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RESUMO

DETERMINACAO SIMULTANEA DE FERRO E NIQUEL EM SUPLEMENTOS
ALIMENTARES POR HR-CS SS-GF AAS

AUTORA: Franciele Rovasi Adolfo
ORIENTADOR: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento

Neste trabalho foi desenvolvido um método para a determinacdo simultanea de Fe e Ni como
contaminantes em suplementos alimentares por espectrometria de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua em forno de grafite e amostragem direta de sélidos (HR-CS SS-
GF AAS). As medidas foram feitas utilizando as linhas secundérias de Ni e Fe em 352.454
nm e 352.604 nm, respectivamente, para evitar interferéncias espectrais. A absorvancia
selecionada do volume de pico (PVSA), obtida a partir da soma dos valores de absorvancia
integrada do pixel central mais quatro pixels adjacentes (CP+2) foi usada como sinal analitico
para quantificacdo dos elementos. As melhores temperaturas de pir6lise e atomizacao para Fe
e Ni foram 1000 e 2700 °C, respectivamente. O uso de modificadores quimicos nao foi
necessario e nenhum efeito de matriz foi observado. As amostras foram consideradas
suficientemente homogéneas, uma vez que o fator de homogeneidade calculado foi inferior a
10. O intervalo de massa utilizado variou de 0,25 a 2,8 mg dependendo do tipo de amostra.
Para comparar as medidas realizadas com diferentes massas de amostra, a PVSA foi
normalizada para uma massa de amostra de 1 mg. As curvas de calibracdo para ambos 0s
analitos foram obtidas simultaneamente, utilizando soluc¢des padrdes aquosas e pela técnica de
adicdo do analito, para comparacdo de ambos os modos de calibracdo. Os limites de deteccdo
foram 514 ng g para Fe e 11 ng g™ para Ni. A precisdo variou de 1,33 a 5,57% e de 4,31 a
9,21% para Fe e Ni, respectivamente. A exatiddo do método foi avaliada com experimentos
de recuperacdo e comparacdo estatistica entre as concentracfes dos analitos, que foram
obtidas por meio da analise das amostras solidas com o método proposto e apos a digestdo das
amostras. As recuperacdes variaram de 91,2 a 106,3 % para Fe e 75,9 a 111,7 % para Ni
guando as amostras foram fortificadas com 5, 7,5 e 10 ng de Fe e 50, 75 e 100 pg de Ni e
medidas pelo método proposto. A metodologia proposta foi aplicada com sucesso para
determinar ambos 0s metais em diferentes suplementos alimentares.

Palavras-chave: Determinacdo Simultdnea. Amostragem Sdlida. Suplementos Alimentares.
Contaminacdo. Ferro. Niquel. HR-CS SS-GF AAS.



ABSTRACT

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF IRON AND NICKEL IN DIETARY
SUPPLEMENTS BY HR-CS SS-GF AAS

AUTHOR: Franciele Rovasi Adolfo
ADVISOR: Prof. Dr. Paulo Cicero do Nascimento

In this work a method was developed for the simultaneous determination of Fe and Ni as
contaminants in dietary supplements by high-resolution continuum source graphite furnace
atomic absorption spectrometry and direct solid sample analysis (HR-CS SS-GF AAS).
Measurements were done with the secondary lines of Ni and Fe at 352.454 nm and 352.604
nm, respectively, to avoid spectral interferences. The peak volume selected absorbance
(PVSA), obtained from the sum of the integrated absorbance values of the center pixel plus
the four adjacent ones (CP * 2) was used as an analytical signal for the quantification of the
elements. The best temperatures for pyrolysis and atomization for Fe and Ni were 1000 and
2700 °C, respectively. The use of chemical modifiers was not necessary and no matrix effects
were observed. The samples were considered sufficiently homogeneous, since the calculated
homogeneity factor was less than 10. Sample mass ranged from 0.25 to 2.8 mg depending on
the type of the sample. To compare the measurements performed with different sample
masses, the PVSA was normalized for a sample mass of 1 mg. Calibration curves for both
analytes were obtained simultaneously, using aqueous standard solutions and standard
addition method, for comparison for both calibration modes. The limit of detection was 514 ng
g™ for Fe and 11 ng g™ for Ni. The precision ranged from 1.33 to 5.57% and from 4.31 to 9.21% for
Fe and Ni, respectively. The method accuracy was assessed with recovery experiments and
statistical comparison between the analytes concentrations, which were obtained by
measurement solid samples with the proposed method and after digestion of the samples. The
recoveries ranged from 91.2 to 106.3% for Fe and 75.9 to 111.7% for Ni when the samples
were fortified with 5, 7.5 and 10 ng of Fe and 50, 75 and 100 pg of Ni and measured by the
proposed method. The proposed methodology was successfully applied to determine both
metals in different dietary supplements.

Keywords: Simultaneous Determination. Solid Sampling. Dietary Supplements.
Contamination. Iron. Nickel. HR-CS SS-GF AAS.
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1 INTRODUCAO

Suplementos alimentares sdo produtos de ingestdo oral, apresentados em formas
farmacéuticas, que visam complementar a dieta normal de individuos saudaveis. Estes
produtos podem conter vitaminas, minerais, plantas, extratos de plantas, substancias bioativas,
enzimas ou probidticos, isolados ou combinados (BRASIL, 2018c). A facilidade de
comercializacdo dos suplementos aliada ao forte apelo publicitario estimula a populacdo ao
consumo indiscriminado desses produtos. Lamentavelmente, muitos consumidores tém
informac0es limitadas e, muitas vezes, presumem que o0 uso de suplementos alimentares é
inofensivo sem avaliar os possiveis riscos a saude (FRENTIU et al., 2012; KORFALLI;
HAWI; MROUEH, 2013; SMICHOWSKI; LONDONIO, 2018). Preocupac®es globais sobre
a seguranca e a qualidade dos suplementos sdo desencadeadas por regulamentacao limitada,
adulteracbes e potenciais contaminagfes durante a fabricagdo e armazenamento
(UDOUSORO; IKEM; AKINBO, 2017).

Os suplementos alimentares podem ser considerados uma potencial fonte de
contaminacdo por metais (MARRERO et al., 2013). A presenca de impurezas inorganicas em
produtos farmacéuticos normalmente esta associada a existéncia destes elementos na materia-
prima e/ou ao proprio processo de producgdo, incluindo catalisadores metélicos, reagentes,
solventes, equipamentos utilizados na fabricagdo, embalagens, entre outros (BALARAM,
2016; BARIN et al., 2016; DE PAULA et al., 2012; KRAWCZYK, 2014). Deste modo, a
determinacdo quantitativa de contaminantes em suplementos alimentares € de extrema
importancia para garantir a qualidade e seguranca destes produtos, visto que elementos
toxicos ou potencialmente toxicos representam um fator de risco a saude dos consumidores
(MARRERO et al., 2013).

Neste ambito, diferentes técnicas analiticas, tais como a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, do inglés Inductively coupled plasma mass
spectrometry) (FILIPIAK-SZOK et al., 2015; FILIPIAK-SZOK; KURZAWA; SZLYK, 2014;
KORFALI; HAWI; MROUEH, 2013; SOLTYK et al.,, 2003; UDOUSORO; IKEM,;
AKINBO, 2017), espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado
(ICP-OES, do inglés Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) (JURCA et
al., 2001; KREJCOVA et al., 2006; MARRERO et al., 2013; UDOUSORO; IKEM:;
AKINBO, 2017), espectrometria de absor¢do atbmica com chama (F AAS, do inglés Flame
Atomic Absorption Spectrometry) (CANFRANC et al., 2001; SORIANO et al., 2007a;
SORIANO et al., 2007b), espectrometria de absorcao atdbmica com forno de grafite (GF AAS,
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do inglés Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry) (KORFALI;, HAWI,
MROUEH, 2013; SOLTYK et al, 2003; TUMIR et al., 2010) e a espectrometria de absor¢do
atdbmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS, do inglés High-resolution
continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometry) (KRAWCZYK, 2014),
tém sido usadas em conjunto com diferentes estratégias para a preparagdo de amostras na
determinacdo de minerais e contaminantes em suplementos alimentares.

Em geral, estes produtos encontram-se na forma sélida e sdo convertidos em solugdes
aquosas por meio de procedimentos classicos de tratamento de amostra, como procedimentos
por via Umida. Entretanto, esses procedimentos apresentam limitaces que dependem do tipo
de amostra, dos analitos e de suas concentragfes, onde 0s erros sistematicos mais frequentes
sdo a perda dos analitos por volatilizacdo e o risco de contaminacdo, podendo afetar
diretamente a exatiddo dos resultados analiticos. Além disso, a etapa de preparacdo requer
tempo, 0 que pode ser considerado uma desvantagem, principalmente quando ha um grande
nimero de amostras a serem analisadas (NOMURA; SILVA; OLIVEIRA, 2008; VALE;
OLESZCZUK; DOS SANTOS, 2006).

Deste modo, 0 uso de uma metodologia baseada na analise direta de amostras solidas
(SS, do inglés solid sampling) pode ser considerado uma alternativa eficiente aos metodos
convencionais de preparo de amostras, capaz de fornecer resultados confiaveis e de forma
rapida (GOMEZ-NIETO et al., 2013; RESANO et al., 2013; VALE; OLESZCZUK;
SANTOS, 2006). Neste contexto, a HR-CS AAS empregada em conjunto com a SS é
especialmente atil na analise direta de amostras complexas devido ao seu eficiente sistema de
correcdo de fundo. A capacidade multielementar da técnica ainda que limitada somada a todas
as vantagens apresentadas da SS tornam a HR-CS SS-GF AAS uma técnica de extrema
importancia para resolucdo de iniumeros desafios analiticos, principalmente em aplicacdes que

requerem a analise de dois ou mais elementos em amostras de dificil decomposicéo.
1.1 OBJETIVOS
1.1.10Objetivo geral
Desenvolver um método rapido e simples para a determinacdo simultanea de Fe e Ni
em amostras de suplementos alimentares empregando a técnica de espectrometria de absor¢ao

atdbmica de alta resolucdo com fonte continua e atomizacao eletrotérmica em forno de grafite

com amostragem sélida.
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1.1.2 Objetivos especificos

e Escolher os comprimentos de onda mais adequados para a determinacédo
simultanea de Fe e Ni;

e Estudar a influéncia da massa de amostra introduzida no atomizador e avaliar a
homogeneidade das amostras;

e Desenvolver e otimizar um programa de temperatura adequado a determinacao
dos elementos de interesse;

e Investigar a possibilidade de realizar a quantificacdo utilizando calibracdo contra
padrbes aquosos;

e Avaliar diferentes procedimentos de digestdo e determinar qual o mais adequado
para cada tipo de amostra;

e Aplicar o método proposto em amostras de suplementos alimentares;

e Comparar estatisticamente os resultados obtidos por amostragem sélida com os

obtidos apos a digestdo das amostras.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica estd dividida em cinco itens principais. Inicialmente, serdo
abordados os aspectos gerais sobre suplementos alimentares, com énfase em suplementos
vitaminicos minerais, guarana e termogénicos a base de cafeina, que consistem nas amostras
analisadas neste trabalho. No segundo item sera apresentada uma revisao a respeito de
contaminantes em suplementos alimentares, com destaque para ferro e niquel. Posteriormente,
sera abordado o principio da espectrometria de absorcdo atdmica e 0s principais aspectos
tedricos da espectrometria de absor¢do atdbmica de alta resolucdo com fonte continua,
incluindo a instrumentacéo e a possibilidade da determinacéo simultanea multielementar. Por
fim, sera discutida a técnica de analise direta de amostras solidas, com destaque para

calibracéo, influéncia da massa de amostra e homogeneidade.

2.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES
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Individuos de certos grupos populacionais com maior risco de deficiéncia de
nutrientes, tais como aqueles que seguem dietas restritas ou pertencem a determinados
estagios de vida em particular, como idosos, mulheres gravidas e lactantes, podem alcangar as
necessidades nutricionais através da suplementacdo (O’CONNELL, 2001; MARRA;
BOYAR, 2009).

Em geral, suplementos alimentares sé@o produtos de ingestdo oral, apresentados em
formas farmacéuticas, que visam complementar a dieta com nutrientes ou outras substancias
especificas (BRASIL, 2016). Contudo, varios tipos de suplementos sdo comercializados com
indicacdo para diversas finalidades, como aumentar o desempenho fisico, ganho de massa
muscular, definicdo corporal, redugdo de gordura corpérea, melhora da resisténcia e
recuperacdo pés-exercicio, além de outras atribui¢bes como prevencdo de doencas e retardo
dos efeitos adversos do envelhecimento (FONTENELE, LUNA, 2013). O forte apelo
publicitéario aliado a diversidade de alegacgdes, faz com que esses produtos sejam amplamente
consumidos mundialmente (ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015;
CARVALHO; ARAUJO, 2008).

De acordo com o National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES),
programa que avalia o estado nutricional de adultos e criangas nos Estados Unidos, 40% da
populacdo americana consumia um ou mais suplementos alimentares durante 1988 e 1994,
Entre o periodo de 2003 e 2006, esse numero passou a ser superior a 50%, sendo 0s
vitaminicos minerais o tipo de suplemento mais comum em todas as pesquisas realizadas pelo
NHANES (GAHCHE et al., 2011; ROCK, 2007). No Brasil, alguns estudos realizados,
apesar de restritos a determinados grupos populacionais, mostram que o consumo de
suplementos chega a ser comparavel ao encontrado nos Estados Unidos (ABE-
MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015).

O Food and Drug Administration (FDA), 6rgdo governamental dos Estados Unidos
responsavel pelo controle de alimentos e medicamentos, regula os suplementos alimentares
sob a Lei de Saude e Educagdo sobre Suplementos Dietéticos (DSHEA, do inglés Dietary
Supplement Health and Education Act) de 1994. A DSHEA classifica os suplementos
alimentares em uma categoria do género alimenticio e ndo como medicamento, tendo como
principal foco a rotulagem e comercializacdo destes produtos, ao invés da fabricacdo e
processamento dos mesmos (DURAOQ, 2008; SONI et al., 2010). Regulamentos publicados
pela FDA determinam que as empresas sejam responsaveis pela avaliacdo da seguranca e

qualidade de seus produtos, os quais devem conter apenas as substancias rotuladas e néo



19

quaisquer outras substancias nocivas ou indesejaveis, incluindo metais pesados (AVULA et
al., 2011; SONI et al., 2010).

No Brasil, 0 6rgédo responsavel pela regulamentacdo dos suplementos alimentares é a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que nos ultimos anos vem aumentando
a sua atuacdo atraves de determinagdes legais, visando a qualidade e a seguranca desses
produtos (FONTENELE, LUNA, 2013). Os suplementos alimentares, apesar de serem uma
das categorias de produtos que mais tiveram crescimento do consumo no pais, ndo possuiam
uma definicdo juridica precisa acerca de sua natureza ou tratamento regulatério especifico
pelas entidades competentes (CARVALHO; ARAUJO, 2008). Os produtos definidos como
suplementos alimentares pelo FDA eram subdivididos em diferentes categorias (ABE-
MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015), como suplementos vitaminicos e/ou minerais,
alimentos para atletas, novos alimentos e substancias bioativas com alegacGes de propriedade
funcional.

Nesse sentido, com o intuito de regular a comercializacéo e reduzir a assimetria de
informacdes existentes a respeito dos suplementos alimentares, esses produtos passaram a
contar com uma regulamentacdo especifica. Em 2018, foi publicada a Resolucédo da Diretoria
Colegiada (RDC) da ANVISA n° 243/2018, que dispde sobre os requisitos sanitarios gerais
destes produtos, incluindo regras de composicdo, qualidade, seguranga e rotulagem (BRASIL,
2018c). Em paralelo, também foi publicada a Instrucdo Normativa (IN) n° 28/2018 que
estabelece as listas de constituintes, de limites de uso, de alegacdes e de rotulagem
complementar dos suplementos alimentares (BRASIL, 2018a). Junto com essas normas, a
Agéncia tambem publicou a RDC n° 239/2018, a qual estabelece os aditivos e coadjuvantes
de tecnologia permitidos para estes produtos (BRASIL, 2018b).

2.1.1 Suplementos vitaminicos minerais

Suplementos vitaminicos minerais sdo produtos que visam complementar com estes
nutrientes a dieta diaria de uma pessoa saudavel em casos em que a ingestdo a partir da
alimentacdo seja insuficiente (ABE-MATSUMOTO; SAMPAIO; BASTOS, 2015). A IN n°
28/2018 estabelece a lista de constituintes bem como os limites minimos e méaximos de cada
nutriente que devem ser fornecidos e ndo devem ser ultrapassados pelos suplementos
alimentares na recomendacdo diaria de consumo de acordo com o grupo populacional indicado
pelo fabricante (BRASIL, 2018a).
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2.1.2Termogénicos a base de cafeina

A cafeina é considerada a substancia psicoativa mais consumida em todo o mundo e
esta presente na natureza em mais de 60 espécies vegetais (TFOUNI et al., 2007). Esta
substancia é encontrada em sementes de café, folhas de cha verde, cacau, guarana e erva-
mate. Estas espécies sdo muito consumidas na forma de bebidas, as quais constituem a
principal fonte de cafeina na dieta (GURLEY; STEELMAN; THOMAS, 2014; HECKMAN;
WEIL; DE MEJIA, 2010). Adicionalmente, varios medicamentos e suplementos alimentares,
como emagrecedores, diuréticos, estimulantes e analgésicos, também contribuem para a sua
ingestdo (HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010; TFOUNI et al., 2007).

Os efeitos da cafeina sobre a salde e desempenho humano tém sido objeto de estudos
ha algumas decadas. Esses efeitos podem ser descritos como aumento da capacidade de alerta
e atencdo, melhora do humor, reducdo da fadiga, acdo lipolitica e melhora do desempenho
fisico de atletas (HECKMAN; WEIL; DE MEJIA, 2010; MELLO; KUNZLER; FARAH,
2007). Os efeitos com o uso da cafeina podem ser notados com doses entre 3-6 mg/kg
(ALVES; LIMA, 2009). Em geral, os suplementos de cafeina oferecem 200 mg de cafeina por
porc¢do, sendo permitido uma recomendacéo diaria de 400 mg exclusivo para atletas (Brasil,
2018a). No entanto, quando ingerida em doses elevadas, a cafeina pode provocar insénia,
ansiedade, tremores, cefaleia, irritacdo gastrointestinal e hemorragia (ALVES; LIMA, 2009;
HIGGINS; TUTTLE; HIGGINS, 2010).

2.1.3 Guarana

O guarand, Paullinia cupana Kunth, ¢ uma planta da familia Sapindaceae, originaria
da regido Amazénia. E amplamente utilizado na medicina tradicional brasileira e conhecido
mundialmente por suas propriedades estimulantes e gastronémicas (SOUSA et al., 2010;
SOUSA et al.,, 2011). Na medicina popular, é utilizado como estimulante das funcdes
cerebrais, indicado nos casos de esgotamento, depressdo nervosa e no combate a enxaqueca,
além de afrodisiaco, antitérmico e analgésico (KUSKOSKI et al.,, 2005; SILVEIRA,;
BURIAN; AMORIM, 2018). Aproximadamente 70% da producdo de guarana é direcionada
para a industria de refrigerantes e bebidas energéticas na forma de xarope, enquanto o restante
é utilizado como guarana em pé para a fabricacdo de outros produtos, incluindo suplementos
alimentares (DA SILVA et al., 2017; SANTOS et al., 2017; SCHIMPL et al., 2013).
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As sementes sdo a parte comercialmente Util da planta devido ao seu alto teor de
cafeina (até 6% do peso seco), a qual a propriedade estimulante do guarana é atribuida (DA
SILVA et al., 2017). A quantidade de cafeina no guarana € cerca de 2 a 5 vezes maior do que
a encontrada nas sementes de café (SCHIMPL et al., 2013) e pode variar de acordo com a
regido de plantio, método de cultivo, presenca de contaminantes quimicos e métodos de
secagem (MIRANDA; METZNER, 2010; TFOUNI et al., 2007).

Além da cafeina, as sementes também sdo caracterizadas pela presenca de amido,
teofilina, teobromina, polifendis, fdsforo, potassio, ferro, calcio, tiamina, vitamina A,
proteina, aclcares e fibras (DA SILVA et al, 2017; MIRANDA; METZNER, 2010;
SCHIMPL et al., 2013; SOUSA et al., 2010; SOUSA et al., 2011).

Os extratos de guarana demonstram atividade antioxidante, antiviral, bactericida e de
inibicdo de algumas enzimas extracelulares, atribuido a presenca de compostos fenolicos
(BITTENCOURT et al., 2016; DA SILVA et al., 2017; PERRON; BRUMAGHIM, 2009;
SOUSA et al., 2011).

2.1.3.1 Atividade quelante dos polifendis e cafeina

Os polifendis possuem pelo menos um anel aromatico ao qual esta ligada uma ou mais
hidroxilas e, de acordo com as suas caracteristicas estruturais, podem ser divididos em varios
subgrupos. No entanto, aqueles comumente encontrados em alimentos vegetais podem ser
categorizados em trés subgrupos principais: acidos fenolicos, flavondides e ndo flavondides
(ZHANG; TSAO, 2016).

Os flavondides apresentam como estrutura quimica bésica o nucleo flavanico, formado
por dois anéis aromaticos (A, B) ligados por trés atomos de carbono que formam um
heterociclo oxigenado (C) (Fig. 1A). As diferentes substituicdes na estrutura quimica bésica
promovem a divisdo destes compostos em diferentes subclasses (FRAGA et al., 2010;
MANACH et al., 2004; ZHANG; TSAO, 2016). A catequina e epicatequina, principais
compostos fendlicos encontrados nas sementes de guarana, pertencem a subclasse
denominada de flavanois (flavan-3-6is) (BITTENCOURT et al., 2016). Estes compostos sao
constituidos por um anel floroglucinol (A), um anel piranico (C) e um anel catecol (B) (Fig.
1B). Os taninos condensados sdo formados a partir da condensacéo de duas ou mais unidades
monomeéricas de catequinas e epicatequinas (Fig. 1C) (EFRAIM; ALVES; JARDIM, 2011;
MANACH et al., 2004).
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Figura 1 - Estrutura basica dos flavonoides (A), unidade flavan-3-ol (B), estrutura de um
tanino condensado (C).

