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RESUMO

Considerando o crescente consumo de suplementos alimentares e 0s recentes
limites de nutrientes estabelecidos pela ANVISA, é importante verificar a
conformidade destes produtos quanto aos niveis de cromo e ferro. Neste trabalho foi
desenvolvido um método analitico simples e rapido para a determinacdo simultanea
de cromo e ferro em suplementos alimentares por analise direta de amostras soélidas,
utilizando a técnica de espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com
fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS), visando minimizar o preparo de
amostras. Foram otimizados parametros como a massa de modificador e de amostra
a ser utilizada, temperaturas de pirélise e atomizacdo. Solu¢des padrdo aquosas
foram utilizadas para calibracdo. As massas caracteristicas obtidas para cromo e
ferro foram de 7,1 pg e 0,9 ng, respectivamente, e os limites de deteccdo de
1,7 pg.kg?! e 0,06 mg.kg?, respectivamente. Esses limites sdo adequados em
relacdo a quantidade minima de cromo e ferro estabelecida pela ANVISA em
suplementos alimentares, portanto o método pode ser aplicado. Quatro amostras de
suplemento alimentar foram analisadas e uma apresentou nivel de cromo acima do
valor permitido. Os resultados comprovam que é possivel determinar cromo e ferro
simultaneamente por HR-CS GF AAS, com analise direta de amostras sélidas, de
forma confidvel e relativamente facil quando comparada a outras técnicas que

requerem mais recursos e tempo de andlise.

Palavras-chave: cromo, ferro, suplemento alimentar, espectrometria de absorcéo
atdmica de alta resolucdo com fonte continua e forno de grafite, analise direta de

amostras solidas.



ABSTRACT

Considering the increasing consumption of dietary supplements and the recent
nutrient limits established by ANVISA, it is important to verify product compliance
regarding chromium and iron levels. In this work, a simple and fast analytical method
was developed for simultaneous determination of chromium and iron in dietary
supplements with direct analysis of solid samples by high-resolution continuum
source graphite furnace atomic absorption spectrometry (HR-CS GF AAS), in order
to minimize sample preparation. Parameters such as the modifier mass and sample
mass to be used, pyrolysis and atomization temperatures were optimized. Aqueous
standard solutions were used for calibration. The characteristic mass for chromium
and iron were 7.1 pg and 0.9 ng, respectively, and the limits of detection of 1.7 pug.kg*
and 0.06 mg.kg?, respectively. These limits are adequate considering the minimum
amount established by ANVISA for chromium and iron in dietary supplements,
therefore the method can be applied. Four dietary supplement samples were
analyzed and one sample presented chromium level above the allowed value. The
results confirm that it is possible to determine chromium and iron simultaneously by
HR-CS GF AAS, with direct analysis of solid samples, in a reliable and easy way

when compared to other techniques that require more resources and analysis time.

Keywords: chromium, iron, dietary supplement, high-resolution continuum source

graphite furnace atomic absorption spectrometry, direct analysis of solid samples.
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1 INTRODUCAO

O uso de suplementos alimentares, como vitaminas, minerais e proteinas se
popularizou nos udltimos anos, principalmente pelo beneficio de complementar a
alimentacdo a um baixo custo e facil acesso. No entanto, nem sempre o consumidor
€ capaz de julgar a qualidade, eficacia e seguranca do produto.

Recentemente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou
as novas regras para estes produtos, com a finalidade de reduzir as lacunas
regulatorias e a assimetria de informacdes em relacdo aos beneficios e riscos dos
suplementos alimentares, estabelecendo as listas de constituintes, de limites de uso,
de alegac0Oes e de rotulagem para estes produtos. Na Instrucdo Normativa N° 28, de
26 de julho de 2018, sao apresentados os limites minimos e maximos de nutrientes
gque devem estar presentes nos suplementos alimentares, de acordo com a
recomendacdo diaria de consumo por grupo populacional indicado pelo fabricante.

Tendo em vista o elevado consumo destes produtos e 0 recente surgimento
de legislacbes, ha uma eminente demanda tecnoldgica, tanto por parte das
indUstrias quanto dos orgaos fiscalizadores, por métodos analiticos capazes de
avaliar a conformidade destes produtos em relacdo aos limites estabelecidos. Na
literatura, a maior parte dos métodos reportados requer uma prévia decomposicao
das amostras, o que contradiz a atual tendéncia de se buscar processos
ambientalmente amigaveis de preparo de amostras. Além disso, atualmente né&o
existe um método padrdo para a determinacdo de cromo e ferro em suplementos
alimentares.

A técnica de espectrometria de absorcao atbmica de alta resolucdo com fonte
continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS) é muito utilizada na determinacdo de
nutrientes em matrizes complexas, pois apresenta alta sensibilidade e seletividade,
além de utilizar pequenas quantidades de amostra. A andlise direta possibilita a
avaliacdo das amostras com um minimo ou nenhum pré-tratamento e o uso de
solugdes padréo aquosas para a calibracdo. Em outras palavras, a andlise direta de
amostras elimina processos de decomposicao ou dissolucdo, bem como as

possiveis perdas de analito ou contaminacbes da amostra que podem ocorrer
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durante estes processos, 0 que resulta em menor consumo de reagentes e geracao
de residuos, ou seja, um menor custo na analise.

Dessa forma, este trabalho tem por objetivo verificar a conformidade de
suplementos alimentares quanto aos recentes limites de cromo e ferro estabelecidos
pela ANVISA, através da aplicacdo de uma nova estratégia analitica que minimize o
tempo de analise, a geracdo de residuos e os custos, utilizando a analise direta de
amostras solidas por HR-CS GF AAS.

Para o0 desenvolvimento do método, escolheu-se quatro diferentes
suplementos alimentares, representando duas diferentes faixas etéarias
regulamentadas pela ANVISA. Para otimizar o método analitico, foi analisada a
viabilidade do uso da amostragem direta de sélidos e a necessidade do uso de
modificador quimico. O desempenho do método foi avaliado por meio do
estabelecimento de diferentes parametros, tais como linearidade, massa

caracteristica, limites de deteccédo e quantificacéo, exatidao e precisao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Verificar a conformidade de suplementos alimentares quanto aos recentes
limites de cromo e ferro estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da aplicacdo de uma nova estratégia analitica que minimize o
tempo de andlise, a geracdo de residuos e os custos. Para tanto, ser4d empregada a
analise direta das amostras por espectrometria de absorcdo atbmica de alta

resolucado com fonte continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS).

2.2 Especificos

1 - Realizar uma revisao bibliografica sobre o estado da arte da analise de
suplementos alimentares, demonstrando 0s métodos espectrométricos ja

desenvolvidos para determinacao de diversos elementos nesse tipo de amostra.

2 - Otimizar um método analitico para determinacdo simultdnea de cromo e ferro:
avaliar a possibilidade do uso da analise direta de sélidos, investigar a necessidade
do emprego de modificador quimico e otimizar o programa de aquecimento do forno
de grafite.

3 - Avaliar o desempenho do método proposto através dos parametros: linearidade,
faixa de trabalho, sensibilidade, limites de deteccdo e quantificacdo, preciséo e
exatidao.

4 - Quantificar cromo e ferro nas amostras escolhidas utilizando o método
desenvolvido e comparar os resultados obtidos com os indicados nos rotulos dos

produtos e com os limites estabelecidos pela ANVISA.

5 - Avaliar os custos do método através do tempo de analise e geragéo de residuos,
levando em consideracdo o emprego ou ndo de procedimentos complexos de

preparo de amostra.
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3 PROPOSTA TECNOLOGICA

Considerando a recente regulamentacdo publicada pela ANVISA para os
suplementos alimentares, na qual sdo estabelecidos além de outros parametros, 0s
limites minimos e maximos de minerais essenciais nestes produtos, ha uma
eminente demanda tecnolégica pelo desenvolvimento de métodos analiticos
capazes de avaliar a conformidade destes produtos em relacéo a legislagao vigente.

No Brasil, atualmente ndo existe um método padrdo para a determinacao de
cromo e ferro em suplementos alimentares. Sabe-se também, que o preparo de
amostra € a etapa mais dispendiosa de uma analise, considerando o tempo, custo,
uso de reagentes perigosos e geracdo de residuos, além do risco de perda de
analito e/ou contaminacdo da amostra.

Portanto, com a realizacdo deste trabalho, espera-se que a tecnologia
desenvolvida minimize a etapa de preparo da amostra e possa ser aplicada no
controle de qualidade destes produtos, tanto por parte das industrias quanto dos
orgéos fiscalizadores. Por fim, espera-se que essa tecnologia reduza o consumo e
manipulacdo de acidos concentrados, custos das analises, tempo de preparo das
amostras e geracao de residuos, resultando em um aumento da frequéncia analitica,

0 gque é de grande importancia para analises de rotina.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Suplementos alimentares

O segmento de suplementos alimentares esta crescendo em muitos paises.
No Brasil, pesquisas de mercado estimam um crescimento de até 30% em 2018.%
Em 2015, a Associacao Brasileira da Industria de Alimentos para Fins Especiais e
Congéneres (ABIAD) realizou uma pesquisa que apontou que 54% dos domicilios
brasileiros consomem algum tipo de suplemento alimentar. Sendo o maior uso entre
as mulheres de, principalmente, vitaminas, minerais, plantas, acidos graxos,
proteinas, 6leos e aminoacidos comercializados na forma de comprimidos, capsulas,
liguidos e poés. Além disso, para 86% dos consumidores a principal finalidade do
consumo destes produtos é se manter saudavel e complementar a alimentacéo.?

