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LOD - limite de deteccéo, do inglés limit of detection

LOQ - limite de quantificac&o, do inglés limit of quantification

MIC — combusté&o iniciada por micro-ondas, do inglés microwave-induced combustion
MW-AD - digestdo assistida por radiagdo micro-ondas, do inglés microwave-assisted
digestion

MW-AE — extracdo assistida por radiacdo micro-ondas, do inglés microwave-assisted
extraction

MW-O2 — digestéo assistida por radiagdo micro-ondas sob pressao de oxigénio, do inglés
microwave-assisted digestion under oxygen pressure

MW-UV - digestdo assistida por radiagdo micro-ondas e ultravioleta, do inglés
microwave-assisted UV-digestion

NAA — andlise por ativac@o neutrbnica, do inglés neutron activation analysis

NEPA — Nucleo de Estudos e Pesquisas em Alimentagéo

PGAA — analise por ativacdo com néutrons com detec¢do por raios gama prontos, do
inglés prompt gamma activation analysis

RSD — desvio padréo relativo, do inglés relative standard deviation

SB — suplemento boténico

SHP — suplemento hipercaldrico

SMVM - suplemento multivitaminico e/ou mineral

TACO - Tabela Brasileira de Composic¢ao de Alimentos

WADA — Agéncia Mundial Antidoping, do inglés World Anti-Doping Agency



RESUMO

PEREIRA, Rodrigo Mendes. Desenvolvimento de meétodos alternativos para a
determinacdo de metais em suplementos dietéticos por cromatografia de ions com
deteccao condutimétrica direta. 2018. 149f. Tese (Doutorado em Quimica) — Programa
de Pds-Graduacdo em Quimica, Centro de Ciéncias Quimica, Farmacéuticas e de
Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Neste trabalho, a combustéo iniciada por micro-onda (MIC) foi avaliada para o preparo
de amostras de suplementos dietéticos (suplementos hipercaldricos, multivitaminicos
e/ou minerais, e botanicos) visando a posterior determinacdo de metais alcalinos,
alcalinos terrosos e de transi¢cao por cromatografia de ions com deteccédo condutimétrica
direta (IC-DC). Para isso, fez-se necessaria a otimizacédo das condi¢cbes cromatograficas
com o intuito de possibilitar a adequada separacdo dessas espécies a partir de uma
coluna de troca catibnica com grupos carboxila suportados em silica gel. Os melhores
resultados foram obtidos a partir do uso de uma solucéo de acido oxalico na concentracéo
de 2,7 mmol L* em acetonitrila 15% (v/v) como fase mével e vazédo de 0,7 mL min-t. Com
essas condicdes foi possivel a separacdo de 8 espécies (Ca?*, Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*,
Na* e Zn?*) em menos de 15 minutos. A influéncia da acidez residual na determinagéo
dos analitos por IC-DC foi estudada e, a partir disso, constatou-se que solu¢cdes com
acidez residual acima de 15 mmol L podem inviabilizar a determinacédo dos analitos.
Assim, como alternativa ao uso de &cidos concentrados no preparo de amostras, a MIC
foi avaliada e parametros como a massa de amostra, a pressao inicial de Oz, a solugéo
absorvedora e o tempo de refluxo foram estudados. Em suma, a MIC possibilitou o
adequado preparo de elevadas massas de amostra (de até 1 g) e o uso de acidos diluidos
(HNOz:HCI 1:1 mol L), o que permitiu a obtencdo de solucdes resultantes compativeis
com a determinacao por IC-DC. Para a avaliacdo da exatidao, ensaios de recuperacao
com solucéo padréo foram realizados e as recuperacdes variaram de 91% a 107% para
todos os analitos, nas trés matrizes avaliadas. Além disso, um método de referéncia foi
reproduzido para a comparacéo dos resultados, e as concentragdes obtidas nao diferiram
estatisticamente das concentracdes determinadas pelos métodos propostos. Os limites
de deteccao (de 20 até 154 mg kg?) e quantificacdo (de 38 até 250 mg kg*), bem como
a precisao dos métodos propostos (desvio padrao relativo < 7%) foram considerados
satisfatorios. E importante destacar que uso de acido diluidos promoveu a reducéo do
manuseio de reagentes concentrados, assim como da geracao e da periculosidade dos
residuos gerados. Ademais, foi possivel realizar a determinacdo dos analitos com uma
técnica que apresenta relativo baixo custo de aquisicdo e manutencéo, e capacidade de
determinacdo multielementar sequencial. Com relacdo a aplicabilidade dos métodos
propostos, destacam-se as discrepancias observadas entre os valores determinados e
informados pelos fabricantes, os quais estdo, possivelmente, relacionados ao uso de
métodos analiticos inadequados para o controle de qualidade desses produtos.

Palavras-chave: suplementos dietéticos; preparo de amostras; acidos diluidos;
cromatografia de ions, analise multielementar; determinacdo sequencial de metais.



ABSTRACT

PEREIRA, Rodrigo Mendes. Development of alternative methods for determination
of metals in dietary supplements by ion chromatography with direct conductivity
detection. 2018. 149f. Thesis (Doctoral in Chemistry) — Programa de Pds-Graduagédo em
Quimica, Centro de Ciéncias Quimica, Farmacéuticas e de Alimentos, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

In this work, microwave-induced combustion (MIC) was evaluated for sample preparation
of dietary supplements (hypercaloric, multivitamin and/or mineral and botanical
supplements) for further alkali, alkaline-earth and transition metals determination by ion
chromatography with direct conductivity detection (IC-DC). For this, it was required the
chromatographic parameters optimization in order to provide the suitable separation of
these species from a cation exchange column with carboxyl groups supported on silica
gel. The most suitable results were obtained using 2.7 mmol L oxalic acid in 15% (v/v)
acetonitrile as mobile phase and using 0.7 mL min-! as flow rate. Separation of 8 species
(Ca?*, Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* and Zn?*) was possible in less than 15 minutes. The
maximum residual acidity that allows a suitable determination of all analytes by IC-DC
was also evaluated, and it was possible to observe that final digests with residual acidity
above 15 mmol Lt can make impossible the determination of the analytes by IC-DC. Thus,
as an alternative to the use of concentrated acids on the sample preparation step, the MIC
was evaluated and some parameters such as sample mass, oxygen pressure, absorbing
solution and reflux time were studied. In short, the MIC enabled the adequate preparation
of high sample masses (up to 1 g) and the use of diluted acids (HNOs: HCI 1: 1 mol L),
allowing to obtain digests fully compatible with IC-DC determination. Accuracy was
evaluated by recovery tests using standard solution, and recoveries ranged from 91% to
107% for all analytes in the three matrices evaluated. A reference method was also
performed for comparison of the results with those obtained using proposed methods, and
statistical differences were not found. Proposed methods presented suitable limits of
detection (from 20 to 154 mg kg*) and quantification (from 38 to 250 mg kg), as well as
suitable precision (relative standard deviations < 7%). It is important to highlight that the
use of diluted acids on the sample preparation promoted the reduction of the handling of
concentrated reagents, as well as the generation and hazardousness of waste. In
addition, it was possible to carry out the analytes determination using a technique that
presents relatively low acquisition and maintenance costs, and sequential multielemental
determination capability. Regarding to applicability of the proposed methods, stands out
the discrepancies observed between the determined values and the informed values by
manufactures, which are possibly related to the use of unsuitable analytical methods for
guality control of these products.

Keywords: dietary supplements; sample preparation; diluted acids; ion chromatography;
multi-elemental analysis; sequential determination of metals.



1 INTRODUCAO

A utilizacdo de suplementos dietéticos na prevencao e tratamento da deficiéncia
nutricional, bem como para a manutencdo e/ou promocéao de qualidade de vida, € uma
pratica que tem se tornado cada vez mais comum na atual sociedade (WILDMAN et al.,
2006; WATSON, 2015). Isso se deve, em parte, ao impacto de modelos publicitarios nos
valores e atitudes da populacéo no que tange a sua propria alimentacdo, assim como a
supervalorizacao da imagem corporal a partir de um padréo estético considerado ideal
(CARRO, 2007; SOUZA et al., 2014). Além disso, os suplementos dietéticos séo
facilmente adquiridos sem qualquer restricio em farmécias, supermercados, lojas
especializadas em produtos dietéticos, lojas virtuais, entre outras, o que contribui para o
consumo abusivo desses produtos.

Esses produtos séo classificados de acordo com a sua composi¢ao nutricional e,
geralmente, contém ingredientes combinados ou isolados, que incluem vitaminas,
minerais (macroelementos, microelementos e elementos traco), proteinas, carboidratos,
aminoacidos, fibras, acidos graxos, ervas e extratos, probiéticos, enzimas, carotenoides,
fitoesterdis, entre outros (DOLAN et al., 2003; GARCIA-RICO et al., 2007). Nesse
sentido, tendo em vista a grande variedade de suplementos dietéticos comercializados,
bem como o notavel crescimento no consumo desses produtos, € importante o
desenvolvimento de métodos analiticos que permitam garantir a seguranca alimentar,
principalmente, no que diz respeito a concentragdo dos nutrientes informados nos rotulos.
Importante salientar que essas informacdes sdo extremamente relevantes, pois
concentracfes inadequadas de nutrientes, como 0s minerais, podem tornar o produto
ineficiente para a finalidade proposta e até mesmo provocar danos a saude devido a
ingestao excessiva, como demonstrado em outros estudos (TOLONEN, 1990; BOGDEN;
KLEVAY, 2000; BLAKE, 2007; WATSON, 2015).

Dentre os minerais contidos nos suplementos dietéticos, os metais merecem
destaque, pois séo de vital importancia para 0 nosso organismo, uma vez que atuam em
diversos mecanismos biologicos de sintese, transporte, ativacéo, reparo, auto regulacao,
entre outros (DISILVESTRO, 2004; BLAKE, 2007; WEBB, 2014). Além disso, existem

diversos estudos que relacionam a deficiéncia e/ou excesso de alguns metais a doencas
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cardiacas, endocrinas, Osseas, renais, dentre outras (BOGDEN; KLEVAY, 2000;
WATSON, 2015). Vale destacar que os metais sdo adicionados nos suplementos
dietéticos na forma de sais e que erros no doseamento, bem como contaminacéo oriunda
da matéria-prima e do processo utilizado em sua producdo, podem acarretar em
concentracfes distintas das que sao informadas. Assim, é evidente a importancia do
controle adequado da concentracdo desses elementos em suplementos dietéticos.

A determinacdo de metais em suplementos dietéticos abrange diversas
abordagens analiticas, no entanto, na maioria dos casos é necessaria a conversao da
amostra em uma solucao compativel a técnica de determinacao — exceto quando utilizam-
se técnicas que permitem a analise direta de solidos (KHUDER et al., 2009; BU et al.,
2013; WAHEED et al., 2014). Por sua vez, o preparo de amostras de suplementos
dietéticos visando a determinacdo de metais se baseia, geralmente, em métodos de
digestdo umida em sistemas abertos ou fechados com aquecimento convencional ou
micro-ondas na presenca de acidos inorganicos concentrados (AVULA et al., 2011;
MARRERO et al., 2013; TOKALIOGLU et al., 2014). As técnicas espectrométricas, como
a espectrometria de absorgédo atbmica com atomizacdo em chama (FAAS) ou forno de
grafite (GF AAS), a espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) e a espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) sao as mais utilizadas para a determinacdo metais em suplementos dietéticos
(CHUANG et al., 2000; KHAN et al., 2001; KRAWCZYK, 2014). Apesar dessas técnicas
geralmente apresentarem sensibilidade, assim como precisdo e exatiddao adequadas
para a determinacdo de metais em suplementos dietéticos, elas sdo susceptiveis a
interferéncias espectrais e ndo espectrais e, em alguns casos, sao inadequadas (ZENG
et al., 2006; MICHALSKI, 2009). Além disso, 0s equipamentos de absor¢ao atbmica sao,
geralmente, monoelementares, o que torna a analise bastante morosa e demorada
quando o intuito € o controle da concentracdo de metais nesses produtos. Por outro lado,
as técnicas com plasma indutivamente acoplado, embora sejam mais sensiveis e
possibilitem a determinacdo multielementar, sdo ainda mais suscetiveis a interferéncias,
principalmente as relacionadas ao ineficiente preparo da amostra (SARZANINI;
MENTASTI, 1997). Outro fator que dificulta o uso dessas técnicas na analise de rotina

esta relacionado ao elevado custo de aquisicdo e manutencéo.
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Nesse contexto, a cromatografia de ions com deteccéo por condutividade (IC-DC)
pode ser uma alternativa para a determinacdo multielementar sequencial de metais em
suplementos dietéticos, uma vez que apresenta algumas vantagens frente as técnicas
espectrométricas, como relativo baixo custo de aquisicdo e manutencdo, possibilidade
de automacéo e a necessidade de reduzido volume de amostra para analise (500 a 2000
uL) (ZENG et al.,, 2006; MICHALSKI, 2009). Apesar disso, a IC-DC é extremamente
dependente da forga ibnica, ou seja, solugdes com elevadas concentragdes de ions séo
inadequadas para a analise, pois saturam facilmente os sitios ativos de troca i6nica da
coluna cromatografica. Portanto, solucbes resultantes de métodos de preparo de
amostras que utilizam acidos concentrados nédo sdo adequadas para analise por IC-DC
(FRITZ; GJERDE, 2009; MICHALSKI, 2009).

Nesse sentido, € necessario o uso de métodos de preparo de amostras
alternativos, os quais possibilitem o uso de solucdes diluidas, assim como a
decomposicédo de elevadas massas de amostras, com o intuito de suprir as limitacdes da
IC-DC relacionadas a moderada sensibilidade para alguns metais. Sob esse aspecto,
destaca-se o sistema de combustao iniciada por micro-ondas (MIC), o qual ja foi aplicado
ao preparo de amostras de diversas matrizes visando a posterior determinacdo de metais,
metaloides e ndo metais (BARIN et al., 2014). Apesar disso, ainda nao foi avaliada para
o preparo de amostras visando a determinacdo de metais por IC-DC. Importante
mencionar que o uso de solu¢bes diluidas no preparo de amostras, além de tornar os
digeridos compativeis com as técnicas de determinacéo, reduz os riscos de acidentes, a
exposicao do analista, o0 consumo de energia e reagentes, bem como a geracdo de
residuos.

Diante do exposto, percebe-se a importancia da determinacdo de metais em
suplementos dietéticos, bem como a necessidade do desenvolvimento de métodos
alternativos que proporcionem a exata e precisa quantificacdo desses elementos e,
também, que atendam aos preceitos da Quimica Analitica Verde. Nesse sentido, 0 uso
da MIC, ou de outros métodos de preparo de amostras que possibilitem o uso de acidos
diluidos associado a determinacdo dos analitos por IC-DC, apresenta grande potencial

para o adequado controle da concentracdo de metais em suplementos dietéticos.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo desenvolver métodos alternativos para a
determinacao de metais em suplementos dietéticos, os quais possibilitem o uso de 4cidos
diluidos durante o preparo de amostras e de técnicas analiticas com custo de aquisi¢cao
e manutencao mais acessiveis. Nesse sentido, pretende-se avaliar a combustéo iniciada
por micro-ondas (MIC) para o preparo de amostras de suplementos dietéticos
(hipercaloricos, multivitaminicos e/ou minerais e botanicos) visando a posterior
determinacao de metais alcalinos (K, Li e Na), alcalinos terrosos (Ca e Mg) e de transi¢cao
(Co, Cu, Fe, Mn e Zn) por IC-DC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Otimizar parametros instrumentais relativos a determinacdo de metais por
cromatografia de ions, como a composicdo e a concentracdo da fase mével, o uso de
modificadores quimicos na fase mével e a vazao da fase movel, visando reduzir o tempo
de analise, aumentar a sensibilidade, melhorar a separacdo dos analitos e,
consequentemente, a seletividade do método e a resolucéo dos picos cromatograficos;

o Otimizar parametros instrumentais relativos ao preparo de amostras de
suplementos dietéticos (hipercaléricos, vitaminicos e/ou minerais, botanicos, a base de
Oleos, dentre outros) por MIC, como a massa de amostra, 0 tipo e a concentracao solucao
absorvedora e o programa de irradiacdo com micro-ondas no que tange a etapa de
refluxo, com o intuito de possibilitar uma eficiente decomposi¢cao da amostra utilizando
apenas solucdes diluidas. Com isso, pretende-se elevar os limites de deteccdo do

meétodo e fornecer solu¢bes adequadas a determinacéo por IC-DC;
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o Avaliar a exatidao do(s) método(s) proposto(s) através da realizacdo de ensaios
de recuperacdo com solugcdo padrao em diferentes niveis de concentracdo. Além disso,
pretende-se reproduzir pelo menos um método de referéncia descrito na literatura para a
comparacao dos resultados;

o Aplicar o(s) método(s) desenvolvido(s) para a analise de suplementos dietéticos
(hipercaldéricos, multivitaminicos e/ou minerais e botanicos) e avaliar se as informacdes

contidas nos rotulos dos produtos avaliados séo concordantes com as obtidas.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 SUPLEMENTOS DIETETICOS

3.1.1 Historico e defini¢céo

Existem indicios de que o conceito de suplementos dietéticos tenha tido origem no
inicio da civilizagdo, entre os anos 4000 e 1950 a.C., quando os sumerios acreditavam
que o consumo de alguns frutos, folhas e sementes poderiam satisfazer suas
necessidades caldricas (FLANDRIN; MONTANARI, 1996). Por volta dos anos 500 a.C.
na Grécia antiga, supunha-se que o consumo desses produtos, além de benéficos para
a saude das pessoas, poderiam conferir habilidades especiais, como forca e velocidade
(MAYER; BULLEN, 1960; APPLEGATE; GRIVETTI, 1997). Posteriormente, atletas
Gregos e Romanos implementaram dietas basicamente vegetarianas contendo vegetais,
legumes, frutas, cereais e vinho diluido em agua (SIMOPOULOS, 1989; GRANDJEAN,
1997).

Em vista desses acontecimentos, diversos atletas empenharam-se em melhorar
seus desempenhos a partir de alteracdes dietéticas no decorrer dos anos.
Simultaneamente, 0 uso de ervas pelos orientais tornou-se uma pratica muito comum
para melhorar a qualidade de vida das pessoas (DAMODARAN et al., 2008). Desde
entdo, o conhecimento sobre nutricdo e fisiologia cresceu de maneira expressiva no
mundo, e com isso, novas abordagens nutricionais foram desenvolvidas visando
melhorar o rendimento de atletas, bem como a qualidade de vida de pessoas de
diferentes faixas etarias e estilos de vida. Sabe-se que muitos alimentos de origem
vegetal e animal sdo ricos em nutrientes como vitaminas, minerais, carboidratos,
proteinas, entre outros, 0s quais sdo essenciais para o funcionamento adequado do
metabolismo humano (NEPA, 2011). No entanto, mesmo com o amplo conhecimento

sobre a composi¢do dos alimentos, € praticamente inviavel suprir as necessidades
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nutricionais e promover os efeitos desejados em individuos com deficiéncias e/ou
individuos que ndo apresentam uma rotina alimentar adequada (MASON, 2007).

A evolucdo do conhecimento cientifico quanto a composicéo dos alimentos e das
necessidades nutricionais do ser humano tornou possivel o desenvolvimento de produtos
dietéticos para a complementacdo da dieta de individuos com necessidades adicionais
de nutrientes. Esses produtos, denominados de suplementos dietéticos tém sido
amplamente utilizados nas ultimas décadas para amenizar os problemas relacionados a
deficiéncia nutricional.

Apesar das divergéncias com relacdo a definicho de suplementos dietéticos,
diversos autores os definem como produtos que contém um ou mais ingredientes
dietéticos — como minerais, vitaminas, proteinas, carboidratos, fibras, acidos graxos,
aminoacidos, ervas e extratos, probidticos, enzimas, carotenoides, fitoesterdis, entre
outros — e que sao utilizados para suprir deficiéncias nutritivas e contribuir para uma
adequada nutricdo (HIGHT et al., 1993; HATHCOCK, 2001; DOLAN et al.,, 2003;
SANDER et al., 2006; GARCIA-RICO et al., 2007; MASON, 2007; CORDAS; KACHANI,
2010; PRAVST, 2014). Sédo comercializados sempre como doses, na forma sélida (como
capsulas, comprimidos, drageas, tabletes, granulados, pastilhas mastigaveis), liquida
(como aerossois e suspensdes) e semi-solida (como géis). Os suplementos dietéticos
também sdo conhecidos como suplementos nutricionais ou, ainda, como suplementos
alimentares (MASON, 2007; DAMODARAN et al., 2008).

3.1.2 Classificacao

Tendo em vista a imensa quantidade de suplementos dietéticos disponiveis no
mercado atualmente, é praticamente impossivel adotar uma classificacdo universal
acerca dos diferentes tipos de produtos encontrados. Nesse sentido, € possivel observar
diversas classificacdes na literatura, as quais sao realizadas levando em consideracao
diferentes parametros. Maughan (1999), por exemplo, classifica os ingredientes que

compdem os suplementos dietéticos em quatro categorias de acordo com a fungéo que



27

desempenham em nosso organismo: 1) substancias que influenciam no metabolismo
energético (cafeina, carnitina, creatina, dentre outras); 2) substancias que auxiliam no
ganho de massa muscular (proteinas, aminoacidos essenciais, dentre outras); 3)
substancias com alegacédo de proporcionar beneficios a saude (aminoacido glutamina,
minerais antioxidantes como selénio e zinco, vitaminas com eficacia comprovada, dentre
outras) e 4) outras substancias que ainda nao apresentam eficacia reconhecida (ginseng,
polén de abelha, alguns minerais e vitaminas, dentre outras).

Por outro lado, Mason (2007) utiliza uma classificacdo mais ampla, de acordo com
os ingredientes utilizados, dentre os quais citam-se:
1) Vitaminas e minerais;
a. Multivitaminas e minerais — geralmente contém 100 % da ingestdo diaria
recomendada (IDR) para vitaminas e quantidades variaveis de minerais e elementos em
nivel traco;
b. Minerais e vitaminas isoladas — podem conter elevadas quantidades do mineral ou
vitaminas e, quando excede dez vezes a IDR, sao frequentemente chamados de
“megadoses”;
C. Combinacdo de vitaminas e minerais — sdo comercializados para grupos
populacionais especificos como, por exemplo, atletas, criancas, mulheres gravidas;
pessoas visando a perda peso, adolescentes, vegetarianos, etc.;
d. Combinacao de vitaminas e minerais com outras substancias como, por exemplo,
Oleo de primula e Panax ginseng.
2) Vitaminas e minerais que ainda ndo apresentam eficacia reconhecida como, por
exemplo, inositol, colina, boro, silicio, cobalto, litio, dentre outros;
3) Oleos naturais contendo acidos graxos com alguma evidéncia de efeitos benéficos
a saude como, por exemplo, 6leo de primula, 6leos de peixe, entre outros;
4) Substancias naturais que ndo apresentam composicdo e efeitos bem definidos,
mas que sdo comercializadas devido suas “propriedades medicinais” como, por exemplo,
algas verdes do género chlorella, geleia real, microalgas do género spirulina, dentre
outras;

Hathcock (2001) e Pravst (2014), por sua vez, classificam essas substancias em

trés categorias, de acordo com a funcao dietética ou origem: 1) substancias com fung¢des
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nutricionais estabelecidas, como vitaminas, minerais, aminoacidos e acidos graxos; 2)
produtos botéanicos (incluindo extratos e concentrados) e 3) outras substancias com uma
ampla variedade de origens e fungdes fisioldgicas, como o piruvato, os precursores de
esteroides e o sulfato de condroitina.