(+)-catequina: Ry=OH; R=H
(-)-epicatequina: Ry=H; R,=0OH

Tanino condensado

Flavan-3-ol

Fonte: adaptado de SCHOFIELD; MBUGUA; PELL, 2001.

A estrutura 3',4'-dihidroxifenil do anel B (catecol) dos flavanodis permite a
complexacdo de determinados ions de metais de transicdo (KHOKHAR; APENTEN, 2003).
Quando desprotonado, o ligante catecolato possui atomos de oxigénio doadores de alta
densidade eletrdnica e, por este motivo, comporta-se como uma base de Lewis dura. Deste
modo, a interacdo com cétions de alta densidade de carga é favorecida (acidos de Lewis
duros), como Fe*" (HIDER; LIU; KHODR, 2001; PERRON; BRUMAGHIM, 2009). Apesar
dos valores de pK; na faixa de 7 a 9 para o grupo OH mais acido, os polifendis sdo facilmente
desprotonados na presenca de ferro em pH mais baixo e formam complexos muito estaveis
(ELHABIRI et al., 2007; HIDER; LIU; KHODR, 2001; PERRON; BRUMAGHIM, 2009).
Em particular, complexos de Fe(l11) com catecol tém constantes de estabilidade extremamente
grandes quando trés grupos catecolatos estdo ligados a um centro de ferro (PERRON;
BRUMAGHIM, 2009; PERRON et al., 2010). A Tabela 1 mostra as constantes de formacéo
para 0s complexos de Fe e Ni com polifendis, além do valor de pM, o qual pode ser usado
para descrever a afinidade dos ligantes pelos ions metalicos (ATHAVALE; PRABHU;
VARTAK, 1966; ELHABIRI et al., 2007; PERRON; BRUMAGHIM, 2009; TEMPLETON,
2002).
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Tabela 1 - Constantes de formacao para os complexos de Fe e Ni com catecol e catequina.

Ligante fon Log k; Log k, Log k3 Log B pM*
Catecol =5 7,95 5,55 - 13,50 6,00
=3 20,01 14,69 9,06 43,76 15,5

Ni%* 8,36 5,15 - 13,51 -
Catequina Fe3* 21,8 15,7 9,9 47 4 17,20

* pM = -log [M], calculado para forca i6nica de 0,1 M, 25 °C, pH neutro e [M] = 10° M.

Os dados apresentados na Tabela 1 indicam que para polifendis, como o catecol e
catequina, é provavel que nenhum ferro férrico livre significativo permaneca em equilibrio em
solugdo. Por outro lado, Fe?* e Ni?* sdo acidos de Lewis moderados e nio se ligam fortemente
com o catecol (PERRON; BRUMAGHIM, 2009; PERRON et al., 2010).

Os complexos formados dependem do pH e, frequentemente, exibem modos de
coordenacéo variaveis, isto é, o catecol pode formar mono, bis ou tris-complexos com Fe**,
como mostra a Figura 2 (ELHABIRI et al., 2007; HIDER; LIU; KHODR, 2001; PERRON;
BRUMAGHIM, 2009). Adicionalmente, os polifendis que possuem mais de um sitio de

ligacdo sdo capazes de polimerizagao.

Figura 2 - Complexos de Fe(lll) com catecol em diferentes faixas de pH.

Fonte: LEE; HOLTEN-ANDERSEN; WAITE, 2013.

A cafeina (Fig. 3), estruturalmente identificada como 1,3,7-trimetilxantina, é um
pseudoalcaldide pertencente ao grupo das metilxantinas (SIMOES et al., 2010). Supde-se que
esta substancia é capaz de se ligar a certos ions metélicos e alterar seu equilibrio no corpo
humano. Alguns estudos relatam que as pessoas que consomem grandes quantidades de
cafeina tendem a ter um risco maior de desenvolver problemas ésseos, incluindo osteoporose,
bem como problemas nos processos de absorcdo, excrecdo e reabsorcao de metais (KOLAYLI
et al. 2004), incluindo o ferro JABBAR; KABIR; CHOWDHURY, 2012).
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Figura 3 - Estrutura quimica da cafeina (1,3,7-trimetilxantina).

Fonte: KOLAYLI et al. 2004.

As interacOes entre cafeina e ions metalicos podem ocorrer através de seus atomos
doadores, oxigénio e nitrogénio (KOLAYLI et al. 2004; MEYER; NOCKEMANN, 2003).
Porém, como os atomos N1, N3 e N7 estdo blogueados para coordenacdo devido a ligagdo
com grupos metila, as interacGes entre a cafeina e ions metalicos provavelmente ocorrem
através dos atomos 02, 06 (JABBAR; KABIR; CHOWDHURY, 2012; KOLAYLI et al.
2004; SOUZA) e N9 (MEYER; NOCKEMANN, 2003). Jabbar, Kabir e Chowdhury (2012)
avaliaram a influéncia da cafeina no comportamento redox do ferro em solucdo aquosa. Os
resultados obtidos pelos autores indicaram que ha uma forte interacdo entre Fe e 0s &tomos de
oxigénio O2 e O6 da cafeina, havendo a formacdo de um complexo muito estavel na

proporcao 1:1, como mostra a Figura 4.

Figura 4 - Estrutura do complexo Fe-cafeina.

Fonte: JABBAR; KABIR; CHOWDHURY, 2012.

Bittencourt e colaboradores (2016) demonstraram que o extrato de guarana (contendo
polifendis e cafeina) é capaz de quelar eficientemente o Fe em todas as concentracdes testadas
pelos autores. No mesmo estudo, a cafeina purificada também demonstrou capacidade como

um quelante de ferro, embora ndo tdo eficiente quanto os extratos de guarana. Kolayli e
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colaboradores (2004) realizaram um estudo cujo objetivo era encontrar a extensdo da
interacdo de ions metalicos com a cafeina em solucdo aquosa. Os autores relataram que todos
os fons investigados, dentre eles o Fe?*, formaram complexos com a cafeina. No entanto, em
comparagdo ao EDTA, os complexos formados foram considerados relativamente fracos. Por
outro lado, estudos relacionados a eficiéncia de extragdo de metais de amostras de café para
infusdes associaram a baixa capacidade de extracdo de Fe a formacgdo de complexos fortes
deste elemento com a cafeina e outros alcaloides (ASHU; CHANDRAVANSHI, 2011; POHL
etal., 2013; STELMACH; POHL; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2013).

Lima e colaboradores (2010) avaliaram amostras de café verde e torrado em relacéo a
capacidade de complexacdo de Fe®*. As amostras avaliadas apresentaram poder quelante
dose-dependente e foi constatado influéncia da descafeinacdo e torracdo do café. A
diminuicdo dessa atividade nas amostras descafeinadas foi atribuida a diminuicdo de
compostos com atividade quelante, como polifendis e cafeina, durante o processo de
descafeinagao.

Mladénka e colaboradores (2011) realizaram uma anélise detalhada da quelagdo de
ferro por flavondides e, de acordo com os autores, todos os flavondides testados formaram

complexos estaveis com o Fe em pH neutro.
2.2 CONTAMINANTES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Para a populacdo em geral, a principal via de exposicdo a elementos essenciais e ndo
essenciais € a partir da dieta (MUDGAL et al., 2010). Elementos essenciais sdo aqueles que
sdo requeridos por um organismo para manter sua funcdo fisioldgica normal (PRASAD,
2008). Para estes elementos essenciais, existe uma determinada faixa de ingestdo sobre a qual
o0 seu fornecimento é adequado para promover o crescimento e a manutencdo da vida
(GARCIA-RICO; LEYVA-PEREZ; JARA-MARINI, 2007; SWANSON, 2003). Assim, tanto
a deficiéncia quanto o excesso de um determinado mineral na dieta pode provocar efeitos
adversos ao organismo (PRASAD, 2008). Por outro lado, os elementos ndo essenciais sdo
aqueles que ndo apresentam funcdes definidas no metabolismo humano e podem gerar sérios
danos a satde (GOYER, 1997).

Deste modo, monitorar o teor dos elementos presentes na dieta é de importancia critica
para a saude humana, tanto para orientar a ingestéo satisfatoria e evitar a exposigao excessiva
aos minerais quanto para prevenir efeitos adversos a salde devido a presenca de

contaminantes (MUDGAL et al., 2010). Neste ambito, a contribuicdo dos suplementos
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alimentares para a ingestdo de micronutrientes e elementos toxicos tem sido extensivamente
estudada, visto que estes produtos sdo amplamente consumidos mundialmente. Diversas
agéncias reguladoras destacaram que alguns suplementos alimentares podem induzir
problemas de salde com relacdo a sua qualidade, eficicia e seguranca para 0 consumo
humano. O fraco controle de qualidade aumenta o risco de contaminacgao desses produtos por
bactérias, fungos, metais pesados e metaldides (KORFALI; HAWI; MROUEH, 2013). No
que diz respeito aos metais, 0s suplementos alimentares podem conter elementos essenciais e
nédo essenciais em diferentes faixas de concentracdo, sejam eles adicionados intencionalmente
como ingredientes ou provenientes de contaminagdo (SMICHOWSKI; LONDONIO, 2018).

2.2.1 Ferro

O Fe é um micronutriente essencial para os seres humanos devido as importantes
fungdes que desempenha nos processos celulares, participando como cofator de proteinas ou
enzimas envolvidas na sintese de biomoléculas, transporte de oxigénio e metabolismo
energético (ANDERSON; MCLAREN, 2012; GALARIS; PANTOPOULQS, 2008; LIEU et
al., 2001). Este mineral é obtido principalmente a partir de fontes alimentares, tanto na forma
heme, de origem animal, quanto na forma n&o-heme (ferro inorganico), de origem vegetal
(MESIAS; SEIQUER; NAVARRO, 2013; RAJPATHAK et al., 2009). Além do Fe
naturalmente presente nos alimentos, muitos produtos industrializados sdo enriquecidos com
Fe a fim de combater a anemia proveniente da caréncia deste mineral e, em paralelo, muitas
pessoas consomem suplementos alimentares contendo Fe (SWANSON, 2003;
ZIMMERMANN; HURRELL, 2007).

Segundo as Ingestdes Dietéticas de Referéncia (DRIs, do inglés Dietary Reference
Intakes) elaboradas pelo comité do Food and Nutrition Board/Institute of Medicine (FNB/
IOM), a Ingestdo Dietética Recomendada (RDA, do inglés Recommended Dietary Allowance)
de ferro para homens e mulheres adultos é de 8 e 18 mg/dia, respectivamente. O Limite
Superior Toleravel de Ingestdo (UL, do inglés Tolerable Upper Intake Level) de ferro é de 45
mg/dia, com base em disturbios gastrintestinais que podem ocorrer com doses maiores (I0M,
2001).

O contetdo de ferro corporal em uma pessoa depende do peso, sexo, capacidade de
armazenamento de Fe, entre outros fatores (MESIAS; SEIQUER; NAVARRO, 2013). Um
individuo adulto tem em seu organismo cerca de 3 a 5 g de Fe total (GROTTO, 2008;
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VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005), presente como Fe funcional, armazenado ou
transportado (MESIAS; SEIQUER; NAVARRO, 2013; PUNTARULO, 2005).

As funcdes bioldgicas do Fe baseiam-se nas suas propriedades quimicas (LIEU et al.,
2001). Este elemento pode existir em diferentes estados de oxidagdo nos sistemas bioldgicos,
como férrico (Fe**) ou ferroso (Fe?*) (LIEU et al., 2001; RAJPATHAK et al., 2009). A
interconversdo dos estados de oxidacdo do Fe € um mecanismo pelo qual este elemento age
como um catalisador nas reacdes de oxidacdo-reducao, participa da transferéncia de elétrons e
liga-se reversivelmente a diferentes ligantes (MESIAS; SEIQUER; NAVARRO, 2013). No
entanto, esta caracteristica também é responsavel pela toxicidade observada em condi¢fes em
que o Fe estd em excesso (SWANSON, 2003).

Em condic¢des normais, o balanco do ferro é determinado pela taxa de absorcdo, que é
regulada de modo a evitar o acumulo no organismo e pelas perdas fisiologicas, uma vez que
ndo existe um mecanismo ativo de excrecdo de ferro (MESIAS; SEIQUER; NAVARRO,
2013; PRA et al. 2012). Qualquer alteracio desse equilibrio pode acarretar na deficiéncia ou
excesso do metal (GROTTO, 2008). A sobrecarga de Fe € caracterizada pelo aumento do Fe
corporal total superior a 5 g (HUANG, 2003), geralmente associada a hemocromatose
hereditaria, uma desordem genética relacionada ao aumento da absor¢éo intestinal de ferro,
consumo excessivo de ferro através da dieta e frequentes transfusdes sanguineas, requeridas
para o tratamento de alguns tipos de anemias (BONINI-DOMINGOS, 2007; VALKO;
MORRIS; CRONIN, 2005).

O efeito deletério de Fe € relacionado a sua capacidade de catalisar a formacao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (GALARIS; PANTOPOULOQOS, 2008; LIEU et al., 2001;
PUNTARULO, 2005). As ERO, quando produzidas em excesso e ndo destruidos pelo sistema
antioxidante de defesa do organismo (EFRAIM; ALVES; JARDIM, 2011; VASCONCELOS
et al., 2007), podem reagir facilmente com quase todas as moléculas encontradas em células
vivas (LIEU et al., 2001), levando ao dano oxidativo do DNA, prejudicando a sintese de
proteinas, lipidios de membrana e carboidratos (PERRON; BRUMAGHIM, 2009; ZHANG;
TSAO, 2016).

Devido ao potencial reativo do Fe, o seu acimulo no organismo tem sido associado ao
desenvolvimento de varias condi¢cbes patologicas, incluindo doengas hepaticas e cardiacas,
cancer, distarbios neurodegenerativos como Alzheimer e Parkinson, diabetes, além de
anormalidades hormonais e do sistema imunolégico (PERRON; BRUMAGHIM, 2009;
VALKO; MORRIS; CRONIN, 2005).
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2.2.2 Niquel

O niquel é considerado um micronutriente essencial para alguns animais,
microorganismos e plantas (CEMPEL; NIKEL, 2006; KAMERUD; HOBBIE; ANDERSON,
2013; PEETERS et al., 2017), atuando como cofator ou componente de algumas
metaloenzimas (SPIEWAK; PIETOWSKA; CURZYTEK , 2007; WITTSIEPE et al., 2009;
ZAMBELLI; UVERSKY; CIURLI, 2016). Embora ndo tenham sido encontradas enzimas
contendo Ni em animais superiores, este ion metélico também foi classificado como um
"elemento possivelmente essencial" para seres humanos no inicio da década de 1970
(FREITAS et al., 2013; ZAMBELLI; UVERSKY; CIURLI, 2016). Contudo, seu papel na
essencialidade para os seres humanos ainda ndo esta confirmado, uma vez que nao ha estudos
que determinem a importancia nutricional deste elemento (DENKHAUS; SALNIKOW, 2002;
IOM, 2001; KAMERUD; HOBBIE; ANDERSON, 2013; PEETERS et al., 2017,
RICCIARDI et al., 2001). Como resultado, o Ni muitas vezes é considerado apenas pelo seu
potencial toxico (ZAMBELLI; UVERSKY; CIURLLI, 2016).

O niquel é um dos muitos elementos amplamente distribuidos no meio ambiente,
sendo liberado tanto de fontes naturais quanto de atividade antropogénica (CEMPEL; NIKEL,
2006). Esta presente no ar, na 4gua, no solo e em alimentos tanto de origem vegetal quanto
animal (CEMPEL; NIKEL, 2006; DENKHAUS; SALNIKOW, 2002; PEETERS et al., 2017).
Deste modo, 0s seres humanos sdo constantemente expostos a este elemento, principalmente
por inalacdo, ingestdo e absorcdo dérmica (CEMPEL; NIKEL, 2006; DENKHAUS;
SALNIKOW, 2002; FREITAS et al., 2013). Na populagdo em geral, a ingestdo alimentar é a
via de exposi¢do mais importante. Estima-se que a ingestdo de Ni a partir da dieta varie entre
100 e 300 pg/dia (CEMPEL; NIKEL, 2006; PEETERS et al., 2017; VALKO; MORRIS;
CRONIN, 2005). Alimentos ricos em Ni incluem centeio, aveia, cacau, chocolate, cha,
ervilha, brécolis, entre outros (RICCIARDI et al., 2001; ZAMBELLI; UVERSKY; CIURLI,
2016).

A exposicdo ao Ni através do ar, da agua e dos diferentes tipos de alimentos torna
dificil estabelecer sua essencialidade na dieta humana, uma vez que a deficiéncia deste metal
ndo ocorre naturalmente (DENKHAUS; SALNIKOW, 2002). Adicionalmente, nem uma
funcdo bioquimica foi claramente demonstrada para o niquel em humanos (IOM, 2001).
Portanto, ndo ha valores estabelecidos para a Necessidade Média Estimada (EAR, do inglés
Estimated Average Requirement), para a Ingestdo Dietética Recomendada (RDA) (I0OM,

2001) e para a Ingestdo Adequada (Al, do inglés Adequate Intake) para este elemento (IOM,
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2001). No entanto, alguns estudos indicam que a necessidade deste elemento varia entre 5 e
50 pg/dia (DENKHAUS; SALNIKOW, 2002; ZAMBELLI; UVERSKY; CIURLI, 2016). O
Limite Superior Toleravel de Ingestdo (UL) de niquel é de 1 mg/dia (IOM, 2001).

O contato com compostos de niquel pode ter efeitos adversos na salde humana
dependendo da via de exposi¢do (DAS; DAS; DHUNDASI, 2010). A alergia ao niquel na
forma de dermatite de contato é a reacdo mais comum e mais conhecida (DAS; DAS;
DHUNDASI, 2010; PEETERS et al.,, 2017; RICCIARDI et al., 2001). Além disso, a
exposi¢do cronica ao Ni pode levar a fibrose pulmonar, doencas cardiovasculares, renais e
cancer (CEMPEL; NIKEL, 2006).

Quando ingerido, entre 1 e 35% do Ni pode ser absorvido pelo trato gastrointestinal
(HABER et al., 2000), dependendo da sua forma quimica, sendo as formas solUveis em agua
mais facilmente absorvidas (CEMPEL; NIKEL, 2006; DENKHAUS; SALNIKOW, 2002). A
biodisponibilidade do Ni também ¢ afetada pela maneira com a qual este elemento €
consumido, podendo variar de acordo com o tipo e quantidade de alimentos presentes no
estdbmago no momento da ingestdo (CEMPEL; NIKEL, 2006; HABER et al., 2000). Apo6s
absorvido, o Ni é transportado no sangue ligado principalmente a albumina (DAS; DAS;
DHUNDASI, 2010; 10M,2001) e distribui-se por diferentes 6rgdos e tecidos, sendo
encontrado principalmente nos rins ap6s exposi¢do oral (CEMPEL; NIKEL, 2006; HABER et
al., 2000). Em pessoas com hipersensibilidade ao niquel, a exposicao oral resulta em sintomas
semelhantes aos da dermatite de contato (CEMPEL; NIKEL, 2006; IOM, 2001).

Adicionalmente, acredita-se que o niquel desempenha um papel nos processos
fisioldgicos como co-fator na absorcédo de ferro do intestino (DAS; DAS; DHUNDASI, 2008;
DAS; DAS; DHUNDASI, 2010). Provavelmente, o acumulo de ferro induzido pelo niquel
pode ser diretamente responsavel pela formacdo de espécies reativas de oxigénio e o
subsequente aumento da peroxidacéo lipidica (CEMPEL; NIKEL, 2006).

2.3 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA (AAS)

A espectrometria de absorcdo atdbmica (AAS) baseia-se no principio de que atomos
livres no estado gasoso sdo capazes de absorver radiacdo eletromagnética de frequéncia
especifica proveniente de uma fonte de radiacdo. (BORGES et al., 2005; ROBINSON;
FRAME; FRAME II, 2005; WELZ; VALE, 2004). A atenuacdo da intensidade de radiacdo
emitida pela fonte é proporcional a quantidade de analito presente, sendo utilizada para

quantificar o analito (WELZ; SPERLING, 1999). A energia necessaria para promover o
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elétron de um atomo de um nivel de menor energia para outro de maior energia € relacionada
ao comprimento de onda ou frequéncia da radiacdo a ser absorvida pela Equacdo de Planck
(D).

E = hv= hc/A (1)

Onde: E é a energia necessaria para a transicdo eletronica no atomo; h é a constante de
Planck; v ¢ a frequéncia da onda; c ¢ a velocidade da luz e A ¢ o comprimento de onda
(WELZ; SPERLING, 1999; WELZ; VALE, 2004).

A mudanca de estado requer a absor¢do ou emissdo de energia exatamente igual a
diferenca de energia entre os estados inicial e final (AE). Deste modo, os atomos podem
absorver ou emitir apenas as frequéncias especificas ou os comprimentos de onda que
correspondem & diferenca exata de energia entre estes dois estados. Uma vez que cada
elemento quimico tem seus elétrons de valéncia em niveis energéticos especificos, somente
algumas transicdes eletronicas séo permitidas e essas transi¢cdes definem o espectro de linhas
de absorcdo/emissdo de cada elemento (WELZ; SPERLING, 1999).

Em AAS, as transi¢des de uso pratico sdo quase sempre as que ocorrem entre o estado
fundamental e um estado excitado, as chamadas linhas de ressonancia. A transicdo que
apresenta maior probabilidade de acontecer (absor¢cdo mais forte) é considerada a linha
analitica mais sensivel (linha primaria) e, normalmente, ocorre entre o0 estado fundamental e o
primeiro estado excitado. As transi¢cGes que ocorrem entre o0 estado fundamental e os demais
niveis energéticos sdo interpretadas como linhas secundarias menos sensiveis (linhas
alternativas) (WELZ; SPERLING, 1999).

