amostras, a exatiddo do método também foi avaliada através da comparacao
dos resultados obtidos pelo método proposto com aqueles do método de
digestdo acida assistida por micro-ondas (MW-AD). Duas amostras de
suplementos alimentares foram analisadas pelo método de digestdo acida
(WP02 e PVO01l) e quantificadas por LS-GF AAS, utilizando as condi¢des
estabelecidas pelo fabricante do espectrometro. Considerando que os valores
de LOD e LOQ obtidos na técnica de LS-GF AAS sao maiores — principalmente
devido a diluicAo da amostra no processo de preparo — foram escolhidas
amostras que apresentaram sinais mais elevados de absorvancia de Cd no

estudo preliminar.

Para avaliar a semelhanca dos resultados, calculou-se o intervalo de
confianca para cada analito, em cada amostra, para um nivel de confianca de
95%. Eles sdo apresentados na forma de barras de erros nas Figuras 22 a, b e
c. Avaliando os graficos da Figura 22 (a, b e c¢), levando em consideracao os
intervalos de confianca calculados, foi possivel concluir que os resultados dos
dois métodos, digestao e analise direta, sdo estatisticamente iguais para as duas

amostras avaliadas: WP02 e PVOL1.
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Figura 22. Comparacao das concentracdes de a) Cd, b) Cr e c) Fe, obtidas por
analise direta por HR-CS-GF AAS (barras azuis) e LS-GF AAS, apés MW-AD
(barras vermelhas). Resultados expressos com média + intervalo de confianca
(n=05).
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5.6.2 Aplicagcdo do método e analise de rotulagem

Apos a definicdo dos parametros analiticos e avaliacdo da exatiddo, o
método analitico foi aplicado as amostras de suplementos alimentares. A Tabela
11 apresenta as concentracdes de Cd, Cr e Fe, juntamente com o desvio padréo
e o desvio padréao relativo (RSD). A depender da concentracédo dos analitos nas
amostras, foram empregadas a condi¢do 1, 2 ou 3 para a andlise, utilizando a
curva de calibragdo obtida na mesma condi¢ao (1, 2 ou 3) para a quantificagéo.
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Tabela 11. Concentragbes de Cd, Cr e Fe em amostras de suplementos alimentares quantificadas por HR-CS GF AAS (n =5).

A depender da concentracdo dos analitos nas amostras, foram empregadas a condicdo 1, 2 ou 3 para a analise.

Cadmio Cromo Ferro

Amostras ug kgt RSD mg kg RSD mg kg? RSD

WPO1 33,3+ 3,0 9,0% 1,82+0,18 10% 138+ 12 8, 7%
WP02 41,7 + 3,3 7,9% 1,07 £0,13 12% 77,0+ 8,3 11%
CEO1 <LOQ n.d. 0,63+0,13 21% 275 £ 36 13%
CO01 <LOQ n.d. 0,50 £ 0,03 6,0% 20,825 12%
CO002 <LOD n.d. 0,80+£0,10 13% <LOQ n.d.

IS <LOQ n.d. 0,28 £ 0,02 7,1% 142 £ 19 13%
PVO01 102 + 33 32% 129+2,6 20% 5,72 £ 0,66* 12%
PV02 121 £ 16 13% 176 £ 0,3 1,7% 2,99 £ 0,26* 8, 7%
PV03 90,0 £ 34,3 38% 4,68 £0,73 16% 16,5+ 2,4* 15%
VD <LOD n.d. 159+2.2 14% 6,97 = 0,50* 7,2%

*Valores de concentracdo em g kg?; n.d. = ndo determinado.
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5.6.2.1 Precisao

A partir dos dados de RSD apresentados na Tabela 11, foi avaliada a
precisdo do método analitico. Varios fatores corroboram para o aumento de RSD
na analise direta de solidos como: a pequena massa utilizada para analise
(aliguota pouco representativa), a forma como as amostras sdo comercializadas
e as condicdes instrumentais empregadas na analise*®. Por esses motivos,
valores de RSD mais altos, de cerca de 20 % s&o aceitaveis quando se trabalha
com a andlise direta de amostras sélidas’.