Cabe salientar que as classificacdes apresentadas apenas descrevem categorias
dos ingredientes majoritarios que podem estar contidos nos suplementos dietéticos, ndo
existindo uma classificacao oficial quanto aos tipos de suplementos dietéticos existentes
—com excecdo das classificacdes utilizadas em alguns paises na regulamentacao desses
produtos. Além disso, o crescente surgimento de novos produtos contendo substancias
ainda nao reconhecidas contribui consideravelmente para que isso ocorra. Portanto, a
classificacdo das amostras de suplementos dietéticos utilizadas neste trabalho sera
realizada de acordo com a composicao de cada produto, uma vez que o desempenho

dos métodos analiticos ird depender, em parte, desse parametro.

3.1.3 Regulamentacdo dos suplementos dietéticos no Brasil e EUA

Em vista da diversidade de suplementos dietéticos existentes atualmente no
mercado brasileiro, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou em
julho de 2018 um novo marco regulatério constituido de seis normas:

1. Resolucdo RDC 239/2018 - que estabelece os aditivos alimentares e
coadjuvantes de tecnologia autorizados para uso em suplementos alimentares (ANVISA,
2018a);

2. Resolucdo RDC 240/2018 — que descreve as categorias de alimentos e
embalagens isentos e com obrigatoriedade de registro sanitario (ANVISA, 2018b);

3. Resolucdo RDC 241/2018 — que dispde sobre 0s requisitos para comprovagao da
seguranca e dos beneficios a saude dos probidticos para uso em alimentos (ANVISA,
2018c);
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4. Resolucdo RDC 242/2018 — que regulamenta o registro de vitaminas, minerais,
aminoacidos e proteinas de uso oral, classificados como medicamentos especificos
(ANVISA, 2018d);

5. Resolucdo RDC 243/2018 — que dispbe sobre os requisitos sanitarios dos
suplementos alimentares (ANVISA, 2018e);

6. Instrucdo Normativa 28/2018 — Estabelece as listas de constituintes, de limites de
uso, de alegacdes e de rotulagem complementar dos suplementos alimentares (ANVISA,
2018f).

O objetivo dessa acdo € melhorar o acesso dos consumidores brasileiros a
produtos seguros e de qualidade, reduzir a veiculacdo de alegacfes sem comprovacao
cientifica e, também, diminuir os obstaculos para a comercializacdo e inovacao desse
setor. De acordo com a nova legislacdo todos os produtos apresentados em formas
farmacéuticas e destinados a suplementar a alimentacdo de pessoas saudaveis com
nutrientes, substancias bioativas, enzimas ou probioticos deverdo ser enquadrados como
suplementos alimentares e atender regras especificas de composi¢cdo e de rotulagem
(ANVISA, 2018e). Ou seja, esses produtos s&o classificados como alimentos e séo
isentos de registro sanitario. Existem algumas excecfes que devem ser mencionadas
como, por exemplo, os suplementos dietéticos que apresentam substancias estimulantes,
horménios ou outras substancias consideradas como doping na lista de substancias
proibidas pela World Anti-Doping Agency (WADA) e na legislacao pertinente, assim como
substancias com acdo terapéutica ou medicamentosa. Adicionalmente, visando a
seguranca do consumidor, qualquer suplemento com dosagem de nutrientes, como as
vitaminas e/ou minerais, acima de 100% da IDR também néo € legislado por esse novo
marco regulatério, uma vez que, de acordo com a legislacao brasileira, em ambos os
casos 0s produtos sdo considerados como medicamentos. Assim, esses produtos so
podem ser comercializados apds avaliagcdo de seguranca quanto ao uso — realizada pela
ANVISA - e diante da apresentacdo de prescricdo médica (BIESEK et al., 2015). Nesse
sentido, produtos a base de vitaminas e/ou minerais, por exemplo, podem ser
suplementos ou medicamentos, de acordo com a concentracdo desses nutrientes.

Nos EUA esses produtos sao regulados pela Food and Drug Administration (FDA)

de maneira similar ao que ocorre atualmente no Brasil, ou seja, através de uma Unica
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resolucdo que engloba todos os produtos de uso oral que contém um ou mais
ingredientes dietéticos como, por exemplo, vitaminas, minerais, ervas ou outras
substancias botanicas, aminoacidos e derivados, extratos, Oleos, dentre outras. De
acordo com a FDA, os suplementos dietéticos sao alimentos e, portanto, ndo necessitam
de aprovacdo prévia e/ou de registro junto a qualquer 6rgédo de fiscalizacdo para a
liberacdo no mercado. Além disso, as empresas/industrias ndo precisam fornecer
evidéncias sobre a seguranca e eficacia de seu produto. Segundo a FDA, séo as
empresas/industrias 0s Unicos responsaveis pelo controle de qualidade de seus produtos.
Apesar disso, suplementos dietéticos contendo novos ingredientes dietéticos séo
excecOes frente a essa regra, uma vez que necessitam de uma avaliacdo prévia que
demonstre que o0 novo ingrediente é considerado seguro para comercializagdo (FDA,
2018). Sao esses parametros regulatérios que impulsionaram o mercado americano de
suplementos, deixando, contudo, a populacdo exposta a produtos que podem néo
apresentar seguranca e qualidade, como pode ser observado em vista das inUmeras
evidéncias cientificas publicadas na literatura, assim como alertas sanitarios emitidos
pelo FDA e outras agéncias regulatérias pelo mundo (WHEATLEY; SPINK, 2013).

3.1.4 Determinacdo de metais em suplementos dietéticos

Diversas substancias indesejadas podem ser agregadas aos suplementos
dietéticos através dos processos de producdo, assim como da matéria-prima utilizada.
Além disso, existe a preocupacao com relacdo ao adequado doseamento de minerais,
vitaminas, dentre outras substancias que sédo usadas para a producao desses produtos
(TUMIR et al.,, 2010; KRAWCZYK, 2014; SMICHOWSKI; LONDONIO, 2018). Essa
combinacao de fatores pode resultar em danos a saude devido a presenca, por exemplo,
de metais em concentra¢cdes acima das recomendadas. Por outro lado, os suplementos
dietéticos podem, também, ndo apresentar os ingredientes informados, 0 que resultaria
na perda de eficiéncia do produto. Nesse sentido, a obtencdo de informacdes

guantitativas acerca da concentragdo, principalmente, de metais em suplementos
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dietéticos é essencial para a garantia da seguranca alimentar uma vez que néo € possivel
verificar a qualidade de um produto com base apenas nos valores declarados nos rétulos
(MARRERO et al., 2013; SMICHOWSKI; LONDONIO, 2018).

Cabe salientar que existem diversos trabalhos na literatura que demonstram a
determinacdo de metais em suplementos dietéticos. Os métodos analiticos descritos
consistem, geralmente, no preparo da amostra utilizando reagentes concentrados e
posterior determinacdo desses elementos por técnicas espectrométricas. Além disso,
existem alguns trabalhos que descrevem o uso de técnicas que possibilitam a andlise
direta de solidos, no entanto, essas técnicas ainda ndo sdo a melhor escolha para a
determinacao de metais. Isso é devido aos problemas que ainda sdo recorrentes quando
essas técnicas sao utilizadas como, possiveis efeitos de matriz, dificuldade de calibracéo,
falta de homogeneidade da amostra, além da necessidade do uso de, em alguns casos,
equipamentos com elevado custo de aquisicdo e manutencdo. No Quadro 1 sao
apresentados alguns dos estudos que demonstram a determinacdo de metais em

suplementos dietéticos.
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AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS bE REF.
DETERMINAGCAO

Suplementos Al As, B, Br,C, |a) Digestdo por via Umida em sistema aberto com | ASV, ICP | (HIGHT
dietéticos Ca, Cd, ClI, Co, | aquecimento convencional: 2,0 a 2,5 g de amostra foram | OES, FAAS, | et al.,
classificados como: | Cr, Cs, Cu, Eu, | digeridos com 25 mL de HNOs e 5 mL de HCIOs4 | GF AAS, INAA | 1993)
produtos botanicos; | Fe, Gd, H, K, | concentrados. Em outro momento, 2,0 a 2,5 g de amostra | e PGAA
produtos animais; | Mg, Mn, Mo, N, | foram digeridos com 25 mL de HNOs e 5 mL de H2SOa4
produtos vitaminicos | Na, Ni, P, Pb, | concentrados. Ambos os digeridos foram diluidos com 50 mL
e/ou minerais e |Rb, S, Sh, Sc, | de 4gua ultrapura e centrifugados durante 5 min em 2000
produtos sintéticos, | Se, Si, Sm, Sr, | rpm;
extratos e 6leos Ti,VeZn

b) Andlise direta: 0,4 a 2,5 g de amostra foram envolvidos

em filmes de PET, para a determinacdo dos analitos por

INAA, ou em PTFE, para a determinacdo dos analitos por

PGAA, e seladas por aqguecimento. Em seguida as amostras

foram acopladas a um reator para posterior analise.
Suplementos a base | Cd, Co, Cu, Fe, | a) Digestdo por via seca: 0,5 a 1,5 g de amostra foram | GF  AAS e | (WONG
de ervas Hg, Mn, Ni, Pb | misturados com Mg(NOs)2 na propor¢cdo de 1:1 em um | CVAAS et al.,

e Zn cadinho de porcelana. A mistura foi carbonizada em chapa 1993)

de aquecimento por aproximadamente 2 h e submetida a

digestao por via seca em uma mufla a 470 = 5 °C durante 16

h. As cinzas foram extraidas com HNO3 20% (v/v);

b) Digestdo por via imida em sistema aberto: 0,3 a 0,8 g

de amostra foram digeridos com uma mistura (6:1) de H2SOa

e HNOs concentrado em banho maria (55 °C) até a obtencéo

de uma solucao de aspecto limpido.

PET: polietileno; INAA: andlise por ativagdo com néutrons instrumental; PTFE: politetrafluoretileno; PGAA: analise por ativagdo com néutrons com detecgao
por raios gama prontos; ASV: voltametria de redissolucao anddica; ICP OES: espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado; FAAS:
espectrometria de absorgao atdmica com atomizacdo em chama; GFAAS: espectrometria de absorcéo atbmica com atomizacdo em forno de grafite; CVAAS:
espectrometria de absorcao atbmica com geracao de vapor a frio.
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AMOSTRAS

ANALITOS

PREPARO DE AMOSTRAS

TECNICAS DE
DETERMINACAO

REF.

Suplementos
multivitaminicos

dietéticos

Ca, Cr, Mg,
Mn e Zn

a) Digestéo por via umida em sistema aberto: 5
g de amostra foram digeridos com 25 mL de
HNO3s, 25 mL de HCI concentrados e 50 mL de
agua ultrapura durante 30 min com o auxilio de
uma chapa de aquecimento. Solucdes
resultantes foram filtradas e diluidas
previamente a analise.

b) Digestédo assistida por radiacdo micro-ondas
em sistema fechado: os autores n&o informam
a massa de amostra e 0s reagentes utilizados.
As amostras foram digeridas em
aproximadamente 50 min (10 min a 100 W; 10
min a 300 W; 15 min a 1000 W e 15 min a OW).

ICP OES

(KRAMPITZ;
BARNES,
1998)

Drogas naturais utilizadas pelos
chineses como suplementos
(medicamentos tradicionais) e
gue foram classificadas em trés
categorias: plantas, animais e

minerais

As, Cd, Co,
Cu, Hg, Mn
e Pb

Digestéo por via umida em sistema aberto com
refluxo utilizando aquecimento convencional:
1,0 g de amostra foi digerido utilizando 5 mL de
uma mistura de acidos concentrados (HNOs,
H2SO4 e HCIOs4 na proporcdo de 3:1:1). A
solucéo evaporada do frasco de digestao foi
conduzida através do sistema e condensada em
outro recipiente. Essa solucao foi colocada aos
poucos de volta no frasco digestdo para que
fosse novamente digerida. Esse ciclo foi
repetido 3 vezes para garantir a completa
digestdo da amostra.

FAAS, GF AAS
e CVAAS

(CHUANG et
al., 2000)

ICP OES: espectrometria de emissdo dptica com plasma indutivamente acoplado; FAAS: espectrometria de absorgdo atbmica com atomizagdo em chama;
GFAAS: espectrometria de absorcao atbmica com atomizacdo em forno de grafite; CVAAS: espectrometria de absorcao atdmica com geracéo de vapor a frio.
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(continuacao)
AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS bE REF.
DETERMINAGAO

Suplementos dietéticos a | As, Cd, Cr, | a) Digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em | GF  AAS e | (KHAN et
base de ginseng: sdlidos | Hg, Nie Pb | sistemafechado: 0,5 a 3 g de amostra foram digeridos | CVAAS al., 2001)
(na forma de céapsulas e com uma mistura de 3 mL de HNOgs, 2 mL de HCI, 2
tabletes) e liquidos mL de H2SOa4 concentrados e 5 mL de &gua ultrapura
(tinturas da planta) durante 40 min em uma temperatura e pressao

méaxima de 120 °C e 130 psi, respectivamente;

b) Digestdo por via Umida em sistema aberto com

aquecimento convencional: 0,5 a 5,0 g de amostra

foram digeridos com uma mistura de 5 mL de HNO3z e

5 mL de HCI concentrados. As misturas foram

digeridas por no minimo 6 h.
Suplementos dietéticos | Ca, Cr, Cu, | Digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em | ICP-MS e | (SOLTYK
minerais e/ou vitaminicos, | Fe, Mg, Mn, | sistema fechado: 0,2 a 0,6 g (tabletes) ou 0,16 g | ETAAS et al.,
além de matérias-primas | Mo, P, Se e | (c4psulas) de amostra foram digeridos com 3 mL de 2003)
farmacéuticas Zn HNO3s concentrado. A digestao foi realizada em 4

etapas em poténcia de irradiacdo igual a 280 W.

Durante a digestao, a presséo e temperatura maxima

foram de 45 atm e 155 °C, respectivamente.

GFAAS: espectrometria de absorcédo atbmica com atomizacdo em forno de grafite; CVAAS: espectrometria de absorcdo atémica com geracéo de vapor a frio;
ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado; ETAAS: espectrometria de absor¢céo atbmica com atomizacao eletrotérmica.
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(continuacao)
AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS DF REF.
DETERMINAGAO
Suplementos As, Cd, Cr, Cu, Digestao por via umida em sistema fechado com aquecimento | |cp-Mms (RAMAN et
dietéticos Hg, Mo, Pb, Pd, | convencional — “Bomba de PTFE" 0,4 g de amostra foram al., 2004)
botanicos Sn, Sbh, TI. U, V, digeridos com 10 mL de HNOs em uma chapa de aguecimento
W e Zn (=75 °C) por 16 h. Em seguida, 6 mL de HNOs foram

adicionados aos frascos, que foram novamente aquecidos em

chapa de aguecimento sob a mesma temperatura por mais 24

h. Apos isso, mais 6 mL de HNOs foram adicionados aos

frascos para mais uma etapa de aquecimento por 18 h.

Previamente as etapas de aquecimento as misturas foram

sonicadas em banho de ultrassom por 2 h e, quando

necessario, deixadas em repouso por mais 4 h. Por fim, as

solugdes resultantes foram evaporadas e 10 mL de uma

solucéo de HNO3s 10 mol L foram adicionados aos frascos.
Suplementos Ca, Cr, Cu, Fe, | @) Digestao assistida por radiacéo micro-ondas em sistema | |cp OES (KREJCOVA
dietéticos K, Mg, Mn, Ni, fechado: 0,3 a 0,5 g de amostra foram digeridos com 6 mL de et al., 2006)
multivitaminicos | P, V e Zn HNO3s concentrado durante 10 min a 560 W e, posteriormente,

por 10 min a 700 W,

b) Extracdo acida assistida por ultrassom: 0,1 a 0,2 g de
amostra, 6 mL de HNO3 e 50 mL de agua deionizada. Essa
mistura foi colocada em banho ultrassénico por 15 min. Apos
IS0, as solugdes resultantes foram filtradas;

c) Preparo de suspensdes: 0,1 a 0,2 g de amostra, 6 mL de
HNO3s e 30 ou 50 mL de agua deionizada foram misturados.
Essa mistura foi colocada em banho ultrassénico por 15 min.

ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado; ETAAS: espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacao eletrotérmica; ICP
OES: espectrometria de emisséo 6ptica com plasma indutivamente acoplado.
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AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS bE REF.
DETERMINAGCAO

Suplementos dietéticos | Cd, Cu, Hg, | Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em | FAAS, GF | (GARCIA-RICO
de diversos tipos: | Pb e Zn sistema fechado: 0,35 g de amostra foram digeridos | AAS e CVAAS | et al., 2007)
minerais, vitaminicos, com uma mistura de 4 mL de HNOs concentrado, 4
botanicos, proteicos, mL de HF 48% (v/v) e 1 mL de HCI concentrado
aminoacidos, entre durante 15 min a 175 °C e 1 min a 200 °C. Por fim,
outros 12 mL de uma solugcédo de H3BOs 4% (v/v) foram

adicionados lentamente as amostras, as quais foram

submetidas a uma terceira etapa de digestdo durante

20 min a 165 °C.
Suplementos dietéticos | Cu, Fe, Mn | a) Digestao assistida por radiagdo micro-ondas em | FAAS (SORIANO et
multivitaminicos/minerais | e Zn sistema fechado: 0,12 g de amostra foram digeridos al., 2007b)

com 5 mL de HNOs concentrado em
aproximadamente 9 min (2 min a 300 W; 5 min a 720
W;5mina200W e 2 mina0W),

b) Extracdo assistida por radiagdo micro-ondas em
sistema fechado: 50 mg de amostra foram
misturados com 10 mL de uma solucao de HNOs3 0,7
mol L. As solugdes foram aquecidas por 15 min a
360 W.

FAAS: espectrometria de absorcdo atdmica com atomizacdo em chama; GFAAS: espectrometria de absor¢cdo atdmica com atomizacdo em forno de grafite;
CVAAS: espectrometria de absorcao atdmica com geracao de vapor a frio.
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TECNICAS DE

AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS ~ REF.
DETERMINAGCAO
Suplementos  dietéticos | Cu, Fe, | @ Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em | paas (SORIANO et al.,
multivitaminicos/minerais | Mn e zn | Sistema fechado: 0,12 g de amostra foram digeridos 2007a)
com 5 mL de HNOs concentrado em
aproximadamente 9 min (2 min a 300 W; 5 min a 720
W;5mina200W e 2 mina0W);,
b) Métodos de extracdo empregando ultrassom ou
agitacdo magnética: 0,12 g de amostra foram
misturados com 20 mL de HCI 1 mol L. A mistura
foi colocada em banho ultrassénico ou em agitador
magnético durante 5 min.
Suplementos  dietéticos | Ag,  Al, | @) Digestéo por via imida em sistema fechado com | |cp ogs (ZACHARIADIS;
multivitaminicos/minerais | As, B, Ba, | @duecimento convencional: 0,2 g de amostra foram OLYMPIOU,
Bii Ca, digeridos com 5 mL de HNOs concentrado em um 2008)
cd, Co, bloco digestor por 90 min a 120 °C, a partir do uso
Cr, Cu, de uma rampa de aguecimento (acréscimo de 10 °C
Fe, Ga, | POr min);
In, Mg, .
Mn, Ni | P) Preparo de suspensdes: 1 g de amostra foi
Pb, Se e misturado com 5 mL de uma solugédo de HNOs 0,8
7n mol L' e aproximadamente 10 mL de &gua

deionizada. Durante a nebulizacdo, as solucdes
foram continuamente agitadas com o auxilio de um
agitador magnético.

FAAS: espectrometria de absorcédo atbmica com atomizacao em chama; ICP OES: espectrometria de emisséo Gptica com plasma indutivamente acoplado.
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TECNICAS DE

comerciais e
suplementos
dietéticos
botanicos

Mn, Na, Ni, Pb,
Rb, V, Se, Sr, Zn

(8:2) foram adicionados. Em seguida as solucfes foram levadas
a digestdo em forno micro-ondas. O programa de irradiacéao
utilizado consistiu de uma breve rampa de 5 min até alcancar a
temperatura de 180 °C e, posteriormente, mais 15 min de
digestdo a 1600 W. ApoOs isso, as solugcdes foram filtradas e
transferidas para frascos volumétricos para posterior analise.

AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS ~ REF.
DETERMINAGCAO

Suplementos | As, Cd, Cr, Hg, | Digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema | FAAS, GF | (TUMIR et

polivitaminicos | Ni, Pb e Zn fechado: 0,3 g de amostra foram digeridos com 5 mL de HNO3 | AAS, HGAAS | al., 2010)

e/ou minerais; concentrado e 1 mL de aguaz durante 20 min (rampa de | e CVAAS

botanicos; a aquecimento de 10 min até 1400 W e temperatura maxima de

base de mel e 220 °C com permanéncia de 10 min nessa condigao).

de origem

animal

Produtos Al, As, Ba Ca, | Digestdo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema | ICP-MS (AVULA

botanicos Cd, Co, Cr, Cu, | fechado: 0,1 a 0,5 g de amostra foram transferidas para frascos et al.,

naturais e | Fe, Hg, K, Mg, | de digestdo de PTFE e 10 mL de uma mistura de HNO3s e HCI 2010)

FAAS: espectrometria de absorcé@o atbmica com atomizacdo em chama; GFAAS: espectrometria de absor¢cdo atbmica com atomizacdo em forno de grafite;
HGAAS: espectrometria de absorcéo atdmica com geracdo de hidretos; CVAAS: espectrometria de absor¢cdo atbmica com geracdo de vapor a frio; ICP-MS:
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.
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TECNICAS DE

b) Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em
sistema fechado: 0,2 g de amostra foram digeridos com
uma mistura de 10 mL de HNOs, 1 mL de aguaz e 1 mL
de HF. O programa de irradiagdo consistiu em uma
rampa de aquecimento de 30 min até 160 °C e mais 40
min nessa mesma temperatura.

AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS . REF.
DETERMINAGCAO

Suplementos  dietéticos | Al, As, Ba, | Digestéo assistida por radiagéo micro-ondas em sistema | |cp-MS (AVULA et
multivitaminicos/minerais, | Ca, Cd, Co, | fechado: 0,2 g (sélidas) ou 2 mL (liquidas) de amostra al., 2011)
botanicos, proteicos e |Cr, Cs, Cu, |foram digeridos com 10 mL de uma mistura acida
suplementos contendo | Fe, Hg, K, |contendo 8 mL de HNOs e 2 mL de HCI concentrados.
outras substdncias nZo | Mg, Mn, Na, | O programa de irradiacéo utilizado consistiu de uma
minerais (como fibras, | Ni, Pb, Rb, | breverampade 5 min até alcancar a temperatura de 180
fitoesterois, Se, Sr, TI, U, | °C e, posteriormente, mais 15 min de digestao a 1600
bioflavonéides, entre | Ve Zn W. Os digeridos com residuos solidos foram
outros) centrifugados previamente a determinacdo dos analitos.
Suplementos  dietéticos | Al, Ca, Cd,|@ Analise direta por LA-ICP-MS: 0,5 g de amostra | | o_|cP-MS e | (BU et al.,
botanicos Co, Cr, Cu, |foram prensados em uma prensa hidraulica (4 Mpa). | |cp-Ms 2013)

Fe, Mg, Mn, | APOs isso, os comprimidos formados, com espessura

Ni, V e Zn. variavel de 2 a 4 mm, foram utilizados para a analise,

ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado; LA-ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado com

ablacéo por laser.
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TECNICAS DE

AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS ~ REF.
DETERMINACAO

Suplementos As, Bi, Cd, Cr, | Digestao assistida por radiagao micro-ondas em sistema | |cp OgS (MARRERO
dietéticos contendo | Cu, Fe, Hg, |fechado: 0,5 g foram digeridos com 7 mL de HNOs e 3 et al., 2013)
vitaminas, minerais, | Mn, Mo, Ni, | ML de aguaz concentrados. A mistura foi deixada em
extratos de plantas e | Pb, Sb, Se, \V | fepouso overnight e, entdo, submetida a digestdo em
outras substancias e7Zn forno micro-ondas — 1 min a 250 W; 1 min a 0 W; 5 min

a 250 W; 5 min a 400 W e 5 min a 600 W — totalizando

17 min.
Suplementos As, Ba, Cd, |a) Analise direta: 150 mg de amostra, previamente | INAA, FAAS e | (WAHEED et
dietéticos de célcio | Ce, Co, Cr, | moidas e homogeneizadas, foram colocados em | GF AAS al., 2014)
em formulacbes com | Cu, Fe, K, Na, | cdpsulas de polietieno que foram seladas por
vitamina D, vitamina | Nd, Ni, Rb, | aquecimento e acopladas ao reator para posterior
C ou fosfatos Sb, Sc, Sm, | andlise;

Sn, Sre Zn

b) Digestdo por via Umida em sistema aberto com
refluxo e aquecimento convencional: 0,5 g de amostra
foram transferidos para um baldo de 100 mL acoplado a
um longo condensador (25 cm) e 2 mL de HNOs destilado
foram adicionados. O frasco foi aquecido durante 40 min
a 80 °C e agitado ocasionalmente.

ICP OES: espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado; INAA: andlise por ativagdo com néutrons instrumental; FAAS: espectrometria
de absorcao atbmica com atomizacdo em chama; GFAAS: espectrometria de absorcao atbmica com atomizacéo em forno de grafite.
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AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS bE REF.
DETERMINAGAO
Suplementos As, Cd,|?d Digestdo assistida por radiagdo micro-ondas em | HR.CS-GF AAS (KRAWCZYK,
dietéticos Cr, Cu, | Sistema fechado: 250 mg de amostra foram digeridos com 2014)
multivitaminicos | Fe, Mn, | 1 mL de aguaz 30%, 4 mL de HNOs e 1,5 mL de HF. A
Ppbe Se |amostrafoisubmetida a aguecimento em um sistema com

radiacdo micro-ondas focalizada durante 20 min a 300 W

e as solucdes resultantes analisadas.

b) Preparo de suspensdes: 250 mg (para a

determinacdo de As, Cd e Pb) ou 25 mg (para a

determinacao de Cr, Cu, Fe, Mn e Se) foram com 5,2 mL

de HNOs concentrado e 25 (1l de uma solucéo de Triton

X-100 10% (v/v) foram adicionados e as suspensodes

obtidas homogeneizadas com um auxilio de uma sonda

ultrassonica e um agitador mecanico.
Suplementos Cr, Cu, | Digestao por via Umida em sistema aberto com refluxo e | |cp OES e ICP-MS (TOKALIOGLU
dietéticos Fe, Mg, aquecimento convencional: 0,25 g de amostra e 5 mL de et al., 2014)
minerais elou | Mn, Mo, HNOs concentrado foram transferidos para frascos de
vitaminicos Se. e Zn digestao e deixados em repouso por 60 min. Os frascos

contendo as solucdes foram aquecidos em um bloco

digestor (sistema comercial de digestdao com refluxo) por

30 min a 120 °C e, posteriormente, por mais 2 h a 140 °C.

HR-CS-GFAAS: espectrometria de absorcéo atdmica de alta resolucdo com fonte continua e atomizacdo em forno de grafite; ICP OES: espectrometria de
emissao Optica com plasma indutivamente acoplado; ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado.
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AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS bE REF.
DETERMINAGCAO
Suplementos As, Cd, | Digestéao assistida por micro-ondas sob pressao de oxigénio: | ICP OES e IC | (CRIZEL,
esportivos Cu, Cr, Pb, | 1350 mg de amostra foram digeridos com 6 mL de HNO3s 5 mol 2015)
S,PeZn |L!eb5barde O2 As amostras foram submetidas ao seguinte
programa de irradiacdo com micro-ondas: i) rampa de 5 min até
800 W; ii) 5 min a 800 W; iii) 10 min a 1000 W e iv) 20 min a 0
W (resfriamento).
Bebidas e | Cu, Mg, | Extracdo com agua quente: 1 g de amostra foi misturado com | HR-CS-FAAS | (GOMEZ-
suplementos Mn, Si e | 100 mL de agua ultrapura fervente e deixado em repouso por 15 NIETO et al.,
botanicos Zn min. A mistura foi filtrada e deixada para resfriar a temperatura 2017)
ambiente. Em seguida, 20 mL da solucédo resultante foram
diluidos a 25 mL visando a obtencdo de uma concentracao final
de 0,6% (m/v) de HNOs e de 10 g L* de uma solucédo tampéo
de La20s.
Suplementos As, Ca, | Digestédo assistida por radiacdo micro-ondas em sistema |ICP OES e | (UDOUSORO
dietéticos Cd, Cao, | fechado: aproximadamente 1 g de amostra foram digeridos com | ICP-MS et al., 2017)
minerais  e/ou | Cr, Cu, Fe, | 5 mL de HNOs3 e 2 mL de aguaz concentrados. As amostras
multivitaminicos, | Hg, K, Mg, | foram submetidas ao seguinte programa de irradiacdo com
botanicos e de | Mn, Mo, | micro-ondas: i) rampa de 3 min até 100 °C com 1000 W; ii) 4 min
origem animal Na, Ni, P, |a 100 °C com 1000 W; iii) rampa de 3 min até 150°C com 1000
Pb, Sn, V [ W;iv) 4 min a 150 °C com 1000 W; v) rampa de 10 min até 200
eZn °C com 1000W; vi) 10 min a 200 °C com 21000W; vii)

resfriamento realizado overnight a temperatura ambiente.

ICP OES: espectrometria de emissao 6ptica com plasma indutivamente acoplado; IC: cromatografia de ions; HR-CS-GFAAS: espectrometria de absorcao
atdbmica de alta resolugdo com fonte continua e atomizagédo em forno de grafite; ICP-MS: espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado”.
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AMOSTRAS ANALITOS PREPARO DE AMOSTRAS TECNICAS DE REF.
DETERMINACAO

Leite em pd e |Ca,KeMg| & Andlise direta: 500 mg de amostra foram prensados na | | |BS e ICP OES | (AUGUSTO

suplementos forma de pellets em prensa hidraulica usando et al., 2017)

dietéticos

aproximadamente 10 toneladas-forca de presséo.

b) Digestédo assistida por radiagdo micro-ondas em sistema
fechado: 250 mg de amostras foram digeridos com 6 mL de
HNOz 2 mol L* e 3 mL de aguaz 30% (m/m). As amostras
foram submetidas ao seguinte programa de irradiagdo com
micro-ondas: i) rampa de 5 min até 120 °C com 1260 W; ii) 5
min a 120 °C com 1260 W; iii) rampa de 5 min até 160°C com
1260 W; iv) 5 min a 160 °C com 1260 W; v) rampa de 5 min
até 230 °C com 1260W; vi) 10 min a 230 °C com 1260W.

LIBS: espectrometria de emissao 6ptica com plasma induzido por laser; ICP OES: espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente acoplado.
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Dentre as técnicas de analise direta de sélidos utilizadas para a determinacéo
de metais em suplementos dietéticos, destaca-se a Analise por Ativacdo com
Néutrons Instrumental (INAA) (HIGHT et al.,, 1993; WAHEED et al., 2014). Essa
técnica é considerada como referéncia devido as inUmeras vantagens que apresenta,
tais como, determinacdo multielementar, pequena suscetibilidade a efeitos de matriz,
elevada sensibilidade, linearidade em qualquer faixa de medi¢cdo (medida absoluta),
além de boa exatiddo para a maioria dos elementos da tabela periddica
(GREENBERG, 2008; GREENBERG et al., 2011; PETRONI, 2015). Por outro lado,
além das desvantagens inerentes da analise direta de sdlidos, essa técnica necessita
de instrumentacdo complexa (reator nuclear), o que de fato € um dos principais
empecilhos para aplicacdo. Além de tudo, existe ainda a necessidade de manipulacdo
de material radioativo, assim como de tratamento dos residuos gerados (EHMANN;
VANCE, 1991).

Portanto, o uso de técnicas que apresentam instrumentacdo menos complexa,
como as espectrométricas, ainda é a melhor op¢éo para a determinacdo de metais
em suplementos dietéticos. Como pode ser observado no Quadro 1, as técnicas
espectrométricas como a FAAS, GF AAS, ICP OES e ICP-MS séo as mais utilizadas
para essa finalidade. Essas técnicas se destacam por serem mais simples, quando
comparadas com as técnicas para a analise direta de solidos, além de apresentarem
excelente sensibilidade, bem como preciséo e exatiddao adequada para determinacao
elementar em nivel traco. No entanto, geralmente necessitam que a matriz da amostra
seja eliminada e que as espécies quimicas de interesse estejam presentes em uma
solucéo aquosa livre de possiveis interferentes (acidez, carbono residual, salinidade)
para introducéo nos equipamentos.

Nesse sentido, em vista dos suplementos dietéticos apresentarem composi¢ao
gue varia de acordo com o tipo de produto, o uso de métodos de preparo de amostras
mais robustos é geralmente preferido. Os métodos de digestdo com acidos
concentrados e aquecimento (convencional ou micro-ondas) em sistemas abertos ou
fechados sdo os mais utilizados, como apresentado no Quadro 1. Além de serem
adequados em muitos casos, esses métodos disponibilizam os analitos em solugdes,
supostamente, adequadas para a determinacdo por técnicas espectrométricas
(KRUG; ROCHA, 2016).

Contudo, deve-se ressaltar que a escolha das técnicas espectrométricas para

a determinagéo de metais em suplementos dietéticos ndo se deve somente ao fato de
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apresentarem parametros analiticos adequados. Ou seja, 0 uso dessas técnicas é
provavelmente devido, também, as caracteristicas dos digeridos obtidos, uma vez que
proporcionam a completa digestdo da matriz. Entretanto, os digeridos apresentam
elevados teores de acido residual, o que torna necessaria uma etapa de diluicdo
previamente a determinacdo dos analitos. Essa etapa evita que danos sejam
causados aos equipamentos, porém prejudica consideravelmente os limites de
deteccgdo (LOD, do inglés “limit of detection”) e quantificagcdo (LOQ, do inglés “limit of
quantification”) dos métodos. E provavelmente devido a isso que, por exemplo, a
cromatografia de ions com sistema de detec¢ao por condutividade (IC-CD) — técnica
menos sensivel que as espectrométricas, mas que apresenta relativo baixo custo e
possibilita a determinacdo multielementar de metais — ainda ndo tenha sido
empregada para a determinacdo desses elementos em suplementos dietéticos ou
outras amostras de dificil decomposicdo (MICHALSKI, 2009; CALAND et al., 2012).
Nos itens a seguir serdo descritas algumas caracteristicas das técnicas
analiticas mais utilizadas para a determinacdo de metais. Posteriormente, pretende-
se apresentar algumas consideracbes acerca da etapa de preparo de amostras

requerida para a determinacéo desses elementos.

3.2 TECNICAS INSTRUMENTAIS PARA A DETERMINACAO DE METAIS

3.2.1 Técnicas espectrométricas

Diversas técnicas instrumentais tém sido empregadas para a determinacéo de
metais, dentre as quais, destacam-se as espectrométricas como a FAAS, GF AAS,
ICP OES e ICP-MS, por serem amplamente utilizadas (BOSS; FREDEEN, 1999;
WELZ; SPERLING, 2008; BINGS et al., 2010). Cabe mencionar que 0s principios
dessas técnicas sdo bem estabelecidos na literatura e, devido a isso, ndo serédo
discutidos neste trabalho (MONTASER, 1998; BRENNER; ZANDER, 2000; WELZ;
SPERLING, 2008; WEISS, 2016). Os parametros analiticos e as caracteristicas de

cada uma dessas técnicas sdo resumidamente apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Caracteristicas analiticas das técnicas instrumentais mais utilizadas para a determinacdo de metais em suplementos dietéticos.
Adaptado de Barin (2007).

Caracteristicas analiticas ICP-MS ICP OES GF AAS FAAS
Instrumentacgéo complexa complexa/moderada moderada moderada
Determinag&o multielementar sim sim nao nao
Faixa de trabalho ugLtangL? mgLtapugL? ug Lt mg L
Espectrais alto alto/médio meédio médio
Nivel de interferéncias _ o o . o
N&o espectrais meédio meédio baixo médio
Custo de aquisicéo muito alto alto meédio/alto meédio/ baixo

Custo de manutencéao alto alto meédio/alto médio




a7

A ICP-MS €, das técnicas apresentadas na Tabela 1, a mais sensivel (faixa de
trabalho vai de pg Lt a ng L) e a que possibilita a determinacéo do maior nimero de
elementos (mais de 75 elementos) (MONTASER, 1998; NELMS, 2005;
BEAUCHEMIN, 2010). No entanto, um espectrometro de massa com plasma
indutivamente acoplado apresenta elevado custo de aquisicdo e manutencao. Além
dos custos com pecas (tochas, nebulizadores, cones, etc.), deve-se também levar em
consideracao o elevado consumo de argdnio, uma vez que esse gas é utilizado para
gerar o plasma, bem como no processo de nebulizagdo. O consumo de argbnio
durante uma analise é geralmente maior que 10 L min-t. Além disso, a ICP-MS requer
instrumentacdo complexa e apresenta elevada suscetibilidade a interferéncias
espectrais e ndo espectrais, dentre as quais pode-se citar as relacionadas a formacao
de ions poliatdmicos, isobéaricos e de carga dupla, assim como a ocorréncia de
depdsitos de compostos da matriz nos componentes do equipamento (interface, lente
ibnica e tocha), dificuldades no transporte de amostra, mudanc¢as na composicdo do
plasma, efeitos de supresséo de sinal, dentre outras (MONTASER, 1998; NELMS,
2005; BARIN, 2007).

A ICP OES apresenta muitas similaridades com a ICP-MS como, por exemplo,
a capacidade de determinacdo multielementar e a elevada frequéncia de analise
guando comparada as outras técnicas apresentadas na Tabela 1. Apesar de ter menor
sensibilidade (faixa de trabalho vai de mg L! a pug L) que a ICP-MS, dispbe de
instrumentacdo menos complexa, menor custo de aquisicdo e menor nimero de
interferéncias espectrais (BOSS; FREDEEN, 1999; HOU et al., 2000; BARIN, 2007).
As interferéncias ndo espectrais sdo similares aquelas observadas para a ICP-MS.
Apesar de menos sensivel que a ICP-MS, a ICP OES também apresenta diversas
aplicagbes para a determinagdo de metais em uma grande variedade de amostras
(BRENNER; ZANDER, 2000). Cabe ressaltar que, assim como para a analise por ICP-
MS, a etapa de preparo de amostras pode ser limitante para a ocorréncia de algumas
das interferéncias comentadas anteriormente. Portanto, é evidente a importancia da
avaliacdo de métodos alternativos de preparo de amostras, os quais possibilitem o
uso de reagentes diluidos sem a perda de eficiéncia de digestdo (BlZZI et al., 2014,
HARTWIG et al., 2016; MESKO et al., 2018).

Por sua vez, as técnicas de espectrometria de absor¢do atbmica apresentadas
na Tabela 1 (GF AAS e FAAS) ainda tém sido amplamente utilizadas para a
determinacao de metais (WELZ; SPERLING, 2008; WU et al., 2009; BINGS et al.,
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2010). Isso se deve, principalmente, por serem mais simples que a ICP-MS e a ICP
OES, além dos equipamentos apresentarem custo de aquisi¢ao relativamente inferior.
Além disso, os custos relativos a manutencdo desses equipamentos também séo
menores quando comparados aos das técnicas com plasma indutivamente acoplado.
A GF AAS por necessitar do uso de argdnio (como gas de purga) e da substituicdo do
tubo de grafite devido ao desgaste natural, tem custo de manutencédo mais elevado
que a FAAS. Apesar disso, apresenta maior sensibilidade (faixa de trabalho € da
ordem de pg L?) e necessita de pequeno volume de amostra (10 a 50 pL) quando
comparada a FAAS (WELZ; SPERLING, 2008).

Embora as técnicas de absorcdo atbmica sejam suscetiveis a um menor
namero de interferéncias espectrais e ndo-espectrais quando comparada a ICP-MS e
ICP OES, sdao monoelementares e, em consequéncia disso, elevam custos e,
principalmente, o tempo de anélise quando se pretende determinar a concentracao de
mais elementos. Outro aspecto importante é que essas técnicas apresentam uma
estreita faixa de calibracao e, dependendo da concentracdo dos analitos na amostra,
podem ser necessarias sucessivas etapas de diluicdo dos digeridos (BARIN, 2007,
WELZ; SPERLING, 2008).

3.2.2 Cromatografia de ions

As técnicas espectrométricas sao, definitivamente, as mais utilizadas
atualmente para a determinacdo de metais em uma ampla variedade de amostras.
Apesar disso, a cromatografia de ions apresenta caracteristicas que podem torna-la
uma interessante alternativa as técnicas espectrométricas para a determinacdo de
metais em suplementos dietéticos como, por exemplo, o relativo baixo custo de
aguisicdo e manutencao, o fato de possibilitar o uso de uma instrumentacao bastante
simples e, ainda, a determinacdo multielementar sequencial em uma ampla faixa de
trabalho (mg Lt a ug L) (JACKSON, 2000).

O uso da IC para a determinagdo de anions em diversos tipos de matrizes &
bastante consolidado (JACKSON, 2000; FRITZ; GJERDE, 2009; MORALES-RUBIO;
DE LA GUARDIA, 2015). Isso esta provavelmente relacionado a grande variedade de

meétodos de preparo de amostras que tém sido desenvolvidos ao longo dos anos para
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essa finalidade. Esses métodos consistem na decomposi¢cdo da matriz ou extracao
dos analitos da matriz a partir do uso de solucdes alcalinas diluidas e/ou solventes
organicos. Por outro lado, o numero de trabalhos empregando a IC para a
determinacdo de cétions € consideravelmente inferior quando comparada a
determinacao de anions (MORALES-RUBIO; DE LA GUARDIA, 2015). Apesar disso,
cabe mencionar que a IC vem sendo utilizada a mais de 50 anos para a determinacao
de cétions (metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transicdo) em
matrizes menos complexas (geralmente liquidas), as quais podem ser simplesmente
filtradas e/ou diluidas previamente a andlise (MICHALSKI, 2009; CALAND et al.,
2012).

Como comentado anteriormente, a IC tem sido pouco explorada para a
determinacao de metais, entretanto, quando se trata da analise de matrizes sélidas o
namero de aplicacbes € praticamente inexistente. Isso esta relacionado,
provavelmente, ao uso de acidos concentrados na etapa de preparo de amostras é
utilizado para proporcionar a completa digestdo da matriz, o que geralmente resulta
na disponibilizacdo dos analitos em solucdo. No entanto, as solu¢des resultantes do
preparo de amostras usando &cidos concentrados sdo inapropriadas para a
determinacdo de metais por IC-DC. Isso ocorre devido a elevada acidez residual
dessas solucdes, as quais ocasionam interferéncias cromatogréficas (linha base com
valores de condutividade elevados, saturacdo dos sitios ativos da coluna devido a
elevada carga ibnica, danos a coluna cromatografica, dentre outros) que afetam de
maneira consideravel a separacdo dos analitos na coluna, assim como a posterior
determinacdo em sistemas cromatograficos com deteccdo por condutividade. Vale
ressaltar que essas interferéncias afetam a sensibilidade, a precisao e a exatiddo da
técnica (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016).

Assim, é evidente que o maior desafio para a determinacdo de cations em
matrizes complexas (como os suplementos dietéticos) por IC € a etapa de preparo da
amostra. Desse modo, o desenvolvimento e avaliagdo de métodos alternativos de
preparo de amostras, 0s quais possibilitem uma decomposicdo eficiente com uso de
solucbes diluidas, € essencial para que a IC-DC possa ser difundida e, quica,
consolidada como uma alternativa a determinagédo de metais alcalinos, metais
alcalinos terrosos e metais de transicdo em amostras de dificil decomposicgéo.

A seguir serdo descritas algumas generalidades da técnica de cromatografia

de ions, com mais detalhes para a separacdo de cations, bem como algumas
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definicbes que serdo importantes para o compreendimento da otimizacdo das
condi¢cBes cromatograficas visando a posterior avaliacdo da combustéo iniciada por

micro-ondas para o preparo de amostras de suplementos dietéticos.

3.2.2.1 Fundamentos e aplicacdes em IC

A cromatografia de ions foi introduzida por Small et al. (1975) e em poucos
anos consolidou-se como uma técnica bastante versatil para a determinacdo de
anions e cations. A técnica consiste na separacao de espécies idbnicas em uma coluna
cromatografica, a qual é geralmente constituida por uma base polimérica
funcionalizada com grupos trocadores de ions que apresentam cargas contrarias.
Assim as espécies idbnicas tendem a interagir com 0s grupos trocadores na coluna
cromatografica em um processo reversivel que promove a separacao dessas espécies
de acordo com a intensidade de interagdo com os sitios ativos da coluna. A fase
movel, por sua vez, também contém espécies ibnicas, e uma competicdo entre os ions
da amostra e da fase movel pelos grupos trocadores é estabelecida. Portanto, tanto
anions quanto cations sdo separados devido a adsorcao reversivel e diferencial dos
analitos nos grupos trocadores da coluna cromatografica (FRITZ; GJERDE, 2009).
Embora outras abordagens possam ser utilizadas para a separacdo de espécies
ibnicas na cromatografia de ions, como a formacéao de par ibnico e a excluséo ibnica,
a troca ibnica continua sendo o principal mecanismo de separacao utilizado
(JACKSON, 2000). Dessa forma, neste trabalho os fen6menos de separacdo por
formacao de par ibnico e exclusdo ibnica ndo serédo abordados.