2.4 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA DE ALTA RESOLUCAO COM
FONTE CONTINUA (HR-CS AAS)

2.4.1 Instrumentacao

A Figura 5 apresenta um arranjo esquematico de um HR-CS AAS, com a configuracédo

utilizada atualmente.
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Figura5 - Representacdo esquematica do HR-CS AAS com monocromador DEMON. (1)
lampada de arco curto de xenénio, (2) espelhos elipsoidais, (3) atomizador, (4)
fenda de entrada do monocromador, (5) espelhos parabolicos, (6) prisma em
configuracdo Littrow, (7) espelhos de deflexdo e fenda intermediria variavel, (8)
rede Echelle e (9) detector CCD.
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Fonte: WELZ et al., 2005.

Uma lampada de arco curto de Xenbdnio de alta pressdo (1) foi especialmente
desenvolvida para fornecer elevada poténcia radiante especialmente na regido do UV, e
abrange a faixa de comprimentos de onda entre 190 e 900 nm (WELZ, 2005). A lampada é
constituida por dois eletrodos com uma distancia de 1 mm entre eles, e a pressdo de Xe no
interior da lampada é de aproximadamente 17 bar, quando fria. A ldmpada apresenta poténcia
nominal de 300 W e, durante a sua operagdo em modo “hot-spot”, uma descarga entre os
eletrodos aumenta a pressdo interna da lampada por um fator de 3 a 4 (50 bar), gerando um
micro plasma proximo a superficie do catodo com temperatura de aproximadamente 10.000 K
e diametro menor que 0,2 mm. Com estas caracteristicas, a intensidade de emissdo excede a
de uma lampada de catodo oco em 1 a 3 ordens de grandeza, o que contribui para a obtencéao
de uma melhor razdo sinal/ruido (S/N) (WELZ et al., 2005; WELZ et al., 2010a; WELZ et al.,
2010b; WELZ; VALE, 2004).

A radiacdo da CS € focada através do atomizador (3) para a fenda de entrada do
espectrometro (4) usando dois espelhos elipsoidais (2) e é entdo dirigida ao monocromador
duplo de alta resolucdo denominado DEMON (do inglés Double-Echelle Monochromator),
onde incidird em um prisma (6) que desempenha o papel de pré-dispersor, selecionando a
parte do espectro de interesse. Somente a radiacdo pré-selecionada passa através da fenda
intermediaria ajustavel (7), e é direcionada a rede Echelle (8), que fornece a alta resolucéo do

intervalo espectral selecionado.
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Por fim, a radiacdo altamente resolvida, atinge o detector (9) que é constituido por um
arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD) sensivel na regido do UV. O detector
possui 588 pixels com dimensdes individuais de 24 x 24 um. Como cada pixel é equipado
com um amplificador individual, o instrumento opera de fato com 588 detectores
independentes, 200 dos quais sdo utilizados para propdsitos analiticos. Todos os 200 pixels
sdo iluminados e lidos simultaneamente e a intensidade de radiacdo é convertida em
absorvancia para cada pixel individualmente. Isto significa que todo o ambiente espectral a
cerca de 200 pm ao redor da linha analitica na regido do UV e cerca de 500 pm na regido
visivel do espectro torna-se “visivel”, permitindo uma série de informagdes indisponiveis em
instrumentos convencionais (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005; WELZ et al., 2010b).
Enquanto na LS AAS s a absorvancia (com chama como atomizador) ou absorvancia versus
tempo (com atomizador eletrotérmico) € medida, o CCD empregado na HR-CS AAS
acrescenta o comprimento de onda como terceira dimensdo (BORGES et al., 2005; WELZ et
al., 2014). Deste modo, ha trés diferentes maneiras de visualizar os dados em HR-CS AAS,
isto é, o tradicional sinal transiente (absorvancia integrada versus tempo), o sinal de
absorvancia integrada versus comprimento de onda e o espectro tridimensional, que mostra a
absorvancia como fungédo do tempo e do comprimento de onda (BORGES et al., 2005).

O instrumento € controlado por um software que permite o processamento total dos
dados apds a leitura. Uma das principais caracteristicas do software é a capacidade de corrigir
automaticamente todos os eventos que sdo continuos em relacdo a faixa espectral observada,
ou seja, eventos que afetam de maneira similar todos os pixels do detector. Embora todos os
200 pixels utilizados para fins analiticos sejam iluminados pela mesma fonte de radiagdo e
lidos simultaneamente, apenas alguns deles serdo utilizados para medir a absor¢do atdmica
(tipicamente 3-5 pixels). Os outros pixels ou conjunto de pixels podem ser selecionados para
corrigir efeitos espectrais continuos, isto €, qualquer alteracdo da intensidade medida que €
idéntica para todos os pixels (BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2005).

2.4.2 Determinacdo simultanea multielementar

Uma das principais vantagens da utilizacdo de uma fonte de radiacdo continua de alta
intensidade na HR-CS AAS é que todas as linhas de absor¢do dos elementos na faixa
espectral do espectrometro (de 190 a 900 nm) sdo acessiveis e, portanto, ha um grande
namero de linhas disponiveis para alguns elementos (RESANO et al., 2011; WELZ et al.,
2005; WELZ et al.,, 2010a; WELZ et al., 2010b). Como a intensidade da radiacdo €
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aproximadamente uniforme nas diversas regides do espectro UV-Vis, ndo ha mais linhas
“fracas”, isto €, linhas com baixa intensidade de emissdo. Deste modo, as linhas secundarias
tém a mesma razao sinal/ruido (S/N) melhorada que a linha analitica principal, podendo ser
usadas para fins analiticos sem comprometimentos. Com estas caracteristicas, a utilizacdo de
uma CS abre a possibilidade para a determinacdo simultanea multielementar (WELZ et al.,
2005 (DITTERT et al., 2019; RESANO et al., 2011; WELZ et al., 2005; WELZ et al., 2010a;
WELZ et al., 2010b).

No entanto, os equipamentos disponiveis atualmente ndo permitem uma facil
implementacdo desta importante caracteristica, pois o potencial da instrumentacdo é limitado
(BOSCHETTI et al., 2014; RESANO et al., 2011; RESANO; ARAMENDIA; BELARRA,
2014; RESANO; GARCIA-RUIZ, 2011). O equipamento possui uma resolucdo excepcional
uma vez que cada pixel monitora uma faixa de apenas 1 a 2 pm dependendo do comprimento
de onda (quanto menor o comprimento de onda maior a resolugdo). Porém, isto também
significa que sé é possivel a monitorizagdo simultdnea de apenas uma pequena porc¢do do
espectro, 0,2-0,3 nm na regido do UV, aumentando para 0,5 nm na regido do visivel
(GOMEZ-NIETO et al., 2013; RESANO et al., 2013; RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ,
2013).

Deste modo, é necessario encontrar uma regido espectral em que as linhas atbmicas
dos analitos estejam proximas o suficiente para serem monitoradas simultaneamente
(BOSCHETTI et al., 2014; RESANO et al., 2013; RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ,
2013; WELZ et al., 2010b). No entanto, apesar de alguns elementos possuirem centenas de
linhas de absorcdo, nem todas as linhas apresentam a mesma sensibilidade, logo a
concentracdo esperada dos analitos também é um fator relevante na selecdo do comprimento
de onda. Deste modo, a razdo entre a sensibilidade das linhas monitoradas deve ser
compativel (na mesma ordem de grandeza) com a razdo entre a concentracdo dos analitos nas
amostras (RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ, 2013).

Adicionalmente, os procedimentos analiticos devem ser elaborados respeitando-se as
caracteristicas térmicas de todos os analitos, pois em alguns casos, 0 comportamento
termoquimico dos elementos pode ser um fator limitante, quando estes se comportam de
maneira distinta (AMORIM et al., 2008; RESANO; GARCIA-RUIZ, 2011). Assim, o
programa de temperatura deve ser otimizado para permitir a determinagdo simultanea dos
analitos sem prejuizo no desempenho de um deles. Em geral, a temperatura de pirélise €
escolhida com base no elemento mais volatil, pois deve ser suficientemente baixa para evitar a

perda do mesmo, enquanto a temperatura de atomizagdo esta diretamente associada ao
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elemento mais refratério, pois deve ser suficientemente alta para atomizar este elemento, sem
que haja uma diminuicdo significativa na intensidade do sinal do elemento mais volatil
(CORREIA; NOMURA,; OLIVEIRA, 2003; POZZATTI et al., 2017; RESANO; FLOREZ;
GARCIA-RUIZ, 2013).

A primeira aplicagdo envolvendo a determinagdo simultanea por HR-CS GF AAS foi
feita através do monitoramento da linha de ressonancia principal do Cd (228,802 nm) e a
linha secundaria do Fe (228,726 nm) em amostras de grdos. Neste trabalho, os autores
utilizaram duas temperaturas de atomizacgéo distintas para a atomizagéo seletiva dos analitos,
com o0 mesmo programa de temperatura (DOS SANTOS et al., 2009). Desde entdo, a HR-CS
AAS tém sido utilizada com sucesso na determinacdo simultanea de dois ou mais elementos
em diferentes tipos de amostras, como Mo e Ni em amostras de vinho e sedimentos
(BOSCHETTI et al., 2014), Cr e Fe em amostras de oleo cru (DITTERT et al., 2009), Co e Ni
em amostras de vitamina B12 (ADOLFO et al., 2016), Cu e Fe em amostras de farinha (DOS
SANTOS et al., 2017), Cd, Fe e Sn em amostras de alimentos enlatados (LEAO et al., 2016),
entre outros.

Na literatura foram encontrados relativamente poucos trabalhos referentes a
determinacdo simultanea de Fe e Ni por HR-CS AAS. Gomez-Nieto e colaboradores (2013)
realizaram a determinacdo direta e simultinea destes elementos em amostras biologicas
solidas, utilizando a linha de ressonancia primaria de Ni em 232,003 nm e a linha secundaria
de Fe em 232,036 nm. Neste caso, as curvas de pirolise obtidas para ambos os analitos foram
similares e uma temperatura de 1200 °C foi escolhida, ndo sendo necessario 0 uso de
modificadores quimicos para prevenir a perda dos analitos. Os maiores valores de absorvancia
integrada para Fe foram obtidos em temperaturas de atomizagdo entre 2000 e 2500 °C,
enquanto que para Ni foi observado um acentuado aumento nos valores de absorvancia de
2000 a 2600 °C, obtendo-se valores similares em temperaturas superiores. Deste modo, como
temperatura de compromisso para ambos os analitos, os autores utilizaram uma temperatura
de atomizacgéo de 2600 °C.

Estas mesmas linhas de absorcdo de Fe e Ni também foram utilizadas para a
determinacdo destes elementos em amostras de fluoropolimeros (SOARES et al., 2016) e
amostras de vegetais (POZZATTI et al.,, 2017). No primeiro estudo, as temperaturas de
pirdlise e atomizacdo foram 800 e 2300 °C, respectivamente. Em temperaturas de pirdlise
superiores a 800 °C foi observado um decréscimo nos valores de absorvancia integrada para
ambos 0s elementos nas amostras sélidas devido a volatilizacdo dos analitos nas formas de

seus respectivos fluoretos. Por este motivo, um gas adicional na etapa de pirdlise foi utilizado
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como modificador quimico (Hy; 0,5 L min™). Este efeito néo foi observado para os analitos
em solucdo, evidenciando o efeito da matriz na volatilidade dos elementos (SOARES et al.,
2016). No segundo estudo, as temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram 1400 e 2500 °C,
respectivamente. Neste caso, ndo foi necessario o uso de modificadores quimicos
(POZZATTlI et al., 2017).

Alguns trabalhos encontrados na literatura tambem descrevem a determinacao
simultanea de Fe, Ni e outros elementos por HR-CS AAS. Resano et al. (2011) realizaram a
determinacédo simultanea de Fe (352,604 e 352,617 nm), Ni (352,404 nm) e Co (352,685 nm),
em material de referéncia certificado de tecido de ostra. Valdivia et al. (2018) desenvolveram
uma estratégia analitica para a determinagdo simultanea de Fe (294,2357 nm), Ni (294,3912
nm) e V (294,2357 nm) em amostras de cinzas de combustivel. Resano et al. (2013)
desenvolveram um método para a determinacédo simultanea de Co, Fe, Ni e Pb em amostras de

nanotubos de carbono, monitorando a regido entre 283,168 e 283,481 nm.

2.5 ANALISE DIRETA DE AMOSTRAS SOLIDAS

O uso de uma metodologia baseada na analise direta de amostras solidas (SS) pode ser
considerado uma alternativa eficiente aos métodos convencionais de preparo de amostra,
capaz de fornecer resultados confiaveis e de forma rapida (GOMEZ-NIETO et al., 2013;
RESANO et al., 2013; VALE; OLESZCZUK; SANTQOS, 2006). Esta estratégia analitica é
simples e apresenta vantagens, tais como (BELARRA et al., 2002; NOMURA; SILVA;
OLIVEIRA, 2008; RESANO; ARAMENDIA; BELARRA, 2014; RESANO; VANHAECKE;
DE LOOS-VOLLEBREGT, 2008; WELZ et al., 2007b):

e Menores riscos de contaminacdo devido ao uso reduzido de reagentes, pouca
manipulacdo ou menor exposi¢ao ao ambiente;

e Minimizacdo da perda dos analitos;

e Maior sensibilidade, uma vez que ndo ha a diluicdo da amostra;

e Maior velocidade de analise;

e Possibilidade de analise de pequenas quantidades de amostra;

e Uso de reagentes corrosivos e perigosos € eliminado, resultando em menor

periculosidade além de beneficios econdmicos e ambientais.
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A GF AAS apresenta caracteristicas que a tornam uma técnica adequada para a anélise
direta de solidos, como a alta sensibilidade e seletividade, boa detectabilidade e facilidade na
introducdo da amostra no atomizador (GOMEZ-NIETO et al., 2013; VALE; OLESZCZUK;
SANTOS, 2006; NOMURA,; SILVA; OLIVEIRA, 2008). Adicionalmente, a utilizacdo de um
programa de aquecimento permite o pré-tratamento térmico da amostra e facilita a separacao
do analito da matriz, possibilitando a calibracdo do equipamento com solu¢bes aquosas
(RESANO et al., 2004; RESANO; ARAMENDIA; BELARRA, 2014).

Contudo, apesar das caracteristicas favoraveis da SS-GF AAS, esta técnica apresenta
algumas limitagBes, tais como (BELARRA et al., 2002; RESANO; ARAMENDIA;
BELARRA, 2014; VALE; OLESZCZUK; SANTOS, 2006; WELZ et al., 2007a; WELZ et
al., 2007b):

e Baixa precisdo devido a heterogeneidade natural das amostras, resultando em
desvio padrdo relativo (RSD, do inglés relative standard deviation) elevado se
comparada a andlise de solucdes;

e Procedimento de calibracdo complexo, uma vez que pode ser necessario o uso de
materiais de referéncia certificados de composi¢do similar &s amostras a serem
analisadas;

e Presenca de quantidade elevada de matriz no atomizador acarreta em elevado
fundo e possibilidade de interferéncia espectral;

e Limitada a amostras que apresentem baixa concentracdo do analito devido a alta

sensibilidade e dificuldade de diluir as amostras.

Porém, a precisdo obtida depende do nimero de repeticGes realizadas e o desvio
padrdo relativo raramente excede valores de 10% a 15%, sendo que valores de até 20% sédo
considerados aceitaveis em muitas situacGes reais, particularmente em andlise de tragos
(BELARRA et al., 2002; RESANO; VANHAECKE; DE LOOS-VOLLEBREGT, 2008).
Deste modo, a precisdo relativamente baixa ndo deve ser considerada uma grande limitacédo
da técnica (VALE; OLESZCZUK; SANTOS, 2006).

A necessidade de materiais de referéncia certificados sélidos com composicao similar
as amostras a serem analisadas deve-se a possibilidade da matriz da amostra influenciar no
sinal analitico, ou seja, causar interferéncias. No entanto, a aplicagdo do conceito STPF (do

inglés, Stabilized Temperature Platform Furnace) permitiu minimizar grande parte das
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interferéncias ndo espectrais durante o processo de atomizacdo do analito (WELZ et al.,
2007a; WELZ et al., 2007b).

No entanto, embora a LS GF AAS com a correcdo de fundo apropriada e o controle
adequado do precesso de atomizacdo e vaporizagdo do analito possa resolver alguns
problemas relacionados a analise SS, o uso de uma fonte de linha convencional ainda
apresenta limitacOes para este propdsito. O problema e tipicamente associado a interferéncias
espectrais causadas pela matriz da amostra e que ndo podem ser corrigidas corretamente pelos
sistemas de correcdo disponiveis para LS (GOMEZ-NIETO et al., 2013; VALE;
OLESZCZUK; SANTOS, 2006; WELZ et al., 2007b).

Por outro lado, 0 uso de um espectrometro de absor¢do atdmica de alta resolugéo com
fonte continua permite a correcdo automatica e simultanea de todos os eventos continuos
(WELZ et al., 2007a; WELZ et al., 2007b; WELZ et al., 2014). Outra vantagem apresentada é
que toda a regido espectral na vizinhanca da linha analitica torna-se visivel a alta resolucéo,
possibilitando a deteccdo de interferéncias espectrais ndo continuas causadas pela absor¢éo da
radiacdo por contaminantes ou absorcdo de fundo por moléculas de estrutura fina (BORGES
et al., 2005, GOMEZ-NIETO et al., 2013; VALE; OLESZCZUK; SANTOS, 2006). A
absorcdo de fundo pode ser corrigida através da subtracdo de um espectro de referéncia do
espectro da amostra usando um algoritmo de minimos quadrados para correcdo de fundo.
Como resultado, apenas os sinais atdmicos dos analitos permanecem visiveis (ARAUJO et al.,
2009; BORGES et al., 2005; BOSCHETTI et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, solu¢des aquosas ja eram utilizadas com sucesso
para a construcdo de curvas de calibragdo mesmo para utilizacdo de uma LS. Essa tendéncia é
ainda maior para HR-CS AAS, uma vez que esta técnica apresenta desempenho superior em
termos de deteccdo e correcdo de efeitos da matriz (RESANO; ARAMENDIA; BELARRA,
2014; WELZ et al., 2007b).

2.5.1 Calibracdo na analise direta de amostras solidas

Diferentes técnicas de calibracdo podem ser empregadas para analise direta de solidos
por AAS com atomizacao eletrotérmica, como a calibracdo usando material de referéncia
certificado (CRM) sdlido, a técnica de adi¢do do analito e a calibracdo com padrBes aquosos
(BERGLUND; BAXTER, 1992; VALE; OLESZCZUK; SANTOS, 2006). Devido a
facilidade de aplicacdo e o custo relativamente baixo, a calibragdo com solucGes padrbes é

preferida em relacdo as demais. Contudo, quando a matriz da amostra influencia
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significativamente o sinal analitico, ou seja, causa interferéncia ndo espectral, recomenda-se
que a calibracdo seja feita com CRM sélido cuja composicdo seja similar as amostras a serem
analisadas. Na pratica, além de aumentar o custo da analise, a aplicacdo desta técnica €
restrita, uma vez que nem sempre ha a disponibilidade de CRM adequado para o tipo de
amostra a ser analisada (BERGLUND; BAXTER, 1992; KURFURST, 1998; NOMURA;
SILVA; OLIVEIRA, 2008).

Felizmente, grande parte das interferéncias ndo espectrais durante o processo de
atomizacdo eletrotérmica do analito podem ser minimizadas através da otimizacdo adequada
do programa de aquecimento, possibilitanto, em muitos casos, que a calibragdo seja feita a
partir da utilizagdo de padrdes aquosos (NOMURA,; SILVA; OLIVEIRA, 2008; WELZ et al.,
2007a; WELZ et al., 2007b).

Virgilio e colaboradores (2012) avaliaram a viabilidade da calibragdo com padrfes
aquosos para determinacdo de Cr em plantas usando amostragem sélida através da
comparagdo entre as inclinagGes das curvas de calibragdo usando padrfes aquosos e massas
crescentes de CRM. Do mesmo modo, durante o desenvolvimento de um método para
determinacdo simultanea de Fe e Ni em amostras biologicas, Gdmez-Nieto e colaboradores
(2013) também realizaram um estudo comparativo entre as técnicas de calibragdo. Em ambos
0s casos, ndo foram observadas diferencas significativas entre as inclinagdes das curvas,
indicando a possibilidade de utilizar solu¢bes padrdes para a calibragéo.

Borges e colaboradores (2006) desenvolveram um método para determinacao direta
de Pb em amostras bioldgicas. Para demonstrar que os padrdes aquosos podem ser aplicados
com seguranga, a calibracdo foi realizada usando padrdes aquosos € um CRM sélido. Neste
caso, ndo foram observadas diferencas significativas entre as duas técnicas de calibracdo em
relacdo aos valores determinados, quando comparados aos valores certificados a um nivel de
confianca de 95%.

De forma similar, a calibracdo contra padrées aquosos tém sido comparada com a
técnica de adicdo do analito (KRAWCZYK, 2014). Nesta técnica, a solucdo padrdo é
adicionada sobre a massa de amostra previamente pesada na plataforma para a amostragem
solida (COSKUN; AKMAN, 2004). Contudo, esta abordagem é mais complexa que as demais
devido a impossibilidade de manter a massa de amostra constante. Como consequéncia,
concentragOes varidveis dos analitos em solugcdo padréo sdo adicionadas a massas de amostras
varidveis. Neste caso, a resposta (absorvancia) sera uma funcdo de duas varidveis
independentes, obtendo-se uma curva de calibracdo tridimensional (BERGLUND; BAXTER,
1992; COSKUN; AKMAN, 2004; VALE; OLESZCZUK; SANTOS, 2006).
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Outra pratica comum encontrada na literatura é a comparagdo estatistica dos resultados
obtidos por amostragem soOlida com os obtidos por diferentes procedimentos de
decomposicdo. Resano e colaboradores (2013) determinaram simultaneamente Fe, Ni, Co e
Pb em nanotubos de carbono usando amostragem solida. Para fins de validacdo, uma das
amostras analisadas também foi digerida e, neste caso, uma boa concordancia com o0s
resultados pela andlise da solucdo resultante do procedimento de digestdo foi obtida, com
intevalos de incerteza sobrepostos em todos os casos, confirmando a possibilidade de utilizar
solugdes padrdes para calibragéo.