Outros fatores que atraem os consumidores sdo 0 custo relativamente baixo,
o facil acesso e a promessa de um produto natural, seguro e sem efeitos colaterais.?
Ha casos em que apenas uma dieta diversificada ndo é eficiente para suprir as
necessidades nutricionais, que se alteram com o envelhecimento, gravidez, doencas
ou atividades fisicas.* No entanto, devido a grande diversidade de composicdes e
alegacdes, além do forte apelo publicitario, nem sempre o consumidor tem
informacdes suficientes para julgar a qualidade, eficacia e seguranca do produto, o
que pode ser preocupante quando consumidos durante longos periodos de tempo
sem a supervisdo adequada.® Ao mesmo tempo, estudos demonstram a presenca
de contaminantes inorganicos, fungos e bactérias em suplementos alimentares, o

que por vezes pode causar efeitos indesejaveis ou até graves intoxicagdes.5-1°

4.2 Regulamentacgao

Com o objetivo de diminuir as lacunas regulatérias existentes e a assimetria
de informacbes em relacéo aos beneficios e riscos destes produtos, recentemente a
ANVISA, através da RDC N° 243 de 26 de julho de 2018, definiu suplementos
alimentares como produtos para a ingestdo oral, destinados a suplementar a
alimentacdo de individuos saudaveis e que apresentam nutrientes, substancias

bioativas, enzimas ou probiéticos em sua composi¢cdo.’! Em conjunto com a
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Instrucdo Normativa complementar N° 28 de mesma data, foram estabelecidas as
regras quanto as listas de constituintes, de limites de uso, de alegacdes e de
rotulagem complementar dos suplementos alimentares. Dessa forma, promovendo o
acesso dos consumidores a produtos mais seguros e de qualidade e,
consequentemente, protegendo-o0s contra potenciais riscos a saude.

Nos anexos Il e IV desta Instrucdo Normativa constam as listas dos limites
minimos e maximos estabelecidos, respectivamente, de nutrientes que devem estar
contidos nos suplementos alimentares de acordo com a recomendacgédo diéria, por
grupo populacional de consumo.*?

Dentre estes nutrientes, estdo minerais essenciais para um bom
funcionamento do metabolismo, sistema nervoso central, crescimento e
desenvolvimento. Esses minerais podem ser divididos em macro minerais (por
exemplo, Ca, K, Mg e Na) e micro minerais (por exemplo, Cr, Cu, Fe, Mn, Se e Zn)
conforme a quantidade necesséaria de ingestdo. Uma deficiéncia desses minerais
pode levar a anormalidades metabdlicas muito diversas e indefinidas. Entretanto,
acima dos valores ideais eles podem ser tdxicos.'31> Os limites estabelecidos pela
ANVISA para o consumo diario de cromo e ferro, objetos de estudo desse trabalho,
de acordo com a faixa etéaria, estdo apresentados na Tabela 1.12 E possivel verificar
gue a quantidade permitida para ferro (em miligramas) € consideravelmente maior
que a de cromo (em microgramas) em todas as faixas etérias. Além disso, para
ambos os minerais, o limite minimo estabelecido aumenta conforme a idade (exceto

para gestantes e lactantes).

Tabela 1 — Limites de consumo diario de cromo e ferro estabelecidos pela ANVISA de acordo com a
faixa etéria.

. L. Cromo (ug) Ferro (mg)
Faixa Etaria Min. Max. Min. Max.
0 a 6 meses 0,03 0,3 0,04 39,73

7all meses 0,825 8,25 1,65 29
1 a3 anos 1,65 16,5 1,05 33
4 a 8 anos 2,25 22,5 15 30

9 a 18 anos 5,25 52,5 2,25 29
> 18 anos 5,25 250 2,7 34,31
Gestantes 4.5 45 4,05 34,71
Lactantes 6,75 67,5 1,5 34,96

Fonte: ANVISA, 2018.
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4.3 Cromo e ferro

O cromo é um elemento que ocorre naturalmente em rochas, animais, plantas
e solo, e no ambiente é encontrado principalmente na forma de cromo trivalente, Cr
lll, e hexavalente, Cr VI. O cromo (VI) é classificado como cancerigeno e o trato
respiratorio é o principal alvo da sua toxicidade. Em contrapartida, o cromo (Ill) é um
elemento essencial para seres humanos e desempenha um papel significativo no
metabolismo da glicose, proteinas e lipideos. Além disso, o corpo possui sistemas
para reduzir o cromo (VI) a cromo (Ill). A insuficiéncia de cromo apresenta sintomas
semelhantes aos observados em diabetes e/ou doencas cardiovasculares.6:1

Ferro é um micro mineral essencial, pois desempenha um papel significativo
no transporte de oxigénio e respiragdo celular. A deficiéncia de ferro € considerada a
insuficiéncia nutricional mais comum e afeta aproximadamente 20% da populacdo
mundial. A escassez de ferro no corpo pode causar falta de ar, prejuizo no
desempenho fisico e cognitivo, reducdo da imunidade e complicagdes na gravidez.
Porém, em excesso, além de se tornar téxico, pode elevar o risco de cancer e
problemas cardiovasculares.'®® Doencas como Parkinson e Alzheimer, estdo

associadas ao actimulo de ferro no cérebro.?°

4.4 Meétodos para a determinacdo de elementos em suplementos

Para determinar cromo e ferro e cumprir os requisitos da ANVISA, ha uma
eminente demanda tecnoldgica, tanto por parte das industrias quanto dos érgaos
fiscalizadores, pelo desenvolvimento de métodos analiticos capazes de avaliar a
conformidade destes produtos em relagdo aos limites estabelecidos. Diversas
técnicas analiticas e procedimentos experimentais tém sido propostos nos ultimos
anos para a identificagdo e quantificagédo de diversos elementos em tais amostras.
Nas Tabelas 2, 3 e 4 sdo apresentados os principais trabalhos publicados nos
altimos 15 anos (2003 a 2018), para a determinacdo de constituintes inorganicos em
suplementos alimentares através de métodos espectrométricos.

As técnicas empregadas nestes trabalhos foram: espectrometria de massas
com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a ICP-MS (HPLC-ICP-MS), espectrometria de massas de alta
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resolucdo com plasma indutivamente acoplado (HR-ICP-MS), espectrometria de
emissao oOptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), espectrometria de
emissao Optica com plasma capacitivamente acoplado (CCP OES), espectrometria
de absorcdo atbmica por decomposicdo térmica e amalgamacdo (TDA-AAS),
espectrometria de absorcédo atdbmica com forno de grafite (GF AAS), espectrometria
de absorcéo atdmica com chama (F AAS), espectrometria de absor¢cdo atbmica com
geracdo de hidretos (HG-AAS), espectrometria de absorgcédo atbmica com vapor frio
(CV-AAS), espectrometria de fluorescéncia atdomica com vapor frio (CV-AFS),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado com ablacéo a laser
(LA-ICP-MS) e espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com fonte
continua e forno de grafite (HR-CS GF AAS).

E possivel observar, pela Tabela 2, que os trabalhos descritos comumente
empregam diferentes tipos de acidos, sendo a digestao assistida por micro-ondas
em sistema fechado, o procedimento de preparo de amostra mais utilizado. Além
disso, a maior parte dos métodos desenvolvidos utilizou técnicas com plasma
indutivamente acoplado (ICP) para a determinacao dos constituintes inorganicos em
suplementos alimentares. No entanto, sabe-se que apesar de ser uma técnica
multielementar, nem sempre as condi¢cdes experimentais sdo otimizadas para cada
analito, o que a torna suscetivel a interferéncias de transporte e/ou espectrais. Deve-
se ressaltar ainda, que a técnica de ICP-MS é particularmente bastante complexa e
dispendiosa, tanto no investimento de aquisicAo, como nos custos de

funcionamento.
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Tabela 2 — Métodos espectrométricos que utilizaram decomposicdo acida como procedimento de
preparo de amostra para a determinacdo de constituintes inorgénicos em suplementos alimentares.