Como pode ser observado na Figura 1, a instrumentacdo de um cromatégrafo
de ions consiste basicamente em: um reservatério para fase mével, uma bomba de
alta pressdo, uma alca de amostragem, uma coluna de separa¢ao, um detector e um
dispositivo de aquisi¢cao de dados. Existe, ainda, a possibilidade do uso de um sistema
de supressdo previamente ao sistema de deteccdo, que tem como funcéo reduzir o
sinal de fundo (condutividade) da fase movel e, com isso, possibilitar a determinacéo
de espécies idnicas em baixissimas concentracfes. Os produtos das reacdes
guimicas que ocorrem no sistema de supressdo em um sistema de cromatografia de

cations, por exemplo, resumem-se a agua e as respectivas bases dos cations
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presentes na fase movel. Como consequéncia disso, a sensibilidade da técnica é
aumentada. Embora o uso de um sistema de supressao quimica na cromatografia
anidnica seja fundamental para possibilitar a determinagédo em baixas concentracdes
(da ordem de mg L a pg L?), os sistemas cromatograficos sem supressao quimica
tem sido utilizados com sucesso para a determinagéo de cations na ordem de mg L
(MICHALSKI, 2009; CALAND et al., 2012; WEISS, 2016). Isso tem sido possivel
devido ao uso de colunas analiticas de baixa capacidade, as quais possibilitam a
separacdo de cations através do uso de fases moéveis diluidas que geram sinais de
fundo relativamente baixos.

A deteccdo condutimétrica direta (sem supressao quimica) torna o sistema
cromatografico ainda mais simples e, na cromatografia de cations, possibilita a
determinacdo de alguns metais de transicdo, o que nao € possivel nos sistemas
cromatograficos com supressdao quimica devido aos problemas relacionados a
formacdo de hidréxidos insoluveis (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016). Tendo em
vista que nesta tese sera proposto o desenvolvimento de métodos analiticos visando
a determinacdo de metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transicao
por cromatografia de ions com deteccdo condutimétrica direta, os sistemas de

supressao quimica nao serdo explorados durante esta revisao.

Fase Movel
(Eluente)

Bomba
de alta
pressao

Valvula de injegao
(Alca de amostragem)

Detector

Figura 1. Descricdo de um sistema compacto de cromatografia de ions com deteccdo

condutimétrica direta.

Em um cromatografo de ions, a bomba de alta pressao forca a passagem da
fase movel por todo o sistema até a sua estabilizacdo (que geralmente é
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acompanhada pela linha base obtida devido ao sinal no detector). A proxima etapa é
a injecao da amostra que resulta no preenchimento da alca de amostragem. A partir
disso, a amostra — que é carreada pela fase mével — chega até a coluna
cromatografica onde ocorre efetivamente a separacéo dos analitos. Apos a separacao
na coluna cromatografica, os analitos chegam ao detector e um sinal — que é
diretamente proporcional a concentracao — é gerado e processado em um dispositivo
de aquisicao de dados. Vale ressaltar que embora existam outros tipos de deteccgao
na IC, como a deteccdo espectrofotométrica e a deteccdo amperométrica, neste
trabalho somente a detec¢do condutimétrica sera considerada, uma vez que se trata
do tipo de deteccdo mais utilizado na cromatografia de ions e, também, por se tratar
do sistema de deteccdo que ira ser usado neste trabalho.

Na cromatografia de ions, dependendo da fase movel e da fase estacionaria
selecionadas, diversas espécies idnicas podem ser separadas e quantificadas. A
determinacdo de cations (metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de
transi¢céo), por exemplo, tem sido realizada através do uso de colunas com trocadores
catibnicos fracos (de baixa capacidade), como as resinas carboxilicas e as resinas
sulfénicas (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016). Enquanto que as colunas com
trocadores catidnicos fracos permitem a separacdo de cations a partir do uso de
solugcBes com concentracdes reduzidas e/ou contendo espécies que geram um sinal
de condutividade relativamente baixo, as colunas com trocadores cationicos fortes,
praticamente em desuso atualmente, necessitam de solugées mais concentradas e/ou
contendo espécies ibnicas que ocasionam um aumento consideravel do sinal de
fundo. Além disso, o uso de colunas com trocadores catidnicos fortes dificulta a
separacdo de espécies monovalentes e divalentes em uma mesma corrida
cromatografica. E provavelmente devido a isso que o uso de colunas com trocadores
cationicos fortes tem ocorrido na maioria dos casos em sistemas cromatograficos com
supressao quimica.

De acordo com o tipo de coluna selecionada, diversas substancias quimicas
podem ser utilizadas para o preparo da fase movel. O uso de colunas com trocadores
catibnicos fortes requer o uso de solu¢des mais concentradas e/ou que fornegam uma
quantidade consideravel de cétions em solucao para alterar o equilibrio quimico das
espécies idnicas na fase estacionaria e na fase mével (HADDAD; JACKSON, 1990).
Nas reagOes (1) e (2) é possivel verificar o equilibrio quimico de duas espécies

catidnicas — monovalente (M*) e divalente (M?*), respectivamente — em uma coluna
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com um trocador catioénico (L"), guando uma fase mével contendo ions monovalentes
(A*) é utilizada. Através desse mecanismo de separacdo, que € 0 mais comum na
cromatografia de ions, os cations da amostra sado “empurrados” em diferentes taxas
pela coluna devido a constante reacéo de troca idnica entre os ions da fase movel e
da fase estacionaria (HADDAD; JACKSON, 1990; FRITZ; GJERDE, 2009).

Resina — L'A* + M* = Resina— L'M* + A*

Reacéo 1.

2Resina — L'A* + M?* = (Resina — L)2 — M2+ + 2A*

Reacéao 2.

Solugdes de HCI, H2SO4 ou HNOs em concentragfes que podem variar de 2 a
40 mmol L?, dependendo da coluna utilizada (comprimento, diametro interno,
tamanho de particula, etc.), sdo as mais utilizadas para a separacdo de ions
monovalentes, como os metais alcalinos. lons divalentes, como os metais alcalinos
terrosos, interagem fortemente com colunas que apresentam trocadores catidnicos
fortes sendo necessario o uso de elevadas concentracfes desses acidos para
promover uma separacdo eficiente. No entanto, em sistemas com deteccao
condutimétrica direta, o uso de concentraces elevadas desses acidos eleva de
maneira consideravel a condutividade da linha base (sinal de fundo), inviabilizando a
quantificacdo dessas espécies na maioria dos casos, a excecdo dos sistemas
cromatograficos com supressao quimica (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016). Por
outro lado, o uso de sistemas cromatograficos com supressdo quimica, como
comentado anteriormente, inviabiliza a determinacdo de ions dos metais de transicao
devido a formacdo de hidroxidos insoluveis. Portanto, quando a deteccdo for
condutimétrica, os ions de metais de transicdo sO podem ser determinados em
sistemas cromatograficos sem supressao quimica.

Ao contréario dos ions de metais alcalinos e de metais alcalinos terrosos, os ions
de metais de transicdo ndo sdo separados através do uso de fases moveis contendo
cations monovalentes (H*, Na*, etc.), independentemente do tipo de coluna utilizada.

Isso ocorre em virtude do coeficiente de seletividade para os elementos de transi¢céo
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de mesma carga serem muito semelhantes (FRITZ; GJERDE, 2009). Para que seja
possivel a separacdo desses ions, faz-se necessario a introducdo de um segundo
equilibrio quimico durante a separacao na coluna como, por exemplo, o equilibrio de
complexacao, o qual ocorre através da adicao de agentes complexantes a fase movel.

Os agentes complexantes mais comuns sdo 0s acidos organicos fracos que
formam, preferencialmente, complexos aniénicos ou neutros com ions metalicos, tais
como o &cido citrico, o acido oxalico, o acido tartarico, o &cido dipicolinico (também
conhecido como acido 2,6-piridinocarboxilico, &cido piridina-2,6-dicarboxilico, PDC,
PDA ou DPA) entre outros. No entanto, outras substancias quimicas também tém sido
utilizadas com sucesso para separacao de ions monovalentes e divalentes (incluindo
alguns metais de transicdo) como, por exemplo, o acido metanossulfénico (MSA).
Uma das principais vantagens dos reagentes supracitados, além de proporcionarem
uma adequada separacdo dessas espécies, € a relativa baixa condutividade
equivalente, que possibilita o uso de sistemas cromatograficos com detecc¢éo
condutimétrica direta sem uma consideravel perda de sensibilidade. A formacéo de
complexos com os céations da amostra reduz consideravelmente a interacdo com os
trocadores catibnicos da coluna. No entanto, muitas vezes, dois agentes
complexantes diferentes séo requeridos para a separacdo de determinadas espécies
de interesse (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016). Por simplicidade, no entanto,
apenas um unico ligante é considerado nas reacfes de equilibrio quimico que
demonstram o efeito 0 uso de agentes complexantes (AnLiG™) na eluicao de ions de
metais de transi¢do nas reacdes (3) e (4). Quando uma solucdo contendo um ion de
metal de transicdo de carga multipla (M™) em baixa concentracdo e um cation
monovalente A* (Na* ou H*) em uma concentragdo significativamente maior estd em

contato com um trocador de cations na forma A*, o seguinte equilibrio é estabelecido:

nResina — L'A* + M™ & (Resina — L)n — M™ + nA*
Reacéo 3.
(Resina — L)n — M™ +nA* + AnLiG™ = nResina — L'/A* + MLIG

Reacéo 4.



55

Resumidamente, quando agentes complexantes sédo adicionados a fase movel,
0 mecanismo de eluicdo € um resultado da remocao isoidnica pelo contra-ion (efeito
de “empurrar’) e pela formagcdo de complexos (efeito de “puxar” pelos ligantes
formadores de complexos), como demonstrado nas reagbes (3) e (4),
respectivamente. O efeito de “puxar” ocorre em virtude da complexac¢ao parcial dos
cations, que resulta na reducdo da densidade da carga efetiva dos analitos e, em
consequéncia disso, reduz a interacdo dessas espécies com 0s trocadores catidnicos
da coluna cromatogréfica. Além disso, as constantes de formacgdo desses complexos
sao, geralmente, diferentes entre os cations de metais de transicdo o que aumenta a
seletividade da separacdo. Importante destacar que esses ions devem ser apenas
parcialmente complexados pelo ligante selecionado, uma vez que a complexagao
completa pode resultar na perda de seletividade (HADDAD; JACKSON, 1990;
WEISS, 2016). Esse mecanismo de separacdo tem sido amplamente explorado para
a separacdo de cations metalicos, como 0s metais de transicdo divalentes e 0s
lantanideos (FRITZ; GJERDE, 2009; WEISS, 2016).

Importante mencionar que, quando agentes complexantes sao utilizados, além
da avaliacdo da concentracao desses reagentes, o pH também deve ser monitorado.
O valor de pH da fase movel, nesses casos, é€ o parametro experimental que determina
a retencao de algumas espécies idnicas na fase estacionaria, uma vez que afeta de
maneira significativa as propriedades complexantes destas substancias quimicas. Em
geral, a capacidade de complexacéo dos ligantes aumenta com o aumento do pH e o
equilibrio da reacdo (4) é deslocado para a direita, resultando na diminuicdo da
retencdo das espécies metdlicas na fase estacionaria (WEISS, 2016). No entanto,
quando se almeja a determinacao de ions de metais alcalinos, de metais alcalinos
terrosos e de metais de transicdo em uma Unica corrida cromatografica, 0 aumento do
pH da fase movel pode ocasionar a sobreposicdo de picos resultando na perda de
seletividade. Portanto, especificamente nesses casos, 0 ajuste do pH deve ser
realizado quando ndo é possivel a separacdo de espécies idnicas através da
otimizacao do tipo e concentracéo da fase movel.

Em vista da importancia da IC na determinagdo da concentracdo de espécies
ibnicas, aplicagbes desta técnica em diversas areas tém sido amplamente discutidas
em recentes publicacdes (MICHALSKI, 2009; BHATTACHARYYA; ROHRER, 2012;
MORALES-RUBIO; DE LA GUARDIA, 2015). No entanto, deve-se destacar que a

maioria dessas aplicacdes esta relacionada a determinacdo de anions, como as
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espécies de Br (Br e BrOz’), Cl (CI,, CIO-, ClOz, ClOs e ClOys), F (F), | (I e 103), P
(PO4%*), N (NOs e NO2) e S (S04, SO3%, SCN’). Segundo Morales-Rubio e De La
Guardia (2015), que realizaram um levantamento das publicagbes em que a IC foi
utilizada para analise de alimentos no periodo de 2001 a 2013, por exemplo, houve
um crescimento do namero total de artigos publicados nesse periodo. Apesar disso,
guando sado considerados apenas os artigos cientificos que descrevem a IC para a
determinacao de cétions, percebe-se que esse crescimento ndo foi significativo. Além
disso, apenas cerca de 10% do numero de total de artigos cientificos publicados neste
periodo descrevem a determinacdo de cations por IC (MORALES-RUBIO; DE LA
GUARDIA, 2015). Embora existam algumas diferencas no perfil de publicacdes
guando relacionamos o uso da IC para a analise de outras matrizes, como as matrizes
ambientais, o uso da IC para a determinacao de cations ainda € visto como um desafio
e é utilizada com menor frequéncia ao compararmos seu uso para a determinacao de
anions nas mesmas matrizes.

Nesse contexto, destaca-se a determinacdo de ions de metais alcalinos e de
metais alcalinos terrosos por IC-DC em uma Unica corrida cromatografica em diversos
tipos de matrizes (MICHALSKI, 2009). Pode-se dizer, que essa tem sido a principal
aplicacé@o da IC-DC nos ultimos anos. Além disso, a IC-DC também tem sido aplicada
para a determinacdo de ions de metais de transicdo. No entanto, estudos avaliando a
determinacdo de ions desses trés grupos de elementos em uma mesma corrida
cromatografica sdo escassos e consistem, basicamente, no desenvolvimento de
métodos cromatograficos através do uso de solucbes padrdo e/ou matrizes aquosas
(MICHALSKI, 2009; WEISS, 2016). No estudo de Zeng et al. (2006), por exemplo, 0s
autores desenvolvem um método cromatografico bastante promissor para a
determinacdo de metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transicao
utilizando um sistema compacto com eluicdo isocratica e deteccdo condutimétrica
direta. Através do uso de uma mistura de agentes complexantes (MSA e acido oxalico)
como fase mével e, como fase estacionaria, uma coluna com resina sulfénica como
trocador de cations (250 mm X 4 mm d.i.), foi possivel separar e determinar 11 céations
(Cu?, Li*, Na*, NH4*, K*, Co?*, Ni?*, Mg?*, Ca?*, Sr** e Zn?*). Ensaios de recuperagao
utilizando solucao padréo e matriz aquosa foram utilizados para avaliar a exatidao. Os
autores relatam que o método apresentou exatidao e precisao adequadas. Além disso,
os LODs variaram de 1 pg L? para Li* a 48 ug L para Ni?*. Apdés avaliagdo dos

parametros de meérito, o método foi aplicado para amostras de agua mineral e cerveja,
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as quais foram injetadas no sistema através do uso de seringas com filtros (0,45 um).
O trabalho desenvolvido por Zeng et al. (2006) € um exemplo dos poucos estudos que
existem na literatura visando a determinacao multielementar sequencial de ions dos
metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transi¢ao por IC-DC e, assim
como comentado anteriormente, sdo aplicados para matrizes aguosas que dispensam
a necessidade de uma etapa de preparo de amostras mais criteriosa.

Uma das principais razdes da escassez de estudos nessa linha é a grande
dificuldade de se obter seletividade e sensibilidade adequada para a determinagao
destes elementos por IC-DC. Outro problema frequente nesse tipo de analise € a
determinacao de baixas concentraces de ions de metais de transicdo na presenca
de elevadas concentracdes de outros ions, como € observado na grande maioria das
matrizes. Além disso, existe uma grande limitacdo do preparo de amostras para a
determinacdo de cations por IC-DC, pois na maioria dos casos os métodos de
extracdo com solucdes diluidas ndo séo eficientes para a completa extracdo dessas
espécies a partir de matrizes solidas. Assim, € necesséario o uso de métodos que
consistem na eliminagdo da matriz, o que usualmente é realizado através do emprego
de acidos concentrados. Nesse sentido, as solu¢des resultantes requerem uma etapa
de diluicdo previamente a sua injecdo no sistema cromatografico com o intuito de
minimizar o efeito das elevadas concentracbes de H* em solucdo, o que na maioria
dos casos inviabiliza a quantificagéo dos analitos.

A seguir serdo apresentados alguns aspectos gerais sobre a etapa de preparo
de amostras, bem como algumas das tendéncias para o preparo de amostras de
matrizes soélidas a partir do uso de &cidos diluidos, com maior énfase para a

combustéo iniciada por micro-ondas (MIC).

3.3 PREPARO DE AMOSTRAS

A etapa de preparo de amostras ainda é considerada como a mais importante
dentro da sequéncia analitica, uma vez que € a responsavel por tornar os analitos
presentes em uma amostra passiveis de determinacdo. Importante ressaltar que a
maioria dos equipamentos de determinacéo disponiveis atualmente, requerem que 0s

elementos de interesse estejam presentes em uma solugcédo adequada para a anélise
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(BARNES et al., 2014). Ou seja, a matriz deve ser separada dos analitos ou destruida
para que nao ocorram interferéncias na analise — as quais podem gerar resultados
inexatos — e ndo ocasionem danos aos equipamentos. Portanto, dependendo da
matriz, essa etapa pode consumir demasiado tempo e, ainda, elevar os custos da
andlise (KRUG; ROCHA, 2016).

Existem diversos métodos de preparo de amostra descritos na literatura, os
quais sao muitas vezes classificados de acordo com fenémeno fisico e/ou quimico
envolvido. A escolha do método de preparo de amostras ira depender de varios
fatores, dentre os quais pode-se destacar o tipo de amostra, 0s elementos de
interesse, a técnica de determinacéo e a faixa de concentracdo dos analitos. Dessa
forma, € vélido enfatizar que ndo existe um método de preparo de amostra universal
e a selecdo do método mais adequado para o propésito desejado ficara a critério do
analista.

Quando a matriz da amostra é predominantemente organica, como no caso de
alguns suplementos dietéticos, e os analitos encontram-se ligados aos constituintes
da matriz, torna-se necessario destruir a matéria organica para que os analitos
possam ser disponibilizados em uma solugcdo prépria para a determinacdo. Outra
alternativa € o uso de métodos que envolvem, por exemplo, a extracao dos analitos a
partir do uso de solucdes diluidas (geralmente agua) e algum auxiliar como a agitacao,
a energia térmica branda ou até mesmo a energia ultrassénica. No entanto, as
solugdes resultantes, na maior parte das vezes, contém elevadas concentracdes de
compostos da matriz além de néo disponibilizarem quantitativamente os analitos em
solucédo. Assim, dependendo da matriz, as solucfes resultantes dos métodos de
extracdo podem ser inadequadas para a determinacdo, mesmo apés o cleanup da
amostra. Os compostos da matriz que séo extraidos podem promover interferéncias
de diferentes naturezas, além de proporcionar danos aos equipamentos.

Acredita-se que seja por essa razdo que os métodos mais utilizados para o
preparo de amostras de suplementos dietéticos, de acordo com Quadro 1, sdo os
métodos de digestdo por via Umida em sistemas abertos ou fechados com
aquecimento convencional ou micro-ondas na presenca de acidos inorganicos
concentrados (HIGHT et al., 1993; WONG et al., 1993; KRAMPITZ; BARNES, 1998;
CHUANG et al., 2000; KHAN et al., 2001; SOLTYK et al., 2003; RAMAN et al., 2004,
KREJCOVA et al., 2006; GARCIA-RICO et al., 2007; SORIANO et al., 2007a;
SORIANO et al., 2007b; ZACHARIADIS; OLYMPIOU, 2008; KHUDER et al., 2009;
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AVULA et al., 2010; TUMIR et al., 2010; AVULA et al., 2011; TOKALIOGLU, 2012; BU
et al., 2013; MARRERO et al., 2013; KRAWCZYK, 2014; TOKALIOGLU et al., 2014;
WAHEED et al., 2014). Esses métodos sao bastante eficientes para a digestdo de
uma grande variedade de amostras (KRUG; ROCHA, 2016). No entanto, deve-se
enfatizar que os métodos que utilizam sistemas abertos apresentam algumas
desvantagens quando comparados aos sistemas fechados como, por exemplo, o
maior consumo de reagentes, a menor eficiéncia de digestdo, a vulnerabilidade a
contaminagdes pelo ambiente, o risco de perda de espécies volateis, dentre outras.
Com relacéo a forma de aquecimento, a radiacdo micro-ondas se destaca por reduzir
de maneira consideravel o tempo necessario para a completa digestdo da amostra.
Além disso, a maioria dos fornos micro-ondas disponiveis atualmente no mercado
oferecem controle de temperatura e pressédo, 0 que proporciona maior seguranca ao
analista. Portanto, a digestéo por via umida em sistemas fechados com aquecimento
micro-ondas € uma das estratégias mais eficientes e vantajosas para eliminar a matriz
da amostra e disponibilizar os analitos em solu¢cdes adequadas para a determinagéao.

No entanto, quando acidos concentrados sao utilizados na etapa de preparo da
amostra, as solucdes resultantes precisam ser diluidas para a introducao na maioria
dos equipamentos, a fim de evitar interferéncias e danos. Nesse sentido, dependendo
da técnica selecionada, a determinacdo de elementos em nivel traco nesses digeridos
pode ser inviavel. Talvez seja por esse motivo que sejam tdo escassos os trabalhos
na literatura que combinam esses métodos de preparo de amostras com a
determinacao de metais por IC-DC, por exemplo. Assim, percebe-se a importancia do
desenvolvimento e avaliacdo de métodos alternativos de preparo de amostras que
mantenham a eficiéncia de digestdo, mas que substituam o uso de &cidos
concentrados por solucdes diluidas. Nesse sentido, deve-se dar destaque aos
métodos de combustdo iniciada por micro-ondas (MIC), de digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas e radiacéo ultravioleta (MW-UV) e de digestdo assistida por
radiacdo micro-ondas sob pressao de oxigénio (MW-0O2). Esses métodos tém sido
utilizados com sucesso para o preparo de uma grande variedade de matrizes solidas,
semi-solidas e liquidas a partir do uso de solu¢des diluidas (BARIN et al., 2014; BlIZZI
et al., 2014; PEREIRA et al., 2014).

Esses sistemas apresentam caracteristicas que podem suprir as desvantagens
dos métodos convencionais e permitir, por exemplo, a obtencdo de solucdes

compativeis a determinagéo por IC-DC. Um exemplo pratico disso é apresentado no
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trabalho de Crizel (2015), que avaliou o sistema de MW-O: para a digestdo de
amostras de suplementos esportivos visando a posterior determinacao de As, Cd, Cr,
Cu, Pbe ZnporICP OES e S e P por IC. Nesse trabalho o autor conseguiu decompor
uma massa consideravelmente elevada de amostra utilizando HNOs 5 mol L e 5 bar
de pressdo de O2. Ao comparar os resultados do método proposto com o0s obtidos
pelo método convencional utilizando MW-AD e HNOs concentrado, 0 autor torna
evidente as vantagens que o uso de acidos mais diluidos pode proporcionar. O autor
destaca que os LODs utilizando a MW-O2 foram sempre menores que os da MW-AD,
sendo até cerca de 200 vezes menor para Cr, por exemplo. No entanto, ndo avalia a
possibilidade de determinacao de metais, como Cr, Cu e Zn, por IC.