Coskun e Akman (2004) realizaram a determinagdo de Mn em suplemento vitaminico
mineral por SS-ET AAS usando calibracdo com CRM solido, calibragcdo contra padroes
aquosos e pela técnica de adicdo do analito. A fim de comparar os resultados obtidos pelos
diferentes métodos de calibracdo, a amostra também foi digerida e analisada. De acordo com
0s autores, ap6s a otimizacdo dos parametros experimentais, foi observada boa concordancia
entre os resultados obtidos por amostragem solida e os obtidos pela digestdo da amostra,
demonstrando que as trés técnicas de calibracdo avaliadas foram adequadas para determinacao
de Mn neste tipo de amostra.

Uma maneira alternativa de avaliar a possibilidade de utilizar solugbes padrbes para a
calibracdo é através da comparacdo dos perfis dos sinais analiticos e os valores das areas dos
picos obtidos para as amostras sélidas aos obtidos para padrdes aquosos (BELARRA et al.,
2003; GOMEZ-NIETO et al.,2013; RESANO et al., 2004; RESANO et al., 2011; RESANO
etal., 2013; SOARES et al. 2016).

Em geral, estes estudos demonstram que solucdes padrdes podem ser utilizadas com
sucesso para a calibracdo na analise direta de diferentes tipos de amostras apds a otimizacéao

das condi¢es analiticas, permitindo uma determinacao livre de interferéncias.

2.5.2 Influéncia da massa de amostra

A amostragem direta de sélidos permite o uso de massas diminutas de amostra para
fazer a analise. Todavia, a utilizacdo de massas muito pequenas pode comprometer a
representatividade da amostra devido & heterogeneidade natural da mesma (GOMEZ-NIETO
et al.,2013; NOMURA, SILVA; OLIVEIRA, 2008). Por outro lado, resultados inexatos
também podem ser obtidos quando massas maiores de amostra sdo utilizadas. Diversos
estudos relatam sobre uma massa de amostra maxima que pode ser usada na analise por SS

GF AAS. Acima dessa massa critica, a absorvancia ndo aumenta linearmente com o aumento
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da massa de amostra devido a remocéo ineficiente da matriz na etapa de pirdlise. Como
consequéncia, a liberacdo do analito da matriz pode ser prejudicada, dificultando a
vaporizacao do mesmo e ainda causar um aumento do sinal de fundo (DA SILVA et al., 2005;
GOMEZ-NIETO et al.,2013; NOMURA; SILVA; OLIVEIRA, 2008; RESANO;
ARAMENDIA; BELARRA, 2014; VIRGILIO et al., 2012).

Deste modo, resultados precisos s6 podem ser obtidos com a utilizacdo de um
determinado intervalo de massa que varia de acordo com os diferentes analitos e matrizes
(BELARRA et al., 1997).

2.5.3 Homogeneidade e erros de amostragem

As informacOes relativas aos erros de amostragem, por consequéncia da baixa
homogeneidade de uma pequena massa de amostra, podem ser estabelecidas através da

constante de Homogeneidade (He), proposta por Kurfirst, conforme a Equacgéo 2.

H, = Sy x mY/2 (2)

A incerteza da amostragem Sy de uma determinada massa de amostra m (geralmente 1
mg) pode ser estimada a partir dos valores do desvio padrdo relativo (RSD) das medidas,
considerando as incertezas do procedimento analitico. Quando o fator de homogeneidade for
menor que 10 (He < 10), o material pode ser considerado suficientemente homogéneo
(KURFURST, 1998).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 INSTRUMENTACAO

Todos os experimentos foram realizados usando um espectrdometro de absorcéo
atdmica de alta resolucdo com fonte continua, modelo ContrAA 700 (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha) equipado com atomizador de forno de grafite e amostrador sélido automético
modelo SSA 600. O sistema optico do equipamento consiste em uma lampada de arco curto
de xendnio operando em modo hot-spot como fonte de radia¢do, um monocromador de alta
resolucdo (Double-Echelle Monochromator) e detector constituido por um arranjo linear de

dispositivos de carga acoplada (CCD), que permite visualizar e avaliar todo o ambiente
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espectral a cerca de 0,2 — 0,3 nm em ambos os lados da linha analitica na regido do UV,
aumentando para 0,5 nm na regido do visivel.

As linhas secundarias de Ni e Fe em 352,454 nm e 352,604 nm, respectivamente,
foram utilizadas para a determinacdo simultanea destes elementos. A resolucéo espectral para
ambas as linhas é de aproximadamente 2,0 pm por pixel e o intervalo espectral alcancado pelo
detector nesta linha analitica de Ni corresponde a cerca de £ 0,2 nm em torno de 352,454 nm.
As medidas foram feitas usando o pixel central (CP) mais quatro pixels adjacentes (CP % 2)
para Fe (164 + 2) e Ni (89 + 2). A absorvancia selecionada do volume de pico, Ay j:, (PVSA,
do inglés peak volume selected absorbance), ou seja, a absorvancia integrada (Ai.) de 5
pixels para Fe e Ni foi usada para avaliacéo do sinal analitico e quantificagdo dos elementos.

Todas as medidas foram realizadas usando o modo de corre¢do “fundo com
referéncia”, no qual ¢ possivel obter tanto os valores da absorvancia integrada corrigida
quanto os valores da absorcéo de fundo.

As amostras foram pesadas em plataforma de grafite para amostragem sélida (SS),
previamente tarada, usando uma microbalanca integrada ao amostrador com preciséo de 1 pg,
e automaticamente inseridas no forno de grafite de SS, sem orificio de dosagem. Todas as
operagdes foram controladas por um sistema computacional exceto a deposi¢cdo da amostra na
plataforma, que foi realizada manualmente e cuja massa variou entre 0,25 e 2,8 mg
dependendo do tipo de amostra. Para comparar as medidas realizadas com diferentes massas
de amostra, a PVSA foi normalizada para 1 mg de amostra.

Para as medidas realizadas com padrdo aquoso, foi pipetado automaticamente um
volume de 20 pL na plataforma de amostragem sélida. Todas as medidas foram realizadas no
minimo em triplicatas. Os parametros experimentais otimizados para a HR-CS SS-GF AAS
sdo apresentados na Tabela 2.

Para os experimentos com propésito comparativo as amostras foram digeridas e as
solucdes resultantes posteriormente foram analisadas utilizando o mesmo equipamento no
qual o amostrador solido foi substituido pelo amostrador liquido MPE 60. Neste caso, foi
utilizado forno de grafite com plataforma PIN integrada e volume de amostra de 40 pL. De
forma similar, as linhas secundarias de Ni e Fe em 352,454 nm e 352,604 nm,
respectivamente, foram utilizadas para a determinag@o simultanea destes elementos, usando

0S mesmos parametros instrumentais descritos para a amostragem solida.
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Tabela 2 - Programa de temperatura para a determinacdo simultdnea de Fe e Ni em
suplementos alimentares por HR-CS SS-GF AAS.

Etapa Temperatura Rampa Tempo de permanéncia  Vazao do argbnio

(°C) (°Cs™) (s) (L min)
Secagem 120 5 10 2
Pirolise 1000 150 10 2
Auto-zero 1000 0 10 2
Atomizacao 2700 1200 10 0
Limpeza 2720 500 4 2

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

A solugdo estoque (10 mL) contendo 100 mg L™ de Fe e 1 mg L™ de Ni, foi preparada
a partir de solucdes padrdes disponiveis comercialmente de 1000 mg L™ de cada um dos
elementos (SpecSol, Quimlab, Sdo Paulo, Brasil) e acidificada com 50 pL de acido nitrico
65% v/v (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) bidestilado em destilador de acidos (Distillacid,
Bergrof BSB 939-IR, Eningen, Alemanha). As solugdes de calibracdo foram preparadas
diariamente a partir de diluicdes adequadas da solucdo estoque com agua purificada (Milli-Q
system - Millipore, Bedford, MA, USA) com resistividade de 18,2 MQcm.

3.3 AMOSTRAS

Trés tipos diferentes de suplementos alimentares disponiveis comercialmente na forma
de capsulas ou comprimidos foram analisados. As amostras foram identificadas de acordo
com a sua composicdo pelos seguintes cédigos: SVM (01 a 07) para suplementos vitaminicos
minerais, GUA (01 a 05) para os quais contém guarana em sua composi¢do e TERMO (01 a
03) para termogénicos a base de cafeina. A Tabela 3 mostra uma descricdo detalhada da
composicao dos suplementos alimentares analisados de acordo com as informacdes relatadas
pelo fabricante nos rétulos. As amostras SVM-01, GUA-01 e TERMO-01 foram usadas como
amostras representativas para o desenvolvimento e otimizagdo do método.

Para analise por HR-CS SS-GF AAS, as amostras na forma de comprimidos foram
moidas manualmente utilizando almofariz e pistilo de &gata até homogeneizacdo e
posteriormente foram peneiradas em peneira de plastico. As amostras na forma de capsulas

foram abertas e o conteudo posteriormente analisado sem nenhum tratamento prévio.
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Tabela 3 - Descri¢do das amostras de acordo com as informacdes relatadas nos rotulos.

Amostra Ingredientes declarados

SVM-01; Oxido de magnésio, acido ascorbico, vitamina E, niacina, 6xido de zinco,

SVM-02 betacaroteno, pantotenato de calcio, sulfato de manganés, colecalciferol,
sulfato de cobre, piridoxina, D-biotina, riboflavina, fitonadiona, mononitrato
de tiamina, selenito de sddio, &cido fdlico, cianocobalamina, cloreto de
cromo, molibdato de sodio, celulose microcristalina e dioxido de silicio.

SVM-03 Bitartarato de colina, bisglicinato de magnésio, vitamina C, niacina,
piridoxina, acido folico, picolinato de cromo, aroma natural de laranja
amarga, excipiente silicato de magnésio e dioxido de silicio.

SVM-04 Sulfato de zinco, selenato de sddio, cloridrato de piridoxina, picolinato de
cromo, biotina, estabilizante croscarmelose, lactose e didxido de silicio.

SVM-05 Nicotinamida, oxido de zinco, cloridrato de piridoxina, sulfato de cobre
anidro, selenito de sddio, biotina, celulose microcristalina, colageno
hidrolisado, estearato de magnésio vegetal e didxido de silicio.

SVM-06 Fosfato dibasico de calcio, citrato de colina, sulfato de zinco, éxido de
magnésio, selénio, picolinato de cromo, &cido félico, vitaminas B1, B6, B12,
C e E, celulose microcristalina, croscarmelose sodica, dioxido de silicio e
revestimento (agente de corpo etilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,
triacetina, dioxido de titdnio e corantes artificiais vermelho Bordeaux,
vermelho 40 e azul 2).

SVM-07 Acetato de vitamina A, cloridrato de tiamina, cianocobalamina, cloridrato de
piridoxina, acido ascérbico, colecalciferol, sorbitol, dioxido de silicio,
edulcorante sucralose, aroma de lima-limdo, corantes artificiais azul
indigotina e amarelo tartrazina

GUA-01 Guarana (Paullinia cupana)

GUA-02 Guarana (Paullinia cupana)

GUA-3 Guarana em po e didxido de silicio

GUA-04 Guaranéa (Paullinia cupana) e acai (Euterpe oleracea)

GUA-05 Guarana (Paullinia cupana), amido, carbonato de calcio, goma arébica,
polivinilpirrolidona e estearato de magnésio

TERMO-01  Suplemento de cafeina para atletas

TERMO-02 Cafeina anidra, farinha de arroz, didxido de silicio

TERMO-03

Cafeina
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3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA FINS COMPARATIVOS

Para avaliar os resultados obtidos, as amostras foram digeridas e as solucdes

resultantes posteriormente foram analisadas por HR-CS GF AAS. Deste modo, apds a

homogeneizacdo adequada das amostras, 0s seguintes procedimentos de digestdo foram

avaliados:

A)

B)

C)

D)

Aproximadamente 0,5 g da amostra SVM-01 e 0,2 g das amostras GUA-01 e TERMO-01
foram pesados e transferidos para tubos de vidro, previamente descontaminados. Em
seguida, foram adicionados 3 mL de HNO3 concentrado a amostra SVM-01 e 2 mL as
amostras GUA-01 e TERMO-01. Posteriormente, os tubos foram aquecidos em bloco
digestor a aproximadamente 100 °C. ApoOs 24 horas, os frascos foram retirados do
aquecimento e, ainda & quente, foram adicionados 1,5 mL de H,O, a amostra SVM-01 e 1
mL as amostras GUA-01 e TERMO-01. As solucgdes resultantes foram filtradas e diluidas
com agua purificada a um volume adequado (20 mL para a amostra SVM-01 e 15 mL
para as amostras GUA-01 e TERMO-01).

Aproximadamente 0,5 g da amostra SVM-01 e 0,2 g das amostras GUA-01 e TERMO-01
foram pesados e transferidos para tubos de vidro. As amostras foram tratadas com uma
mistura de 3 mL de HNO3; e 2 mL de HCI e aquecidas em bloco digestor a 100 °C por 24
horas. Apos o resfriamento, as solucdes resultantes foram filtradas e diluidas com agua
purificada a um volume adequado (20 mL para a amostra SVM-01 e 15 mL para as
amostras GUA-01 e TERMO-01).

1,5 mL de HNO; concentrado foram adicionas as amostras GUA-01 e TERMO-01
(aproximadamente 0,2 g). As amostras foram aquecidas em bloco digestor a 100 °C por 2
horas. Posteriormente, foram adicionados 1 mL de HCl e 1 mL de H,0,, prosseguindo o
aquecimento até completar 12 horas. Apds o resfriamento, as solugcdes resultantes foram

filtradas e transferidas para frascos volumétricos de 15 mL.

Aproximadamente 0,2 g das amostras GUA-01 e TERMO-01 foram tratadas com uma
mistura de 2 mL de HNO3; e 1 mL de H,SO, e aquecidas em bloco digestor a 100 °C.
Apos 24 horas, as amostras foram retiradas do aquecimento e, ainda a quente, foram
adicionados 1 mL de H,0,. As solucBes resultantes foram filtradas e diluidas com agua
purificada a 15 mL.
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A eficiéncia dos procedimentos foi avaliada através do ensaio de recuperacdo para Fe
e Ni que consistiu na adicdo de 2 pug de Fe e 25 ng de Ni em solucdo sobre as amostras,
anteriormente a aplicacdo dos procedimentos de digestdo. As amostras fortificadas e os
brancos analiticos foram submetidos as mesmas condi¢cdes experimentais que as amostras,
descritos nos procedimentos de A, B, C e D. O procedimento de digestdo mais adequado para
cada tipo de amostra foi escolhido e aplicado para as demais amostras analisadas neste
trabalho.

3.5 VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA E ANALISE ESTATISTICA

Durante a otimizacdo das temperaturas de pirolise e atomizacéo para a técnica de HR-
CS SS-GF AAS, a comparacdo entre as médias dos valores de absorvancia integrada
normalizada foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) com fator Unico. A
equivaléncia dos valores de desvio padrao foi testada utilizando o teste de Brown-Forsythe.

De forma similar, a comparacéo estatistica entre os resultados obtidos por HR-CS SS-
GF AAS e pelos diferentes procedimentos de digestdo foi feita através da ANOVA com fator
unico. Nos casos em que foi observada diferenca significativa entre os resultados a partir da
ANOVA, aplicou-se o teste de comparacdo maltipla de Tukey. O teste t tambeém foi utilizado
para verificar se haviam diferencas significativas entre os resultados obtidos pelo método
proposto e pelo procedimento de digestdo selecionado para cada tipo de amostra. Todas as
avaliacBes foram feitas com um intervalo de confianca de 95% e com o auxilio do software
GraphPad Prism, versdo 6.01 (Copyright 1992-2012 GraphPad software, Inc.).

A validacdo do método proposto para a determinacdo simultanea de Fe e Ni em
suplementos alimentares foi realizada conforme as diretrizes da Association of Official
Analytical Chemists (AOAC) para o desenvolvimento de métodos analiticos para suplementos
alimentares (AOAC, 2013) e de acordo com as diretrizes da National Association of Testing
Authorities (NATA) para validacdo e verificacdo de métodos quantitativos e qualitativos
(NATA, 2012). Os testes estatisticos aplicados foram de acordo com o documento de
orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos (DOQ-CGRE-008) publicado pelo Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2011). Os
parametros de mérito avaliados foram: linearidade e faixa de aplicagdo; precisdo; exatid&o;
limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ).
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3.5.1Curva de calibracgéo e linearidade

As curvas analiticas para Fe e Ni foram obtidas pelo método de calibracdo externa e
pela técnica de adi¢do do analito, a fim de investigar se a matriz das amostras afeta a
quantificacdo dos analitos em suplementos alimentares. Para a calibracdo externa, as solucoes
padrdes foram preparadas a partir de diluicdes adequadas da solugdo estoque, de modo que o
branco e 0s seis niveis de concentracdo, medidos em triplicata, ficassem igualmente
espacgados sobre a faixa de concentracdo de interesse, conforme recomendado pela AOAC e
NATA (AOAC, 2013; NATA, 2012). A equacéo linear da relacdo da absorvancia com a
massa dos analitos foi obtida pelo método dos minimos quadrados (NATA, 2012), com o
auxilio do software OriginPro 8, versdao 8,0724 (Copyright 1991-2007 OriginLab
Corporation). A linearidade do método foi observada pelo grafico dos resultados dos ensaios
em funcdo da massa dos analitos, e avaliada a partir dos coeficientes de determinacéo (R?)
(INMETRO, 2011). A ANOVA foi utilizada para verificar a significancia da regresséo
através do Teste F (nivel de confianca de 95%) (INMETRO, 2011).

Os residuos da regressdo foram calculados através da diferenca entre os valores de
absorvancia medidos e os valores de absorvancia calculados pela reta ajustada. Estes dados
foram utilizados para construcdo do gréafico dos residuos como uma funcdo da massa dos
analitos (AOAC, 2013). Quando o modelo ajustado é apropriado para 0s dados, ndo ha padrao
aparente de residuos em relacdo a variavel independente (AMADOR et al., 2011). Os testes
de Shapiro Wilk e Brown-Forysthe também foram utilizados para verificar, respectivamente,
a normalidade e homocedasticidade dos residuos, conforme recomendado pelo INMETRO
(2011). Todos os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software GraphPad
Prism.

As curvas analiticas para Fe e Ni também foram obtidas pela técnica de adicdo do
analito. Para tal, as amostras foram analisadas isoladamente, isto é, sem a adicdo dos analitos
e, posteriormente, quantidades conhecidas dos analitos em solugéo padrdo foram adicionadas
as amostras em trés niveis de concentracdo. As medidas foram realizadas em triplicata. Para
avaliacdo dos resultados foi utilizado tratamento estatistico dos dados, com o auxilio do
software OriginPro 8.

A relacdo da absorvancia com as duas variaveis independentes (massa de amostra e
quantidade de analito adicionada) foi obtida através do modelo de regressdo linear maltipla

dado por:
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Ai=B+Sai+Dmi+ Ei (3)

Onde: Aj € a absorvancia para uma massa de amostra m; e uma quantidade de analito
adicionada a; (BAXTER; FRECH, 1990). E; é o termo residual, isto é, a diferenca entre o0s
valores observados e os calculados pelo modelo. Os parametros B, S e D foram obtidos pelo
método dos minimos quadrados, sendo B a absorvancia contribuida pelo branco, S a
sensibilidade (em unidades de resposta por unidade de massa de analito) e D a resposta por
unidade de massa da amostra. O modelo ajustado é representado graficamente por uma
superficie de resposta (plano).

Para avaliar o efeito da matriz das amostras sobre os sinais analiticos, as inclinacdes
das curvas de calibracdo para Fe e Ni obtidas contra padrdes aquosos e pela técnica de adicéo
do analito foram comparadas. Quando as inclinagcdes néo sdo significativamente diferentes

(<10%), ndo ha necessidade de compensar efeitos da matriz (NATA, 2012).

3.5.2Limite de deteccgao e limite de quantificacéo

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados de acordo com
as equacoes (NATA, 2012):

LOD = 30/s (4) LOQ = 100/s (5)

Onde: 6 ¢ o desvio padrao de 10 medidas do branco e s ¢ o coeficiente angular da curva
analitica (sensibilidade do método). As leituras do branco foram feitas de acordo com a
técnica “massa zero”, que consiste na introducéo da plataforma vazia no forno de grafite
aplicando o mesmo programa de temperatura usado nas analises (Tabela 2). Ambos os limites

foram calculados para a massa maxima de amostra utilizada neste trabalho.
3.5.3 Precisdo
A precisdo do método foi avaliada através da repetitividade das analises em triplicata

das amostras e das solucGes padrdes, e expressa como desvio padréo relativo (RSD) de cada

conjunto de medidas. O valor de RSD foi calculado de acordo com a equacéo:
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S
RSD (%) == X 100 (6)

Onde: s é o desvio padrdo calculado a partir de trés replicatas, e X é a média dos valores de
concentracdo. Os valores de RSD obtidos foram comparados com os valores calculados
(RSDgc), de acordo com a equagdo (AOAC, 2013):

RSD;qic (%) = 2C7015 (7)

Onde: C é a concentracdo expressa como uma fracdo de massa. Valores aceitaveis para
precisdo (expressa como RSD) ndo devem ultrapassar duas vezes os valores calculados
(AOAC, 2013).

3.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por testes de adicéo e recuperagdo de Fe e Ni nas
amostras de suplementos alimentares, utilizando trés niveis de fortificacdo (5, 7,5 e 10 ng de
Fe e 50, 75 e 100 pg de Ni). Os testes foram realizados em triplicata e as recuperagdes foram
expressas em porcentagem. Para tal, os valores de absorvancia obtidos foram normalizados
para 1 mg de amostra. A normalizacdo € necessaria devido a impossibilidade de introduzir
sempre exatamente a mesma massa de amostra na analise direta por amostragem sélida.