Técnica Ano Elemento Reagente Ref.
2017 Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V HNOs 21
2015 Cd, Pb, Al, As, Ba, Ni, Sb HNO3 22
2013 Ar total HNO3 8
As, Be, Bi, Cd, Ce,
2012 Co, Cr, Eu, La, Li, Mo, HNO3s e H202 23
Nd, Ni, Pb, Rb, Se, Sb, ou HF
Sm, Sr, Ti, V, Y, Yb
Na, Mg, K, Ca, V, Cr,
ICP-MS 2011 Mn, Fge, Ni, Cu, Zn, HNOs3 e HCI 24
As, Se, Cd, Hg, Pb
Na, Mg, Al, K, Ca, V, Cr, Mn,
2010 Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, HNOs e HCI 25
Rb, Sr, Cd, Ba, Hg, Pb
2008 Pb HNOs 26
2007 Pb HNO3 27
Cr, Cu, Mg, Mn, Mo,
2003 o sg, ol HNO3 28
HPLC-ICP-MS 2013 Ar inorganico HCl e H202 8
HR-ICP-MS 2003 Ar, Cd, Hg, Pb HNO3 7
As, Ca, Co, Fe, K, Mg,
2017 Mo Na P, Sn 7n 9 HNO3 e H202 21
As, Bi, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg,
ICP OES 2013 | N Ph. Sb. 6 V192n HNO3 e H202 29
2012 Ca, Cu, Fe, K, Mg, HNOs e H202 23
Mn, Na, Zn ou HF
Ca, Cr, Cu, Fe, K, Mq, HNO3, H20:2
CCP OES 2012 Mn, Na, P, Zn ° e H20 >
TDA-AAS 2017 Hg HNO3 e H202 21
2010 Pb, Cd, Cr, Ni HNOs e H202 3t
2007 Pb, Cd, Cu, Zn HNOs, HF, 32
HCI e HsBO3
GF AAS 2007 Cr HNOs e H:0, &
2005 Pb HNO3 34
2003 Cr, Ca, Fe HNOs 28
2010 Zn HNOs e H20:2 a1
FAAS 2007 Cu, Fe, Mn, Zn HNO3 35
HG-AAS 2010 As HNO:z e H20:2 81
2010 Hg HNO3z e H20> 31
CV-AAS HNOs3, HF,
2007 Hg HCle HiBOs
CV-AFS 2015 Hg HNOz e HCI 36

Fonte: o autor.
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Os trabalhos citados na Tabela 3 reportam o uso de suspensao como preparo
de amostra, empregando &cido nitrico, agua e triton X-100 (surfactante) como
diluentes. A etapa mais importante no preparo de suspensfes € o controle do
tamanho de particula, por isso nos trés trabalhos apresentados as amostras foram
moidas e homogeneizadas até atingir tamanho de particula < 100 um. De qualquer
forma, durante a aspiracdo da amostra (no caso da técnica de ICP), a suspensao
precisou ser continuamente agitada por um agitador magnético e o injetor lavado
com HNOs, para evitar o entupimento. Apesar do preparo da suspensdo também
envolver o uso de acidos, geralmente estes sao diluidos, e além disso, hormalmente
0 procedimento € realizado a temperatura ambiente, ou seja, sem a necessidade de
altas temperaturas, o que é uma vantagem em relacao a digestdo acida. Porém, a
amostra ainda é diluida, o que aumenta a possibilidade de contaminacdo e
compromete a preciséo e os limites de deteccdo do método. Além de ser necessario

gue a amostra se mantenha estavel e homogénea até o momento da analise.3’

Tabela 3 — Métodos espectrométricos que utilizaram suspensdo como procedimento de preparo de
amostra para a determinacdo de constituintes inorganicos em suplementos alimentares.

Técnica Ano Elemento Reagente Ref.
HR-CS GF AAS 2014 Cr, Cu, Fe, Mn, Se, HNOs e 38
As, Cd, Pb Triton X-100
Ca, Mg, Mn, Fe, Cr, Al, Ag,
2008 B, Ba, Bi, Cd, Co, Cu, Ga, HNOs e H20 39
ICP OES In, Ni, Pb, Zn, As, Se
2006 Ca, Mg, P, K, Fe, Mn, HNOseH0 40

Zn, Cu, Cr, Ni, V

Fonte: o autor.

Conforme demonstrado, a maior parte dos métodos ja reportados requer um
preparo de amostra, o que contradiz a atual tendéncia de se buscar processos
ambientalmente amigaveis de preparo de amostras. Aléem disso, é um procedimento
demorado e que pode aumentar a possibilidade de contaminacdo da amostra e
perda de elementos.® Na Figura 1 é possivel observar que a etapa de preparacéo da
amostra representa cerca de dois tercos do tempo total de andlise, por isso &

essencial desenvolver métodos que simplifiquem essa etapa.*!
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Figura 1 — Influéncia do preparo de amostra no tempo de uma analise.

Analise
6%

Preparoda amostra Tratamento dos dados
61% 27%

Fonte: adaptado de MAJORS, 1991.

Como alternativa, na Tabela 4 estédo apresentados os trabalhos que utilizaram
a analise direta de amostras sdlidas, aplicando um minimo preparo de amostra. Bu e
colaboradores prepararam pastilhas de 2 a 4 mm através do uso de 0,5 g da
amostra e uma prensa, para posterior analise por LA-ICP-MS. O SRM NIST 1573a
(folha de tomate) foi utilizado como padrdo de calibracdo, sendo empregado também
na forma de pastilha.*? Apesar da preparacéo ser relativamente facil e rapida na LA-
ICP-MS, h& uma dificuldade de encontrar padrées para a calibracdo com
composi¢cbes semelhantes as amostras para contornar o efeito de matriz, por isso

normalmente utiliza-se um CRM para esse fim, o que incrementa custo ao método.

Tabela 4 — Métodos espectrométricos que utilizaram analise direta de amostras soélidas para a
determinacéo de constituintes inorganicos em suplementos alimentares.

Técnica Ano Elemento Reagente Ref.
Mg, Al, Ca, V, Cr, Mn, Fe, 42
LA-ICP-MS 2013 Co, Ni, Cu, Zn, Cd -
HR-CS GF AAS 2012 Pb - 43

Fonte: o autor.

Como alternativa ao uso de CRM para a calibracdo, padrbes aquosos podem
ser utilizados na técnica de GF AAS. Régo e colaboradores empregaram a analise
direta de sélidos para determinar chumbo através da HR-CS GF AAS, utilizando
solucbes padréo aguosas para a calibragdo. Para isso, as amostras foram secas em
um forno a 40 °C por 48 horas e pulverizadas em um moinho criogénico antes da
analise.*® Logo, o uso de forno de grafite como atomizador permite a amostragem

direta de solidos, o que evita ou minimiza a etapa de preparacédo da amostra.
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4.5 Forno de grafite e andlise direta de solidos

A GF AAS é uma das técnicas mais sensiveis e robustas para a determinacéo
de micro minerais, além de possibilitar a analise direta de amostras solidas e de
liquidos complexos, em niveis de pg.kg? ou pg.L*. As amostras sélidas podem ser
pesadas diretamente na plataforma ou introduzidas na forma de suspenséo.**

Dentre as principais vantagens da GF AAS estda o uso de pequenas
guantidades de amostra e baixos limites de detec¢cédo. Ao serem inseridas no forno,
as amostras liquidas ou sdlidas, sdo submetidas a um programa de aquecimento, no
qual cada etapa tem uma funcéo.*® Primeiro ocorre a secagem, na qual apenas 0s
solventes sdo evaporados, em seguida, a etapa de pirGlise € responsavel pela
eliminacdo da matriz sem que ocorra a vaporizagdo do analito presente na amostra,
gue s6 deve ocorrer na etapa de atomizacdo. No entanto, por vezes € necessario o
auxilio de modificadores quimicos para converter o analito em uma forma menos
volatil ou os concomitantes em uma forma mais volatil, permitindo o uso de
temperaturas de pirélise mais altas, contribuindo para uma separacdo mais eficaz
entre analito e concomitantes durante a etapa de pirélise.*®

Dessa forma, é possivel analisar as amostras diretamente, com um minimo
ou nenhum tratamento prévio, uma vez que o programa de aquecimento (combinado
ao uso de modificador quimico ou nao), depois de otimizado, é responsavel pela
completa (idealmente) eliminagéo da matriz da amostra. Como consequéncia disso,
na grande maioria das vezes, pode-se utilizar solucbes padrdo aquosas para
calibragdo.*®

Como vantagens da andlise direta podemos citar: alta sensibilidade, uso de
pequenas quantidades de amostra, reducdo do tempo e custo total de andlise,
minimo risco de contaminacgéo e perda do analito por volatilizacdo ou solubilizagédo
incompleta, reducdo do uso de reagentes perigosos e minima geracao de residuos,
atendendo as necessidades da quimica verde e sustentavel.*6

Nesse contexto, a GF AAS é uma técnica interessante para a determinacao
de micro minerais em suplementos alimentares, pois oferece a possibilidade de
amostragem direta de sélidos. Além disso, é uma técnica robusta e relativamente

barata em termos de investimento e custos de funcionamento.*’
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4.6 Principio da espectrometria de absorcdo atémica

A absorcdo atbmica é baseada na medida da absorcdo de radiagéo
eletromagnética por &tomos gasosos no estado fundamental que ocorre durante a
etapa de atomizacdo, em um comprimento de onda especifico. Através desse
fenbmeno ocorre a determinacdo quantitativa de diversos elementos da tabela
periédica em diferentes tipos de amostras.*®

Quando a radiacdo de frequéncia especifica proveniente de uma fonte
externa incide sobre a nuvem atémica, contendo os atomos livres do elemento no
estado fundamental, ocorre a atenuacdo da radiacdo incidente, devido a absorcéo
da mesma pelos atomos do analito. A lei de Lambert-Beer rege a absorcao atbmica
e permite relacionar de forma diretamente proporcional a absorvancia com a
guantidade de analito na amostra, como resumidamente pode ser visto na Equacéao
1.