Apesar de tudo, embora a MW-UV e a MW-O2 permitam o uso de &cidos
diluidos para o preparo de amostras, a eficiéncia de digestdo ainda dependera da
concentracdo do acido. Ou seja, nesses métodos a decomposicdo da matéria
organica somente ocorrera se houver uma quantidade minima de um agente oxidante
em contato com a amostra. Por sua vez, na MIC, a solucéo € usada com o Unico intuito
de absorver os analitos que s&o liberados da matriz apdés sua decomposi¢cédo pelo
processo de combustdo. A escolha dessa solucdo na MIC ocorre levando em
consideracdo a sua capacidade em absorver/estabilizar/reter os analitos, ou seja, a
selecdo da solucdo absorvedora nos métodos de preparo de amostras que se
baseiam na combustdo da amostra € um parametro crucial para a recuperacao
quantitativa dos analitos (BARIN et al., 2012). Dessa forma, em alguns casos, é
possivel usar solugcdes ainda mais diluidas quando comparadas as que Sao
necessarias para a decomposi¢cao quando a MW-UV ou MW-O:2 séo utilizadas. No
trabalho desenvolvido por Barin et al. (2012), por exemplo, os autores desenvolveram
um sistema de combustéo iniciada por micro-ondas, usando radiacdo micro-ondas
focalizada, para a decomposicao de plantas visando a posterior determinacgéo de Al,
Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Mg, Mn, Ni, Sr, V, e Zn por ICP OES. Usando apenas 10 mL de
uma solucdo de HNOs 1 mol L os autores obtiveram boas recuperacoes (de 93 a
98%) para Ca, Mg e Zn. Isso demonstra o potencial do uso da MIC para a
decomposicao de suplementos dietéticos visando a posterior determinacdo de metais
alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transi¢éo por IC-DC, a qual € bastante
suscetivel a analise de solucfes acidas. Assim, no item subsequente serdo descritos
0s principios basicos e algumas das caracteristicas da MIC, que € o método de

preparo que sera avaliado para o preparo de amostras neste trabalho.
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3.3.1 Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

A MIC é um dos métodos de preparo de amostras que mais tem se destacado
nos ultimos anos em virtude de suas inimeras vantagens como, por exemplo, a
excelente robustez no preparo de amostras contendo elevados teores de carbono
(CHRISTOPHER; VETTER, 2016). Trata-se de um método de combustdo, assim
como a bomba de combustdo e o frasco de Schoniger, ou seja, amostras de
composicdo majoritariamente organicas sdo oxidadas pela acédo direta do oxigénio
promovendo a sua conversdo em seus produtos de combustdo (CO:2 e agua)
(ARRUDA, 2007). Contudo, possui diversas vantagens quando comparada a esses
métodos, as quais a tornam o método de combustdo mais eficiente para o preparo de
amostras de composicao majoritariamente organica e de dificil decomposicéo.

A MIC foi proposta inicialmente por Flores et al. (2004) e se destaca por
combinar as vantagens dos métodos de combustdo em sistema fechado com as
vantagens dos métodos de digestdo por via imida com aquecimento assistido por
radiacdo micro-ondas. Em vista disso, a MIC é adequada para o preparo de amostras
visando a posterior determinacédo de metais e ndo metais, o uso de pequenos volumes
de reagentes diluidos, a reducédo do tempo de preparo de amostra, a obtencdo de
baixos valores de carbono dissolvido em solucéo, além da eficiente decomposicao de
elevadas massas de amostra quando comparado a outros sistemas fechados
(FLORES et al., 2007). A possibilidade do uso de elevadas massas de amostra
associada ao uso de &cidos diluidos resulta na obtencdo de baixos valores de branco
e, consequentemente, de reduzidos LODs, os quais possibilitam a determinacao de
elementos em concentracdes bastante reduzidas. Além disso, deve-se salientar o fato
da MIC estar de acordo com as tendéncias atuais de preparo de amostras, uma que
vez necessita de pequenos volumes de reagentes diluidos e, em virtude disso,
apresenta minima geracao de residuos.

Em suma, a MIC consiste na combustdo da amostra, de composicao
majoritariamente organica, em um frasco de quartzo fechado e com atmosfera
enriguecida com oxigénio. Apds a queima, € possivel aplicar uma etapa de refluxo
através do aquecimento da solucdo absorvedora pela radiagdo micro-ondas,
proporcionando recuperacfes quantitativas dos analitos, bem como a obtencéo de
baixos desvios padréao relativos (RSD) (FLORES et al.,, 2007). Dessa forma, os
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analitos sdo absorvidos em uma solucdo adequada, selecionada de acordo com os
analitos e a técnica de determinacéo a ser utilizada. Na Figura 2 € possivel observar

0 sistema utilizado para a digestdo de amostras através da MIC.

Oxigénio
Frasco de m )™ Refluxo da solugdo
quartzo absorvedora promovido
1 pelo aquecimento
micro-ondas
!
Dispositivo
de quartzo
Amostra Disco de papel filtro
umedecido com
solucao oxidante
Solugao
absorvedora \ :

Figura 2. Sistema comercial utilizado para a decomposi¢cdo de amostras por MIC sendo
demonstrado a combustdo de uma amostra e o refluxo da solugédo absorvedora
promovido pelo aguecimento com micro-ondas (adaptado de Microwave Reaction

System for Sample Preparation, Anton Paar. Disponivel em: <http://www.anton-
paar.com>).

Como pode ser observado na Figura 2, a amostra na forma de um comprimido
e disposta sobre um dispositivo de quartzo contendo um disco de papel filtro
previamente umedecido com uma solucgéo ignitora. Embora NHsNOs 6 mol L seja a
solucgéo ignitora comumente utilizada na MIC, existem trabalhos que demonstram que
outras solugdes como, por exemplo, Ca(NOs)2, KNOs, Mg(NOs3)2, NaNOs, KCIOs4,
K2Cr207, KMnO4 ou K2S20s também podem ser utilizadas (PEREIRA et al., 2015a,;
PEREIRA et al., 2016a). Alem disso, vale ressaltar que a amostra também pode ser
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preparada na forma de invélucros, envolvida por filme de polietileno ou outro material
polimérico (COSTA et al., 2015; PEREIRA et al., 2016b). O processo de ignicao se
da através da interacdo da radiagdo micro-ondas com o disco de papel filtro
umedecido com a solucao ignitora que, ap0s o aquecimento da solu¢do, promove a
oxidacdo do papel e gera a energia necessaria para o inicio do processo de
combustdo da amostra. Durante a combustao, temperaturas superiores a 1000 °C s&o
atingidas dependendo da matriz da amostra, assim como da massa utilizada
(ARRUDA, 2007). Dessa forma, garante-se a conversao de quase toda a matéria
organica em seus respectivos produtos de combustao.

Cabe enfatizar que a MIC, devido as suas caracteristicas, foi aplicada para uma
grande variedade de amostras como, por exemplo, alimentos (HARTWIG et al., 2014;
MACIEL et al., 2014; COSTA et al., 2015; PICOLOTO et al., 2015; SILVA et al., 2016),
derivados do petréleo (PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; CRUZ et al.,
2015; PEREIRA et al., 2015b), fluoropolimeros, residuos eletrénicos e elastdmeros
(MORAES et al., 2010; FLORES et al., 2013; MELLO et al., 2015), dentre outras
diversas aplicacdes. Portanto, a MIC pode ser uma 6tima alternativa para o preparo
de amostras de suplementos dietéticos. Além disso, em vista da possibilidade de
escolha de uma solucdo absorvedora diluida, a MIC se torna adequada a
determinacdo de metais por técnicas suscetiveis a interferéncias devido a
concentracdo acida, como a IC-DC. Ademais, possibilita a reducdo dos LODs, uma
vez gque minimiza ou até mesmo evita a necessidade de diluicio das amostras
previamente a determinacao, o que € essencial para a quantificacdo de elementos em
nivel traco e ultra traco (FLORES et al., 2007).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

O preparo das amostras de suplementos dietéticos foi realizado em um forno
micro-ondas Multiwave 3000® (Anton Paar, Austria) equipado com um rotor com
capacidade para oito frascos e que dispbe de sensores que permitem medir a
temperatura (individualmente) e a pressdo média dos frascos em tempo real. Esse
sistema possibilita o uso de frascos de politetrafluoretileno (PTFE)/perfltor (propil vinil
éter) (TFM) e de quartzo para a digestdo das amostras. No entanto, neste trabalho,
foram utilizados apenas os frascos de quartzo (com volume interno de 80 mL) tendo
em vista que suportam temperatura e pressdo maxima de trabalho (300 °C e 80 bar,
respectivamente) superiores a dos frascos de PTFE/TFM e, também, por
possibilitarem a decomposi¢ao das amostras por MIC.

Para a decomposicdo das amostras por MIC, dispositivos de quartzo foram
inseridos no interior de cada frasco, com o intuito de manter a amostra suspensa sobre
a solucdo absorvedora. As condicbes maximas de temperatura, pressao e poténcia
de operacao utilizadas para a digestao das amostras por MIC foram, respectivamente,
280 °C, 80 bar e 1400 W. Na Figura 3 é possivel observar o sistema utilizado para a
digestdo das amostras, bem como os acessoérios adicionais empregados para a
digestdo por MIC, os quais se encontram disponiveis comercialmente (Anton Paar,
Microwave Reaction System: Multiwave 3000®, Austria).

Nos procedimentos em que se fez necessaria a determinacdo da massa de
reagentes ou amostras, uma balanca analitica (modelo AY220, Marte, Brasil) com
resolucéo de 0,0001 g e carga maxima de 220 g foi utilizada.

A degaseificagédo das fases moveis avaliadas para a determinacao dos analitos
por cromatografia de ions, assim como a descontaminacdo dos papéis filtros,
utilizados para a filtragem das amostras e como auxiliares de combustdo, foram
realizadas com o auxilio de um banho ultrassénico com frequéncia de 40 kHz (Unique,
modelo USC — 2800 A, Brasil). A secagem de papéis filtros, filmes de polietileno e

outros materiais que nao podiam ser secos em estufa, foi realizada em uma capela de
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fluxo laminar classe 100 (modelo CSLH-12, Veco, Brasil). As vidrarias, 0s reagentes

e as amostras foram secas em estufa convencional (modelo 400/2ND, De Leo, Brasil).

Cc

Figura 3. Sistema utilizado para o preparo das amostras de suplementos dietéticos: A)
Forno de micro-ondas Multiwave 3000%; B) rotor equipado com oito frascos; C)
frasco de quartzo e dispositivo de quartzo para MIC (adaptado de Microwave
Reaction System: Multiwave 3000®, Anton Paar. Disponivel em:

<http://www.anton-paar.com>).

A determinacdo dos analitos foi efetuada em um cromatégrafo de ions
compacto (modelo 861 Advanced Compact IC, Metrohm, Sui¢a) equipado com uma
bomba isocratica e detec¢cdo condutimétrica direta, ou seja, sem a presenca de um
modulo de supressdo quimica. Para a separacdo dos analitos no sistema
cromatografico, utilizou-se uma coluna de troca catibnica com grupos carboxila
suportados em silica gel, modelo Metrosep C4 (150 x 4 mm d.i., com particulas de 5
[Jm de didmetro, Metrohm). Adicionalmente, a determinacdo de metais nos digeridos
foi realizada em um espectrometro de emissdo 6ptica com plasma indutivamente

acoplado (Spectro Ciros CCD, Spectro Analytical Instruments, Alemanha), equipado
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com sistema de nebulizacdo pneumatico tipo cross-flow e camara de nebulizacdo de

duplo passo.

4.2 REAGENTES

Todas as solugdes foram preparadas em agua ultrapura (18 MQ cm), a qual foi
obtida a partir de um sistema de purificacdo (Megapurity, Coreia do Sul). Ademais,
todos os reagentes utilizados neste trabalho apresentavam grau analitico ou elevada
pureza.

As solucdes de HNOs utilizadas para o preparo das amostras, bem como para
diluicdo de padrdes e amostras, foram preparadas a partir de HNO3z p.a. 65% (m/m)
(Sigma-Aldrich Inc., Alemanha), destilado em um sistema abaixo do ponto de ebuli¢cdo
(modelo duoPUR® 2.01E, Milestone, Italia). Além disso, uma solugcdo de nitrato de
amonio (NHsNOz) 6 mol L, preparada a partir da dissolugédo do sal correspondente
(Merck, Alemanha) em agua, foi utilizada como solucéo iniciadora da combustéo no
preparo das amostras por MIC. Oxigénio com pureza de 99,5% (Linde, Brasil), foi
utilizado para a pressurizacdo dos frascos de quartzo utilizados para o preparo das
amostras por MIC.

Soluges de acido tartarico, acido oxalico, acido citrico, acido dipicolinico (DPA)
e HNOs foram avaliadas como fases moveis na cromatografia de ions. Essas solugdes
foram preparadas a partir da diluicdo de solu¢gdes com concentracfes intermediarias.
As soluges de acido tartarico 500 mmol L2, &cido oxalico 500 mmol Lt e 4cido citrico
500 mmol L foram preparadas a partir da dissolugdo do reagente sélido (299,9%,
Sigma-Aldrich Inc.) em agua. Uma solucdo de HNOsz 500 mmol L foi preparada a
partir da diluicdo de HNOs p.a. 65% (m/m) em agua, enquanto que uma solugéo
comercial de DPA 0,02 mol L (fase mével concentrada para IC — COD.: 50972/ LOT.:
BCBN7150V — Sigma-Aldrich Inc.) foi utilizada. O uso de um modificador quimico na
fase movel também foi avaliado e, para isso, acetonitrila (grau HPLC 299,99%, JT
Baker, Holanda) foi utilizada. A neutralizagdo das amostras, quando necessario, foi
realizada a partir do uso de uma solucéo de LiOH 500 mmol L1, a qual foi preparada
pela dissolucdo do reagente sélido (Sigma-Aldrich Inc.) em agua.
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As curvas de calibracdo para a determinacdo de metais alcalinos (K, Li e Na),
metais alcalinos terrosos (Ca e Mg) e metais de transicdo (Co, Mn e Zn) por IC-DC
(0,1 210 mg L%, com pelo menos 5 niveis de concentracéo) foram preparadas a partir
da diluicdo sequencial de solu¢cdes padrdo monoelementares contendo 1000 mg L
dos analitos (Specsol, QuimLab, Brasil) em agua. Por outro lado, as curvas de
calibracéo para a determinacéo dos analitos por ICP OES (5 a 100 pg L, com pelo
menos 7 niveis de concentracao) foram preparadas a partir da diluicdo de uma solugéo
de referéncia multielementar contendo 10 mg L? dos analitos (SCP33MS, SCP
Science, Canada) em HNOs 5% (v/v). Na determinagéo dos analitos por ICP OES,
argonio de elevada pureza (99,998%, White Martins) foi utilizado para gerar e manter
o plasma. Para a realizacdo dos ensaios de recuperacdo, solugbes padrao
monoelementares de Ca (50 g L?), Co(10gL?), K(50gL?),Li(25gL?t), Mg (50g
L-1), Mn (10 g L), Na (100 g L) e Zn (10 g L) foram usadas. Essas solucdes foram
preparadas a partir da dissolucdo de Ca(NO3)2.4H20 (Dinamica, Brasil),
Co(NOs3)2.6H20 (Dinamica), KNOs (Merck), LINOs (Dinamica, Brasil), Mg(NO3)2.6H20
(Dinamica), Mn(NO3)2.4H20 (Merck), NaNOs (Synth, Brasil) e Zn(NOs3)2.6H20 (Vetec,
Brasil) em HNO3 0,1% (v/v) ou agua, no caso dos sais de K e Na.

A descontaminacao da vidraria e dos materiais utilizados neste trabalho foi
realizada a partir do uso de uma solucéao 10% (v/v) de HNOs, que foi preparada a partir
da diluicdo do reagente concentrado (Vetec). Também foi utilizado &lcool etilico
absoluto (Vetec) em alguns procedimentos de descontaminacao.

4.3 PROCEDIMENTOS DE DESCONTAMINACAO

As vidrarias e outros materiais comuns de laboratério foram descontaminados
por imersdao em HNO3z 10% (v/v), por um periodo aproximado de 24 h. Por sua vez, 0s
papéis filtro, utilizados como auxiliares na combustdo das amostras por MIC e nos
procedimentos de filtragem, assim como os filmes de polietileno, usados para envolver
as amostras para a digestao por MIC, foram descontaminados por imersédo em alcool
etilico 20% (v/v) por 20 min em banho ultrass6nico. Cabe salientar que todos os
materiais e vidrarias foram, posteriormente, lavados com agua ultrapura e secos em

capela de fluxo laminar.
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Os frascos de quartzo, assim como os dispositivos de quartzo utilizados como
suporte das amostras no sistema de MIC, foram descontaminados com HNOs3
concentrado sob aguecimento em forno de micro-ondas. O programa de irradiagcédo
com micro-ondas utilizado nesse procedimento consistiu no aquecimento da solucao

a 1400 W por 10 min seguida de uma etapa de resfriamento (0 W por 20 min).

4.4 AMOSTRAS

Para a realizacdo dos experimentos, suplementos dietéticos foram adquiridos
no comeércio local de Pelotas — RS. As amostras foram classificadas de acordo com a
composicdo, assim como descrito por Mason (2007), em: suplementos hipercal6ricos
(SHP: SHP-1, SHP-2, SHP-3, SHP-4 e SHP-5), suplementos
multivitaminicos/minerais (SMVM: SMVM-1, SMVM-2 e SMVM-3) e suplementos
botanicos (SB: SB-1, SB-2, SB-3 e SB-4). Apesar de todos o0s produtos serem
denominados de suplementos dietéticos, existem diferencas consideraveis na
composicdo desses produtos. Esse fato demonstra as dificuldades que foram
encontradas neste trabalho na tentativa de estabelecer uma unica condicdo de
preparo de amostras que possibilitasse a determinacao dos analitos por IC-DC nessa
variedade de matrizes. No Quadro 2 sdo apresentadas algumas informacdes
referentes a composicéo e forma de apresentacdo (pd, comprimido ou capsula) das
amostras adquiridas, as quais foram obtidas das embalagens dos produtos.

Importante mencionar que aproximadamente 100 g de todas as amostras,
independentemente de sua forma de apresentagdo foram, previamente ao inicio dos
experimentos, homogeneizadas e secas em estufa por 4 h a 50 £ 5 °C. As amostras
gue se apresentavam na forma de pé foram homogeneizadas com o auxilio de gral e
pistilo até a obtencdo um po fino (menor que 80 mesh ou 180 um), o qual foi submetido
a uma etapa de peneiramento para garantir a homogeneidade de todas as amostras.
Os suplementos dietéticos que se apresentavam na forma de capsulas tiveram seu
conteudo removido, enquanto que suplementos na forma de comprimidos foram
macerados até a obtencédo de um pg, o qual foi submetido a etapa de homogeneizacao

e secagem, assim como descrito anteriormente.



Quadro 2. Resumo das amostras adquiridas e respectivos ingredientes informados nos rétulos dos produtos.
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AMOSTRAS PRINCIPAIS INGREDIENTES INFORMADOS NOS ROTULOS FORMA DEN
APRESENTACAO

Maltodextrina, mistura de proteinas (clara de ovo, trigo, soro de leite, dentre outras), glucose, |

SHP-L frutose, caseinato de calcio, cacau em po, trigliceridios de cadeia média, vitaminas e minerais. i
Maltodextrina, mistura de proteinas (soro de leite, soja, claro de ovo, trigo), glucose, frutose,

SHP-2 concentrado de uva desidratado, caseinato de célcio, corante natural de beterraba, vitaminas e | P6
minerais.
Maltodextrina, dextrose, mistura de proteinas (soro de leite, soja, dentre outras), colageno |

SHP-3 hidrolisado, composto lacteo, frutose, fruto-oligossacarideo, minerais e vitaminas. =
Maltodextrina, proteina concentrada do leite, frutose, colageno hidrolisado, vitaminas, minerais, |

SHP-4 antiumctantes e corante natural de beterraba. PO
Maltodextrina, dextrose, mistura de proteinas (ovo, soro de leite, soja, trigo, soja, dentre outras)

SHP-5 leite em pd desnatado, minerais, Vitaminas, colageno, emulsificante, acido citrico e corantes | P6
artificiais.

SB-1 Extrato de Paullinia cupana (guarana) enriguecido com minerais (Ca, Mg, Mn e Zn). Céapsula

SB-2 Extrato de Cynara scolymus L) (alcachofra) enriguecido com minerais (Ca, Mg, Mn e Zn). Céapsula

SB-3 Extrato de Cynara scolymus L) (alcachofra) e derivados do acido cafeoilquinico. Capsula

SB-4 Extrato de Paullinia cupana (guarana) e cafeina. Céapsula




(continuacao)
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AMOSTRAS

PRINCIPAIS INGREDIENTES INFORMADOS NOS ROTULOS

FORMA DE

APRESENTACAO

MVM-1

Fosfato dicalcio, carbonato de célcio, 6xido de magnésio, vitamina C, fumarato ferroso, vitamina
E, nicotinamida, 6xido de zinco, pantotenato de calcio, sulfato de manganés, vitamina A, vitamina
B12, vitamina D3, mononitrato de tiamina, cloridrato de piridoxina, vitamina K, riboflavina, sulfato
de cobre, &cido félico, molibdato de sédio, selénio de sddio, iodeto de potassio, biotina, celulose
microcristalina, croscarmelose sddica, polietilenoglicol, estereato de magnésio e dioxido de

silicio.

Comprimido

MVM-2

Vitamina C, pirofosfato de ferro, vitamina E, sulfato de zinco, nicotinamida, pantotenato de calcio,
sulfato de manganés, vitamina A, sulfato de cobre, vitamina D, cloridrato de piridoxina,
mononitrato de tiamina, riboflavina, acido félico, biotina, selenito de sddio e vitamina B12,

celulose microcristalina, didxido de silicio, didéxido de titdnio e corantes artificiais.

Cépsula

MVM-3

Fosfato dicalcio, carbonato de célcio, 6xido de magnésio, vitamina C, fumarato ferroso, vitamina
E, nicotinamida, 6xido de zinco, pantotenato de calcio, betacaroteno, sulfato de manganés,
biotina, vitamina A, vitamina D, vitamina K, cloridrato de piridoxina, riboflavina, mononitrato de
tiamina, sulfato de cobre, &cido félico, vitamina B12, cloreto de cromo, lactose, molibdato de
sédio, selenato de sédio, iodeto de potassio, celulose microcristalina, croscaramelose soédica,

polivinilpirrolidona insoluvel, dioxido de titanio, dioxido de silicio e corantes artificiais.

Comprimido
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4.5 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS SULFATADAS

O teor de cinzas sulfatadas das amostras selecionadas para a otimizacao dos
meétodos de preparo de amostras (SHP-1, SMVM-1 e SB-1) foi determinado de acordo
com o0 método descrito na 5% Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010). Essa
determinacao foi realizada com o intuito de identificar a por¢cdo inorganica das
amostras e, com isso, auxiliar na selecdo das melhores condi¢cbes de preparo de
amostras.

Para isso, aproximadamente 2 g de suplemento dietético, previamente
homogeneizado e seco, foram transferidos para cadinhos de porcelana calcinados,
arrefecidos e pesados. Apos a distribuicdo uniforme das amostras nos cadinhos, cerca
de 1 mL de H2SOu foi adicionado e as amostras foram aquecidas até a carbonizagéo
em temperatura néo superior a 600 + 50 °C. Em seguida, apos o arrefecimento dos
cadinhos, cerca de 1 mL de H2SO4 foi novamente adicionado para umedecer o residuo
que foi, entdo, carbonizado e incinerado com aquecimento gradativo até 600 + 50 °C
durante o tempo necessario para a obtencdo de cinzas de coloracdo branca ou
proxima. Posteriormente, as amostras foram pesadas e submetidas novamente a
aguecimento até que a diferenca entre duas pesagens sucessivas nao fosse maior
que 0,5 mg.