Como pode ser visto na Tabela 11, apenas os resultados de Cd das
amostras PV01 e PV03 excederam esses valores de cerca de 20 %, 0 que pode
estar relacionado as caracteristicas dessas amostras e a baixa concentracao de
Cd presente. A amostra PV03 é comercializada na forma de comprimido e
durante a moagem dessa amostra observou-se que 0 revestimento do
comprimido néo foi completamente triturado, resultando em fragmentos rosados
dispersos num po fino amarelo claro. A partir disso, essa amostra foi peneirada,
separando os fragmentos rosados (de maior tamanho), em seguida, as duas
fracGes foram analisadas; houve uma maior reprodutibilidade nos resultados da
fracdo que passou pela peneira. Porém, observou-se que as concentracdes de
Cd e Fe diminuiram consideravelmente na fracdo que passou pela peneira,
sugerindo que o revestimento do comprimido continha uma quantidade
significativa desses analitos. Esses dados ndo sédo apresentados na Tabela 11,
pois ndo representam a concentracdo real do analito na amostra. ISso mostra a
importancia de analisar a amostra na integra, apesar da sua heterogeneidade e
seus efeitos na precisdo do resultado’. J4 a PV01 é comercializada na forma de
capsula e por se encontrar na forma de po6 fino ndo foi submetida ao
procedimento de moagem, o que pode ter contribuido para a falta de distribuicdo
uniforme dos analitos na amostra. O Unico pré-tratamento realizado foi a abertura

da capsula para acessar o po.

Essas diferengas na forma como as amostras s&o apresentadas e

preparadas podem introduzir variabilidades adicionais no processo analitico,
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afetando a precisdo dos resultados, mas, conforme ja discutido acima, ndo

afetaram a exatidao.

Outro fator que contribuiu para o aumento do valor do RSD foram as
condicBes instrumentais usadas para analisar as amostras com maiores
concentracfes de Cr e Fe. Foram observados maiores valores de RSD para
aguelas amostras analisadas nas condi¢des 2 ou 3, nas quais se emprega fluxo
de gas minimo e/ou sdo monitoradas as asas -3/+3. Esse comportamento
também foi observado para as solu¢des padrao de referéncia. Observou-se, ao
longo das medidas, que o fluxo de gas durante a atomizacao deixa o sinal mais
ruidoso. Além disso, os pixels laterais tém sua absorvancia mais afetada pelas
oscilagdes dos perfis dos sinais, além de apresentarem menores valores de

absorvancia, o que diminui a razdo S/NS.
5.6.2.2 Comparacéao das concentracdes de Cd, Cr e Fe com a legislacao

Tendo em vista que a Instrucdo normativa nao estabelece limite maximo
para contaminantes, o estudo comparou os valores de Cd encontrados nas
amostras (Tabela 11) com os valores estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira,
que define um limite maximo de 500 pg kg para o cadmio em suplementos. De
acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, todas as amostras
analisadas apresentaram concentragdes de Cd abaixo do limite permitido pela
legislacéo®?. No entanto, embora as concentragées de Cd estejam abaixo do
estipulado, ele esta presente como contaminante. Ao considerar a dose diaria de
Cd nos suplementos, os resultados indicaram que a quantidade de Cd
consumida através dos polivitaminicos era de 0,1 pg por dose diariat. As
amostras WP01 e WPO02 apresentaram concentragées um pouco mais elevadas,
com valores de 1,2 ug (ou 2,3 ug para 2 doses) e 1,5 pg de Cd por dose diaria
1 respectivamente. Conforme jA mencionado anteriormente, o Cd é um elemento

potencialmente tdxico e a exposicao a longo prazo pode ser prejudicial a saude!®

14-15
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Para avaliar se os teores de Cr e Fe nas amostras estdo concordantes
com a legislacdo, os resultados da Tabela 11 foram usados para calcular a
quantidade de Cr e Fe presente em uma dose de suplemento (dose diaria
indicada pelo fabricante, no rétulo do suplemento — Tabela 5). Usando como
exemplo a amostra PV02: deve ser ingerida uma capsula por dia (0,55 g/dia).
Considerando que o resultado obtido para concentracédo de Cr (Tabela 11) para
essa amostra foi de 17,6 mg kg2, foi calculado quanto do analito esta presente
em 0,55 g. O resultado de 9,7 pg Cr consiste na quantidade de analito consumido
diariamente. A Tabela 12 apresenta as informacgdes de rotulagem de Cr e Fe e

a quantidade de Cr e Fe calculada por dose diéaria.

Tabela 12. Valores de Cr e Fe, por dose diaria recomendada pelo fabricante, e
valores informados no ré6tulo dos suplementos analisados. Calculados a partir

das concentracdes de Cr e Fe disponiveis na Tabela 12.