Intervalos de recuperagdo entre 75 a 120% e 85 a 110% s&o considerados satisfatorios
para a validacdo do método quando a concentracdo do analito na amostra for de
aproximadamente 1 pg/g e 100 pg/g, respectivamente (AOAC, 2013).

A exatiddo do método também foi avaliada estatisticamente através do método dos
minimos quadrados, plotando-se as concentracfes dos analitos determinadas pelo método

proposto contra as concentracdes determinadas ap6s a digestdo das amostras.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESCOLHA DOS COMPRIMENTOS DE ONDA

Embora Fe e Ni apresentem diversas linhas atdmicas, apenas algumas linhas estéo

proximas o suficiente para serem monitoradas simultaneamente. Considerando que o Ni esta
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presente como contaminante nestes tipos de amostras e € esperado em concentracOes
relativamente mais baixas, priorizou-se a escolha de linhas mais sensiveis para Ni. Por outro
lado, o uso de linhas alternativas menos sensiveis para a analise direta de solidos é vantajoso
quando o analito esta presente em concentragdes relativamente mais elevadas na amostra,
como é o caso do Fe. Deste modo, inicialmente foi avaliada a possibilidade da determinacéo
simultanea utilizando a linha secundéaria de Fe em 232,036 nm (correspondente a 1,4% da
sensibilidade relativa da linha de absorcéo principal de Fe em 248,327 nm) proxima a linha de
ressonancia primaria de Ni em 232,003 nm. O intervalo espectral alcancado pelo detector
nesta linha analitica de Ni corresponde a cerca de + 0,135 nm, permitindo a determinacao
simulténea de Fe. Estas linhas de absorcdo de Fe e Ni investigadas neste trabalho ja foram
anteriormente utilizadas para a determinacdo simultdnea destes elementos em amostras
bioldgicas (GOMEZ-NIETO et al., 2013), vegetais (POZZATTI et al., 2017) e
fluoropolimeros (SOARES et al., 2016) empregando a técnica de HR-CS SS-GF AAS.

Testes iniciais realizados na amostra representativa de guarana (GUA-01) mostraram
uma resposta satisfatoria para estes elementos, uma vez que os perfis dos sinais analiticos
obtidos para a amostra foram semelhantes aos obtidos para solucdo padrdo. Adicionalmente,
ndo foram observadas interferéncias espectrais da matriz da amostra de guarani, nem
interferéncias de moléculas diatdbmicas com estrutura rotacional fina dentro da faixa espectral
monitorada. Este comportamento pode ser verificado a partir do espectro de absorcéo
resolvido temporalmente na vizinhanca da linha de absor¢do de Ni em 232,003 nm, como
mostra a Figura 6. No entanto, testes preliminares realizados na amostra representativa de
suplemento vitaminico mineral (SVM-01) mostraram que ha sinal de fundo estruturado no
intervalo espectral das linhas de absorcédo selecionadas (Fig. 6B). Este sinal de fundo também

foi observado para a amostra TERMO-01.
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Figura 6 - Espectro tridimensional na regido espectral em 232,003 £ 0,135 nm para as
amostras GUA-01 (m= 0,267 mg) (a) e SVM-01 (m= 1,850 mg) (b), T,= 1100 °C
e T,= 2500 °C.

Absorvancia

Fonte: Autora.

Este problema pode ser facilmente resolvido, uma vez que as estruturas que aparecem
na vizinhanca das linhas analiticas correspondem a absorcdo molecular, mais especificamente,
ao espectro de excitacdo de elétrons de uma ou mais moléculas diatbmicas com estrutura
rotacional fina (ARAUJO et al.,, 2009; RIBEIRO et al., 2005). Em alguns casos, a
sobreposicdo espectral pode ser evitada através da otimizagdo do programa de temperatura ou
através da subtracdo de um espectro de referéncia do espectro da amostra usando um
algoritmo de minimos quadrados para correcdo de fundo. Como resultado, a absorcéo
molecular é corrigida e os sinais atbmicos dos analitos permanecem visiveis (LEPRI et al.,
2010; WELZ et al., 2010b).

Neste caso, o sinal de fundo estruturado no intervalo espectral das linhas de absorcéo
selecionados provavelmente esta associado a molécula diatdbmica SiO, pois 0 Si esta presente
na matriz da amostra e esta molécula possui bandas de absor¢do molecular na regido de
interesse, como ja foi anteriormente descrito (GOMEZ-NIETO et al., 2013; LEPRI et al.,
2010; POZZATTI et al., 2017). No entanto, ndo foram realizados estudos para confirmar a
origem deste sinal de fundo estruturado. Como alternativa, optou-se por avaliar a
possibilidade da determinagéo simultanea de Fe e Ni em outra faixa espectral com o objetivo
de simplificar o método.

Os melhores resultados foram obtidos para a linha de absorcdo de Ni em 352,454 nm,
usada como linha principal. O intervalo espectral alcancado pelo detector corresponde a cerca

de + 0,2 nm em ambos os lados desta linha analitica de Ni, permitindo a determinacéo
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simultanea de Fe em 352,604 nm. Estas linhas de Ni e Fe s&o, respectivamente, cerca de 5,3 e
870 vezes menos sensiveis que as linhas primarias para estes elementos, o que as torna
adequadas para este propdsito considerando a abundancia esperada dos analitos nestes tipos
de amostras. A Figura 7 mostra o espectro obtido para a determinacdo simultanea de Fe e Ni
em solugdo aquosa e na amostra SVM-01 nestas condigfes. Vale ressaltar que resultados

semelhantes foram obtidos para as amostras GUA-01 e TERMO-01.

Figura 7 - Absorvancia integrada em funcdo do comprimento de onda para 400 pg de Ni e 40
ng de Fe em solucdo (A) e para a amostra SVM-01 (m= 1,535 mg) (B) em
352,454 nm para Ni e 352,604 nm para Fe, T,= 1100 °C e T,= 2500 °C.
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Fonte: Autora.

4.2 INFLUENCIA DA MASSA DE AMOSTRA

A influéncia da massa das amostras representativas em relacdo aos valores de
absorvancia medidos para cada analito foi investigada avaliando-se a linearidade de resposta
de um grafico de absorvancia integrada versus massa de amostra pesada. O sinal analitico
também foi avaliado quanto ao perfil do pico e a auséncia de interferéncias espectrais. A
Figura 8 mostra os resultados obtidos para a amostra SVM-01. Como resultado, obteve-se
uma correlacdo linear de 0,435 até 2,769 mg da amostra SVM-01 para Fe (R =0,983) e Ni (R
=0,983). A Figura 9 mostra a sobreposi¢do dos sinais transientes no pixel central para Fe e Ni
com a utilizacdo de diferentes massas da amostra SVM-01. E possivel observar que a
liberacdo dos analitos € prejudicada quando quantidades maiores de massa sdo introduzidas
no atomizador, resultando no deslocamento temporal do sinal bem como alargamento do pico.

Este efeito é mais pronunciado para Ni e, como consequéncia, seria necessario a utilizagdo de
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um tempo mais longo para que a vaporizacdo do analito fosse completa na etapa de
atomizacéo.

Outra consequéncia da utilizacdo de massas maiores de amostra (acima de
aproximadamente 2 mg) € que um residuo persiste na plataforma mesmo ap6s a etapa de
limpeza. Este residuo foi analisado e ndo foi obtido sinal de absorvancia para Fe e Ni. De
forma similar, a analise da amostra conduzida na presenca deste residuo e apds a sua remocéao
evidenciou que ndo ha interferéncias significativas devido a compostos de carbono ou efeito
de memoria para os analitos. Deste modo, a presenca deste residuo ndo é considerada um

problema, pois ndo ataca a plataforma e pode ser facilmente removido.

Figura 8 - Dependéncia do sinal de absorvancia integrada para Fe (A) e Ni (B) com
diferentes massas da amostra SVM-01 introduzidas no forno de grafite, T,= 1100
°C e T,= 2500 °C.
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Fonte: Autora.

Figura9 - Sobreposicdo dos sinais transientes no pixel central para Fe (A) e Ni (B) com a
utilizacdo de diferentes massas da amostra SVM-01, T,= 1100 °C e T,= 2500 °C.
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De forma similar ao observado para a amostra SVM-01, a analise de massas superiores
a 0,8 mg da amostra GUA-01 resulta na formacdo de residuo na plataforma que, ao ser
analisado, também ndo mostrou interferéncias significativas ou efeito de memoria para os
analitos. Todavia, com massas superiores a 1,5 mg hd um aumento da influéncia do residuo da
matriz presente no atomizador que dificultou a vaporizagcdo de Fe e Ni, levando a valores de
absorvancia subestimados. Devido a este fato, apesar da plataforma suportar massas maiores
de amostra, a faixa linear de massa a ser utilizada foi limitada, obtendo-se uma correlacédo
linear de 0,25 a 1,433 mg de amostra para Fe (R = 0,985) e Ni (R = 0,988), como mostra a
Figura 10. A Figura 11 mostra a sobreposi¢édo dos sinais transientes no pixel central para Fe e
Ni com a utilizacdo de diferentes massas da amostra GUA-01. Ao contrério do observado para
a amostra SVM-01, a liberacdo dos analitos para a amostra GUA-01 ndo ¢ prejudicada com a

utilizacdo de massas dentro do intervalo avaliado.

Figura 10 - Dependéncia do sinal de absorvéncia integrada para Fe (A) e Ni (B) com
diferentes massas da amostra GUA-01 introduzidas no forno de grafite, T,= 1100
°C e T,= 2500 °C.
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Figura 11 - Sobreposicdo dos sinais transientes no pixel central para Fe (a) e Ni (b) com a
utilizagdo de diferentes massas da amostra GUA-01, T,= 1100 °C e T,= 2500 °C.
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Fonte: Autora.

Para a amostra TERMO-01 obteve-se uma correlacdo linear de 0,199 a 4,928 mg de
amostra para Fe (R = 0,989) e Ni (R = 0,991), como mostra a Figura 12. No entanto, a
utilizacdo de massas superiores a 3,0 mg de amostra resulta na deformacéo de ambos os picos,
indicando que hd um aumento da influéncia do residuo da matriz presente no atomizador,
como mostra a Figura 13. Obviamente, este efeito observado aumenta conforme massas
maiores de amostra sdo adicionadas. Acima de 5,0 mg de amostra, a ineficiente eliminacdo da
matriz na etapa de pir6lise fez com que o solido remanescente fosse vaporizado durante a
etapa de atomizacdo, resultando no aparecimento de fumaca no interior do tubo de grafite.
Como consequéncia do espalhamento da radiacdo pelas particulas formadas, observou-se um
fundo continuo precedendo o sinal atdmico que ndo pode ser corrigido corretamente, como
mostra a Figura 14. Apo0s a etapa de limpeza, a analise da plataforma vazia revelou que houve
efeito de memoria para ambos os elementos. Cabe ressaltar que ndo foi observada
interferéncia por espalhamento da radiacdo na etapa de atomizacdo ou efeito de memoria

quando massas menores da amostra TERMO-01 foram utilizadas.
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Figura 12 - Dependéncia do sinal de absorvancia integrada para Fe (A) e Ni (B) com
diferentes massas da amostra TERMO-01 introduzidas no forno de grafite, Tp=
1100 °C e T,= 2500 °C.
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Figura 13 - Sobreposicdo dos sinais transientes no pixel central para Fe (A) e Ni (B) com a
utilizagdo de diferentes massas da amostra TERMO-01, T,= 1100 °C e T,= 2500

°C
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Figura 14 - Espectro resolvido no tempo obtido por HR-CS SS-GF AAS na regido espectral
em 352,454 + 0,2 nm para a amostra TERMO-01 (m = 5,341 mg), T,= 1100 °C e
T,= 2500 °C.

Fonte: Autora.

Estes resultados sugerem que a influéncia da massa introduzida no atomizador
depende natureza da amostra. Deste modo, foi selecionado o intervalo de massa para cada tipo
de amostra considerado mais adequado para analise, tendo como critérios a intensidade e o
perfil dos sinais analiticos bem como a massa maxima que pode ser introduzida no GF sem
que haja influéncia significativa da matriz. Assim, todas as andlises posteriores foram
realizadas utilizando massas de amostra nos seguintes intervalos: 0,25 a 1,4 mg para as
amostras de guarana, 0,5 a 2,8 mg para as amostras de SVM e 0,3 a 2,0 mg para as amostras

de termogénicos a base de cafeina.

4.3 HOMOGENEIDADE

Para avaliar a homogeneidade das amostras, os intervalos de massas anteriormente
selecionados (item 4.2) foram divididos em intervalos menores. Os sinais de absorvancia
integrados foram normalizados para 1 mg de amostra e os desvios padrdes relativos de cinco
medidas sucessivas para cada amostra foram usados para calcular o fator de homogeneidade,
apresentado na Tabela 4. Uma vez que o fator de homogeneidade calculado é inferior a 10, as
amostras podem ser consideradas homogéneas e as faixas de massa selecionadas (0,25 a 1,4
mg para as amostras de guarand, 0,5 a 2,8 mg para as amostras de SVM e 0,3 a 2,0 mg para as

amostras de termogénicos a base de cafeina ) sdo adequadas para a anélise.
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Tabela 4 - Fator de homogeneidade calculado (He) para as amostras representativas SVM-01,
GUA-01 e TERMO-01 (n =5).

Amostra Intervalo de massa (mg) He (mg1/?)
Fe Ni
SVM-01 0,435-0,924 8,73 3,63
1,010 -1,515 3,92 6,73
1,519 -1,886 4,33 5,61
1,993 - 2,325 2,93 8,41
2,339 -2,676 5,06 4,26
2,509 - 2,769 5,32 4,50
GUA-01 0,250 - 0,329 5,54 2,74
0,340 - 0,405 6,88 8,49
0,438 - 0,481 8,90 7,45
0,500 - 0,570 8,70 9,90
0,587 -0,638 4,07 9,50
0,654 - 0,994 7,08 3,24
1,082 — 1,433 5,30 5,53
TERMO-01 0,199 - 0,407 9,55 9,65
0,549 - 0,748 7,58 1,73
0,832 -1,061 7,30 9,07
1,124 - 1,427 6,31 5,23
1,458 — 1,883 6,96 6,24
1,941 - 2,253 3,60 6,19

4.4 OTIMIZACAO DAS ETAPAS DE PIROLISE E ATOMIZACAO

Ferro e Ni sdo termicamente estaveis e possuem volatilidades semelhantes e, deste

modo, ¢é possivel estabelecer um programa de temperatura comum para estes analitos no qual

as temperaturas de pirdlise e atomizacdo sdo proximas dos valores 6timos para cada elemento,

permitindo a determinacdo simultdnea dos mesmos. As curvas do sinal analitico versus

temperatura foram obtidas através do uso de uma solucio padrdo de Fe (2 mg L™) e Ni (20 pg
L) e das amostras representativas SVM-01, GUA-01 e TERMO-01 para definir as melhores

temperaturas de pir6lise e atomizagdo. Inicialmente, a temperatura de atomizacdo foi fixada

em 2500 °C e a temperatura de pirdlise foi avaliada na faixa de 600 a 1400 °C, com um tempo
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de aquecimento de 10 s e sem o uso de modificadores quimicos. A Figura 15 mostra as curvas

de pirolise obtidas para Fe e Ni nestas condices.

Figura 15 - Curva de pirdlise obtida para Fe (A) e Ni (B) em solucéo padrdo contendo 400pg
de Ni e 40ng de Fe (==) e para as amostras TERMO-01 (=), GUA-01 (—) e
SVM-01 (=) (n = 3), T,= 2500 °C. Os valores de absorvancia integrada para as
amostras solidas foram normalizados para 1 mg de amostra.
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Fonte: Autora.

Em solucdo padréo, ndo foi observada diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) nos
valores de absorvancia integrada obtidos nas faixas de temperatura de 700 a 1000 °C e 600 a
1000 °C para Fe e Ni, respectivamente. Acima desta temperatura observa-se um pequeno
decréscimo nos valores de absorvancia para ambos os analitos. Um comportamento
semelhante para Ni foi observado na amostra GUA-01, para a qual o maior sinal foi obtido na
temperatura de pirolise de 1000 °C, ocorrendo perda do analito em temperaturas superiores. A
situacdo para Fe nesta amostra € diferente, isto €, a curva de pirélise obtida para este elemento
mostra que a matriz da amostra GUA-01 estabiliza o analito a uma temperatura de pir6lise
que é cerca de 300 °C superiores a obtida para solu¢do padrdo, uma vez que ndo foram
observadas diferencas significativas para os valores de absorvancia de Fe entre 800 a 1300 °C
quando a amostra solida foi analisada.

De forma similar, as curvas de pir6lise obtidas para Fe e Ni mostram que a matriz das
amostras SVM-01 e TERMO-01 também proporciona a estabilizagdo térmica de ambos 0s
analitos. Para Ni, ndo foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) nos valores de
absorvancia integrada obtidos na faixa de temperatura de 800 a 1400°C quando ambas as
amostras foram analisadas. J& para Fe, ndo foram observadas diferencas significativas (p >

0,05) nos valores de absorvancia integrada obtidos nas faixas de temperatura de 600 a 1300
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°C e 800 a 1400 °C quando, respectivamente, as amostras SVM-01 e TERMO-01 foram
analisadas. Deste modo, uma temperatura de pirdlise de 1000 °C foi escolhida como
temperatura de compromisso para ambos 0s analitos tanto na presenca quanto na auséncia da
matriz das amostras.

Este efeito de estabilizacdo térmica ocasionado pela matriz da amostra também foi
observado por Resano e colaboradores (2013), durante o desenvolvimento de um método para
a determinacdo simultanea de Co, Fe, Ni e Pb em nanotubos de carbono. De acordo com o0s
autores, como Co, Fe e Ni ndo sdo muito volateis, as curvas de pir6lise correspondentes
mostraram que ndo ha perda dos analitos até 1400 °C, mesmo na auséncia de modificadores
quimicos. No entanto, quando a amostra sélida foi analisada, ndo foram detectadas perdas
destes elementos até uma temperatura de pirdlise de 1600 °C devido & estabilizacdo
ocasionada pela matriz da amostra. Dittert e colaboradores (2009) realizaram a determinacéo
simultanea de Fe e Cr em 6éleo cru e, segundo 0s autores, as curvas de pirélise mostraram que
a matriz da amostra estabiliza ambos o0s analitos a temperaturas de pirolise que sdo
aproximadamente 300 °C superiores comparadas aquelas obtidas para solucao padréo.

A influéncia do tempo de permanéncia na etapa de pir6lise foi estudada entre 10 e 30
segundos. Independente da amostra analisada, o aumento da duracdo desta etapa resultou no
decréscimo dos valores de absorvancia integrada para Fe e Ni. Por este motivo, o tempo de
pirélise foi mantido em 10 s.

Além da volatilidade dos analitos, outro fator importante a ser considerado € a
volatilidade da matriz, sobretudo na amostragem direta de sélidos, uma vez que toda a matriz
da amostra esta presente no atomizador (BELARRA et al., 2002; RESANO; ARAMENDIA;
BELARRA, 2014). A vaporizagdo simultanea de alguns compostos juntamente com oS
analitos pode resultar em um aumento do sinal de fundo, como absor¢cdo molecular ou
espalhamento da radiacdo por particulas solidas, bem como o aumento do risco de
interferéncias (BELARRA et al., 2002; BELARRA et al., 2003). Na prética, ha trés possiveis
situacbes que podem ocorrer durante o desenvolvimento de um método baseado na
amostragem direta de solidos, isto é, os analitos apresentarem uma volatilidade diferente,
menor ou maior, do que a maioria dos componentes da matriz ou apresentarem uma
volatilidade semelhante aos compostos da matriz (BELARRA et al., 2003; RESANO;
ARAMENDIA; BELARRA, 2014).

Se a matriz das amostras ¢ mais volatil que os analitos, a otimizacdo adequada da
etapa de pirdlise torna-se extremamente importante, uma vez que grande parte da matriz das

amostras pode ser eliminada nesta etapa. Deste modo, os possiveis efeitos da matriz podem
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ser evitados através da atomizagdo seletiva dos analitos em relagdo a vaporizacdo da matriz,
de modo que é possivel obter sinais comparaveis aos obtidos para solucdes aquosas
(BELARRA et al., 2003; RESANO; ARAMENDIA; BELARRA, 2014). Deste modo, o sinal
de fundo produzido pelas amostras também foi avaliado através de curvas da absorvancia
normalizada versus temperatura de pir6lise, variando a temperatura na faixa de 800 a 1400

°C, como mostra a Figura 16.

Figura 16 — Variacdo do sinal de fundo para as amostras SVM-01 (=), GUA-01 (—) e
TERMO-01 (==) com a aplicagdo de diferentes temperaturas de pirolise (n = 3).

1,8
1,6 1

Absorvancia integrada

—e

._
o e

800 900 1000 1100 1200 1300 1400
Temperatura (°C)
Fonte: Autora.

Como pode ser visto na Figura 16, com uma temperatura de pirélise de 800 °C, os
sinais de fundo para as amostras apresentam altos valores de absorvancia devido a ineficiente
eliminacdo da matriz das amostras com a aplicacdo desta temperatura, resultando na
vaporizacdo simultanea de alguns compostos durante a atomizagdo dos analitos. Para as
amostras GUA-01 e TERMO-01, a partir de 900 e 1000 °C, respectivamente, os valores dos
sinais de fundo permanecem praticamente constantes mesmo com o aumento da temperatura,
indicando que grande parte da matriz destas amostras pode ser eliminada com a aplicacdo de
uma temperatura de pirdlise de 1000 °C. Para a amostra SVM-01, os sinais de fundo
diminuem a medida que a temperatura de pir6lise aumenta, obtendo-se 0 menor valor em
1400 °C.