A incineragdo e carbonizagdo das amostras foi realizada em um forno mufla
modelo 1C.318.24 (Quimis, Brasil) e os resultados foram expressos em porcentagem
da massa inicialmente utilizada para esta determinacdo. Importante mencionar que

esses experimentos foram realizados em triplicata.

4.6 PREPARO DE AMOSTRAS

Neste trabalho, a MIC foi avaliada para o preparo de amostras de suplementos
dietéticos visando a subsequente determinacdo de metais alcalinos, alcalinos terrosos
e de transicdo por IC-DC. Adicionalmente, as amostras foram digeridas por MW-AD,
assim como descrito em outros estudos, com o intuito de se obter valores de

referéncia. Assim, nos itens subsequentes — 4.6.1 Combustdo iniciada por micro-
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ondas (MIC) e 4.6.2 Digestao assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AD) — bem

como na Figura 4, sédo apresentados detalhes dos procedimentos utilizados.

4.6.1 Combustéo iniciada por micro-ondas (MIC)

Tendo em vista que o0s suplementos dietéticos selecionados para o
desenvolvimento deste trabalho foram divididos em trés categorias, de acordo com
sua composicdo majoritaria, o preparo dessas amostras por MIC foi avaliado para
cada matriz. Os parametros comumente avaliados durante o preparo de amostras por
MIC sé&o a massa de amostra, a composicao e a concentracéo da solucéo absorvedora
e o tempo de refluxo no programa de irradiagdo com micro-ondas (PEREIRA et al.,
2010; PEREIRA et al., 2011). Nesse sentido, uma amostra de cada categoria de
suplemento dietético (hipercalérico, SHP-1; multivitaminico/mineral, SMVM-1 e
botanico, SB-1) foi selecionada aleatoriamente para a realizagao desses estudos. Na
Figura 4 sdo apresentados o0s parametros avaliados para cada uma dessas
categorias.

Para a introducédo das amostras no sistema de decomposicao por MIC, filmes
de polietileno (com dimensdes de 8 x 8 cm, massa de aproximadamente 50 mg) foram
utilizados para envolve-las. O filme de polietileno foi fechado com auxilio de uma
pinca, selado por aquecimento e colocado na base de um suporte de quartzo, o qual
continha um disco de papel filtro umedecido com 50 pL de uma solucao de NH4NO3 6
mol L1. Apés isso, o dispositivo de quartzo foi introduzido em um frasco de quartzo
contendo 6 mL de solugdo absorvedora. Em seguida, os frascos foram
cuidadosamente fechados, fixados no rotor, pressurizados com 20, 25 ou 30 bar de
O2 e submetidos a aquecimento em forno micro-ondas sob o seguinte programa de
irradiacdo: i) 1400 W por 1 min (etapa de ignicao); ii) 0 W por 1 min (etapa de
combust&o); iii) 1400 W por 5, 10 ou 15 min (etapa de refluxo) e iv) 0 W por 20 min

(etapa de resfriamento).
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Metodos propostos

Combustao iniciada por micro-ondas (MIC)

2. Suplemento
multivitaminico e/ou mineral

1. Suplemento hipercalorico m— 3. Suplemento botanico

1 | |
r‘ » 0,4a0,8 gdeamostra ——————). (4a1,1gdeamostra _| « 0,4a1,1gdeamostra
|

Solugéo absorvedora:

Pressao de O,:

= 20,25 ou 30 bar

Programa de irradiacao com micro-ondas:

+ 1400 W 1 min (etapa d bustio); ; .
por 1 min (etapa de combustao); Determinacao dos

+ 0Wpor1min;

+ 1400 W por 0; 5; 10; 15 ou 30 min (etapa de refluxo);

* 0 W por 20 min (etapa de resfriamento).

analitos por IC-DC

Figura 4. Representacdo esquematica dos procedimentos avaliados para o preparo de amostras de suplemento hipercalérico, botanico e

multivitaminico/mineral por MIC para a subsequente determinag¢do metais por IC-DC.
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A taxa de aumento de pressao, a temperatura maxima e a pressdo maxima
foram fixadas em 0,8 bar s, 280 °C e 80 bar, respectivamente. As solugées
resultantes foram filtradas, transferidas para frascos volumétricos de 25 mL e o volume
final foi aferido com agua ultrapura. A determinacdo dos analitos foi realizada por IC-
DC e, adicionalmente, por ICP OES para comparacao dos resultados. Cabe destacar
que a pressao de Oz, a massa de papel filtro, assim como a concentragdo da solucao
oxidante utilizada como iniciadora da combustao e o volume dessa solucéo utilizado
para umedecer o papel filtro foram baseados em trabalhos anteriores (FLORES et al.,
2004; MESKO, 2008).

4.6.2 Digestéo assistida por radiagcdo micro-ondas (MW-AD)

Como demonstrado no Quadro 1, a maioria dos métodos analiticos descritos
atualmente para a determinacdo de metais em suplementos dietéticos consistem no
preparo da amostra utilizando reagentes concentrados e posterior determinacao
desses elementos por técnicas espectrométricas. Dessa forma, as amostras de
suplementos dietéticos utilizadas para a otimizacdo dos métodos propostos neste
trabalho (SHP-1, SB-1 e SMVM-1) foram, adicionalmente, digeridas por MW-AD.

Para isso, aproximadamente 0,5 g de suplemento dietético foram transferidos
para frascos de digestdo e 6 mL de HNO3s concentrado foram adicionados. Apos a
adicdo de HNOs as amostras foram deixadas em repouso em uma capela de exaustao
durante 10 minutos. Posteriormente, os frascos foram fechados, fixados ao rotor e
submetidos ao seguinte programa de irradiacdo com micro-ondas: i) rampa de 10 min
até 800 W; ii) 20 min a 800 W e iii)) 20 min a 0 W (resfriamento). Para esse experimento,
a taxa de aumento de pressao, a temperatura maxima e a pressdo maxima foram
fixadas em 0,3 bar s, 280 °C e 80 bar, respectivamente. As solucdes resultantes
foram transferidas para frascos volumétricos de 25 mL e o volume final foi aferido com
agua ultrapura. Esse método foi adaptado de alguns estudos relatados na literatura
em que suplementos dietéticos sdo digeridos em sistemas fechados, com radiagéo
micro-ondas e utilizando HNO3s concentrado como solugéo digestora (SOLTYK et al.,
2003; KREJCOVA et al., 2006; MARRERO et al., 2013; CRIZEL, 2015).
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4.7 DETERMINACAO ELEMENTAR

A determinacdo dos analitos foi realizada por IC-DC e por ICP OES. A IC-DC
foi utilizada para andlise apenas dos digeridos oriundos da MIC, enquanto que a ICP
OES foi utilizada para a analise das soluc¢des oriundas do preparo das amostras por
MIC e MW-AD. Os parametros instrumentais relativos a determinagéo dos analitos por
ICP OES estao descritos na Tabela 2. Esses parametros foram selecionados de

acordo com as recomendacfes do fabricante do equipamento.

Tabela 2. Pardmetros operacionais para a determinacao elementar por ICP OES.

Parametros Condicdes operacionais
Poténcia do gerador de RF (W) 1400

Vazao de argoénio (L min1)

Plasma 14,0

Auxiliar 1,0

Nebulizador 1,0

Linhas de emisséao (nm)* 396,847 Ca (I1); 230,786 Co (ll); 766,491 K (I);

670,780 Li (1), 280.270 Mg (1), 259.373 Mn (I1),
589.592 Na (1) e 213.856 Zn (1)

* (1) linhas atdmicas e (Il) linhas ibnicas

Por outro lado, fez-se necessario a realizacdo de alguns estudos para
possibilitar a adequada determinacgéo dos analitos por IC-DC. Incialmente, realizou-se
a avaliagdo da fase movel levando em consideragdo os analitos e a fase estacionaria
disponivel para a realizacdo do presente estudo. Posteriormente, a influéncia da
acidez residual na determinagdo dos analitos foi avaliada. Os detalhes referentes a
essas avaliacdes sdo apresentados nos itens a seguir (4.7.1 Cromatografia de ions:
Avaliacdo da fase movel para a determinacdo de metais alcalinos, metais alcalinos
terrosos e metais de transicédo e 4.7.2 Influéncia da acidez residual na determinacdo
por IC-DC).
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4.7.1 Cromatografia de ions: Avaliacdo da fase movel para a determinacao de

metais alcalinos, metais alcalinos terrosos e metais de transicao

A avaliacdo da fase movel para a determinacao dos ions de metais alcalinos
(K*, Li* e Na*), metais alcalinos terrosos (Ca?* e Mg?*) e metais de transi¢do (Co?",
Cu?*, Fe?*, Mn?* e Zn?") por IC-DC, foi realizada levando em consideracdo as
recomendac0des do fabricante da coluna cromatogréfica, bem como estudos relatados
na literatura que avaliaram a eficiéncia de uma série de substancias na eluicéo desses
metais, de acordo com a coluna cromatografica utilizada (EITH et al., 2006; ZENG et
al., 2006; CALAND et al., 2012). Como foi destacado no item 3.2.2.1 (Fundamentos e
aplicac6es em IC), a separacdo dessas trés classes de elementos ndo é uma tarefa
simples e, dependendo da coluna cromatografica, necessita de uma criteriosa
avaliacdo com o intuito de possibilitar a adequada separacao de todas as espécies
em tempos de corrida relativamente curtos. A coluna cromatografica utilizada neste
trabalho é indicada, de acordo com o fabricante, para a separacdo de metais alcalinos
e metais alcalinos terrosos, e a fase movel recomendada para essa separacéo
consiste em uma mistura de HNOs (1,7 mmol L) e DPA (0,7 mmol L?). Portanto,
inicialmente, essa solucao foi avaliada para a separacao dos analitos.

Posteriormente, acidos organicos fracos, como o acido citrico (4,0 a 12,0 mmol
L), &cido tartéarico (2,0 a 10,0 mmol L) ou acido oxalico (0,5 a 3,0 mol Lt), também
foram avaliados para a eluicdo dos analitos. Adicionalmente, avaliou-se o uso de
HNOz (até 1 mmol L) misturado ao &cido organico que possibilitou a obtencéo dos
melhores resultados. Por fim, com o intuito de melhorar a resolugdo dos picos
cromatograficos e reduzir o tempo de andlise, o uso de acetonitrila como um
modificador quimico da fase movel foi avaliado.

Cabe salientar que todas as solugbes avaliadas como fase moével foram
previamente sonicadas em banho ultrassénico por 20 min. Além disso, a vazdo da
fase moével (que variou de 0,7 a 1,0 mL min-t) foi avaliada. Assim, apés a estabilizacédo
da linha base, quando efetuada a substituicdo da fase movel a ser avaliada, solucdes
padrdo monoelementares dos analitos na concentracdo de 5 mg L foram injetadas
individualmente no sistema cromatografico, afim de avaliar o tempo de retencao para
cada analito. Apés a identificacdo do tempo de retencéo para cada espécie, um padrao

multielementar foi injetado e, em casos especificos, a qualidade de separacdo dos
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picos cromatogréficos foi verificada a partir de parametros cromatograficos como a
seletividade (a), a resolugado cromatografica (R) e o fator de capacidade (K), assim
como descrito na literatura (WEISS, 2016).

4.7.2 Influéncia da acidez na determinacao de metais por IC-DC

Para a realizacdo desse estudo, padrées multielementares — contendo Ca?*
(5,0 mg L1); Co?* (2,5 mg L); K* (5,0 mg LY); Li* (0,5 mg LY); Mg?* (2,5 mg LY); Mn?*
(2,5 mg L1); Na* (5,0 mg LY e Zn?* (2,5 mg L) — foram preparados em &gua ou
concentragbes crescentes de HNOs (5; 10; 15; 20 ou 25 mmol L1). Esses padrées
foram preparados a partir da diluicdo de padrdes monoelementares (1000 mg L),
assim como apresentado no item 4.2 Reagentes, no qual € descrito o preparo das
curvas de calibracdo. ApGs a andlise dos padrdes sob as condi¢cdes cromatogréficas
previamente otimizadas, utilizando curvas de calibracdo preparadas em agua, uma
analise estatistica foi realizada com o intuito de verificar se as concentracfes dos
analitos eram afetadas devido as concentracfes crescentes de HNOs em solucdo. O

aspecto dos picos cromatograficos também foi levado em consideracao nesse estudo.

4.8 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE MERITO DOS METODOS
PROPOSTOS

Os parametros de mérito avaliados neste trabalho foram a exatid&o, a precisao,
os LODs e LOQs. Adicionalmente, a faixa linear de trabalho também foi avaliada
através dos coeficientes de determinagéo.

A exatiddo dos meétodos propostos foi avaliada através da realizacdo de
ensaios de recuperagédo com solucao padrao e pela comparacédo dos resultados com
os obtidos a partir de um método de referéncia. Os ensaios de recuperacao foram
realizados em dois niveis de concentragdo para cada matriz avaliada (suplemento
hipercaldrico, suplemento boténico e suplemento multivitaminico/mineral): 50% e

100% da concentracdo dos analitos quantificados nas amostras ou o LOQ e 2LOQ
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qgquando ndo quantificados (ANVISA, 2017). Para a realizacdo desses ensaios,
solucbes padrao contendo os analitos foram adicionadas a amostra previamente ao
fechamento dos involucros, os quais foram submetidos a decomposicéo, assim como
foi apresentado no item 4.5.1 Combusté&o Iniciada por Micro-ondas (MIC). Além disso,
um meétodo de referéncia — descrito no item 4.6.2 Digestéo assistida por radiacao
micro-ondas (MW-AD) — foi utilizado para a obtencéo de valores de referéncia para as
amostras SHP-1, SMVM-1 e SB-1. Assim, a concordancia entre os resultados obtidos
através dos métodos propostos e os valores adotados como referéncia também foi
utilizada para avaliar a exatidao. A repetibilidade e reprodutibilidade — realizada em
dias diferentes e por analistas distintos — foi determinada pelo RSD dos experimentos
usados para avaliar a exatidao.

Os LODs e LOQs foram calculados a partir da média dos valores de branco e
do desvio padréo obtido ap6s a analise de pelo menos 10 replicatas (INMETRO,
2016). Importante mencionar que, quando ndo observada variacdo no sinal analitico
para andalise do branco analitico do procedimento, concentracdes crescentes de
solucéo padrédo dos analitos foram adicionadas visando a obtencé@o de uma variacao
do sinal analitico que possibilitasse a determinacédo desses parametros. Além disso,
o volume final dos digeridos, a massa de amostra, bem como o fator de dilui¢cdo
requerido para a determinacdo dos analitos foram considerados. A Equacdo 1 e a

Equacdo 2 apresentam as férmulas utilizadas para o calculo do LOD e LOQ,

respectivamente.
3S+ X) X Vaserica
LOD = {[( ) X Vas "’”‘;"""]} x Fator de diluicio
massa de amostra
Equacéo 1.
10S + X) X Vferics
LOQ = {[( ) afmcao]} X Fator de diluicao
massa de amostra
Equacéo 2.

Importante mencionar que todos os resultados foram avaliados estatisticamente
pela analise de variancia (ANOVA) seguido do teste de Tukey ou pelo teste t de
Student utilizando o software GraphPad InStat 3.00 (GraphPad, USA).
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4.9 APLICABILIDADE DOS METODOS PROPOSTOS PARA A
DETERMINACAO DE METAIS POR IC-DC

ApoOs a avaliagcdo dos parametros de mérito, os métodos propostos foram
aplicados para 5 amostras de suplemento hipercalérico, 3 amostras de suplemento
multivitaminico/mineral e 4 amostras de suplemento boténico, totalizando 12
amostras. Os resultados obtidos foram comparados com os valores informados nos

rétulos dos produtos, quando disponivel.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS SULFATADAS

A determinagdo do teor de cinzas foi realizada nos suplementos dietéticos
utilizados para a otimizagéo da MIC no preparo das amostras (SHP-1, SMVM-1 e SB-
1). Cabe enfatizar a importancia dessa avaliacdo, uma vez que as condi¢cdes de
preparo de amostra — como a massa e a solucdo absorvedora — podem ser
estabelecidas de acordo com a composi¢cao majoritaria de cada suplemento. Matrizes
com elevados teores de constituintes inorganicos, por exemplo, tém sido
eficientemente preparadas por MIC somente quando espécies volateis, as quais sédo
separadas da matriz, sdo determinadas (PEREIRA et al., 2016b; PEREIRA et al.,
2017; NOVO et al., 2018). Por outro lado, matrizes de composi¢cado majoritariamente
organica tém sido amplamente decompostas por MIC para a determinacao elementar,
0 que inclui os metais, os ndo metais e os metaldides (BARIN et al.,, 2014). Os
resultados referentes a determinacdo do teor de cinzas sulfatadas em suplementos

dietéticos sado apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de cinzas sulfatadas em amostras de suplemento hipercaldrico, botanico e

multivitaminico/mineral (média = desvio padrao, n = 3).

Amostra Tipo Teor de cinzas sulfatadas (%)
SHP-1 Hipercaldrico 1,10+ 0,01
SMVM-1 Mineral 49,7+ 0,1

SB-1 Botanico 3,85+ 0,02

Como pode ser observado, dentre os suplementos dietéticos avaliados, o
suplemento hipercaldérico apresentou o menor teor de cinzas (~1%). Como
mencionado, 0s suplementos hipercaléricos séo ricos em carboidratos e/ou proteinas,
e a adicdo de vitaminas e/ou minerais nesses suplementos ocorre pontualmente, uma
vez que esses produtos ndo sao destinados para a suplementacao de minerais. Essa
poderia ser a explicacdo do baixo teor de cinzas observado para essa amostra. Por

sua vez, o teor de cinzas do suplemento botanico (~4%) foi similar aquele obtido para
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o suplemento hipercaldrico. Assim como para o suplemento hipercalorico, a adicao de
vitaminas e/ou minerais nesses produtos também ocorre em casos especificos e o
teor de cinzas determinado deve estar, provavelmente, relacionado aos constituintes
inorganicos presentes na matriz da planta utilizada para a producao deste suplemento.
Importante mencionar que plantas geralmente contém concentracdes consideraveis
de Ca, Mg e outros minerais, o que explicaria 0 maior teor de cinzas para essa amostra
quando comparada ao suplemento hipercalérico (BIZZI et al., 2011b; BARIN et al.,
2012). Por outro lado, o teor de cinzas do suplemento multivitaminico/mineral foi
consideravelmente superior (~50%). Pode-se relacionar esse elevado teor de
constituintes inorganicos com as informacgfes descritas no rotulo do produto, que
descreve o uso de diversos sais inorganicos, bem como de 6xidos. Contrariamente
aos suplementos dietéticos SHP-1 e SB-1, os suplementos minerais se destinam a
suplementacdo de minerais e, provavelmente, por isso a composicdo desses
suplementos apresenta uma consideravel porcéo inorganica. A por¢céo organica desse
suplemento pode estar relacionada ao uso de excipientes e outras substancias
organicas, as quais conferem caracteristicas especificas a esses produtos.

Com base nessas informacdes é possivel verificar, por exemplo, que o
suplemento mineral pode necessitar de estudos adicionais ap0s a queima da fracao
organica por combustdo visando garantir a recuperacdo quantitativa dos analitos
contidos na por¢ao inorganica que, como demonstrado, € consideravelmente elevada
na amostra utilizada para otimizagc&o. A avaliacdo do uso de agentes complexantes
como o HCI, assim como do programa de irradiacdo (tempo de refluxo) podem ser
estratégias interessantes (PEREIRA et al., 2011). Por outro lado, tendo em vista os
baixos teores de cinzas determinados nas amostras SHP-1 e SB-1, espera-se que a
MIC seja eficiente para o preparo dessas amostras. Assim como esperado, a
determinacao do teor de cinzas permitiu a obtencdo de informacgBes que serdo de
grande valia para a otimizacdo da MIC no preparo de amostras de suplementos
dietéticos e posterior determinacéo de metais por IC. Além disso, enfatiza-se a grande
variagdo na composicdo das matrizes e, com isso, as dificuldades que serdo
encontradas para se estabelecer um método que possibilite a determinacdo de metais

em suplementos hipercaldricos, botanicos e multivitaminicos e/ou minerais.
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5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS PARA A
DETERMINACAO DE METAIS POR IC-DC

A seguir serdo apresentados o0s resultados relativos a otimizacao
cromatografica, a qual foi realizada com o intuito de possibilitar a determinacéo de
metais alcalinos, alcalinos terrosos e de transicGo em uma mesma corrida
cromatografica a partir do uso de um sistema com detec¢do condutimétrica direta.
Vale ressaltar que a coluna cromatografica utilizada nesse estudo € recomendada
para a separacdo de ions de metais alcalinos e alcalinos terrosos, como comentado
anteriormente, e, portanto, fez-se necessario a realizagdo de alguns estudos visando
a eluicdo e separacao adicional de ions de metais de transi¢do, como o Co, Cu, Fe,
Mn e Zn. Para isso, a composicao e concentracdo da fase mével, bem como a sua
vazao foram criteriosamente avaliados. Além disso, a influéncia da acidez foi avaliada
na determinacdo dos analitos por IC-DC, uma vez que a técnica é extremamente

suscetivel a interferéncias relacionadas a concentraces de ions H* em solucéo.

5.2.1 Avaliacdo da composicéo, concentracdo e vazao da fase movel

De acordo com as informacbGes descritas pelo fabricante da coluna
cromatografica que foi utilizada neste trabalho, apenas Ca?*, K*, Li*, Mg?*, Na* e NH4*
sao eficientemente separados utilizando a fase mével recomendada. Mesmo assim,
essa fase mével — HNOs (1,7 mmol L) e DPA (0,7 mmol L) — foi avaliada para a
eluicdo dos demais analitos. A vazdo da fase moével foi fixada em 0,7 mL min! para a
realizacdo desses experimentos. ApOs a andlise de padrdes monoelementares
contendo Ca?*, Co?*, Cu?*, Fe?*, K*, Li*, NHs*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?*, foi possivel
verificar a eluicdo adicional somente de Mn?*. Ou seja, quando padrées
monoelementares contendo Co?*, Cu?*, Fe?* e Zn?* foram analisados, nenhum pico
foi observado em pelo menos 60 minutos de corrida. A andlise de um padréo
multielementar contendo os analitos que foram eluidos e o ion NH4* foi realizada e o
cromatograma é apresentado na Figura 5. Vale ressaltar que a separacéo do ion NH4*

dos analitos foi avaliada em todos os experimentos que visaram avaliar a composi¢cao
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e a concentracdo da fase movel, pois essa espécie poderia ser um potencial

interferente durante a analise de amostras oriundas da MIC.
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Figura 5. Cromatograma obtido para padrdo multielementar contendo: 1) Li* (0,5 mg L?); 2)
Na* (2,5 mg L?Y); 3) NHs* (2,5 mg L?); 4) K* (2,5 mg LY); 5) Mn?* (1,5 mg LY); 6)
Mg?* (1,5 mg L) e 7) Ca?* (2,5 mg L) em agua usando uma mistura de HNO3
(1,7 mmol L) e DPA (0,7 mmol L) como fase mével.