Codigo Cr Rétulo Cr/dose diéaria Fe Fel/dose diéaria
(H9) (Mg) Roétulo (mg) (mg)
WPO0O1 n.i. 127,4 n.i. 9,66
WP02 n.i. 37,5 n.i. 2,70
CEO1 n.i. 0,41 n.i. 0,18
CO01 n.i. 6,0 n.i. 0,25
CO02 33,0 8,0 n.i. <LOQ
IS n.i. 1,4 n.i. 0,71
PVO1 35,0 14,2 3,5 6,29
PV02 25,0 9,7 14,0 1,64
PVO03 n.i. 2,9 10,0 10,40
VD 35,0 20,0 10,0 8,78

n.i. = Nao Informado

Foi encontrado Cr em todas as amostras avaliadas, mesmo que os rétulos
de algumas amostras (WPO01, WP02, CEO01, COO01, IS e PV03) ndo informassem
a sua presenca. Nas amostras CO02, PV01, PV02 e VD, os valores encontrados
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correspondem a 24, 41, 39 e 57 % dos valores informados nos rotulos,

respectivamente.

Ja o Fe foi encontrado na maioria das amostras, exceto na CO02, para a
qual ficou abaixo do LOQ (<2,5 mg kg?). Porém, apenas o rétulo das amostras
PV01, PV02, PV0O3 e VD apontaram a presenca desse elemento, sendo
encontrado 180, 12, 104 e 88 % dos valores declarados nos rotulos,
respectivamente. Embora os valores encontrados difiram significativamente
daqueles declarados nos roétulos, para a maioria das amostras, eles se
encontram dentro das faixas estabelecidas pela IN N° 102 15 de outubro de 2021
da ANVISA!!. Para a presenca de Cr, os valores aceitaveis, para a faixa etaria
de 19 anos, estao entre 5,25 e 250 ug, e para Fe na faixa de 2,7 e 34,31 mg.
Apenas a amostra PV02 apresentou valor (1,64 mg) abaixo do minimo aceitavel
para Fe, de 2,7 mg.

Embora os valores encontrados sejam concordantes com a legislacao, a
presenca desses metais sem a correta indicacdo no rotulo, pode ser prejudicial
a saude, ja que sua ingestao ndo € esperada. No caso de Cr, ndo é considerado
prejudicial a saude se estiver presente na forma de Cr Ill, por ser um elemento
essencial'>16, Além disso, a quantificacdo de Cr e Fe em amostras que néo
indicam a presenca desses metais no rotulo, pode levantar questdes sobre a
conformidade regulatdria, especialmente considerando as diretrizes da FDA, que
exigem que 0s suplementos contenham apenas os ingredientes declarados no
rotulo®. Esses dados indicam a necessidade de uma maior fiscalizacdo desses
produtos e de métodos analiticos confidveis para determinar a presenca de

metais, de forma a garantir a seguranca do consumo de suplementoss.
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6. Concluséao

ApGs o estudo desenvolvido utilizando a analise direta de sdlidos por HR-
CS GF AAS, observou-se que o H2SO4 ndo se mostrou tdo eficiente como
modificador quimico na estabilizacdo térmica do Cd em comparacéao ao Pd/Mg.
A mistura de Pd/Mg foi mais eficiente, gerando resultados livres de interferéncias,
precisos e confiaveis. A massa de modificador empregada em todos o0s
experimentos foi de 5/3 ug Pd/Mg.

A exatiddo do método foi confirmada pela i) analise do material de
referéncia SRM NIST 1573a Tomate Leaves e ii) comparacéo dos resultados da
andlise direta de sélidos por HR-CS GF AAS com os resultados obtidos por
digestdo acida e analise por LS-GF AAS. Os resultados do teste t-Student e de
intervalo de confianca confirmaram que o método proposto gera resultados

exatos.

Os valores de LOD e LOQ para Cd, Cr e Fe estdo abaixo dos limites
maximos estabelecidos pela legislacdo, o que confirma a sensibilidade do

método analitico e sua conformidade com as regulamentacdes.

A identificacdo de Cr e Fe em algumas amostras que ndo declararam a
presenca desses elementos em seus rotulos levanta questdes sobre a
conformidade regulatéria desses produtos. Os resultados sugerem a
necessidade de uma maior conformidade regulatéria por parte dos fabricantes
de suplementos, especialmente em relacao a declaracéo precisa de ingredientes

nos roétulos.

A analise direta de sdlidos oferece vérias vantagens em relacdo ao
método convencional de digestdo &cida assistida por micro-ondas, incluindo
maior rapidez, menor manipulagéo de amostras, menor risco de contaminacéo e
menor geracao de residuos. Com isso, 0 método proposto se apresenta como
uma alternativa atrativa, gerando resultados confiaveis de forma mais

sustentavel.
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