O efeito da temperatura de pir6lise em relacdo a eliminacdo da matriz também foi
avaliado através do estudo de perda de massa relativa. Este estudo foi realizado com o
objetivo de se obter informacdo complementar sobre as curvas de pirdlise. As amostras foram

pesadas diretamente na plataforma para amostragem sélida e a temperatura de pir6lise foi
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avaliada entre 600 e 1100 °C. O programa de aquecimento utilizado foi constituido de uma
etapa de secagem (120 °C, 5 °C s, 10 s) e uma etapa de pirélise na qual a temperatura variou
de 600 a 1100 °C, com tempo de duragdo de 10 s. Apds cada etapa de pirélise, o programa de
aquecimento foi interrompido e a plataforma contendo o residuo das amostras foi pesada
novamente. Os resultados foram expressos graficamente utilizando o percentual de massa
residual de amostra relativo a massa inicial presente na plataforma, como uma funcdo da

temperatura de pirolise, conforme mostra a Figura 17.

Figura 17 - Perda de massa relativa para as amostras SVM-01 (=), GUA-01 (—) e TERMO-
01 (==) durante a etapa de pirolise com a aplicacdo de diferentes temperaturas (n =
3).

JEEY
o
o

© ©

S o

| I
o
|
]
\

@D N
o O
Lo 1

N W b
o O o
Lyl -

10
0_

Massa de amostra residual (%)

T T ¥ T T ¥ T X T
600 700 800 900 1000 1100
Temperatura (°C)
Fonte: Autora.

Como pode ser observado na Figura 17, o perfil de perda de massa foi muito
semelhante para as trés amostras avaliadas. Uma significante eliminacdo da matriz comeca a
ocorrer em 800 °C para as amostras GUA-01 e TERMO-01 e em 900 °C para a amostra
SVM-01. Neste caso, um pequeno residuo permanece na plataforma, correspondente a uma
perda de massa de aproximadamente 50% para a amostra SVM-01, 65% para a amostra
TERMO-01 e 82% para a amostra GUA-01. A aplicacdo de uma temperatura de pirélise de
1000 °C resultou na eliminacdo de aproximadamente 75, 90 e 92% da matriz das amostras
SVM-01, TERMO-01 e GUA-01, respectivamente. Esses valores mantiveram-se praticamente
inalterados mesmo com o aumento da temperatura para 1100 °C. Logo, a temperatura de 1000
°C ¢é suficiente para decompor e remover termicamente grande parte dos componentes
volateis da matriz das amostras. Este resultado esta de acordo com a variagdo do sinal de

fundo para as amostras sdlidas (Figura 16).
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Devido a inerente estabilidade térmica de Fe e Ni, o uso de modificadores quimicos
para prevenir a perda dos analitos ndo foi necessario. Adicionalmente, nos casos em que
foram observados um efeito de estabilizacdo térmica causado pela prépria matriz das
amostras, o uso de modificadores quimicos poderia “sobre-estabilizar” os analitos,
dificultando ainda mais a atomizagao dos mesmaos.

Embora algumas pesquisas encontradas na literatura proponham o uso de paladio ou
Mg(NOs), para a determinacio de Fe e Ni (BRANDAO et al., 2006; KRAWCZYK, 2014;
RESANO et al., 2011), diversos estudos tém demonstrado que o uso de modificadores
quimicos na determinacdo destes elementos em diferentes tipos de amostras muitas vezes ndo
€ necessario. Como, por exemplo, na determinacdo direta e simultdnea de Fe e Ni em
amostras bioldgicas, onde foi observado que ambos os analitos sdo estaveis até uma
temperatura de pirélise de 1200 °C (GOMEZ-NIETO et al., 2013). Do mesmo modo, 0 uso de
modificadores quimicos também foi dispensavel na determinacdo individual de Ni e Fe em
amostras de carvéo ativado e negro de fumo (LEPRI et al., 2010), na determinagdo de Fe em
biodiesel (QUADROS et al., 2011) e na determinacdo de Ni em amostras de vitamina B 12
(ADOLFO et al, 2016), amostras de carne (DE ANDRADE et al., 2017), amostras de cha
preto (SHALTOUT et a., 2013), formulacdes farmacéuticas e matérias-primas de uso
farmacéutico (DE PAULA et al., 2012).

Adicionalmente, Pd, Pd/Mg e NH4;H,PO, foram investigados como modificadores
quimicos na determinacdo direta e simultanea de Fe e Ni em vegetais da familia Solanaceae e
ndo foram observadas vantagens significativas em relacdo aos valores de absorvancia ou ao
perfil do sinal analitico (POZZATTI et al., 2017). Do mesmo modo, também ndo foram
observados efeitos significativos durante a investigacdo de Mg como modificador quimico
para a determinacdo de Fe em amostras de farinha (DOS SANTOS et al., 2017).

ApoOs a otimizacdo da etapa de pirolise, a temperatura de atomizacéo foi avaliada em
uma faixa de 2000 a 2700 °C, com tempo de integracdo de 10 s. A Figura 18 mostra as curvas
de atomizacgéo obtidas para Fe e Ni em solucdo padrdo e nas amostras representativas nestas

condicdes.
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Figura 18 - Curva de atomizacdo obtida para Fe (a) e Ni (b) em solucdo padrdo contendo
400pg de Ni e 40ng de Fe (==) e para as amostras TERMO-01 (==), GUA-01 ()
e SVM-01 (=) (n = 3), T,= 1000 °C.
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O perfil das curvas de atomizacdo obtidas para Ni nas amostras é semelhante ao obtido
para este elemento em solucdo padrdo. A absorvancia aumenta rapidamente com o aumento
da temperatura, alcancando os valores maximos entre 2600 e 2700 °C. Para Fe em solucéo
padréo e na amostra SVM-01, ndo foi observada diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05)
nos valores de absorvancia integrada obtidos na faixa de 2200 a 2600 °C, havendo um
pequeno decréscimo na intensidade em 2700 °C. Para as amostras TERMO-01 e GUA-01, os
maiores valores de absorvancia de Fe foram obtidos em 2400 e 2700 °C, respectivamente.

Tanto para as amostras quanto para solucdo padrdo, nas faixas de temperatura de 2000
a 2300 °C e 2000 a 2400 °C ocorre um deslocamento temporal dos sinais analiticos obtidos
para Fe e Ni, respectivamente, proveniente de um efeito cinético de liberacdo dos analitos
para a fase gasosa. Além disso, os sinais transientes apresentam um perfil alargado e ndo
retornam a linha base, indicando que a atomizacdo dos analitos é incompleta nestas
temperaturas.

A partir de uma temperatura de 2400 °C, os sinais transientes obtidos para Fe em
solucdo padrao (Fig. 19A) e nas amostras GUA-01 (Fig. 19B) e SVM-01 (Fig. 19C) retornam
completamente a linha base e tornam-se cada vez mais estreitos com o0 aumento da
temperatura, indicando uma atomizacédo eficiente deste analito. Por outro lado, apesar da
absorvancia maxima para Fe na amostra TERMO-01 ter sido obtida em 2400 °C, nesta
temperatura observa-se que o sinal analitico apresenta um “ombro”, provavelmente devido ao
processo de atomizacdo ndo satisfatorio para Fe nesta amostra (Fig. 19D). Apesar de estar sob

as mesmas condigdes e propriedades termo-fisicas do forno, 0 mecanismo de atomizagdo do
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analito na amostra e no padrdo aquoso podem distinguir devido a energia de ligacdo entre o
analito e os concomitantes da matriz, resultando em diferentes formatos do perfil do sinal
transiente. Esta deformacdo do sinal foi observada até 2600 °C, porém, com a aplicacdo de
uma temperatura de atomizacdo de 2700 °C este problema foi completamente resolvido,

obtendo-se uma melhora significativa do sinal transiente de Fe nesta amostra.

Figura 19 - Sobreposicdo dos sinais transientes de Fe no pixel central para solucdo padréo (A)
e para as amostras GUA-01 (B), SVM-01 (C) e TERMO-01 (D), T,= 1000 °C,
T,= 2400 °C (=), 2500 °C (=), 2600 °C (=) € 2700 °C (=).
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A medida que a temperatura de atomizacio aumenta de 2400 a 2600 °C s&o obtidos
picos mais simétricos para Ni quando as amostras SVM-01 (Fig. 20A) e TERMO-01
(Fig.20B) sdo analisadas. No entanto, nesta faixa de temperatura € observado que 0 pico
obtido para Ni na amostra GUA-01 (Fig. 20C) e em solucdo aquosa (Fig. 20D) ainda
apresenta um perfil alargado. O mesmo foi observado para a determinagdo de Ni em solugéo
aquosa em um estudo no qual os autores avaliaram o uso de NH;H,PO4, Mg(NO3), e W como
modificadores quimicos na tentativa de reduzir este efeito. Porém, ndo foi observada melhora

significativa quanto ao perfil do sinal analitico e a determinacdo deste elemento foi realizada
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sem o uso de modificador, utilizando uma temperatura de atomizagdo de 2600 °C (DE GOIS
etal., 2016).

No presente trabalho, obteve-se uma maior eficiéncia de atomizacdo com a utilizacéo
de uma temperatura de 2700 °C, que resultou numa melhora significativa no perfil do sinal
transiente obtido para Ni em solugé@o padrdo e nas amostras. Nesta temperatura foram obtidos
sinais mais estreitos e simétricos para Fe e Ni, cujas formas e perfil temporal sdo muito
semelhantes para as amostras e padrdo aquoso, confirmando que esta temperatura é adequada
para a atomizagdo de ambos o0s elementos nos diferentes tipos de amostras bem como em

solucgéo padrao.

Figura 20 - Sobreposicdo dos sinais transientes de Ni no pixel central para as amostras SVM-
01 (A), TERMO-01 (B) e GUA-01 (C) e para solugéo padrdo (D), T,= 1000 °C,
T,= 2400 °C (=), 2500 °C (~=), 2600 °C (=) € 2700 °C (==).
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A etapa de limpeza do forno de grafite e da plataforma para amostragem soélida foi
realizada em uma temperatura de 2720 °C. N&o foram obtidos sinais de absorvancia para a
analise da plataforma vazia ap6s as amostras terem sido submetidas ao programa de

aquecimento, provando que a aplicagdo do programa de temperatura otimizado aliado a



66

utilizacdo de uma faixa de massa adequada para cada tipo de amostra permite a vaporizacdo

completa dos analitos na etapa de atomizacao.

4.5 INTERFERENCIAS ESPECTRAIS

Frequentemente, durante o processo de tratamento da amostra, uma parte significante
da matriz é removida. Consequentemente, os analitos sdo separados da matriz e a amostra
introduzida no forno de grafite contém menos compostos do que a amostra original. Por outro
lado, na amostragem direta de solidos, toda a matriz da amostra esta presente no atomizador e,
em alguns casos, a vaporizacgdo simultanea de alguns compostos da matriz juntamente com 0s
analitos pode levar a um aumento do sinal de fundo (BELARRA et al., 2002).

No entanto, uma das grandes vantagens em HR-CS AAS é a possibilidade de corrigir
automaticamente 0s eventos espectrais que sdo considerados continuos na faixa espectral
avaliada, ou seja, eventos que afetam simultaneamente e com a mesma intensidade todos os
pixels do detector, como flutuacBes da intensidade da l&mpada ou o espalhamento da radiacdo
por componentes da matriz. Ap0s a correcdo automatica dos eventos continuos, todos 0s
eventos espectrais descontinuos permanecem visiveis, isto €, absorcdo atdbmica devido aos
analitos e contaminantes e a absor¢do molecular devido as moléculas diatbmicas que possuam
estrutura rotacional fina (ARAUJO et al., 2009; BORGES et al., 2005; WELZ et al., 20074a;
WELZ et al., 2010a).

Devido a temperatura do atomizador, apenas algumas moléculas diatdbmicas com
energias de dissociacdo muito altas podem existir, entre elas as moléculas de SiO (WELZ et
al., 2009 ;WELZ et al., 2010a; WELZ et al., 2010b). O diéxido de silicio, empregado como
antiumectante, esta presente na matriz das amostras, o que poderia levar ao aparecimento de
sinal de fundo estruturado proveniente de espectros de excitacdo eletrénica das moléculas
diatbmicas com estrutura rotacional fina SiO. No entanto, a sobreposi¢éo espectral com tais
moléculas diatdmicas é mais frequente nas regides de comprimentos de onda curto (210 a 260
nm) (RESANO; FLOREZ; GARCIA-RUIZ, 2014; WELZ et al., 2005). Deste modo, a
presenca de Si ndo interfere na analise das amostras, pois as moléculas ndo absorvem na faixa
espectral de interesse.

Embora os SVM contenham magnésio, zinco, célcio, manganés, cobre, selénio,
cobalto e cromo em sua composi¢do e possam conter alguns contaminantes, assim como as
amostras GUA e TERMO, a presenca destes elementos ndo interfere na determinacao de Fe e

Ni, uma vez que ndo possuem linhas espectrais suficientemente proximas as linhas
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selecionadas para os analitos. Assim, a determinagdo simultdnea de Fe e Ni nas linhas de
absorcdo selecionadas para estes elementos é livre de interferéncias espectrais, como pode ser
verificado a partir do espectro de absor¢éo resolvido temporalmente na vizinhanca da linha de
absorcdo de Ni em 352,454 nm, como mostra a Figura 21.

Figura 21 - Espectro resolvido no tempo obtido por HR-CS SS-GF AAS na regido espectral
em 352,454 + 0,2 nm para 400 pg de Ni e 40 ng de Fe em solucéo padrdo (A) e
para as amostras SVM-01 (m = 1,535 mg) (B), GUA-01 (m = 0,272 mg) (C) e
TERMO-01 (m = 0,370 mg) (D), T,= 1000 °C e T,= 2700 °C.
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Fonte: Autora.

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DA MATRIZ

A avaliacdo do efeito da matriz sobre o sinal analitico é extremamente importante para

escolha da técnica de calibragdo mais adequada. Diversos estudos compararam 0s sinais
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transientes obtidos para os analitos em solucdo e nas amostras a fim de avaliar a possibilidade
de utilizar padrBes aquosos para calibracdo (BELARRA et al., 2003; DOS SANTOS et al.,
2009; GOMEZ-NIETO et al., 2013; RESANO et al., 2011; RESANO et al., 2013; RESANO;
FLOREZ, 2012; SOARES et al., 2016). Deste modo, 0 mesmo foi realizado neste trabalho.
Uma vez que a maior parte da matriz das amostras pode ser decomposta e removida
termicamente durante a etapa de pirdlise, os sinais analiticos resultantes ndo devem ser
significativamente afetados por interferéncias da matriz. A Figura 22 mostra a sobreposicdo
dos sinais transientes de Fe e Ni no pixel central para solugdo padréo e para as amostras.
Como pode ser observado, foram obtidos sinais bem definidos e uma linha base estavel é
alcancada para ambos os analitos. Adicionalmente, o perfil temporal dos sinais analiticos para
Fe e Ni nas amostras sélidas é muito semelhante ao obtido para estes elementos em padrédo
aquoso. Apesar dos sinais dos analitos em solucdo e na amostra GUA-01 serem ligeiramente
mais alargados, enquanto que os obtidos para as amostras SVM-01 e TERMO-01 apresentam
uma altura de pico maior, os valores das areas dos picos obtidos sdo muito similares,

indicando que a calibracdo externa com solucdes padrdes € uma alternativa viavel.

Figura 22 - Sobreposicdo dos sinais transientes de Fe (A) e Ni (B) no pixel central para as
amostras SVM-01 (=), GUA-01 (—) e TERMO-01 (==) e para solucdo padrdo
(=), Tp=1000 °C e T, = 2700 °C.
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Fonte: Autora.

Outra maneira de avaliar a influéncia da matriz das amostras sélidas sobre a eficiéncia
da atomizacdo e, consequentemente, a possibilidade de utilizar solu¢Ges de referéncia para
calibracdo, € através da comparacdo da inclinacdo da curva de calibracdo contra padrbes
aquosos com a inclinacdo da curva obtida pela calibracdo usando CRM sdlido ou pela técnica
de adicdo do analito (DE GOIS et al., 2016; DITTERT et al., 2009; KRAWCZYK, 2014,
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REGO et al., 2012; VIRGILIO et al., 2012). Devido a indisponibilidade de CRM adequado,

optou-se por realizar a técnica de adi¢do do analito, como sera discutido mais adiante.

4.7 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA FINS COMPARATIVOS

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a analise da amostra SVM-01 por HR-
CS GF AAS com amostragem solida (SS) e os resultados obtidos pela analise das solucdes
resultantes dos procedimentos de digestdo A e B. Os resultados foram comparados pela
analise de variancia (ANOVA) com fator Unico, considerando um intervalo de confianca de

95%, como mostra a Tabela 6.

Tabela 5 - Concentracfes de Fe e Ni na amostra SVM-01 determinadas por HR-CS GF AAS
com amostragem sélida (SS) e apds a digestdo da amostra com as misturas
HNO3/H,0, (A) e HNO3/HCI (B). Resultados expressos como média = desvio
padrédo (n = 3).

Procedimento Fe (ng mg™) Ni (pg mg™)
SS 20,17 £0,88 230,84 £ 15,24
A 21,61 +2,10 234,22 + 6,58
B 18,66 + 2,35 233,39 + 39,54

Tabela 6 - ANOVA para os valores de concentracdo de Fe e Ni ha amostra SVM-01.

Fonte de variagdo Soma Graus de Média Fea® p

guadratica liberdade quadratica

Fe

Tratamento (entre grupos) 13,10 2 6,549 1,831 0,2395
Residuo (dentro dos grupos) 21,46 6 3,577

Total 34,56 8

Ni

Tratamento (entre grupos) 18,58 2 9,291 0,015 0,9850
Residuo (dentro dos grupos) 3679 6 613,2

Total 3698 8

®Fup = 5,143
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A partir da ANOVA foi possivel observar que ndo ha diferenca significativa (Feay <
Fup) entre os valores das concentracdes de Fe e Ni obtidos pelo método proposto e pelos dois
procedimentos empregados, assumindo a equidade entre os valores de desvio padréo.

A eficiéncia dos procedimentos foi avaliada através do ensaio de recuperacao para Fe
e Ni. Os resultados obtidos, ilustrados na Figura 23, indicam que os procedimentos sao
adequados para decomposicdo da amostra SVM-01, visto que as recuperagdes para ambos os
elementos est&o dentro dos limites aceitaveis: entre 75 a 120% (1 pg g™) e 85 a 110% (100 pg
gh) (AOAC, 2013). A Figura 23 também ilustra os valores de RSD resultantes de trés
medidas consecutivas das solucbes. Como pode ser observado, ambos o0s procedimentos
apresentaram uma precisdo satisfatoria, uma vez que os valores estdo de acordo com o
proposto na literatura (AOAC, 2013).

Figura 23 - Resultados para o teste de recuperacdo (A) e desvio padrdo relativo (B) para
determinagdo de Fe e Ni na amostra SVM-01 por HR-CS GF-AAS com
amostragem solida (SS) e ap06s a digestdo da amostra com as misturas HNO3/H,0,
(A) e HNOs/HCI (B).
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Fonte: Autora.

Considerando que as melhores condi¢des de recuperacdo (102,68 e 108,11% para Fe e
Ni, respectivamente) e os menores valores de RSD (8,6% para Fe e 2,1% para Ni) foram
obtidos com o uso da mistura de reagentes HNO3/H,0,, 0 procedimento A foi adotado como
método de digestdo para as demais amostras de suplementos vitaminicos minerais.

As concentracdes médias determinadas por HR-CS SS-GF AAS e pelo procedimento
A também foram comparadas pelo teste t. Uma vez que o valor de tcacuado para Fe (0,89) e Ni

(0,27) foi menor que teiico 0,05,2) (4,30), ndo ha diferencas significativas entre os resultados
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obtidos por ambos os métodos,. Devido & boa concordancia com os resultados, a avaliacéo
dos demais procedimentos de digestdo para esta amostra foi considerada desnecessaria.

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para a analise da amostra GUA-01 por HR-
CS SS-GF AAS, e os resultados obtidos pela analise das solugdes resultantes dos
procedimentos de digestdo A, B, C e D.

Tabela 7 - ConcentracOes de Fe e Ni na amostra GUA-01 determinadas por HR-CS GF AAS
com amostragem sélida (SS) e ap6s a digestdo da amostra com as misturas
HNO3/H,0, (A), HNOs/HCI (B), HNO3/HCI/ H,O, (C) e HNO3/H,SO,4/ H,0,
(D). Resultados expressos como média + desvio padréo (n = 3).

Procedimento Fe (ng mg™) Ni (ng mg™)
SS 38,62 £ 1,36 1,23+£0,10
A 25,37 +1,49 1,28 +0,18
B 29,87 + 2,33 1,26 + 0,01
C 19,56 + 3,35 1,40 +£0,14
D 40,23 +£1,70 1,29 £ 0,07

Como pode ser visto na Tabela 7, o resultado obtido para determinacdo de Ni pela
andlise direta da amostra GUA-01 est4 de acordo com os resultados obtidos pela analise da
solucédo da amostra digerida pelos procedimentos A, B, C e D, com os intervalos de incerteza
sobrepostos em todos os casos. A partir da ANOVA (Tabela 8), foi possivel observar que ndo
ha diferenca significativa (Fcy < Fip) entre os valores da concentracdo de Ni obtidos pelo
método proposto e pelos procedimentos A a D, a um nivel de confianca de 95%.

No entanto, a escolha de um método adequado para digestdo da amostra visando a
determinacéo de Fe foi ligeiramente mais complexa. A hipotese de igualdade da concentracéo
média de Fe determinada por cada procedimento foi inicialmente testada pelo teste F
(ANOVA), como mostra a Tabela 8.
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Tabela 8 - ANOVA para os valores de concentracdo de Fe e Ni na amostra GUA-01.

Fonte de variacéo Soma Graus de Media Fea® p
quadréatica liberdade quadrética

Fe

Tratamento (entre grupos) 912,0 4 228,0 60,28  <0,0001
Residuo (dentro dos grupos) 37,82 10 3,782

Total 949,8 14

Ni

Tratamento (entre grupos) 49879 4 12470 1,092 0,4117
Residuo (dentro dos grupos) 114234 10 11423

Total 164113 14

*Fub = 3,478

A partir da ANOVA foi possivel observar que pelo menos um dos resultados obtidos
para a determinacdo de Fe difere significativamente dos demais, uma vez que o valor de F
foi maior que Fip. Deste modo, foi aplicado o teste de comparacdo multipla de Tukey a fim de
comparar o valor médio de Fe obtido pelo método proposto (SS) e pelos demais
procedimentos e verificar quais resultados diferem entre si (Tabela 9). A Figura 24 mostra os

intervalos de confianca (95%) para a diferenca entre as médias dos valores de Fe.