Embora essa fase movel proporcione adequada separacao de seis espécies
metalicas (trés metais alcalinos, dois metais alcalinos terrosos e um metal de
transicdo), como demonstrado na Figura 5, faz-se necessario um tempo relativamente
elevado de corrida (~ 30 min) e, ainda, ndo possibilita a detecgdo Co?*, Cu?*, Fe?* e
Zn?*, Importante mencionar que o DPA é um acido organico frequentemente utilizado
na cromatografia de ions como um forte agente complexante e, de acordo com a
literatura, favorece a eluicdo de alguns ions com cargas +2 e +3, através do
mecanismo de complexacédo, formando espécies com cargas efetivas menores, como
destacado no item 3.2.2.1 (Fundamentos e aplicacbes em IC) (BONN et al., 1990;
COWAN et al., 2000; WEISS, 2016). E, provavelmente, devido a formagdo de
complexos com carga neutra ou negativa com Co?*, Cu?*, Fe?* e Zn?* — 0s quais ndo
interagiriam com os grupos trocadores de ions e seriam eluidos no volume morto —

gue nenhum pico cromatografico foi observado para essas espécies. Com base nisso,
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solucbes de acido citrico, acido tartarico e acido oxalico foram avaliadas como fase
movel. Essas solucdes tém sido frequentemente utilizadas para a eluicdo de metais a
partir de uma grande variedade de colunas cromatograficas (MICHALSKI, 2009;
WEISS, 2016). Além disso, destacam-se por apresentar poder complexante
intermediario — inferior ao DPA ou MSA — e, com isso, compativeis com colunas de
baixa capacidade, como a coluna utilizada neste trabalho.

A avaliagdo do &cido citrico, &cido tartarico e acido oxalico como fase mével foi
realizada através da andlise de padrdes monoelementares (5 mg L) no sistema
cromatografico para a verificagdo do tempo de retencdo de cada espécie, assim como
foi realizado anteriormente. As concentracGes avaliadas para cada acido organico
variaram de acordo com o comportamento de eluicdo e separagcao dos analitos. As
concentracbes maximas avaliadas foram limitadas pela condutividade, que n&o
excedeu 1100 puS cm durante todas as avaliagdes. De acordo com a literatura, essa
€ umas das principais limitacdes da deteccdo condutimétrica direta, uma vez que o
aumento indiscriminado da concentracao da fase mével gera um sinal de fundo que
contribui com a elevacdo da razao sinal/ruido e, consequentemente, com a reducao
na sensibilidade (WEISS, 2016). Dessa forma, concentracdes que variaram de 4 a 12
mmol L para o acido citrico, de 2 a 10 mmol L para o &cido tartarico e de 0,5 a 3,0
mmol L?! para o &acido oxalico, foram avaliadas nesse estudo. A seguir sdo
apresentados os resultados obtidos ap6s a avaliacao desses acidos organicos como
fase movel para a separacdo de ions de metais alcalinos, alcalinos terrosos e de
transicdo. Na Figura 6 é possivel verificar a influéncia da concentracdo dos acidos

organicos na eluicao/separacao dos analitos.
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como fase moével.
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O uso dos acidos organicos como fase movel permitiu a eluicdo de metais
alcalinos (K*, Li* e Na*), alcalinos terrosos (Ca?* e Mg?*) e de transi¢do (Co?*, Mn?* e
Zn?*) em uma Unica corrida cromatografica. Dos elementos avaliados, apenas as
espécies Cu?* e Fe?* ndo foram identificadas durante a avaliacéo desses acidos como
fase moével. Como pode ser observado na Figura 6, comportamentos similares foram
observados na eluicdo dos analitos quando acido citrico (4,0 a 12,0 mmol L) e acido
tartarico (2,0 a 10,0 mmol L) foram utilizados como fase mével. Embora os dois
reagentes tenham permitido a adequada separacdo de Ca?*, K*, Li*, Na* e NH4* em
toda a faixa de concentragdo avaliada, ndo possibilitaram a separacéo de Mg?*, Co?*,
Mn?* e Zn?*. O aumento da concentracdo das fases moéveis constituidas de acido
citrico ou &cido tartarico ocasionou a reducdo no tempo de retencdo de todos os
analitos, sendo mais acentuada para as espécies com carga +2.

E importante ressaltar que quando agentes complexantes s&o utilizados como
fase movel, o processo cinético da reacdo de troca ibnica que ocorre na coluna se
torna mais complexo. A retencdo dos analitos é afetada, principalmente, pelo tipo e
concentracdo do ligante da fase estacionaria, pelo tipo e concentracdo da fase movel
e, ainda, pelo pH da fase moével. As espécies retidas mais fortemente na coluna
cromatografica apresentam um grau de interacao/complexacdo mais elevado com os
ligantes da fase estacionaria e, consequentemente, uma cinética de reacdo mais
lenta. Por outro lado, quanto maior o grau de complexacéo entre o ion metalico e o
ligante da fase movel, menor serd a retencdo das espécies na fase estacionaria.
Apesar disso, alguns metais sdo eluidos mais rapidamente devido a predominancia
do mecanismo de separacao regido por interacdes eletrostaticas.

Quando acido citrico e acido tartarico sao utilizados como fase mével, os dois
mecanismos ocorrem concomitantemente. Para os metais de carga +1, ocorre a
predominancia do mecanismo regido por interacdes eletrostaticas, enquanto que para
0S metais com carga +2 o0 mecanismo de complexacao € o que predomina (JONES;
NESTERENKO, 2008). Isso pode ser verificado através do comportamento de eluicao
das espécies metalicas. Os ions de carga +1 sofrem pequena influéncia no tempo de
retencdo devido ao aumento da concentracdo desses acidos orgéanicos. Por outro
lado, os tempos de retencdo dos ions de carga +2 sdo consideravelmente afetados.
Outro fato que pode ser esclarecido esta relacionado a sobreposicdo dos picos
cromatograficos de algumas espécies metalicas. Segundo Jones e Nesterenko

(2008), quando agentes complexantes sao utilizados como fase movel, a



87

sobreposicao de picos cromatograficos de espécies metalicas ocorre em virtude das
constantes de estabilidade dos complexos metalicos formados serem muito
semelhantes.

Por sua vez, um comportamento de eluicdo diferente foi observado quando
acido oxalico foi utilizado como fase movel, como pode ser observado na Figura 6.
Embora os cations eluidos da coluna cromatografica usando acido oxalico tenham
sido os mesmos de quando acido citrico ou &cido tartarico foram utilizados como fase
movel, é possivel verificar que, dependendo da concentracdo, o uso de acido oxalico
proporciona a adequada separacao de todas as espécies metélicas e do ion NH4™.

Importante ressaltar que as espécies Cu?* e Fe?* ndo foram identificadas em
nenhum dos experimentos que visaram a otimizagdo do tipo e composi¢cao da fase
maével. Como mencionado anteriormente, isso pode ter ocorrido devido a formacao de
complexos com carga neutra ou negativa, que eluiriam no volume morto, ou até
mesmo em virtude dessas espécies nao terem gerado sinal analitico na concentracao
utilizada (5 mg L't) em uma corrida de 60 minutos. Apesar disso, os resultados obtidos
quando acido oxalico foi utilizado como fase mdvel para a eluicdo de metais alcalinos,
alcalinos terrosos e de transicdo em um sistema cromatografico compacto equipado
com uma coluna de baixa capacidade e com deteccdo condutimétrica direta, séo
considerados adequados para a proposta deste trabalho.

Tendo em vista que o uso de acido oxalico em concentracdes acima de 2,7
mmol L ocasionou a sobreposicéo dos picos cromatogréaficos dos ions NH4* e Zn?*,
a concentracéo de 2,7 mmol L foi selecionada para as demais avaliagées. Na Figura
7 é possivel observar o cromatograma obtido a partir da andlise de um padréo
multielementar, quando uma solugdo de &cido oxalico 2,7 mmol L foi utilizada como

fase moével.
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Figura 7. Cromatograma obtido para padrdo multielementar contendo: 1) Li* (0,5 mg L?); 2)
Na* (2,5 mg L?Y); 3) NHs* (0,1 mg L?); 4) Zn?* (1,5 mg LY); 5) Co?* (1,5 mg L?); 6)
K* (2,5 mgL%?); 7) Mn?* (1,5 mg LY); 8) Mg?* (1,5 mg L) e 9) Ca?* (2,5 mg L) em

agua, usando acido oxalico 2,7 mmol L™ como fase mével.

Apbs a selecdo de acido oxalico 2,7 mmol Lt como o &cido organico mais
adequado para a eluicéo dos analitos, a adicdo de HNOs3 foi avaliada com o intuito de
reduzir o tempo de analise, com o cuidado de ndo ocasionar a sobreposi¢ao dos picos
cromatograficos. Concentracdes de 0,1 a 1,0 mmol L* de HNOs seriam avaliadas —
levando em consideragao outros trabalhos na literatura (MICHALSKI, 2009; CALAND
et al., 2012) — no entanto o uso de 0,1 mmol L* de HNOs foi suficiente para ocasionar
a sobreposicdo dos picos cromatogréficos dos fons NH4* e Zn?*. E importante
mencionar que, embora o uso de HNO3 possibilite a reducéo do tempo de corrida em
alguns casos, seu uso eleva consideravelmente a condutividade da linha base,
mesmo em baixas concentracdes, o0 que eleva a razdo sinal-ruido e reduz a
sensibilidade para os analitos — como mencionado no item 3.2.2.1 (Fundamentos e
aplicacoes em IC). Portanto, o uso de HNO3s em concentragdes mais elevadas nao foi
avaliado.

A adicao de um modificador quimico na fase movel também foi estudada. Essa
avaliacéo foi realizada tendo em vista que a seletividade de trocadores catidnicos de

acidos fracos é afetada pelo uso solventes apréticos — como a acetonitrila. Isso ocorre,
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pois, esse solvente minimiza de maneira consideravel a dissociacdo dos grupos
carboxilicos e esse fato, por sua vez, resulta na reducdo da capacidade de troca
ibnica. Além desse fenbmeno, é importante mencionar que o aumento da pressédo do
sistema ocasionado devido ao aumento da concentracao de acetonitrila na fase movel
também é determinante para a melhora na resolucéo dos picos e reducdo do tempo
de andlise. Os ions divalentes, como Ca?* e Mg?*, sdo os mais influenciados, sendo
possivel reduzir o tempo de retencéo dessas espécies em até 50% através do uso de
acetonitrila 10% (v/v) em alguns casos (WEISS, 2016). Dessa forma, tendo em vista
gque essas espécies sao as que apresentam 0s maiores tempos de retencao
(aproximadamente 18 e 24 min para Mg?* e Ca?*, respectivamente) a partir do uso
acido oxalico 2,7 mmol L, o uso de acetonitrila 5,0%; 10%; 15%; 20% ou 30% (v/v)
foi avaliado. Os resultados dessa avaliacao séo apresentados na Figura 8.

Assim como esperado, os ions divalentes sdo consideravelmente influenciados
devido a presenca de acetonitrila na fase mdével, enquanto que os ions monovalentes
sofrem pequena influéncia. Com o uso de acetonitrila 30% (v/v) na fase movel, o
tempo de corrida foi reduzido em mais de 50%. Em consequéncia disso, a
sensibilidade para algumas espécies, como o Ca?* e Mg?*, foi consideravelmente
melhorada devido ao incremento da razdo sinal-ruido. Apesar disso, essa condi¢ao
ocasionou a eluicdo de Zn?* no volume morto e a sobreposicdo dos picos
cromatograficos de Co?* e Na*. Dentre as condicGes avaliadas, somente quando
acetonitrila 15% (v/v) foi utilizada como modificador quimico na fase mével que a
separacao de todas as espécies foi considerada adequada, levando em consideracéo
a resolucao cromatograficas dos picos (R = 1,5).

Por fim, a vazdo da fase mével (0,7; 0,8; 0,9 ou 1,0 mL min?) foi avaliada. O
aumento da vazéao do eluente promoveu o deslocamento dos picos cromatograficos
no sentido de reducdo dos tempos de retencdo. No entanto, a sobreposicdo dos picos
cromatograficos dos ions NH4* e Zn?* foi observada a partir do uso de uma vazéo de
0,9 mL mint. Tendo em vista que a vazdo de 0,8 mL mint ndo proporcionou uma
melhora significativa na separacdo cromatografica e, ainda, ocasionou o aumento da

pressdo do sistema, a vazéo da fase maével foi fixada em 0,7 mL min-,
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Figura 8. Influéncia do uso de acetonitrila como modificador quimico na fase moével (acido

oxalico 2,7 mmol L?). Cromatogramas obtidos para padrdo multielementar
contendo: 1) Li* (0,5 mg L?); 2) Na* (5,0 mg L?); 3) NH4* (0,1 mg LY); 4) Zn?* (2,5
mg L?); 5) Co?* (2,5 mg L?); 6) K* (5,0 mg L?); 7) Mn?* (2,5 mg L?); 8) Mg?* (2,5
mg L) e 9) Ca?* (5,0 mg L) em 4gua.

Vale ressaltar que a avaliacdo do pH das fases moveis estudadas néo foi

realizada. Esse parametro é de suma importancia nos processos de complexacéo,
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pois esta diretamente associado ao poder complexante, principalmente, no caso dos
acidos organicos utilizados nesse estudo. Apesar disso, a alteracao desse parametro
quando espécies de metais alcalinos, alcalinos terrosos e de transicdo sao
monitorados € extremamente complexa e pode impossibilitar a determinacdo de
algumas espécies. I1sso ocorre pois € necessaria a adicdo de outro reagente na fase
movel para promover a mudanca de pH. No caso dos acidos organicos utilizados neste
estudo, por exemplo, o pH acido poderia ser elevado através do uso de uma base
forte (LIOH, NaOH e KOH s&o as mais utilizadas), contudo, isso inviabilizaria a
determinacdo dessas espécies. Além disso, como foi possivel verificar, a avaliagdo
desse parametro ndo foi necessaria, uma vez que as espécies nao identificadas em
todos os experimentos (Cu?* e Fe?*) foram, provavelmente, eluidas no volume morto.
Ou seja, ainda que essa avaliagdo fosse realizada com o intuito de eluir/separar essas
espécies, o aumento do pH dessas solu¢des ndo seria a melhor estratégia.

O aumento do pH das fases moveis avaliadas resultaria na alteracdo do
equilibrio quimico dos ligantes disponiveis em solucdo para complexacao. O &cido
oxalico, por exemplo, apresenta dois hidrogénios ionizaveis em sua estrutura. Em pH
< 1, os grupos carboxila dessa molécula em solugdo se encontram, em sua maioria,
nao dissociados (H2C204). Por outro lado, em uma faixa de pH mais elevada (entre 2
e 4), provavelmente, o poder complexante aumentaria e contribuiria para uma reducao
nos tempos de retengcdo de alguns metais, uma vez que a forma predominante em
solucdo (HC204") apresentaria um sitio livre para interacdo com espécies catidnicas,
favorecendo a formacdo de complexos. Isso ocorreria, pois, a ligacdo COO-H é muito
fraca e um pequeno incremento nos valores de pH favoreceria o rompimento dessa
ligacdo. Por sua vez, em pH = 6 esse acido esta quase em sua totalidade dissociado
(C204%*)1. Esse comportamento é muito semelhante entre os acidos organicos
avaliados como fase movel e, como as concentracfes avaliadas foram relativamente
baixas, o pH dessas solu¢des — &cido citrico (2,5 a 3,0); acido tartarico (2,4 a 3,0) e
acido oxalico (2,8 a 3,4) — néo foi suficientemente acido para evitar a dissociacéo e,
em consequéncia disso, anular o poder complexante desses acidos.

Para verificar a qualidade de separacdo das condi¢cdes cromatograficas

selecionadas (&cido oxalico 2,7 mmol L1 em acetonitrila 30% (v/v) com vazéo de 0,7

I Informacdes obtidas a partir de um diagrama de equilibrio quimico para uma solucédo de acido oxalico
2mmol L1 elaborado pelo autor a partir do software Medusa (Chemical Equilibrium Diagrams). Software
disponivel em: <https://www.kth.se/che/medusa/chemeq-1.369367>.
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mL min) para a determinacdo Ca?*, Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* em um
sistema cromatografico compacto, equipado com uma bomba isocratica e deteccao
condutimétrica direta, alguns parametros cromatogréaficos como o fator de capacidade
(k), a seletividade (a), a resolucdo (R), o fator de assimetria (As) e 0 RSD (%) da area

dos picos foram determinados e sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Parametros cromatograficos obtidos a partir da analise de um padrédo
multielementar contendo: Li* (0,5 mg LY); Zn?* (1,5 mg L?); Na* (1,0 mg L?); Co?*
(1,5 mg L?Y); K" (1,0 mg L%); Mn?* (1,5 mg L?); Mg?* (1,0 mg L) e Ca?* (1,0 mg L
1) em agua (n=9).

Parametros cromatogréaficos*

_ Tempo de Fator de o . Fator de
Analitos . _ Seletividade Resolucéo _ . RSD
retencdo capacidade assimetria
. (a) (R) (%)
(min) (k) (As)

Li* 3,9 1,3 1,3 2,8 1,1 0,4
Zn?* 4,5 1,6 1,1 1,7 1,0 14
Na* 4,9 1,9 1,2 2,4 0,9 0,6
Co?* 55 2,2 1,3 4,2 1,2 1,2
K* 6,7 2,9 1,5 6,5 1,0 0,8
Mn2* 9,1 4,3 1,1 1,5 1,0 1,3
Mg?* 9,8 4,8 1,3 4,3 1,2 0,9
Ca?* 12,4 6,3 1,3 4,3 1,2 1,0

*Critérios de aceitacdo recomendados: k 2 2; a> 1, R=21,5; A; =0,9 a 1,2 e RSD £ 2%
(BLIESNER, 2006).

De acordo com os parametros cromatograficos apresentados na Tabela 4, é
possivel constatar que o método cromatografico desenvolvido € adequado para a
determinacdo dos analitos. Embora o fator de capacidade para Li*, Zn?* e Na* tenha
sido inferior ao valor recomendado pela literatura, o método cromatografico se
mostrou adequado para a determinagcédo dessas espécies, como pode ser observado
na Figura 9. Esses valores estao associados a proximidade dos picos cromatograficos

dessas espécies com o pico do sistema.
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Figura 9. Cromatograma obtido para padrdo multielementar contendo: 1) Li* (0,5 mg L?); 2)
Zn?* (1,5 mg L?); 3) Na* (1,0 mg L?); 4) Co? (1,5 mg L?); 5) K* (1,0 mg L?); 6)
Mn?* (1,5 mg L); 7) Mg?* (1,0 mg L) e 8) Ca?* (1,0 mg L) em &gua, usando as
condi¢cBes cromatograficas selecionadas.

5.2.2 Influéncia da acidez na determinacédo de metais por IC-DC

ApoOs a selecdo das melhores condigBes cromatograficas para a determinacao
de metais alcalinos, alcalinos terrosos e de transi¢éo por IC-DC, a influéncia da acidez
das solu¢bes de analise foi avaliada. A acidez € um dos principais problemas para a
determinacao de metais por IC-DC e, de acordo com a literatura, é o que faz com que
a IC-DC seja tdo pouco explorada para a determinacé@o dessas espécies em matrizes
sélidas (MORALES-RUBIO; DE LA GUARDIA, 2015; WEISS, 2016). A analise por IC
requer a conversdo de matrizes solidas em uma solugcdo e, dependendo da
complexidade da matriz, pode ser uma tarefa consideravelmente dificil. O uso de
acidos concentrados é a estratégia mais adotada devido a elevada eficiéncia de
digestdo que pode proporcionar. No entanto, a acidez residual nessas solucdes é
geralmente bastante elevada, o que pode inviabilizar a andlise por técnicas mais

suscetiveis, como a IC-DC. Além disso, o0 uso de acidos concentrados proporciona
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uma série de desvantagens, como comentando anteriormente. No entanto, até mesmo
o uso de acidos diluidos na etapa de preparo de amostras pode resultar em uma
acidez residual incompativel com a determinacdo por IC. Por essa razdo, como
descrito no item 4.7.2 (Influéncia da acidez na determinacao de metais por IC-DC), a
influéncia da concentragdo acida foi avaliada na determinacdo de Ca?*, Co?*, K*, Li*,

Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* por IC-DC e os resultados sédo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Influéncia da acidez na determinagdo de metais alcalinos, alcalinos terrosos e de
transigéo por IC-DC (n=3).

Para a realizagcéo desse estudo, solu¢des padrao multielementares preparadas
em meio de HNOs (5, 10, 15 ou 20 mmol L) foram analisadas a partir do método
cromatografico desenvolvido. De acordo com a Figura 10 pode-se constatar que a
determinacdo de metais por IC-DC é notavelmente afetada pelo incremento da
concentragéo acida no meio. No entanto, os resultados obtidos até a concentragédo de
15 mmol L?! de HNOs ndo apresentaram diferencas significativas daqueles
observados a partir da analise de padrbes multielementares preparados em agua
(teste t-student, nivel de confianca de 95%), embora os RSDs tenham sido mais
elevados (até 6%) nessa condicao. Por sua vez, quando a concentracdo de 20 mmol
L foi avaliada, somente as concentracées de K*, Li* e Ca?* apresentaram valores

médios (com RSDs que variaram de 10 a 16%) que nédo diferiram estatisticamente
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daqueles obtidos em meio aquoso. Além disso, o efeito do aumento da concentracéo
acida é perceptivel nos cromatogramas devido a oscilacdo da linha base e
deformacédo dos picos cromatogréficos.

A partir desse estudo, comprova-se a importancia do desenvolvimento de
meétodos de preparo de amostras que possibilitem o uso de acido diluidos, como a
MIC, para que seja possivel a determinacdo de metais por IC-DC. De acordo com
Crizel (2015), por exemplo, que realizou a determinagao da acidez residual de uma
amostra de suplemento hipercal6rico submetida a digestao assistida por micro-ondas
com HNOs concentrado, a acidez residual da solucdo resultante €& de
aproximadamente 35%, ou seja, uma concentracdo molar proxima de 5 mol L. Nesse
caso, seria necessario um fator de diluicdo da ordem de 350 vezes para proporcionar
a determinacdo de metais por IC-DC com adequada precisdo e exatidao. Isso
ocasionaria a elevacdo dos LODs e LOQs e, provavelmente, inviabilizaria a
determinacao dos analitos.

Nos itens subsequentes serdo apresentados os resultados relativos a
otimizacdo da MIC para o preparo de amostras de suplementos hipercaléricos,
multivitaminicos e/ou minerais e botanicos visando a determinagéo de Ca?*, Co?*, K*,

Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* a partir do método cromatogréafico otimizado.

5.3 AVALIACAO DA MIC PARA O PREPARO DE AMOSTRAS DE
SUPLEMENTOS DIETETICOS

Alguns parametros como a massa, a pressao de Oz, a solugéo absorvedora e
o programa de irradiacdo com micro-ondas foram avaliados no preparo de amostras
de suplementos dietéticos por MIC com o intuito de garantir a obtencéo de resultados
exatos e precisos. Embora a MIC seja um método considerado robusto e capaz de
preparar amostras com uma grande variedade de composicdo (CHRISTOPHER,;
VETTER, 2016), os suplementos dietéticos avaliados neste trabalho apresentam
matrizes substancialmente diferentes — como verificado no item 5.1 (Determinacao do
teor de cinzas sulfatadas — e tornam a avaliacdo desses parametros imprescindiveis.