A= logII—‘Z= abC 1)

z

Onde A é a absorvancia, lo € a intensidade total da radiacdo emitida pela
fonte de radiacéo, It € a intensidade da radiacdo transmitida (ndo absorvida), a é a
absortividade, b é a distancia percorrida pela radiacdo e C é a concentracdo do
analito.*®

Para satisfazer os requisitos da lei de Lambert-Beer, a radiacdo deve ser
monocromatica, a distribuicAo dos atomos deve ser homogénea ao longo do
comprimento e da seccao transversal do atomizador e sua concentracdo deve ser
baixa, caso contrario ocorre a perda da proporcionalidade entre a concentracao do
analito e a absorvancia medida.*®

Na metade do século XIX, foram descritos 0s primeiros equipamentos de
espectrometria atbmica. Porém, a tecnologia disponivel na época era restrita e nao
permitiu o desenvolvimento da técnica de absorcédo atdmica. No entanto, a partir de
1950 a técnica ganhou destague com as inovacdes feitas por Alan Walsh.*®

Walsh propés o uso de lampadas de catodo oco (HCL) que apresentavam a
vantagem de serem fontes de emissdo de radiacdes especificas, facilitando a
observacdo dos espectros de absorcdo atdbmica. Considerando que o catodo da

lampada fosse composto por um material puro que pudesse ser excitado, a lampada
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emitiria a radiacdo especifica desse material. Por outro lado, o emprego da HCL
tornou a técnica monoelementar. Em relacdo ao sistema de deteccéo, o emprego de
células fotomultiplicadoras juntamente com um osciloscépio, possibilitou o registro
de sinais eletrénicos. Além disso, Walsh descreveu as condi¢des para a obtencao de
atomos no estado fundamental através do uso de uma chama, enquanto Boris L’'vov
introduziu o forno de grafite aquecido eletricamente como atomizador.46:50

Walsh também chegou a conclusdo que se fosse utilizada uma fonte continua
nas medidas de AAS, seria necessario um monocromador com resolucdo de
aproximadamente 2 pm, que ndo estava disponivel na época. Porém, a ideia de

utilizar uma fonte continua para AAS néo foi esquecida.*?
4.7 Espectrometria de absorcao atdbmica de alta resolucao com fonte continua

O primeiro espectrémetro de absorcdo atdémica de alta resolucdo com fonte
continua foi descrito por Heitmann e colaboradores em 1996.4° A configuracédo de

um equipamento atual pode ser observada na Figura 2.5t

Figura 2 — Esquema de um espectrdmetro de absorgao atbmica de alta resolugcdo com fonte continua,
onde: (1) lampada de arco curto de Xe, (2) espelhos elipsoidais focalizadores, (3) atomizador (chama
ou forno de grafite), (4) fenda de entrada, (5) espelhos paraboloides, (6) prisma, (7) fenda
intermediéria ajustavel, (8) rede echelle e (9) detector CCD.

3

P 2 \ Y

;
'

Monocromador de alta resolugio

Fonte: adaptado de RESANO, 2013.
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O equipamento € composto por uma lampada de arco curto de xenénio (1) de
alta intensidade que opera no modo hot spot com poténcia de 300 W, que serve
como fonte de radiacdo continua e cobre uma faixa espectral entre 190 e 900 nm.
Apéds a passagem da radiagcdo pelo volume de absor¢éo (3), a radiacdo incidente é
dirigida a um monocromador duplo de alta resolucdo (DEMON), composto por um
prisma (6) e uma rede echelle (8). O prisma faz uma pré-disperséao da radiacéo e, a
fenda intermediéria (7) seleciona a parte do espectro de interesse, o qual incidira na
rede echelle, fornecendo a alta resolucéo ao intervalo espectral selecionado (~ 2 pm
por pixel).

Em seguida, a radiacdo transmitida atinge o detector constituido por
dispositivos de carga acoplada (CCD), com 588 detectores completamente
independentes, 200 dos quais sdo normalmente utilizados nas analises. Isto significa
que todo o ambiente espectral a £ 200 pm ao redor da linha analitica na regidao do
ultravioleta e até + 500 pm na regido visivel do espectro é monitorado. Com isso, 0
comprimento de onda € adicionado como uma terceira dimensdo a medicéo
convencional da absorvancia ao longo do tempo. A disponibilidade de qualquer linha
entre 190 e 900 nm, a alta resolugcdo e essa maior visualizagdo do ambiente em
torno da linha analitica sdo de grande importancia na deteccdo e correcdo de
interferéncias espectrais e na determinacdo simultanea de elementos.*°:50

Em relacdo ao equipamento empregado anteriormente com fonte de linha (LS
AAS), a presenca de uma Unica fonte de radiac@o para todos os elementos e linhas
traz algumas vantagens como: simplificacéo e economia significativa quando muitos
elementos precisam ser determinados, possibilidade de realizar correcdes
matematicas de sobreposicdes espectrais por monitoramento simultdneo da
molécula ou elemento interferente, tornando o sistema de corre¢do de fundo mais
eficiente. Outra vantagem € que a intensidade de radiacdo da fonte continua
utilizada é cerca de duas ordens de grandeza superior a da fonte de linha, o que
melhorou consideravelmente o uso das linhas menos intensas e os limites de
deteccdo. Este aspecto € importante para desenvolver meétodos que utilizam a
analise direta de sdlidos, pois se a quantidade de analito presente na amostra estiver
em niveis relativamente altos, o uso de linhas alternativas torna-se uma

necessidade.51:52
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A andlise direta de solidos aliada a HR-CS GFAAS é uma alternativa
interessante para a determinacdo de elementos em matrizes complexas, devido a
alta sensibilidade e seletividade.>> Porém, apenas um trabalho que utiliza essa
técnica na determinagdo de cromo e ferro em suplementos alimentares foi
encontrado na literatura. Krawczyk determinou As, Cd, Pb, Cr, Cu, Fe, Mn e Se em
trés multivitaminicos através da técnica de HR-CS GF AAS com o emprego da
amostragem em suspensdo. Os elementos cromo e ferro foram determinados
separadamente utilizando as linhas analiticas com 100% de sensibilidade relativa,
324,754 nm para cromo e 248,327 nm para ferro. Para cromo nao foi necessario o
uso de modificador quimico, enquanto que para ferro utilizou-se nitrato de magnésio
(Mg(NO3)2).38

Pesquisas recentes demonstram que esta técnica possibilita determinar
cromo e ferro simultaneamente, a partir de uma mesma aliquota de amostra, o0 que
diminui o tempo e custos de analise. Dittert e colaboradores determinaram cromo e
ferro simultaneamente em cinco amostras de petréleo bruto empregando a analise
direta. A linha mais sensivel de cromo (357, 868 nm) e uma linha secundaria de ferro
(358,120 nm) foram utilizadas, sem a necessidade do uso de modificador quimico.>?

Para que a determinacdo simultanea seja viavel, € necessario que 0S
elementos de interesse apresentem linhas analiticas muito proximas, pois a estreita
largura espectral que é monitorada é um fator limitante. Além disso, os elementos
também devem apresentar volatilidades semelhantes e raz&do de sensibilidade entre
as linhas na mesma ordem que a razdo de concentracdo nas amostras de interesse.
Dessa forma, a partir de um Unico programa de temperatura, € possivel atomiza-los
simultaneamente.?

Durante o desenvolvimento de um método analitico, é imprescindivel avaliar
alguns parametros de desempenho, a fim de verificar se o método apresenta
resultados confiaveis e é adequado a finalidade pretendida.>* Um método analitico
pode ser caracterizado através de diferentes parametros como: seletividade,
linearidade, faixa de aplicacéo, limite de deteccéo, limite de quantificacéo, precisao,
exatiddo e robustez.®® No desenvolvimento deste método para determinacédo
simultanea de cromo e ferro, os parametros analisados foram: linearidade, faixa de

trabalho e sensibilidade, limites de deteccédo e quantificacéo, precisao e exatidao.
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4.8 Parametros de desempenho do método

4.8.1 Linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade

A linearidade pode ser definida como a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo de analito presente na amostra
e pode ser expressa por uma curva de calibrag&o.%® E possivel construir uma curva
de calibracdo a partir de medidas em triplicata de, no minimo, cinco pontos com
diferentes quantidades de analito ao longo da faixa de trabalho.