Tabela 9 — Resultados para o teste de comparacdo mdltipla de Tukey.

Comparagdo® Diferenca entre médias  Intervalo de confianca (95%o) Oeal” P
SS-A 12,99 7,76 - 18,2 11,5 <0,0001
SS-B 8,74 3,52-139 7,79 0,0019
SS-C 19,06 13,8-24,2 16,9 <0,0001
SS-D -1,61 -6,83 - 3,61 1,43 0,8425

% Comparaces entre os resultados obtidos pelos procedimentos A a D foram omitidas; °qy,, = 4,65.

De acordo com a Tabela 9, ha diferenca significativa entre os resultados obtidos pelo
método proposto e apods a digestdo da amostra pelos procedimentos A, B e C, pois o valor de
Jecat € mMaior que o valor de qwp. Na Tabela 7, é possivel observar que a concentracdo de Fe
determinada por HR-CS SS-GF AAS é maior do que as concentracfes obtidas mediante a

aplicacdo destes procedimentos. Por outro lado, de acordo com o teste de Tukey, ndo ha
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diferenca significativa entre as medias da concentracdo de Fe determinada pelo método
proposto e pelo procedimento D (Qca < Grap). COMo pode ser visto na Figura 24, o intervalo de

confianca para a diferenca entre estas duas médias contém o valor zero.

Figura 24 - Intervalos de confianca (95%) para a diferenca entre as médias da concentracdo de
Fe determinada por HR-CS GF AAS com amostragem solida (SS) e apés a
digestdo da amostra com as misturas HNO3/H,0, (A), HNOs/HCI (B),
HNO3/HCI/ H,0, (C) e HNO3/H,SO,4/ H,O, (D).
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Fonte: Autora.

As causas mais comuns relatadas na literatura para perda dos analitos durante o
tratamento da amostra séo a perda por volatilizagdo, adsor¢do, co-precipitacdo, formacdo de
compostos estaveis bem como a digestdo incompleta da amostra (ARRUDA, 2007; HOENIG,
2001; MESTER; STURGEON, 2003). Os procedimentos foram realizados em frascos abertos
a pressdo ambiente empregando bloco digestor e, neste caso, a temperatura maxima utilizada
foi limitada (aproximadamente 100 °C). Uma vez que Fe é um elemento refratario, a esta
temperatura € improvavel que tenha ocorrido perda por volatilizacdo. Porém, a uma
temperatura relativamente baixa, o poder oxidante do &cido nitrico ndo foi suficiente para
obter uma completa decomposicdo da matriz desta amostra, evidenciado pelo residuo que
permanece apos a aplicacdo dos procedimentos, provavelmente sendo a possivel causa do erro
observado.

A Figura 25 ilustra os resultados para os testes de recuperacdo e precisdo. Todos 0s
procedimentos apresentaram recuperacfes quantitativas para Ni, isto é, dentro do intervalo
aceitavel para este nivel de concentragdo (75-120%) (AOAC, 2013). Logo, os procedimentos
sdo adequados para a solubilizacdo deste elemento a partir da matriz da amostra de guarana.
De forma similar, os valores de RSD obtidos para Ni estdo de acordo com a literatura

(AOAC, 2013), mostrando que os procedimentos apresentam boa repetitividade. No entanto,
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o procedimento C apresentou uma baixa precisao para Fe. Adicionalmente, 0s baixos valores
de recuperacdo para Fe mediante a aplicacdo dos procedimentos A, B e C tornam evidente
que a amostra de guarana requer condicdes de digestdo mais fortes para garantir a completa
solubilizacdo deste elemento. Frequentemente, baixos valores de recuperacdo sdo associados a
incompleta decomposicdo da matriz da amostra e retencdo do analito no residuo insoltvel
(HOENIG et al., 1998; MADER; SZAKOVA; MIHOLOVA, 1998; OLIVA; RAITIO;
MINGORANCE, 2003). Além disso, a filtragdo da amostra apds os procedimentos de
mineralizacdo pode ter contribuido para o baixo teor de Fe determinado, uma vez que o

analito pode ter ficado parcialmente retido no papel de filtro.

Figura 25 - Resultados para o teste de recuperagdo (A) e desvio padrdo relativo (B) para
determinacdo de Fe e Ni na amostra GUA-01 por HR-CS GF-AAS com
amostragem solida (SS) e ap6s a digestdo da amostra com as misturas HNO3/H,0,
(A) e HNOs/HCI (B), HNOs/HCI/ H;0, (C) e HNO3/H,SO4/ H,0, (D).
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Fonte: Autora.

Mierzwa e colaboradores (1998) avaliaram diferentes procedimentos de digestdo
assistida por microondas para a determinacao de Fe e outros elementos em folhas de chas por
ICP OES. Para este proposito, os autores inicialmente testaram HNO3 concentrado, porém nédo
foram obtidas recuperagdes quantitativas e 0 método foi considerado ineficiente. Deste modo,
foram avaliadas trés combinacdes de acidos, HNO3s/HF, HNO3/HCI e HNO3/HCI/HF. Baixas
recuperacgdes para Fe também foram observadas com as misturas HNO3z/HF e HNO3/HCI. A
mistura HNO3/HCI/HF, na proporcdo em volume 9/1/1 mL, foi mais eficiente que as demais e
resultou nas melhores recuperacdes para os analitos, exceto para Fe. Uma melhor recuperagao

para Fe foi obtida com o uso dos mesmos &cidos na proporg¢éo em volume 7,5/2,5/1 mL.
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Oliva, Raitio e Mingorance (2003) realizaram a comparacao de dois procedimentos de
digestdo por microondas para a determinacdo de Fe e outros elementos em amostras de
plantas. As amostras foram digeridas com a mistura HNO3/HCIO, usando um sistema de
microondas aberto e com a mistura HNO3/H,O, em um sistema de microondas fechado. Os
autores observaram que o procedimento realizado em sistema aberto resultou em um valor
52% menor do que o valor certificado para Fe. A baixa concentracdo determinada de Fe foi
atribuida a incompleta mineralizacdo da matriz da amostra que contém silicatos, devido aos
reagentes utilizados na digestéo.

De forma similar, Amorim Filho, Polito e Gomes Neto (2007) compararam 0S
resultados obtidos para a determinacéo de Fe e outros elementos em amostras de café apos a
decomposicdo das amostras por digestdo por via Umida em sistema aberto (bloco digestor) e
sistema fechado (forno de microondas convencional com controle de pressao e temperatura),
empregando a mistura de reagentes HNO3/H,O,. Os autores relataram que a digestdo em
sistema aberto foi ineficiente para a solubilizacdo total de Fe a partir das amostras de café
torrado, obtendo-se resultados menores aos obtidos pela digestdo em sistema fechado. No
entanto, os autores ndo discutiram qual a influéncia da matriz da amostra no processo de
digestao.

Assim como o café, as sementes de guarana contém alta concentracdo de
metilxantinas, principalmente a cafeina (contendo até 6% do peso seco) e polifendis (DA
SILVA et al., 2017; DE SOUSA et al., 2011). Estes compostos possuem atividade quelante e
podem formar complexos com metais de transicdo, incluindo o Fe (item 2.1.3.1) (LIMA et al.,
2010; POHL et al., 2013). O teor de cafeina em sementes de guarané é 4 a 6 vezes maior do
que a encontrada em grdos de café e, possivelmente, a forte interacdo do Fe com a matriz da
amostra de guarana tenha dificultado a completa liberacdo deste elemento para solucdo com a
aplicacdo dos procedimentos A, B e C. A utilizagdo do procedimento D resultou em uma
melhora na eficiéncia da decomposi¢do da amostra GUA-01, atribuida a combinag&o do acido
sulfarico com os demais reagentes, visto que o H,SO, também apresenta elevado poder
oxidante. Neste caso, a recuperacdo foi de 92,6% para Fe e 102,3% para Ni. Estes resultados
confirmam a conclusao anterior relativa a retencdo do Fe devido a incompleta decomposicédo
da amostra pelos métodos A a C. Cabe salientar que, conforme relatado na literatura, a
mistura HNO3/ H,SO, também ja foi empregada com sucesso para a digestdo de amostras de
café (MARTIN; PABLOS; GONZALEZ, 1998; MARTIN; PABLOS; GONZALEZ, 1999) e
de plantas (MOMEN et al., 2008) em sistema aberto.
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De acordo com o teste t, os resultados obtidos para a determinacdo simultanea de Fe e
Ni pelo método proposto apresentam boa concordancia com os resultados obtidos pela analise
da amostra digerida pelo procedimento D, visto que teculado para Fe (0,99) e Ni (1,25) séo
menores que teico (0,05, 2) (4,30). Nestas condigdes, os valores de RSD para Fe e Ni foram,
respectivamente, 3,78 e 5,47%. Deste modo, o procedimento D foi adotado como método de
digestdo para as demais amostras de guarana.

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos para a analise da amostra TERMO-01 por
HR-CS SS-GF AAS e os resultados obtidos pela andlise das solugdes resultantes dos
procedimentos de digestdo A, B, C e D.

Tabela 10 - Concentracdes de Fe e Ni na amostra TERMO-01 determinadas por HR-CS GF
AAS com amostragem soélida (SS) e ap0ds a digestdo da amostra com as misturas
HNO3/H,0;, (A), HNO3/HCI (B), HNO3/HCI/ H,0O, (C) e HNO3/H,SO4/ H,0,
(D). Resultados expressos como média + desvio padrdo (n = 3).

Procedimento Fe (ng mg™) Ni (ng mg™)
SS 109,07 + 6,08 0,57 £ 0,03
A 10,73 £ 1,27 0,36 = 0,10
B Nd 0,25+0,01
C 9,06 + 1,59 0,31+£0,03
D 12,31 + 2,48 0,55+ 0,04

Nd = Nao detectado.

A amostra TERMO-01, um termogénico a base de cafeina, fornece 420 mg de cafeina
por dose. Obviamente, o teor de cafeina nesta amostra é muito mais elevado do que o
encontrado na amostra de guarana. Logo, como ja era esperado, os procedimentos de digestao
avaliados foram ineficientes para obter uma completa decomposi¢do da matriz da amostra,
evidenciado pelo residuo que permanece apos a aplicacdo dos procedimentos.

A ANOVA (Tabela 11) mostrou que existe diferenca significativa (Fey > Fiap) entre 0s
resultados obtidos para a determinacdo de Fe e Ni na amostra TERMO-01, a um nivel de
confianca de 95%. De acordo com o teste de Tukey (Tabela 12), os valores da concentragao
de Ni determinados pelos métodos SS e D sdo concordantes entre Si (Qcal < Qran), € diferem
significativamente dos resultados obtidos pelos métodos A, B e C. Segundo o teste t, a
concentracdo deste elemento determinada pelo método proposto estd de acordo com a
concentracdo determinada na solucdo da amostra resultante do procedimento D, uma vez que

teatculado (1115) é menor que teritico (0,05, 2) (4,30)-
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No entanto, 0 mesmo néo foi observado para a determinacgdo de Fe nesta amostra. De
acordo com o teste de Tukey (Tabela 12), o resultado obtido pelo método proposto difere

significativamente da concentracdo determinada pelos procedimentos A a D.

Tabela 11 - ANOVA para os valores de concentracdo de Fe e Ni na amostra TERMO-01.

Fonte de variacéo Soma Graus de Média Feal’ P

guadratica liberdade quadratica

Fe

Tratamento (entre grupos) 248447 4 6211,18 741,3 <0,0001
Residuo (dentro dos grupos) 83,7874 10 8,37874

Total 24928,5 14

Ni

Tratamento (entre grupos) 237031 4 59257,9 21,07  <0,0001
Residuo (dentro dos grupos) 28115,1 10 2811,51

Total 265147 14

*Fub = 3,478

Tabela 12 - Resultados para o teste de comparacdo multipla de Tukey.

Comparacdo® Diferenca entre médias  Intervalo de confianca (95%)  Oca’ P

Fe
SS-A 98,95 91,17 - 106,7 59,2 <0,0001
SS-B 109,0 101,2-116,8 65,2 <0,0001
SS-C 100,0 92,23 -107,7 59,8 <0,0001
SS-D 96,76 88,98 — 104,5 57,9 <0,0001

Ni
SS-A 212,3 70,29 — 355,2 6,95 0,0042
SS-B 323,3 180,8 — 465,8 10,5 10,0001
SS-C 259,8 117,3 -402,2 8,48 00,0009
SS-D 40,60 -101,8 -183,0 1,32 0,8757

& Comparagdes entre os resultados obtidos pelos procedimentos A a D foram omitidas; %0, = 4,65

Os baixos valores de recuperacdo obtidos para Fe e Ni mediante a aplicacdo dos

procedimentos A a C corroboram com o0 que foi anteriormente observado durante a
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comparacdo dos procedimentos, isto é, que h& perda dos analitos devido a retengdo dos
mesmos ocasionada pela baixa eficiéncia dos procedimentos de digestdo avaliados. Logo, a
amostra TERMO-01 requer condicBes de digestdo mais fortes para garantir a completa
solubilizacdo de Fe e Ni. De fato, a utilizacdo do procedimento D resultou em uma melhora
na eficiéncia da decomposi¢cdo da amostra TERMO-01 em relagdo & determinacdo de Ni,
obtendo-se uma recuperagdo de 102,3% para este elemento. Este procedimento também
apresentou uma boa precisdo para a determinacdo de Ni, visto que o RSD foi de 4,94%. No
entanto, a recuperacdo obtida para Fe foi de apenas 60,39%. Deste modo, uma vez que
nenhum dos procedimentos testados foram adequados para a determinacdo de Fe a partir
decomposi¢do da amostra TERMO-01, a comparagdo dos resultados para a determinacéo
deste analito em solucdo na auséncia da matriz com o obtido pelo método proposto nédo foi
possivel.

Vale ressaltar que em procedimentos de digestdo por via Umida, a amostra é
necessariamente diluida. Neste caso, o volume de diluicdo apropriado depende da
concentracdo dos analitos na amostra bem como da sensibilidade do método de anélise. A
baixa concentracdo de Fe e Ni nas amostras foi um fator limitante para o volume da dilui¢do
final. Como consequéncia, independente do procedimento de digestdo aplicado, a acidez das
solucdes resultantes contribuiu para uma répida deterioragdo do forno de grafite, diminuindo

significativamente a vida util do mesmo.

4.8 CALIBRACAO E FIGURAS DE MERITO

A técnica de HR-CS AAS permite a sele¢do do nimero adequado de pixels do detector
para quantificar o sinal (RESANO; ARAMENDIA; BELARRA, 2014; WELZ et al., 2010b;
WELZ et al., 2014). Como cada pixel de um arranjo CCD atua como um detector individual e
independente, é possivel somar os valores de absorvancia integrada medidos em mais de um
pixel para obter a absorvéncia selecionada do volume de pico (PVSA) (HEITMANN et al.,
2007; WELZ et al., 2010a; WELZ et al., 2010b). Assim, a sensibilidade pode ser melhorada
com 0 aumento do namero de pixels usados para a quantificacdo do sinal analitico, ou seja,
utilizando o pixel central mais pixels adjacentes, pois, obviamente, quando mais pixels séo
selecionados para calcular a PVSA uma maior sensibilidade pode ser obtida (HEITMANN et
al., 2007; WELZ et al., 2010a; WELZ et al., 2010b ; WELZ et al., 2014).

Contudo, a aplicacdo desta estratégia depende do perfil do pico, pois cada pixel

também contribui para o nivel de ruido e esta contribuicdo reflete nos valores de LOD.
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Quando muitos pixels sdo selecionados, o ligeiro aumento da sensibilidade ndo pode
compensar 0 aumento do ruido e, como consequéncia, obtém-se limites de deteccdo piores
(HEITMANN et al., 2007; RESANO; ARAMENDIA; BELARRA, 2014; WELZ et al.,
2010a; WELZ et al., 2010b).

A Figura 26 mostra o perfil segmentado das linhas de absor¢éo de Ni em 352,454 nm
e Fe em 352,604 nm, de forma que a porcdo do sinal monitorado por cada pixel individual do
detector possa ser avaliada. Como pode ser observado na Figura 26, os pixels centrais (pixel
89 para Ni e pixel 164 para Fe) medem a absorvancia apenas do centro das linhas de Fe e Ni,
enquanto a largura total de ambas as linhas de absorcéo se estende por cerca de 7 pixels. No
entanto, para obter uma melhor sensibilidade e limites de deteccdo mais baixos, apenas 0s
pixels centrais mais sensiveis devem ser usados. Deste modo, a PVSA foi obtida a partir da
soma dos valores de absorvancia integrada do pixel central mais dois pixels adjacentes (CP +
1) e do pixel central mais quatro pixels adjacentes (CP + 2) tanto para Fe quanto para Ni. A
inclusdo dos pixels mais distantes do CP (= 3) resultaria em uma contribuicdo insignificante
para a PVSA devido a proximidade com a linha de base em ambos os casos e, por este

motivo, estes pixels ndo foram avaliados.

Figura 26 - Perfil segmentado das linhas de absorcao obtidas para 400 pg de Ni e 40 ng de Fe
em solucdo em 352,454 nm para Ni e 352,604 nm para Fe.
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Apos estabelecidas as condigbes 6timas de trabalho, explorou-se a possibilidade de

quantificacdo com curvas de calibracdo construidas com solu¢Bes aquosas. As curvas de
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calibracdo para Fe e Ni foram obtidas simultaneamente usando seis solugdes padrées com
concentracdes entre 0,5 e 4,25 mg L™ para Fe (correspondente a 10 a 85 ng de Fe) e 5,0 e
42,5 ug L' para Ni (correspondente a 100 a 850 pg de Ni). Com a utilizacdo de 3 pixels, as
funcOes de calibragdo para Fe e Ni foram, respectivamente, y = 0,00309 + 2,1 X 107°x
(R=0,998) e y = 0,00296 + 1,22 x 10~*x (R=0,997), enquanto a utilizacdo de 5 pixels
resultou nas funcdes de calibracdo de y = 0,00383 + 2,7 x 107°x (R=0,999) para Fe e
y = 0,00260 + 1,65 x 10™*x (R=0,997) para Ni, onde y é o sinal analitico e x é a massa do
analito expressa em pg. Os graficos de regressdo linear sdo mostrados na Figura 27.

Os residuos da regressdo foram calculados através da diferenca entre os valores de
absorvancia medidos e os valores de absorvancia calculados pela reta ajustada. Estes dados
foram utilizados para construcdo do grafico dos residuos como uma fungdo da massa dos
analitos (Fig. 28), conforme recomendado pela AOAC (2013).

Figura 27 - Curvas de calibracdo obtidas para Fe em 352,604 nm (A) e Ni em 352,454 nm
(B), utilizando CP + 1 (=) e CP + 2 (=), T, = 1000 °C e T, = 2700 °C (n=3).
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Figura 28 — Gréfico do perfil dos residuos das regressdes para Fe utilizando CP £ 1 (A) e CP
+ 2 (B) e para Ni utilizando CP+1 (C) e CP£2 (D).
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Como pode ser visto na Figura 27, todos os pontos estdo dispostos muito proximos das
respectivas retas ajustadas, indicando a linearidade do método dentro da faixa de concentracédo
avaliada. Esta observacdo pode ser confirmada pelos graficos dos residuos, 0s quais mostram
uma distribuicdo aleatdria em torno da linha reta em todos 0s casos.

A linearidade do método também foi avaliada a partir do coeficiente de determinagéo
(R?) da reta ajustada a0 modelo e a ANOVA foi utilizada para verificar a significancia da
regressdo através do Teste F (nivel de confianca de 95%). Os testes de Shapiro Wilk e Brown-
Forysthe tambeém foram utilizados para verificar, respectivamente, a normalidade e
homocedasticidade dos residuos, conforme recomendado pelo INMETRO (2011). Os
resultados estdo mostrados na Tabela 13.
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Tabela 13 - Resultados estatisticos para analise de regressdo linear referente as curvas de
calibracdo para Fe e Ni.

Fe Ni

CPzx1 CP+2 CPx1 CPx2
Teste de Shapiro Wilk?
Weale 0,864 0,914 0,930 0,929
P 0,165 0,424 0,142 0,550
Teste de Brown-Forsythe °
Fer_calc 1,306 0,813 1,109 0,674
P 0,317 0,576 0,405 0,672
Regressdo °
Freg—calc 2151 3944 3834 1199
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Coeficiente de determinacéo 0,997 0,998 0,995 0,995

"Wiap = 0,803; " Fgp_ap = 2,848; “Freg_tap = 6,608,

De acordo com os dados apresentados na Tabela 13 para o teste de Shapiro Wilk, é
possivel verificar que os residuos apresentam uma distribuicdo normal a um nivel de
confianca de 95%, uma vez que os valores de W, foram maiores que os valores de W}, em
todos os casos. Conforme os resultados obtidos para o teste de Brown-Forysthe, verificou-se
que ndo ha diferenca significativa nas variancias dos residuos, pois os valores de Fgg_calc
foram menores que Fgp_tap-

A partir da analise de regressdo, observou-se que as curvas apresentam significativa
linearidade a um nivel de confianca de 95%, uma vez que os valores de

Freg—calc foram maiores que Freg_tap € 0S Valores de p foram menores que 0,05. A qualidade

do ajuste do modelo foi avaliada através do coeficiente de determinacéo (R?). Os valores de
R? obtidos foram maiores que 0,99, indicando que mais de 99% da variabilidade dos dados é
explicada pela regressdo, ou seja, confirmando que o modelo é adequado (NETO BARROS;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

As figuras de mérito, determinadas usando CP + 1 e CP + 2, estdo resumidas na
Tabela 14. O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foram calculados como trés e dez
vezes, respectivamente, o desvio padrdo de 10 medidas do branco dividido pela inclinacdo das

curvas de calibracdo (NATA, 2012). As leituras do branco foram feitas de acordo com a
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técnica “massa zero”, que consiste na introducdo da plataforma vazia no forno de grafite
aplicando o mesmo programa de temperatura usado nas andlises (Tabela 2). Ambos os limites
foram calculados para a massa maxima de amostra utilizada neste trabalho (2,8 mg).