A faixa de trabalho é aquela em que a resposta do sinal tem uma relagéo
linear com o analito. O limite inferior da faixa de trabalho normalmente é o limite de
quantificacdo e o limite superior € a concentracdo na qual a resposta do
equipamento (absorvancia integrada, por exemplo) desvia-se da relacéo linear.%*

A faixa linear da curva analitica € avaliada através da andlise da equacao da
regressao linear determinada pelo método dos minimos quadrados e coeficiente de
correlacdo (r). O modelo matematico que descreve a regressao linear é
representado pela Equacédo 2, onde y € o valor da absorvancia, a € a inclinacao da
curva analitica (coeficiente angular), X é a massa ou concentragcéo de analitoe b € o
intercepto (intersecdo com o eixo y, quando x = 0).

y=ax+b (2)

O coeficiente de correlacdo obtido na regressao linear mede o grau de
associacao linear entre duas variaveis, o que permite uma estimativa da qualidade
da curva obtida. Quanto mais préximo ao valor de 1, menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados. O critério minimo aceitavel para o coeficiente
de correlacdo deve ser 0,99.57:58

A sensibilidade € a variacdo no sinal de resposta (Ain)) pela variagdo da
quantidade de analito, isto €, a inclina¢do da curva de calibracdo, representada por a
na Equacdo 2.5 Na GF AAS o termo massa caracteristica (mo) é utilizado para
fornecer uma medida para a sensibilidade do analito sob determinadas condigdes.
Essa € a massa do analito que correspondente a uma absorvancia integrada de

0,0044 segundos ou uma absorvancia de 0,0044, que representa 1% de absorc¢éo.*®
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4.8.2 Limites de deteccdo e quantificacao

O limite de deteccao (LOD) representa a menor quantidade de analito que
pode ser medida em um nivel de confian¢a determinado. Enquanto que o limite de
quantificacdo (LOQ) € a menor quantidade de analito que pode ser determinada

guantitativamente, com precisdo e exatiddo aceitaveis.*6:56

4.8.3 Precisao e exatidao

A precisdo de um meétodo representa a reprodutibilidade das medidas, isto €,
a proximidade entre resultados que foram obtidos da mesma forma. A precisao pode
ser avaliada pelo: desvio padrao absoluto (s), intervalo de confianca (IC) ou desvio
padrao relativo (RSD). Na analise de tracos, sdo aceitos desvios padréo relativos de
até 20%, dependendo da complexidade da amostra.®’

A exatiddo demonstra o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados pelo método desenvolvido em relagdo a um valor de referéncia
considerado como verdadeiro. Os materiais de referéncia tém alto grau de pureza e
suas caracteristicas sdo conhecidas com precisdo. Por isso, sempre que possivel,
estes materiais podem ser utilizados para avaliar a exatiddo de um método

analitico.46.54
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5 EXPERIMENTAL

5.1 Materiais e reagentes

A descontaminacdo dos materiais utilizados no preparo das solucdes foi
realizada através da imersdo dos mesmos em solucéo de 10% (v/v) de acido nitrico
(Merck, Rio de Janeiro, Brasil) por pelo menos 24 horas. Para o enxague foi utilizada
agua ultrapura, com resistividade especifica de 18,2 MQ.cm, obtida através de um
sistema Milli-Q (Milipore, Massachusetts, EUA), e em seguida, os materiais foram
mantidos em uma capela de fluxo laminar até a sua completa secagem, a fim de
evitar uma possivel contaminacao por poeira do ambiente.

As solugcbes padrédo de trabalho foram preparadas partindo de solucbes
estoque monoelementares de 1000 mg.L* de cromo e ferro (Specsol, Quimlab,
Brasil). Para a obtencéo de concentracfes variadas, as aliquotas foram devidamente
diluidas com &agua ultra pura e acidificadas a 0,014 mol.L? de &cido nitrico
bidestilado. Solucdes padrdo aquosas com concentragées 0,01 a 0,1 mg.L?! para
cromo e 1 a 100 mg.L?* foram utilizadas para a construcédo da curva de calibragéo. A
solucdo de modificador quimico de Mg(NO3s)2 0,06% (m/v) foi preparada através da
diluicho de uma solucdo estoque de 1% (m/v) (Merck, Rio de Janeiro, Brasil) e a
solucdo de NH4H2PO4 2,5 g.L! foi preparada através da dissolugcédo do sal (Merck,
Rio de Janeiro, Brasil), ambas com agua ultra pura.

Todas as solucBes e amostras utilizadas nesse trabalho foram armazenadas
em frascos de polietileno que passaram pelo procedimento de descontaminacéo

mencionado.

5.2 Amostras e preparo de amostras

As amostras de suplemento alimentar em po foram adquiridas em
estabelecimentos comerciais de Porto Alegre. As quatro amostras analisadas séo
produtos indicados para diferentes grupos populacionais e apresentam diferentes

caracteristicas, conforme Tabela 5.
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Tabela 5 — Amostras e suas respectivas caracteristicas.

. L. , , Conc. de Conc. de ferro
Amostra Faixa etaria Contém acucar 1 1
cromo (ug.kg™) (mg.kg™)
A Adultos e idosos Nao - -
B Adultos e idosos Sim 200 69
C 0 a 6 meses Nao - 51
D 0 a 6 meses N&o - 60

Fonte: o autor.

Todas as amostras foram secas em estufa (De Leo, modelo A2SE), na
temperatura de 70 °C por duas horas. Ap0s a secagem, as amostras de
suplementacao infantii C e D foram passadas por malha com poros de 150 pum,
visando melhorar a repetibilidade dos resultados. A amostra B, que contem acucar
em sua composicao, foi macerada em almofariz de agata antes da secagem.

Para avaliar a exatiddo do método foi analisado o material de referéncia
padrdo (SRM) de ovo em po, whole egg powder - NIST SRM 8415 (National Institute
of Standards and Technology).

5.3 Instrumentacdo

As andlises das amostras de suplemento alimentar foram realizadas em um
espectrometro de absorcdo atdmica de alta resolucdo com fonte continua, modelo
contrAA 700 (Analytik Jena AG, Alemanha), equipado com dois diferentes tipos de
atomizadores: chama e forno de grafite com aquecimento transversal. Este
equipamento é composto por uma lampada de arco curto de xenbnio de alta
intensidade operando no modo hot spot, que serve como fonte de radiagdo continua
e cobre uma faixa espectral entre 190 e 900 nm. Além disso, possui um
monocromador duplo de alta resolucéo e um detector de carga acoplada (CCD).

Nas medidas dos sinais de absorvancia foram utilizados os comprimentos de
onda de 357,868 nm e 358,120 nm, que correspondem a linha analitica de 100% de
sensibilidade relativa para o cromo e de 1% para o ferro, respectivamente, sendo
monitorado apenas o pixel central para ambos os elementos. O tempo utilizado para
integracao do sinal de absorvancia foi de 6 segundos.

Forno e plataforma para amostragem sdlida, ambos de grafite e com
recobrimento pirolitico, foram utilizados nas analises. Uma balanga micro analitica

M2P (Sartorius, Gottingen, Alemanha) foi utilizada para pesar as amostras e 0 SRM
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diretamente sobre a plataforma, que em seguida foi introduzida no forno de grafite
usando um par de pincas pré-ajustado que faz parte do médulo amostrador para
sélidos (Analytik Jena AG, Alemanha).

As solucdes padrdo e o modificador quimico foram inseridos manualmente
sobre a plataforma com auxilio de micropipetas (BRAND, modelo Transferppete S),
com volume de injecdo de 10 pL para ambos. Argbnio com pureza de 99,996%
(White Martins, S&o Paulo, Brasil) foi utilizado como gas de purga, com vazéao de 2
L.mint em todas as etapas de aquecimento, exceto na de atomizacédo, quando o
fluxo foi interrompido. O programa de aquecimento para a determinacdo simultanea
de cromo e ferro em amostras de suplemento alimentar esta apresentado na Tabela
6.

Tabela 6 — Programa de aquecimento do forno de grafite para a determinagéo simultanea de cromo e
ferro via HR-CS GF AAS utilizando a andlise direta de amostras sélidas.

Rampa de Tempo
Etapa Temperatura (°C) aquecimento (°C.s1) (s)
Secageml 110 3 20
Secagem2 150 5 20
Pirdlise 1300 100 30
Atomizacéao 2600 FP* 6
Limpeza 2650 500 4

*FP: Full Power (~ 3000 °C.s?)
Fonte: o autor.

5.4 Linearidade e faixa de trabalho

Para a determinacéo de cromo e ferro nas amostras de suplemento alimentar
e no SRM, foram construidas as curvas de calibracdo utilizando um branco e duas
solugcbes padrdo aquosas multielementares com concentragdes de 0,02 e 0,05
mg.L de cromo e de 2 e 5 mg.L™* de ferro.

Foram utilizados diferentes volumes dessas solugcdes a fim de se obter
massas entre 0,1 e 1,0 ng de cromo e 10 e 100 ng de ferro, analisadas em triplicata.
As condi¢bes do programa de aquecimento utilizadas na curva de calibragdo foram
previamente otimizadas e o sinal analitico foi avaliado através da area dos sinais de

absorvancia versus tempo.
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5.5 Massa caracteristica

A massa caracteristica (mo) do método foi calculada através da relagcéo
estabelecida com um dos padrdes da curva de calibracdo (0,2 ng de cromo e 20 ng
de ferro), de acordo com a Equacdo 3. Onde m € a massa do padrdo e Aint € a

absorvancia integrada correspondente.

__0,0044m

3)

o
Aint

5.6 Limites de deteccao e quantificagéo

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados através de dez
medidas experimentais do branco, realizadas a partir da insercado da plataforma no
atomizador com 10 pL da solucdo de modificador quimico. Os valores foram

calculados utilizando as Equacdes 4 e 5.

LOD = 37: (4)

10s

L0Q = 72 ©)

Onde s é o desvio padrédo de dez medidas do branco e a é o coeficiente

angular da equacéo da reta da curva de calibracao (inclinacdo da reta).
5.7 Preciséo e exatidao

A precisao foi avaliada através do RSD, também conhecido como coeficiente
de variagéo (CV), pois este muitas vezes expde de forma mais clara a qualidade dos
dados adquiridos. O valor do RSD pode ser calculado através da Equacao 6, onde s

é o desvio padrdo do conjunto de medidas e x é a média dessas mesmas medidas.>®

RSD = 2 x 100 (6)

KRilw

A exatiddo do método foi verificada através da analise de seis replicatas do

material de referéncia padrdo de ovo em pd, NIST SRM 8415. O valor médio da



34

concentracdo obtida para cromo e ferro foi comparado estatisticamente com o0s
valores certificados do SRM para estes elementos, utilizando o teste t de Student.

O teste t de Student € muito utilizado para comparar a média de um grupo de
medidas com um valor de referéncia e exprimir o nivel de confianca associado ao
significado da comparagao. Se ttabelado > tealculado Significa que os valores obtidos estéo
concordantes com o valor de referéncia do SRM e entdo, que método é exato.>® O
valor de t € calculado pela Equacdo 7 e o valor tabelado depende do nivel de
confianga escolhido, no caso deste trabalho de 95% e dos graus de liberdade (n-1).

t=2"0n 7)

N

Onde x é a média do valor obtido para as amostras, p € o valor de referéncia,
s é o0 desvio padrao obtido para as mesmas amostras € n é o numero de medidas

realizadas.



35

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Escolha do comprimento de onda

Conforme descrito por Dittert e colaboradores, € possivel determinar cromo e
ferro simultaneamente utilizando HR-CS GF AAS.®3 Para tanto, foram realizados
testes preliminares com as amostras de suplemento alimentar para verificar se a
razao de concentracdo de cromo e ferro estava na mesma ordem da razdo de
sensibilidade entre as linhas analiticas. Como pode ser visto na Figura 3, € possivel
realizar a determinacédo simultanea dos elementos utilizando as linhas de 357,868
nm para cromo e 358,120 nm para ferro, que correspondem a 100% e 1% de
sensibilidade relativa, respectivamente.

Figura 3 — Espectros de absorvancia resolvidos temporalmente na vizinhanca da linha analitica de
cromo e ferro da amostra B. Tp: 1300 °C; Ta: 2600 °C.
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Fonte: o autor.

6.2 Estudo do uso de modificador quimico

Inicialmente foram realizados testes para verificar a necessidade do uso de
modificador quimico na determinacédo de cromo e ferro em amostras de suplemento
alimentar. Para isso, a amostra B e uma solucao padréo aquosa multielementar com
massas de 0,5 ng de cromo e 100 ng de ferro foram analisadas, porém os desvios
padrao relativos obtidos eram muito elevados.
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Portanto, os modificadores quimicos, em solucdo, de Mg(NOs)2 e NH4H2PO4
foram testados com base na literatura, devido as suas capacidades de melhorar a
estabilidade térmica dos analitos e facilitar a volatilizagdo da matriz,
respectivamente.*® Massas entre 1,5 e 20 ug de Mg(NO3)2 foram investigadas para
cromo e ferro no padrdao, com temperatura de pirélise de 1100 °C e atomizacao de
2600 °C. Ainda que os desvios padrao relativos calculados obtidos foram superiores
a 5% para todas as massas de modificador testadas, observou-se um aumento da
Aint do ferro com o uso de modificador quimico. No entanto, a presenca de Mg(NO3)2
contribuia negativamente no perfil analitico de cromo. A partir destes resultados, foi
preparada uma solucdo com Mg(NOs)2 e NH4H2PO4, na tentativa de proporcionar
uma condi¢do 6tima para ambos os elementos, porém sem sucesso.

Em seguida, foi investigado o comportamento de cromo e ferro no padrao
apenas na presenca do modificador quimico de NH4H2PO4. Massas entre 2,5 e 100
pg foram testadas e os resultados foram satisfatorios, com RSD inferior a 5% para
todos os pontos avaliados. Entdo, a amostra B foi analisada empregando as
mesmas massas de modificador previamente testadas no padréo.

Na Figura 4 observa-se que os valores de Aint do padrdo sdo maiores na
presenca de NHsH2PO4 para ambos os elementos, em comparagédo a auséncia de
modificador quimico, sendo possivel verificar 0 mesmo comportamento para ferro na
amostra. Considerando as absorvancias e os desvios padréo obtidos, € possivel
observar que as massas de 25, 50 e 100 pg apresentam resultados estaveis para
Aintde cromo e ferro, tanto no padrado quanto na amostra. Logo, a massa de 25 ug de
NH4H2PO4 foi escolhida para os demais experimentos, pois € a menor quantidade de
reagente necessaria para se obter maiores valores de Aint € além disso, o RSD da

amostra nesse ponto foi inferior a 10% para cromo e ferro.
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Figura 4 — Influéncia da massa de NH4H2PO4 como modificador quimico para: amostra de
suplemento alimentar B, absorvancia normalizada para 1 mg, cromo (m) e ferro (m); 10 uL de solugdes
padrdo aquosa com 0,5 ng de cromo (o) e 100 ng de ferro (o). Tp: 1300 °C; Ta: 2600 °C.
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Fonte: o autor.

6.3 Estudo da influéncia da massa de amostra

Foi avaliado se a massa de amostra inserida no forno de grafite teria alguma
influéncia sobre a linearidade de resposta.

Para avaliar a correlacdo entre as duas variaveis, massa de amostra e a Aint
obtida para cromo e ferro, foram analisadas diferentes massas (entre 0,150 e 3,000
mg) de suplemento alimentar B (Figura 5). Apdés, realizou-se as regressoées lineares
para as duas curvas e os resultados demonstraram que houve uma alta correlacao,
coeficientes de correlacdo de 0,9943 e 0,9952 para cromo e ferro, respectivamente,
entre as variaveis investigadas.

Portanto, qualquer massa de amostra no intervalo de 0,150 a 3,000 mg pode
ser utilizada para a analise das amostras. Para massas a partir de 3,200 mg &

possivel observar um desvio da linearidade.
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Figura 5 — Influéncia da massa de amostra de suplemento alimentar B no sinal analitico de cromo (m)
e ferro (m). Tp: 1300 °C; Ta: 2600 °C; modificador quimico: 25 ug de NH4H2POa.
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Fonte: o autor.

6.4 Otimizacao do programa de aquecimento do forno de grafite

Foram construidas curvas de pirdlise e atomizacédo para cromo e ferro a fim
de otimizar o programa de aquecimento do forno de grafite. Para isso, foi utilizado a
amostra B e 10 pL de uma solucédo aquosa padrao multielementar contendo cromo e
ferro, com concentragbes de 50 pg.Lt' (0,5 ng) e 10 mg.L?' (100 ng),
respectivamente, sempre com a adicdo de 10 pL de uma solucdo de modificador
quimico (2,5 g.L'* NH4H2PO4). Durante a otimizacdo da temperatura de pirélise (Tp),
a temperatura de atomizacéao (Ta) foi mantida em 2600 °C.

A temperatura de pirélise foi avaliada entre 500 e 1700 °C. Para a amostra
nao foi possivel realizar medidas em temperaturas inferiores a 500 °C, pois a matriz
nao foi completamente eliminada, observando-se fumaca na etapa de atomizacao.
De qualquer forma, é possivel verificar na Figura 6 um patamar de Aint até 1300 °C,
tanto para cromo quanto para ferro, ocorrendo um decréscimo a partir de 1500 °C. A
amostra apresentou uma pequena reducéo no valor de Aint de ferro em 1300 °C, no
entanto, considerando-se os desvios padrdo para as absorvancias obtidas em

temperaturas inferiores (entre 500 e 1100 °C), a reducao ndo € expressiva.
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Figura 6 — Curvas de pir6lise para: amostra de suplemento alimentar B, absorvancia normalizada para
1 mg, cromo (m) e ferro (m); 10 pL de solu¢des padrdo aquosa com 0,5 ng de cromo (o) e 100 ng de
ferro (o). Ta: 2600 °C.
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Fonte: o autor.

Logo, a temperatura de pirélise foi definida em 1300 °C, pois nessa
temperatura o desvio padréo relativo da amostra foi inferior a 10% para cromo e
ferro e também garantimos a méaxima eliminacdo da matriz, inclusive em outras
amostras com igual ou maior complexidade.