A massa caracteristica (mo) € definida como a massa do analito que produz uma PVSA
de 0,0044 s. Com a utilizacdo de 3 pixels, a my encontrada para Fe foi 2053 pg e para Ni foi
36 pg. Estes valores estdo de acordo com os relatados na literatura (RESANO et al., 2011).
Com a utilizacdo de 5 pixels, as massas caracteristicas para Fe e Ni foram, respectivamente,
1597 pg e 27 pg. No entanto, ndo foram encontrados na literatura valores das massas
caracteristicas para estes elementos obtidos nestas condicGes.

Tabela 14 - Figuras de mérito para a determinagdo simultanea de Fe e Ni por HR-CS SS-GF

AAS.
Parametro Fe Ni

CPzx1 CP+2 CPzt1 CPt2
Faixa linear (ng) 10-85 10-85 0,10-0,85 0,10 -0,85
Inclinagdo (s pg™) 2,14 x 10°° 2,71 x 10°° 1,22 x 10 1,65 x 10™
R 0,998 0,997 0,999 0,997
Mo (PQ) 2053 1597 36 27
LOD (pg)/ (ng g™ 1738/ 621 1439/ 514 35/ 13 32/11
LOQ (pg)/ (ng g™ 5215/ 1862 4316/ 1541 105/ 37 96/ 34
RSD (%) 05-55 0,8-5.2 0,6-49 0,8-9.2

Como pode ser visto na Tabela 14, melhores sensibilidades e limites de detecgdo mais
baixos foram obtidos para ambos 0s analitos com o aumento do nimero de pixels usados para
a integracdo do sinal analitico de 3 para 5 pixels. Assim, a PVSA, obtida a partir da soma dos
valores de absorvancia integrada do pixel central mais quatro pixels adjacentes (CP + 2) foi
usada como sinal analitico para quantificacdo de Fe e Ni. Nestas condigdes, a faixa de
trabalho do método variou de 100 a 850 pg para Ni e 10 a 85 ng para Fe em solucéo.

Para avaliacdo do efeito da matriz das amostras, as curvas de calibragcdo para Fe e Ni
também foram obtidas pela técnica de adicdo do analito. Inicialmente, as amostras foram
analisadas sem a adicdo dos analitos. Posteriormente, quantidades crescentes dos analitos (5
ng a 10 ng de Fe e 50 pg a 100 pg de Ni) em solucdo padréo foram adicionadas sobre a massa

de amostra previamente pesada na plataforma para a amostragem sélida. As medidas foram
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realizadas em triplicata, totalizando doze pontos de dados (para cada amostra) distribuidos nos
quatro niveis de concentracdo, um sem a adicdo dos analitos e trés com adi¢des de padrao.

Os valores de RSD obtidos, considerando a massa de amostra normalizada, foram
comparados com os valores calculados (RSD¢y), de acordo com as diretrizes da AOAC
(2013) (item 3.5.3). Como resultado, obteve-se valores aceitaveis para Fe e Ni nas amostras
SVM-01 e TERMO-01, indicando uma boa precisdo para o procedimento aplicado. No
entanto, 0 mesmo ndo foi observado para a amostra GUA-01, uma vez que foram obtidos
valores de RSD superiores aos valores aceitaveis, tanto para Fe quanto para Ni.

Um estudo encontrado na literatura relatou que os resultados obtidos pela adicdo de
padrdo aquoso & amostra sélida diferiram dos obtidos pela anélise do analito sem a presenca
da matriz. Os autores atribuiram este erro ao fato do analito estar em diferentes fases no
padrdo e na amostra a0 mesmo tempo. O problema p6de ser corrigido adicionando-se
primeiro o analito em solucdo padrao a plataforma vazia e, ap6s a aplicacdo de uma etapa de
secagem, a amostra foi pesada na plataforma e submetida ao programa de aquecimento
(COSKUN; AKMAN, 2004). Este procedimento também foi realizado no presente trabalho,
resultando em valores de RSD mais baixos para Fe e Ni na amostra GUA-01.

A relagédo da absorvancia com as duas variaveis independentes (massa de amostra e
quantidade de analito adicionada) foi obtida através da analise de regressdo linear maltipla,
resultando em uma superficie de resposta bidimensional em um espacgo tridimensional. A
Figura 29 mostra as curvas de calibracdo obtidas pela técnica de adi¢cdo do analito para Fe e
Ni na amostra GUA-01, onde os circulos preenchidos representam os dados experimentais na
superficie plana ajustada para Fe (R? = 0,994) e Ni (R? = 0,983). Resultados similares foram
obtidos para as amostras SVM-01 e TERMO-01. A Tabela 15 apresenta as sensibilidades das
curvas para cada amostra, assim como a diferenca percentual da sensibilidade entre as curvas

obtidas pela técnica de adicao do analito e a curva de calibracdo contra solucGes padrdes.
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Figura 29 — Curvas de calibracdo obtidas pela técnica de adi¢cdo do analito para Fe (A) e Ni

(B) na amostra GUA-01. Os circulos preenchidos representam os dados
experimentais na superficie plana ajustada para Fe (R® =
0,9834).
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Tabela 15 - Inclinacdes das curvas de calibracdo para Fe e Ni nas amostras SVM-01, GUA-01
e TERMO-01 obtidas pela técnica de adicdo do analito.

Amostra Sensibilidade (s pg™)
Fe Ni
SVM-01 2,75 x 10° (+1,47%)? 1,62 x 10™ (-1,81%)
GUA-01 2,96 x 10° (+9,22%) 1,58 x 10™* (-4,24%)
TERMO-01 2,71 x 10 (0,00%)

1,61 x 10™ (-2,42%)
# Diferenca percentual de sensibilidade entre as curvas obtidas pela técnica de adicdo do analito e as curvas
contra padrdes aquosos.

De acordo com a NATA (2012), quando as inclinages ndo sdo significativamente
diferentes (<10%), ndo ha necessidade de compensar efeitos da matriz. Como pode ser visto
na Tabela 15, as inclinacdes das curvas de calibracdo externa por padrdo aquoso sdo muito
similares as obtidas pela técnica de adi¢do de analito, indicando que ndo héa interferéncia da

matriz das amostras sobre o processo de atomizacdo de Fe e Ni. Isto confirma que a
calibracdo do método pode ser realizada a partir de solugcfes padroes.

4.9 PRECISAO E EXATIDAO
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A precisdo do método foi avaliada atraves da repetitividade das analises em triplicata
das amostras, considerando os valores de absorvancia normalizada, e das solugcbes padroes, e
expressa como desvio padrdo relativo (RSD) de cada conjunto de medidas. A Tabela 16
apresenta os RSDs obtidos para as amostras e para as solugdes padrdes, além dos valores
calculados (RSD¢,) de acordo com o proposto pela AOAC (2013). Valores aceitaveis para
precisdo (expressa como RSD) ndo devem ultrapassar duas vezes os valores calculados
(AOAC, 2013). Como pode ser visto na Tabela 16, a razdo entre os valores obtidos e
calculados foi inferior a dois em todos os casos, mostrando que 0 método proposto possui

uma boa repetitividade.

Tabela 16 - Desvio padréo relativo para a determinacdo simultanea de Fe e Ni por HR-CS SS-

GF AAS (n =3).
Amostra RSD (%) RSDcarc (%0) RSD / RSD¢aic
Fe Ni Fe Ni Fe Ni

SVM-01 437 6,60 5,07 9,92 0,86 0,66
GUA-01 353 805 460 7,71 0,76 1,04
TERMO-01 557 583 393 865 1,41 0,67
Solugéo padrao
Fe (0,5mgL™) e Ni (5,0 ugL™) 520 921 883 17,62 058 0,52
Fe (4,25 mg L") e Ni (42,5 ug L™ 1,33 431 6,40 12,78 0,20 0,33

RSD.41. (%) = 2C~%15, onde C é a concentragdo expressa como uma fragdo de massa.

Devido a indisponibilidade de material de referéncia certificado, a exatiddo do método
foi avaliada através do ensaio de adicdo e recuperacdo dos analitos, no qual a matriz das
amostras foi enriquecida com concentracdes conhecidas dos elementos. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 17. As recuperagdes variaram de 91,2 a 106,3% para Fe e 75,9 a
111,7% para Ni quando as amostras foram fortificadas com 5, 7,5 e 10 ng de Fe e 50, 75 e
100 pg de Ni em solucdo e medidas pelo método proposto. Estes valores foram considerados
satisfatorios para validacdo do método, uma vez que estdo dentro dos intervalos aceitaveis

para estes niveis de concentracdo (AOAC, 2013).
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Tabela 17 - Resultados obtidos para os testes de adicdo e recuperacdo de Fe e Ni nas amostras
SVM-01, GUA-01 e TERMO-01, apds adicdo de 5, 7,5 e 10 ng de Fe e 50, 75 e
100 pg de Ni em solucdo. Resultados expressos como média + desvio padrao (n =

3).
Amostra Adicionado Resultado Recuperagcéo (%)?
Fe (ng) Ni(pg) Fe (ng) Ni (pg) Fe Ni
SVM-01 0 0 20,17 + 0,88 230,8 + 15,2 - -
5 50 25,40 £ 1,23 284,6 + 15,5 104,4 107,6
7,5 75 27,30 £ 0,42 3146 + 7,31 94,9 1117
10 100 30,71+ 1,02 341,3+37,4 105,3 110,5
GUA-01 0 0 38,62+ 1,36 1233 £99,2 - -
5 50 43,52 £0,28 1286 + 3,88 98,0 106,0
7,5 75 46,59 £ 0,74 1296 + 6,82 106,3 84,0
10 100 49,24 + 0,95 1329 + 28,8 106,2 96,0
TERMO- 0 0 109,07 £ 6,08 575,3+ 33,5 - -
01 5 50 113,99 £ 0,50 619,3+ 22,5 98,4 88,1
7,5 75 11591+ 0,54 632,2 + 27,1 91,2 75,9
10 100 119,14 + 0,63 651,2+ 17,4 100,7 75,9

% Intervalo de recuperacao aceitavel: 75-120% (1,00 pg g™') e 85-110% (100 ug g™) (AOAC, 2013).

A exatiddo do método também foi avaliada estatisticamente através do método dos
minimos quadrados, plotando-se as concentracGes dos analitos determinadas pelo método
proposto contra as concentrac@es determinadas apds a digestdo das amostras. A analise de
regressdo (Fig. 30) mostrou que os resultados obtidos para Fe e Ni por HR-CS SS-GF AAS e
apos a digestdo das amostras sao equivalentes, pois os valores da inclinacdo e intercepcdo em
ambos os casos ndo diferem significativamente de 1 e O, respectivamente (ADOLFO et al.,
2016).
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Figura 30 - Analise de regressdo de Fe (A) e Ni (B) determinados em amostras de
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O método proposto foi aplicado para a determinacdo simultanea de Fe e Ni em 15

amostras de suplementos alimentares, das quais sete sdo suplementos vitaminicos minerais,

cinco sdo amostras de guarana e trés sdo amostras de termogénicos a base de cafeina. Os

resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 18 e, de acordo com o teste t, ndo apresentam

diferenca significativa comparado aos valores obtidos apds a digestdo das amostras, a um

nivel de confianga de 95%.

Tabela 18 - Resultados obtidos para a determinacdo simultanea de Fe e Ni em amostras de

suplementos alimentares por HR-CS GF AAS com amostragem sélida e apo6s a
digestdo das amostras. Resultados expressos como média + desvio padrao (n = 3).

HR-CS SS-GF AAS Digestdo por via umida Teste t
Amostra Fe Ni Fe Ni Fe Ni

(Mg g™) (Mg ™) (Mg g™) (Mg g™)
SVM-01 20,17 + 0,89 0,23+0,01 21,04 +2,04 0,24+0,00 0,89 0,27
SVM-02 7,55+0,89 0,33+ 0,04 6,71+ 0,47 0,30+0,01 1,14 0,85
SVM-03 98,69 + 9,79 1,11+ 0,09 87,70 £ 1,27 1,30+0,010 1,72 3,59
SVM-04 Nd 0,63 £ 0,06 <LOQ 0,64 £0,02 - 0,30
SVM-05 Nd Nd <LOQ <LOQ - -
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SVM-06 28,10 +4,79 0,77+0,03 2514+021 0,71+0,02 103 2,16
SVM-07 Nd 0,14 + 0,03 <LOQ 0,13 + 0,02 - 0,51
GUA-01 38,62 + 1,36 1,23+0,09 40,18+0,80 1,29+0,07 0,99 125
GUA-02 18595+ 1517 228+0,06 16593+3,65 2,22+0,05 210 1,35
GUA-03 21,32 +4,34 046+003 2285+1,/78 046+0,06 101 0,06
GUA-04 14419+ 18,20 194+0,14 12233%+6,13 198+0,15 2,04 0,28
GUA-05 43,30 + 3,11 1,49+0,10 4218+2,76 151+0,06 040 0,14

TERMO-01 109,07 £6,08 0,57 +0,03 - 0,55+ 0,04 - 1,15
TERMO-02 26,43 + 2,65 1,08 £ 0,09 - 1,02 £ 0,07 - 0,74
TERMO-03 91,05+ 3,24 0,48 £ 0,03 - 0,49+0,11 - 0,10

Nd = Néo detectado; <LOQ = menor que o limite de quantificagdo; teitico (0,05, 2) (4,30).

A concentracdo de Ni encontrada nas amostras de SVM investigadas variou de 0,14 a
1,11 pg g, enquanto a concentracdo de Fe variou de 7,55 a 98,69 pg g™, exceto para as
amostras SVM-04, SVM-05 e SVM-07 nas quais ndo foi detectado Fe. O Fe frequentemente é
adicionado como ingrediente na formulacdo de muitos suplementos vitaminicos minerais e,
por este motivo, diversos trabalhos encontrados na literatura comparam a concentracdo
determinada de Fe com a concentracdo declarada pelos fabricantes nos rétulos (FRENTIU et
al., 2012; KREJCOVA et al., 2006; SORIANO; NETTO; CASSELLA, 2007a; SORIANO;
NETTO; CASSELLA, 2007b; UDOUSORO; IKEM; AKINBO, 2017). No entanto, nem
todos 0s SVM possuem este elemento em sua composi¢cdo, como é o caso das amostras
analisadas neste trabalho. Neste caso, o Fe pode ser considerado um contaminante. Do mesmo
modo, Korfali, Hawi e Mroueh (2013) analisaram diferentes amostras de suplementos
alimentares contendo apenas vitaminas ou minerais bem como a associagdo de ambos. A
concentracdo de Fe nos suplementos vitaminicos variou de 346 a 1836 pg g™, enquanto nos
suplementos contendo apenas minerais e nos suplementos SVM foi de 6 a 82 ug g™ e 35 a
1349 pg g'l, respectivamente.

Marrero e colaboradores (2013) analisaram cinco amostras de suplementos
alimentares, dentre elas uma amostra de SVM cuja concentracdo de Ni determinada foi de
10,2 pg g™. Em outro estudo, a concentracdo de Ni em amostras de SVM variou de 5,7 a 8,1
ug g (KREJCOVA et al., 2006). Zachariadis e Olympiou (2008) analisaram cinco amostras
de SVM. A concentracéo de Ni determinada em uma das amostras foi de 14,4 pg g™, nas
demais ndo foi detectado niquel.
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As concentracdes de Fe e Ni determinadas para as amostras de guarana analisadas
neste trabalho variaram de 21,32 a 144,19 pug g e 0,46 a 2,28 pg g*, respectivamente.
Enquanto que para as amostras de termogénicos a base de cafeina a concentracdo de Fe variou
de 26,43 2 109,07 ug g™ e a concentracio de Ni variou de 0,48 a 1,08 ug g™. Estes valores s&o
comparaveis aos encontrados por Gois e colaboradores (2016), em um estudo no qual os
autores analisaram oito amostras de guarana e uma de café. A concentracdo de Ni nas
amostras de guarané variou de 1,58 a 3,57 g g™ e na amostra de café o valor encontrado foi
de 0,32 ug g™.

Estes valores também estdo de acordo com o0s encontrados em amostras de
termogénicos, para as quais a concentracéo de Fe variou de 26,6 a 107 pg g™ e a concentracio
de Ni variou de 1,28 a 3,28 pug g (SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2014a) e
em amostras de sementes de guarana, para as quais a concentracdo de Fe variou de 25,9 a 462
Hg g* (SANTOS et al., 2017). Porém as concentracbes determinadas neste trabalho sdo
menores que as encontradas em amostras de chas emagrecedores, para as quais as
concentracdes de Fe e Ni variaram de 195 a 276 ug g™ e 3,89 a 6,07 pg g, respectivamente
(SZYMCZYCHA-MADEJA; WELNA; POHL, 2014b).

Em geral, as amostras contendo extratos vegetais (GUA-01 a GUA-05),
principalmente Paullinia cupana, apresentaram quantidades de Fe e Ni superiores as demais
amostras analisadas neste trabalho. Ambos o0s elementos sdo considerados micronutrientes
essenciais para as plantas e, deste modo, estdo naturalmente presente nos extratos vegetais,
enquanto as amostras de SVM e termogénicos sdo constituidas de substancias sintéticas.
Adicionalmente, as amostras de guarand que apresentaram maiores teores de Ni também
apresentaram maiores teores de Fe, o que pode ser atribuido ao fato de Ni aumentar a
absorcéo de Fe pelas plantas.

Segundo as Ingestdes Dietéticas de Referéncia (DRIs) elaboradas pelo comité do Food
and Nutrition Board/Institute of Medicine, a RDA de ferro para homens e mulheres adultos é
de 8 e 18 mg/dia, respectivamente. O Limite Superior Toleravel de niquel e ferro é de 1 e 45
mg/dia, respectivamente (IOM, 2001). Conforme a classificacdo da European Medicines
Agency (2018), na qual as impurezas metalicas sdo classificadas de acordo com o0 risco
potencial para a saude humana, o Ni pertence a Classe 2A. A Classe 2A é de grande
preocupacdo de seguranca e inclui metais que s@o conhecidos ou suspeitos como
carcinogénicos, ou possiveis agentes causais de outras toxicidades significativas. O limite de
concentracdo para exposicao oral para Ni é de 200 pg/dia. Deste modo, as concentracdes de

Fe e Ni determinadas nas amostras analisadas neste trabalho ndo apresentam risco a saude,



91

uma vez que estdo abaixo do Limite Superior Toleravel de Ingestdo e do limite de
concentracdo para exposicdo oral.

Os resultados do desenvolvimento, validacdo e aplicacdo da metodologia de HR-CS
SS-GF AAS para a determinacdo simultanea de Fe e Ni nas amostras de suplementos
vitaminicos minerais foram publicados na Talanta, v. 195, p. 745-751, 2019 (apéndice A).
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5 CONCLUSOES

O método proposto por HR-CS SS-GF AAS demonstrou a possibilidade de determinar
simultaneamente Fe e Ni como contaminantes em amostras de suplementos alimentares
usando amostragem direta de solidos e calibracdo contra padrfes aquosos. O uso de linhas
alternativas tornou possivel evitar interferéncias espectrais causadas por moléculas diatbmicas
com estrutura rotacional fina. Adicionalmente, o uso destas linhas menos sensiveis é
particularmente vantajoso na andlise direta de amostras solidas quando os analitos estdo
presentes em concentragdes relativamente mais elevadas.

O estudo da massa de amostra introduzida no atomizador mostrou que a influéncia da
massa de amostra em relacdo aos valores de absorvancia depende da natureza da amostra. De
acordo com o fator de homogeneidade, as amostras foram consideradas homogéneas dentro
dos intervalos de massa selecionados para cada tipo de amostra.

Considerando que Fe e Ni sdo termicamente estaveis e possuem volatilidades
semelhantes, foi possivel estabelecer um programa de temperatura comum para estes analitos
no qual as temperaturas de pirélise e atomizacdo sdo proximas dos valores 6timos para cada
elemento, permitindo a determinacao simultanea dos mesmaos.

N&o foram observados efeitos da matriz das amostras em relacdo aos sinais analiticos,
possibilitando a quantificagdo dos analitos a partir de calibracdo contra padrdes aquosos.

A avaliacdo de diferentes procedimentos de digestdo das amostras demonstrou a
importancia de utilizar os reagentes adequados nesta etapa.

O método proposto € mais simples que os métodos convencionais baseados na
digestdo acida das amostras, sendo capaz de fornecer resultados confiaveis e de forma rapida.
A determinacdo simultanea de Fe e Ni é realizada em poucos minutos, utilizando uma
pequena massa de amostra e sem 0 uso de reagentes adicionais. Deste modo, 0 metodo
apresenta vantagens como aumentar a taxa de amostragem, economizar tempo de andlise e
materiais, além de eliminar o uso de reagentes corrosivos e perigosos, contribuindo também

para a quimica verde.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A methodology to assay simultaneously iron and nickel present as contaminants in multimineral and multi-
High-resolution continuum source GF AAS vitamin supplements was investigated. High-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
Simultanecus Fe and Ni determination spectrometry and direct solid sample analysis were used. Measurements were done with the secondary lines of Fe
Direct solid sample analysis (352,604 nm) and Ni (352.454nm) to avoid spectral interferences. The best temperatures for pyrolysis and

Contamination

Multimineral and multévitamin supplements atomization for Fe and Ni were 1000 and 2700 "C, respectively. Chemical modifiers were not necessary and no

matrix effects were observed. Aqueous standard solutions were used for calibration. The limit of detection was
0.517 pzg ! for Fe and 0.011 pg g~ * for Ni. The precision ranged from 4.3% to 17% and 4.4-20% for Fe and Ni,
respectively. The method accuracy was confirmed by comparing statistically the results obtained by solid
sampling with those of sample acid digestion. The proposed methodology was successfully applied to determine
both metals in different multimineral and multivitamin supplements.