Apoés a otimizacdo da temperatura de pirdlise foram construidas as curvas de
atomizacdo. Mantendo a temperatura de pirdlise fixa em 1300 °C, a temperatura de
atomizacéo foi avaliada entre 2000 e 2600 °C.

Como pode ser observado na Figura 7, entre 2400 e 2600 °C o sinal do
cromo permaneceu estavel, tanto para a amostra quanto para o padrdo. Porém, para

ferro houve um pequeno aumento no valor de Aint em 2600 °C.
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Figura 7 — Curvas de atomizacao para: amostra de suplemento alimentar B, absorvéncia normalizada

para 1 mg, cromo (m) e ferro (m); 10 L de solugdes padrao aquosa com 0,5 ng de cromo (o) e 100 ng
de ferro (o). Tp: 1300 °C.
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Fonte: o autor.

Entdo, foi escolhida a temperatura de atomizacdo de 2600 °C, levando-se em
consideracdo os maiores valores de Aint € melhor perfil do sinal analitico. Pode-se

observar na Figura 8, que ha uma diminuicdo das caudas dos picos dos dois
analitos, com o0 aumento da Ta.

Figura 8 — Espectros de absorvancia resolvidos temporalmente na vizinhanca da linha analitica de
cromo e ferro da amostra B: (a) 1,024 mg de amostra B, Aint cromo: 0,15482 s, Ain ferro: 0,28302 s,
Ta: 2400 °C; (b) 1,233 mg de amostra B, Aint cromo: 0,15234 s, Aint ferro: 0,32737 s, Ta: 2600 °C.
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6.5 Parametros de desempenho do método

6.5.1 Curva de calibragéo, LOD, LOQ e mo

AplOs a otimizacdo das condicbes experimentais foram estabelecidos o0s
parametros de desempenho do método. Para isso, foram construidas as curvas de
calibragdo empregando solugcdes padrdo aquosas multielementares com
concentracdes de 0,02 e 0,05 mg.L' de cromo em conjunto com 2 e 5 mg.L? de
ferro. Foram utilizados diferentes volumes dessas solucdes a fim de se obter as
massas de 0,1 a 1,0 ng de cromo e 10 a 100 ng de ferro.

Na Figura 9 (a) € possivel observar que a curva de calibragdo do cromo se
mostrou linear para toda a faixa de massa estudada, com Aint entre 0,0 e 0,5 s,
aproximadamente. Logo, a faixa de trabalho para o cromo foi estabelecida entre o
limite de quantificacdo de 0,02 e 1,00 ng. Enquanto que na Figura 9 (b) € possivel
observar que a curva de calibragcdo do ferro se mostrou linear até a massa de 50 ng,
com absorvancias entre 0,0 e 0,2 s, aproximadamente. A partir desse ponto, ocorre
um desvio na lei de Lambert-Beer e o coeficiente de correlacdo (r) apresenta valores

inferiores a 0,99. Assim, a faixa de trabalho para o ferro foi de 0,58 a 50 ng.

Figura 9 — Curvas de calibracdo para os padrdes aquosos de cromo (a) e ferro (b). Tp: 1300 °C, Ta:
2600 °C.
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Os valores obtidos para os parametros LOD e LOQ, assim como as equacdes

da reta obtidas para as curvas de calibragéo e a mo séo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Pardmetros obtidos para a determinacdo simultdnea de cromo e ferro e amostras de
suplemento alimentar.

Parametros Cromo Ferro
Equacdo dareta | Aint =0,5165m (ng) + 0,0078 | Aint = 0,0049m (ng) + 0,0040
r 0,9954 0,9957
LOD* 0,005 ng /1,7 pg.kg™ 0,17 ng/ 0,06 mg.kg*
LOQ* 0,017 ng /5,7 pg.kg™ 0,58 ng /0,19 mg.kg*
Mo 7,1 pg 0,9 ng

*Valores em concentragdo calculados para 3 mg de amostra.
Fonte: o autor.

Na Tabela 7 séo apresentados os valores de LOD e LOQ do instrumento,
bem como os do método. Os valores do instrumento foram obtidos conforme descrito
no item 5.6 da Parte Experimental. Enquanto que os valores do método, expressos
em concentracdo, foram calculados tendo em vista a massa maxima de amostra que
pode ser pesada, de 3 mg. Os valores obtidos estdo abaixo dos limites minimos de
cromo e ferro estabelecidos pela ANVISA em suplementos alimentares (Tabela 1),
de pelo menos, 0,03 ug e 0,04 mg, respectivamente. Logo, o método desenvolvido
pode ser aplicado para a determinacao destes elementos.

Dittert e colaboradores determinaram simultaneamente cromo e ferro em
amostras de petroleo bruto utilizando as mesmas linhas analiticas deste trabalho e
obtiveram a mo de 3,8 pg para cromo e 0,5 ng para ferro.>® A massa caracteristica
obtida com o método proposto foi maior para ambos os elementos, principalmente
para cromo, no entanto, esses valores estdo de acordo com os indicados pelo
fabricante do espectrébmetro, podendo ser considerados satisfatorios. Em relacdo ao
LOD e LOQ, os valores ja reportados foram respectivamente, 1 pg.kg* e 4 pg.kg*
para cromo e 0,6 mg.kg? e 2 mg.kg™? para ferro, considerando-se o emprego de 4
mg de amostra para cada replicata. Logo, os limites encontrados neste trabalho para
cromo sao muito proximos aos ja reportados e para ferro, cerca de 10 vezes melhor,

considerando as mesmas massas pesadas por Dittert.
6.5.2 Precisao e exatidado
Em todas as medidas realizadas durante o desenvolvimento do método, para

padrdoes, amostras e SRM, foi calculado o valor do RSD. O mesmo esteve sempre

abaixo de 5% para as solu¢cdes padrédo aquosas e abaixo de 15% para as amostras
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e SRM (exceto para o cromo na amostra C). Considerando a complexidade da
amostra, esses resultados séo satisfatorios.>’

Para avaliar a exatiddo do método proposto foi realizada a analise do SRM de
ovo em po, NIST SRM 8415, utilizando solu¢des padréo aquosas para a calibracao.
Foram realizadas seis medidas e entdo, a concentracdo média de cromo e ferro no

material foi calculada. Os valores obtidos estédo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Avaliagao da exatiddo do método proposto através da analise do SRM de ovo em p6. n: 6.

NIST SRM 8415 Cromo Ferro
Valor certificado (mg.kg™? + IC) 0,37 +£0,18 112 £ 16
Valor encontrado (mg.kg+ s) 0,40 £ 0,05 103 +12
{calculado 1,358 -1,873

Fonte: o autor.

Utilizando o teste t de Student com um nivel de confianca de 95% e seis
medidas (graus de liberdade igual a 5), O twabelado coOrresponde a 2,571.5° Como
ttabelado € Maior que tealculado, 0S Valores encontrados de cromo e ferro no material de
referéncia foram concordantes com os valores certificados. Logo, o método
desenvolvido apresenta a exatiddo adequada para as determinagbes de cromo e

ferro em suplemento alimentar.

6.6 Determinacao de cromo e ferro em suplementos alimentares

Apés a determinacdo dos parametros de desempenho do método, foram
realizadas as andlises das amostras de suplemento alimentar utilizando as
condicBes experimentais previamente otimizadas. Na Tabela 9 sdo apresentados os
resultados obtidos para a quantificacdo de cromo e ferro em suplementos

alimentares por HR-CS GF AAS, empregando a analise direta.

Tabela 9 — Quantificacdo de cromo e ferro nas amostras de suplemento alimentar via HR-CS GF
AAS.

Amostra Faixa etaria Conc.de cromo RSD Conc. de ferro RSD
(Hg.kg™ £ 5) (%) (mg.kg* +s) (%)

A Adultos e idosos 97 +9 9 10+1 10

B Adultos e idosos 302 +11 4 75+11 14

C 0 a 6 meses 40 + 20 49 33+4 12

D 0 a 6 meses 49+5 11 109+9 8

Fonte: o autor.
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Observa-se que os valores de cromo e ferro ficaram na faixa de concentracao
de 40 a 302 pg.kg?! e de 10 a 109 mg.kg?, respectivamente, todos acima do LOQ
para ambos os analitos. Os valores de RSD séo satisfatorios, exceto para a amostra
C, em que o RSD obtido foi bem elevado, indicando que o analito ndo esta
homogeneamente distribuido na amostra. Logo, deve ser feito um estudo de
tamanho de particula para essa amostra, afim de avaliar a micro homogeneidade e o
efeito desta no RSD.

Considerando as informagfes apresentadas no rotulo dos produtos (Tabela
5), ha indicacéo da presenca de cromo na amostra B e de ferro nas amostras B, C e
D. No entanto, foi verificado que estes elementos estdo presentes em todas as
amostras. A concentracdo de cromo encontrada na amostra B € cerca de 50% maior
que o valor do roétulo. Os valores encontrados para ferro nas amostras C e D diferem
daqueles indicados no rétulo, sendo o valor encontrado para a amostra C menor que
o indicado, enquanto que para a amostra D, maior. O valor de ferro determinado
para a amostra B foi o Unico proximo ao declarado, com uma diferenca menor que
10%.

O rétulo do produto B, indicado para adultos e idosos, recomenda a dose
diaria de 70 g. A resolucdo da ANVISA estabelece que para maiores de 18 anos,
exceto gestantes e lactantes, a faixa permitida para cromo em suplementos
alimentares é de 5,25 a 250 ug, e para ferro, entre 2,7 e 34,31 mg. Logo, € possivel
concluir que o produto esta de acordo com a legislacéo.

Os produtos C e D, para suplementacao infantil, recomendam a dose diaria
adequada conforme a idade. Para ferro, a legislacéo vigente estabelece que de 0 a 6
meses, o limite minimo em suplementos alimentares € 0,04 mg e o méaximo 39,73
mg. Considerando a concentracdo declarada no roétulo (Tabela 5) e a determinada
através do método desenvolvido (Tabela 9), os produtos estdo de acordo com a
legislacao.

Para cromo, os valores estabelecidos na legislagdo séo 0,03 e 0,3 ug, para
minimo e maximo, respectivamente. Como ndo ha a informacdo da presenca de
cromo no produto D, foi utilizada a concentracdo determinada para verificar a
conformidade com a legislacdo. A menor dose diaria indicada pelo fabricante (79 g,
para bebés com até 2 semanas de vida) representa 3,9 pg de cromo, um valor 10
vezes maior que o permitido. Enquanto que na maior dose diaria (123 g, para bebés
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entre 4 e 5 meses de vida) o valor € de 6,0 pg de cromo, o que esta muito acima do
permitido, sugerindo que a ingestdo desse produto pode vir a causar algum
problema de saude relacionado a presenca de cromo em excesso.

O produto A, indicado para adultos e idosos, ndo informa no rétulo a
guantidade que deve ser ingerida por dia, ndo sendo possivel concluir se os valores

de cromo e ferro estdo de acordo com os limites estabelecidos pela ANVISA.
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7 AVALIACAO ECONOMICA

Com o objetivo de realizar uma avaliagdo econdmica envolvendo a aplicacao
do método proposto, foi realizada uma comparacdo qualitativa entre as etapas do
preparo de amostra, uso de reagentes e geracdo de residuos levando em
consideracdo o emprego ou ndo de procedimentos complexos de preparo de
amostra. Para tanto, foi utilizado um procedimento classico de digestédo assistida por
micro-ondas reportado na literatura.?* Esta comparacéo é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Comparacao qualitativa entre as etapas do preparo de amostra, considerando o emprego
ou nao de procedimentos complexos de preparo de amostra.

Andlise direta de Digestéo assistida por
Etapas do preparo de amostra i : 4
sélidos micro-ondas
Secar X -
Moer X X
Peneirar X X
Pesar - X
Digerir - X
Filtrar - X
Avolumar - X

Fonte: o autor.

E possivel visualizar que o procedimento de preparo de amostra para a
andlise direta de sdélidos empregado no método proposto apresenta metade das
etapas do procedimento de digestdo assistida por micro-ondas. Desconsiderando as
etapas de moagem e controle do tamanho de particula que sdo comuns para ambos
0s métodos, o tempo total do preparo de amostra utilizado para a analise direta foi
de 2 horas (tempo da secagem das amostras na estufa).

Para a digestéo, estima-se que 0 tempo necessario para pesar uma amostra
em triplicata e adicionar os reagentes, seja em torno de 15 minutos. Considerando
guatro amostras, mesmo numero de amostras analisadas no desenvolvimento deste
meétodo, sdo 60 minutos. O programa de digestdo utilizado tem duracdo de 20
minutos, supondo o mesmo tempo para o resfriamento dos tubos, sdo 40 minutos.
Apbés o resfriamento, ocorre a abertura dos frascos, filtragdo, transferéncia
guantitativa da amostra para frascos volumeétricos e afericdo do volume, o0 que ocupa

em torno de 30 minutos por amostra, totalizando 2 horas neste caso. Ao final do
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procedimento, realiza-se a limpeza dos frascos. Logo, é necessario em torno de 4
horas para realizar todas as etapas mencionadas, sendo que a maior parte do
procedimento requer um analista para executa-lo.

O uso de reagentes e equipamentos durante o preparo e analise das
amostras também foi comparado, bem como a geracao de residuos liquidos. As
informacBes do uso ou ndo de reagentes e equipamentos sdo apresentadas na
Tabela 11.

Tabela 11 — Comparacdo qualitativa entre o uso de reagentes e equipamentos durante o preparo e
andlise das amostras, considerando o emprego ou ndo de procedimentos complexos de preparo de
amostra.

. L. Andlise direta de Digestéo assistida por
Material necessario i i
soélidos micro-ondas
HNOs diluido X -
HNOs concentrado - X
HCI concentrado - X
Modificador quimico X -
Estufa X -
Balanca analitica - X
Balanca micro analitica X -
Micro-ondas - X

Fonte: o autor.

Como pode ser observado na Tabela 11, na andlise direta de soélidos, os
anicos reagentes utilizados foram HNO3 diluido (50 uL no preparo de cada um dos
padrées) e o modificador quimico durante as analises. Entretanto, na digestédo, foram
utilizados acidos concentrados de alta pureza, sendo necessarios 8 mL de HNOs3
concentrado e 2 mL de HCI concentrado para cada replicata, além do branco, o que
acarreta em um aumento do custo da analise, devido ao preco dos reagentes, e
também em uma maior geracdo de residuos liquidos (em torno de 60 mL de
residuos para cada amostra digerida). Na analise direta, os Unicos residuos liquidos
gerados sdo advindos do descarte das solugcbes padrao utilizadas na curva de
calibracéo, em torno de 20 mL no total.

O custo estimado dos equipamentos utilizados em ambos os preparos € de
R$ 80 mil, cada. Sendo a micro balanca utilizada para a pesagem das amostras
sélidas diretamente sobre a plataforma e o micro-ondas, 0s equipamentos mais

dispendiosos.
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Para a quantificacdo da amostra, na analise direta foram realizadas cinco
medidas utilizando em torno de 0,5 mg em cada, enquanto que na digestédo, foram
realizadas triplicatas empregando 200 mg em cada. O uso de uma menor
guantidade de amostra representa menos tempo realizando as etapas inicias de
moagem e controle do tamanho de particula, o que também é uma vantagem da
analise direta.

Considerando as informacdes apresentadas nas Tabela 10 e Tabela 11, é
possivel concluir que a andlise direta apresenta menos etapas de preparo de
amostra, além de um menor custo com reagentes, 0 que minimiza o custo do
meétodo e a geracao de residuos liquidos.

Ainda se fosse feita uma avaliacdo econdmica comparando a técnica de HR-
CS GF AAS com andlise direta de solidos e a técnica de ICP-MS com digestdo em
micro-ondas (maioria dos métodos ja reportados na literatura), provavelmente a
reducdo dos custos seria ainda mais significativa, devido ao alto custo operacional,

principalmente com gases do ICP-MS.
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8 IMPACTO AMBIENTAL

7

A busca por procedimentos ambientalmente amigaveis € um desafio da
quimica moderna. Por isso, desenvolver métodos que minimizam o consumo de
acidos concentrados e a geracao de residuos € de grande importancia para o meio
ambiente.

O emprego da analise direta como preparo de amostra em ensaios de rotina é
uma boa alternativa em relacdo aos procedimentos classicos de decomposicao
acida, pois além de reduzir os custos de analise, tempo de preparo de amostra e
risco de acidentes na manipulacdo dos acidos, ndo gera residuos liquidos como na

digestado &cida e contribui positivamente para a quimica verde.
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9 CONCLUSAO

A estratégia analitica abordada nesse trabalho demonstrou ser simples,
rapida de ser aplicada, precisa e exata para a determinacdo simultdnea de cromo e
ferro em amostras de suplemento alimentar. A capacidade do método desenvolvido
de realizar a analise direta, sem a necessidade do uso de procedimentos complexos
de preparo de amostra, reduziu o custo da analise, eliminou o uso de reagentes
concentrados e reduziu significativamente a geracéo de residuos. A possibilidade de
contaminacdo durante a analise também foi reduzida, devido a uma menor
manipulacdo da amostra.

Para a amostra B, as quantidades de ambos os elementos estavam de acordo
com a estabelecida pela ANVISA. Para as amostras C e D, a quantidade de ferro
determinada estava de acordo com a legislacdo, enquanto que a de cromo na
amostra D, se mostrou superior aos limites estabelecidos.

Portanto, o método desenvolvido utilizando a técnica de HR-CS GF AAS com
amostragem direta de sélidos apresentou resultados satisfatérios, no qual todos os
parametros de desempenho do método atendem adequadamente aos limites de
cromo e ferro estabelecidos pela ANVISA, podendo ser empregado pelo érgéo
regulador ou fabricantes de suplementos alimentares na verificacdo da conformidade

destes produtos em relagéo a legislacéao vigente.
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