A seguir serdo apresentados os resultados da otimizacdo da MIC para o

preparo de amostras de suplemento hipercalérico, suplemento multivitaminico e/ou
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mineral e suplemento botanico visando a subsequente determinacédo de Ca?*, Co?*,
K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* por IC-DC.

5.3.1 Suplemento hipercaldrico

A primeira matriz avaliada para o preparo de amostras por MIC foi a de
suplemento hipercalérico. De acordo com o rotulo do suplemento dietético
selecionado para a realizacdo desses experimentos (SHP-1), a matriz € rica em
carboidratos (~80%) e proteinas (~15%). Matrizes com essas caracteristicas sao,
geralmente, digeridas por MIC com sucesso (BARIN et al., 2014; KRUG; ROCHA,
2016). No entanto, existe uma limitacdo com relacdo a massa de amostra a ser
decomposta. Por essa razéo, inicialmente, um ensaio visando avaliar a maxima massa
de amostra a ser decomposta por MIC, através da observa¢éo do aspecto da solucao,
foi realizado. O aumento da massa de amostra durante a etapa de preparo de amostra
€ de extrema importancia no presente estudo, uma vez que uma técnica com
sensibilidade limitada serd utilizada para a determinacéo dos analitos. Na Figura 11 é
possivel observar o aspecto das solucdes resultantes da decomposicdo de massas
de amostra que variaram de 400 a 900 mg. Importante mencionar que, para a
realizacdo desse experimento, os demais parametros como a solugéo absorvedora, a
pressao de Oz e o tempo de refluxo no programa de irradiacdo com micro-ondas foram
fixados em HNOz 1 mol L1, 20 bar e 5 min a 1400 W, respectivamente. Os parametros
fixados foram baseados em trabalhos prévios (FLORES et al., 2004; PEREIRA et al.,
2011; BARIN et al., 2012). Além disso, todas as avalia¢des foram realizadas levando
em consideracdo somente as concentracdes dos analitos quantificados por IC-DC. Os
analitos ndo quantificados nos ensaios de otimizagdo, foram avaliados,

posteriormente, durante a avaliagéo da exatiddo do método proposto.
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Figura 11. Aspecto das solugBes obtidas e dos suportes apdés a digestdo de massas
crescentes de suplemento hipercalérico (400 a 900 mg) por MIC usando 25 bar
de pressédo de O,, HNO3 1 mol L'* como solucéo absorvedora e 5 min de refluxo
a 1400W.

As solugbes resultantes da combustédo de massas de amostras de 400 a 800
mg apresentaram aspecto limpido, enquanto que a solucéo resultante da combustéo
de 900 mg apresentou coloracdo amarelada, caracteristico de uma combustao
incompleta. Por sua vez, uma quantidade muito pequena de residuo foi observada

nos suportes em que massas de 400 a 600 mg foram decompostas. A combustéao de



98

700 mg gerou uma quantidade de residuo um pouco superior. No entanto, 0s suportes
que continham 800 e 900 mg de amostra apresentaram residuos com aspectos
diferentes dos observados na decomposicdo de massas inferiores. Além disso, fica
evidente a presenca de amostra carbonizada na base do suporte quando 800 e 900
mg foram submetidas a MIC. Com base nessa avaliacdo inicial, as solu¢cdes que
apresentaram aspecto limpido foram analisadas por IC-DC, independente da
presenca de residuos — como observado na combustdo de 700 e 800 mg — para
verificar o comportamento da concentracdo das espécies quantificadas nessas
solucdes.

Cabe enfatizar que apenas K* e Na* foram quantificados por IC-DC em todas
as solugcbes analisadas, e ndo foram observadas diferengas significativas nas
concentracdes desses elementos quando massas de 400, 500, 600, 700 e 800 mg
foram decompostas por MIC (ANOVA/teste de Tukey, nivel de confianca de 95%). Por
sua vez, Ca?* e Mg?* foram quantificados somente quando massas de amostra iguais
ou superiores a 600 mg foram utilizadas. As concentracdes desses elementos néo
diferiram estatisticamente quando massas de 600 e 700 mg foram utilizadas. No
entanto, um decréscimo significativo nas concentracfes de ambas as espécies foi
observado quando a solucao resultante da combustdo de 800 mg foi analisada. Isso
estd provavelmente relacionado a combustdo incompleta dessa massa de amostra
que, embora tenha apresentado uma solucdo com aspecto limpido, resultou na
presenca de uma maior quantidade de residuo na base do suporte e, ainda, com
aspecto diferente do que foi observado para a combustdo de massas inferiores (Figura
11). Outra provavel explicacdo estd relacionada a menor capacidade da solugéo
absorvedora em recuperar quantitativamente os analitos quando uma quantidade
maior de residuo permanece no suporte. Assim, a massa de 700 mg foi selecionada
para a otimizacdo dos demais parametros.

Importante mencionar que a combustdo de 700 mg de suplemento
hipercaldrico resultou em RSDs mais elevados para Ca?* e Mg?* (~10%) quando
comparados aos que foram determinados nas solucdes resultantes da combustao de
600 mg de amostra (~6%). Isso estd possivelmente relacionado a presenca de
pequenas quantidades de fuligem no frasco quando 700 mg de suplemento
hipercalorico foram submetidos a decomposi¢céao por MIC. Com o intuito de eliminar a
fuligem nessa condicéo e, em consequéncia disso, reduzir os RSDs para os analitos,

0 aumento da pressao de O:2 foi avaliado (20, 25 ou 30 bar). No entanto, foi necessario
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avaliar as pressdes maximas atingidas durante o processo de combustdo em funcéo
da variacdo da presséo inicial de oxigénio com o intuito de garantir a seguranca
operacional. Assim, foram decompostos 700 mg de suplemento dietético e a presséo
méxima atingida em cada caso foi registrada, conforme mostrado na Figura 12.
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Figura 12. Pressdo maxima atingida no sistema para diferentes pressdes iniciais de
oxigénio utilizadas na decomposicdo de 700 mg de suplemento hipercalérico
(n=3).

Assim, como esperado, a pressdo maxima atingida no sistema aumenta com o
incremento da presséo inicial de oxigénio durante a combustdo de 700 mg de
suplemento hipercalérico. Apesar disso, mesmo com 0 uso de pressao inicial de 30
bar, a pressdo maxima foi de aproximadamente 50 bar, valor equivalente a 63% do
valor maximo de pressao estabelecido em termos de seguranca operacional (80 bar).
Portanto, nesse caso é considerado seguro o uso de até 30 bar de presséo inicial de
O2. No entanto, apods arealizacédo desses experimentos foi possivel verificar que o uso
de 25 bar de presséo inicial de Oz ja foi suficiente para eliminar a presenca de fuligem
no frasco de reacdo, bem como reduzir os RSDs para Ca?* e Mg?* (~7%). Em razéo
disso, a pressédo de O: foi fixada em 25 bar para a realizacdo dos demais
experimentos.

ApOs a avaliacdo da massa de amostra e da pressao inicial de Oz, solu¢des de

HNO3s com concentrac¢des que variaram de 0,1 a 4 mol L foram avaliadas incialmente
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como solucdo absorvedora na MIC. E bem estabelecido na literatura que a solucéo
absorvedora utilizada para reter os analitos € um importante parametro nos sistemas
de combustédo, uma vez que pode afetar a recuperacao quantitativa dos analitos. A
escolha por solucdes diluidas de HNOs durante essa avaliacdo ocorreu em virtude da
existéncia de estudos em que recuperacfes adequadas para alguns metais e
metaléides foram obtidas usando solucdes de HNO3 diluidas (de até 1 mol L't) como
solugcéao absorvedora na MIC (MELLO et al., 2009; PEREIRA et al., 2010; PEREIRA
et al., 2011). Além disso, o uso de solu¢des diluidas para a absorcdo dos analitos
resulta na obtencdo de solucdes mais compativeis com a determinacgéo por IC-DC.
Assim, esse estudo foi realizado visando a escolha da menor concentracdo acida
possivel devido a todas as vantagens que isso poderia resultar tanto na etapa de
preparo quanto na determinagdo dos analitos. Os resultados dessa avaliagdo séo

apresentados na Figura 13.
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Figura 13. Influéncia da concentracdo de HNO3 na absorcédo de Ca?*, K*, Mg?* e Na* ap6s
a decomposicao de 700 mg de suplemento hipercalérico por MIC, usando 25 bar

de pressao de O2 e 5 min de tempo de refluxo a 1400W (n=3).

A partir dos resultados apresentados na Figura 13, é possivel perceber que as
concentragcbes de K* e Na* apresentaram um comportamento bastante semelhante.
Embora as concentracbes dessas espécies nao tenham apresentado diferencas

significativas durante essa avaliacdo (ANOVA/teste de Tukey, nivel de confianca de
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95%), os RSDs foram mais elevados (< 12%) quando solug¢des mais diluidas de HNO3
(inferior a 1 mol L) foram utilizadas para a absorcédo dos analitos. Por sua vez, o perfil
das concentracdes de Ca?* e Mg?* durante essa avaliacdo demonstram a existéncia
de uma tendéncia. Com o aumento da concentracdo de HNOs, observa-se um
aumento da concentracdo de ambos analitos até a concentragdo de 1 mol L de
HNOs. A partir dessa concentragdo nao foram observadas diferencgas significativas na
concentracdo dessas espécies. No entanto, RSDs elevados (> 13%) foram
observados quando solu¢cdes de HNOz 1 ou 2 mol L foram utilizadas como solucéo
absorvedora.

Os resultados obtidos durante a avaliacdo inicial da solucdo absorvedora
podem ser um indicativo de que somente solu¢cdes de HNO3s com concentracdes iguais
ou superiores a 4 mol L seriam adequadas para garantir recuperagées quantitativas
desses analitos com adequada precisdo. Apesar disso, € importante mencionar que
para a analise por IC-DC das soluc¢ées resultantes da MIC quando HNOz 4 mol L™ foi
utilizada como solucé@o absorvedora, fez-se necessério a redugéo da acidez através
da neutralizagdo parcial da solug&o. Isso foi realizado com o intuito de reduzir os
fatores de diluicdo requeridos para minimizar o efeito da acidez e, com isso, tornar
possivel a adequada quantificacdo dos analitos. A neutralizacdo parcial dessas
solucdes foi realizada com uma solucéo de LIOH 500 mmol L1. Considerando que o
uso de LiOH impossibilitaria a determinacdo de Li* e que acarretaria em outros
inconvenientes ao método, como o possivel aumento dos valores de brancos
analiticos, esse procedimento sO foi realizado nesse caso para obtencdo das
concentracdes de Ca?*, K*, Mg?* e Na* para a comparacdo com as demais condicées.
Portanto, em vista desses resultados, verificou-se a necessidade de avaliar outras
solugdes para a absorcao dos analitos.

E vélido destacar que a necessidade do uso de solu¢cbes de HNOs mais
concentradas para a adequada absorgéo de alguns metais foi observada em outros
trabalhos e est4, possivelmente, relacionada com a reduzida capacidade de solugdes
mais diluidas na solubilizacdo dos provaveis o0xidos metéalicos formados durante a
combustdo (PEREIRA et al.,, 2010; PEREIRA et al.,, 2011). Uma interessante
estratégia adotada por Pereira et al. (2010) a fim de contornar esse inconveniente foi
a de avaliar o uso de solugdes contendo HCl e HNOs. O HCI forma complexos estaveis
com varios ions metalicos, sendo que a maioria dos cloretos metéalicos séo soluveis

em agua. Além disso, esse &cido é utilizado na dissolugéo da maioria dos metais mais
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eletropositivos que o hidrogénio e tem a capacidade de dissolver muitos boratos,
carbonatos, fosfatos e sulfetos (KRUG; ROCHA, 2016). O uso de HCI misturado a
HNOs tem sido uma estratégia frequentemente utilizada, pois essa mistura é capaz de
reagir com a maioria dos metais. Com base nisso, solu¢des contendo HNOs (1,0; 0,5;
ou 1,0 mol L) e HCI (1,0; 0,5; ou 1,0 mol L) foram avaliadas como solucédo

absorvedora. Os resultados dessa avaliacdo sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Influéncia da concentracdo de HNO3 e HCI na absorcdo de Ca?*, K*, Mg?* e Na*
apos a decomposicao de 700 mg de suplemento hipercal6rico por MIC, usando
25 bar de presséo de Oz e 5 min de refluxo a 1400W (n=3).

Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que somente quando
HCI 1 mol L* combinado com HNO3 0,5 ou 1,0 mol L foram utilizados como solugéo
absorvedora que as concentracdes de Ca?*, K*, Mg?* e Na' ndo diferiram
significativamente daquelas obtidas usando HNOz 4 mol L. Esses resultados estéo,
provavelmente, associados ao poder complexante do HCI e/ou a capacidade desse
acido — mesmo que diluido — em reter/estabilizar melhor essas espécies em solugao.
Assim, a solucdo contendo HCI 1 mol L' combinado com HNO3z 1,0 mol L? foi
selecionada como a solugcéo absorvedora mais adequada, pois além dos resultados
néo terem diferido dos obtidos quando HNOz 4 mol L* foi utilizado, essa condicédo

possibilitou menores RSDs (< 4%). E importante mencionar que em nenhuma das
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condi¢cbGes avaliadas o uso de LiOH foi requerido para minimizar o efeito da acidez
residual. No entanto, um fator de diluicdo de no minimo 25 vezes foi requerido para
que n&o houvesse interferéncias na determinagéo dos analitos por IC-DC quando, por
exemplo, uma solugédo contendo HCI 1 mol Lt e HNOs 1,0 mol L™ foi utilizada para a
absorcao dos analitos.

Por fim, a etapa de refluxo no programa de irradiacdo com micro-ondas também
foi avaliada. De acordo com a literatura, é na etapa de refluxo que a recuperacéo
quantitativa dos analitos é garantida, tendo em vista que € nessa etapa que as paredes
do frasco e o suporte no qual a amostra € decomposta sdo lavados devido ao
aguecimento da solucédo absorvedora. Para esse estudo, 700 mg de amostra foram
decompostas usando 25 bar de pressao de Oz, 6 mL de uma solucéo para a absorcao
dos analitos contendo HNO3z 1 mol Lt e HCI 1 mol L%, a partir do uso de tempos refluxo
de 0, 5, 10, 15 ou 30 min. Assim, como esperado, a partir do uso de 5 min de refluxo
a 1400 W, nao foram observadas diferencas significativas nas concentracdes dos
analitos e, portanto, esse tempo foi selecionado para a realizacdo dos ensaios visando
avaliar a exatiddo do método.

5.3.2 Suplemento multivitaminico/mineral

Apds a otimizacdo da MIC para o preparo de amostras de suplemento
hipercalorico, a decomposicdo de suplementos multivitaminicos/minerais também foi
avaliada. No entanto, apenas a massa de amostra e o tempo de refluxo foram
avaliados para essa matriz. A pressao inicial de O2 e a solugcdo absorvedora
selecionadas para essa otimizacdo foram as mesmas que proporcionaram a obtencao
dos melhores resultados na avaliacdo da MIC para a decomposi¢ao de suplementos
hipercaloricos. Dessa forma, massas de amostra (SMVM-1) que variaram de 400 a
1100 mg foram decompostas por MIC utilizando 25 de bar de presséo inicial de Oz, 6
mL de uma solucéo contendo HNOz 1 mol Lt e HCI 1 mol L%, e com 5 min de refluxo
a 1400 W. Assim como realizado para o suplemento hipercal6rico, a avaliagdo
preliminar da maxima massa de amostra a ser decomposta por MIC foi feita com base
no aspecto das solucdes resultantes, como pode ser observado na Figura 15. Cabe

mencionar que o aspecto das solugdes resultantes da decomposi¢cao de massas de
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amostra de 400 ou 500 mg nédo foram apresentadas na Figura 15, na proxima pagina,
mas demonstraram o0 mesmo comportamento das demais condi¢des avaliadas.

As solugbes resultantes da combustdo de todas as massas de amostras
avaliadas apresentaram aspecto limpido. Por sua vez, uma quantidade consideravel
de residuo foi observada na base do suporte de quartzo apdés a decomposicdo. E
importante ressaltar que a quantidade de residuo foi proporcional a massa de amostra
utilizada, ou seja, quanto maior a massa de amostra submetida a decomposicao,
maior a quantidade de residuo. Esse resultado vai ao encontro da informagéo obtida
na determinacgéo do teor de cinzas dessa amostra, que foi de aproximadamente 50%.
Isso significa que somente a porcdo organica da matriz € decomposta por MIC e
explica o porqué que as solugbes resultantes da combustdo de massas
consideravelmente elevadas de amostra (1100 mg) apresentaram aspecto limpido. De
fato, a massa de amostra efetivamente decomposta quando 1100 mg sao utilizados é
de, aproximadamente, 550 mg (50% da massa inicialmente submetida a
decomposicao). Foi, provavelmente, devido a este fato que a pressdo maxima atingida
no sistema durante a combustdo de uma massa de 1100 mg — usando 25 bar de

pressao inicial de Oz — foi de apenas 32 + 2 bar (n=3).
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Figura 15. Aspecto das solugBes obtidas e dos suportes apdés a digestdo de massas
crescentes de suplemento multivitaminico/mineral (600 a 1100 mg) por MIC
usando 25 bar de pressdo de O,, HNOs:HCI (1,0:1,0 mol L) como solucédo

absorvedora e 5 min de tempo de refluxo a 1400 W.

Tendo em vista que provavelmente a maior parte dos analitos estdo contidos
no residuo inorganico que fica no suporte, fez-se necessario avaliar estratégias que
possibilitassem a dissolu¢do da matriz ou a extracdo dessas espécies. Assim,
inicialmente, avaliou-se a possibilidade de realizar a etapa de refluxo com o residuo

em contato com a solucéo absorvedora. Para isso, ap0s a etapa de combustéo (1 min
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a 1400W), os frascos foram retirados do forno micro-ondas, despressurizados e o0s
residuos foram removidos dos suportes e colocados em contato direto com a solucéo
absorvedora. Apoés isso, os frascos foram novamente fechados, fixados ao rotor e
submetidos a etapa de refluxo (5 min a 1400 W). As solugbes resultantes da
combustdo de 600 mg de suplemento multivitaminico/mineral a partir da realizacao da
etapa de refluxo com o residuo em contato direto com solucéo absorvedora ou contido
no suporte da amostra foram analisadas por IC-DC e os resultados sao apresentados
na Tabela 5.

Tabela 5. Concentracdes das espécies quantificadas por IC-DC quando 600 mg de
suplemento multivitaminico/mineral foram decompostos por MIC usando 25 bar de
pressdo de O, 6 mL de HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L'') como solugdo absorvedora e
5 min de tempo de refluxo a 1400 W com o residuo no suporte ou em solugéo

(média * desvio padrao, n=3).

Concentragdes (mg kg™

Analitos

Residuo no suporte Residuo em solucéo
Ca?* 17990 + 4483 145322 + 11223
Mg?* 5720 + 1213 29767 £ 2381
Mn2* <LOQ 882 + 101
Na* 1238 + 282 2926 + 264
Zn?* 1012 + 208 4762 + 399

De acordo com os resultados observados na Tabela 5, é possivel verificar que
as concentracdes das espécies quantificadas por IC-DC foram consideravelmente
menores (até 88% menor para Ca?*) quando a etapa de refluxo foi realizada com o
residuo no suporte. A concentracéo de Mg?*, por exemplo, sé foi quantificada quando
o residuo foi colocado em contato com a solugéo absorvedora. Aléem disso, RSDs
elevados (> 20%) foram obtidos nessa condi¢cdo. Por outro lado, as concentragdes
obtidas quando o residuo foi colocado em contato com a solucdo absorvedora para a
realizacdo da etapa de refluxo, foram similares as concentracdes informadas no rétulo
da amostra SMVM-1 (Tabela 14 — Anexo A). Isso € um indicativo de que € realmente
necesséria a realizacdo da etapa de refluxo com o residuo da combustdo do
suplemento multivitaminico/mineral em contato com a solugcéo absorvedora. Embora

nao tenha ocorrido a dissolucdo total do residuo nesse caso, observaram-se
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mudancas em seu aspecto e coloracao. Isso esta possivelmente atrelado a extracao
de espécies quimicas aderidas ao residuo inorganico e/ou, até mesmo, devido a
solubilizag&o de alguns éxidos metalicos. Na Figura 16 é possivel observar o aspecto
das solugbes resultantes apds a realizacdo desse ensaio, bem como do residuo
resultante da etapa de refluxo quando colocado em contato com a solugéo

absorvedora.

Figura 16. Aspecto das solucdes obtidas apds a decomposicdo de 600 mg de suplemento
multivitaminico/mineral usando 25 bar de pressao de O, 6 mL de HNO3:HCI
(1,0:1,0 mol L'Y) como solucéo absorvedora e 5 min de tempo de refluxo a 1400
W com o residuo no suporte (A) ou em contato com a solucdo absorvedora (B).

Apos ter sido constatada a necessidade de realizar a etapa de refluxo com o
residuo da combustdo de suplemento multivitaminico/mineral em contato com a
solucéo absorvedora, a influéncia do aumento da massa de amostra (600 a 1100 mg)
foi avaliado para as espécies quantificadas por IC-DC. Os resultados referentes a essa
avaliacdo sdo apresentados na Figura 17. Importante mencionar que previamente a
etapa de determinacao essas amostras foram centrifigudas a 10000 rpm por 10 min a
temperatura ambiente com o intuito de evitar entupimentos no sistema cromatografico.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel verificar que as concentracdes
de Ca?" e Mg?* ndo diferiram significativamente (ANOVA/teste de Tukey, nivel de
confianga de 95%) quando massas de 600 a 1100 mg de amostra foram decompostas
por MIC sob as condi¢des supracitadas. Apesar disso, notou-se um incremento nos
RSDs com o aumento da massa de amostra. Por outro lado, as concentracdes de

Mn2*, Na* e Zn?*, obtidas quando 1100 mg de amostra foram digeridas por MIC,
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apresentaram diferencas significativas daquelas obtidas quando massas iguais ou
inferiores a 1000 mg foram decompostas. Além do descréscimo observado nas
concentragdes dessas espécies, os RSDs foram elevados (= 13%) quando massas
superiores a 1000 mg de suplemento multivitaminico/mineral foram submetidas a
decomposicdo por MIC. Essa limitacdo pode estar relacionada a combustédo
inadequada da por¢cédo organica da matriz ou até mesmo a capacidade da solugéo
absorvedora em reter os analitos. Assim, a massa de 1000 mg foi selecionada para

as avaliacOes posteriores.
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Figura 17. Influéncia do aumento da massa de amostra nas concentragdes dos analitos
quantificados por IC-DC ap6és a decomposicdo de suplemento
multivitaminico/mineral por MIC usando 25 bar de pressdo de O,, 6 mL de
HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L) como solugdo absorvedora e 10 min de tempo de
refluxo a 1400 W.

Outro parametro avaliado na otimizacdo da MIC para o preparo de amostras de
suplementos multivitaminicos/minerais foi a etapa de refluxo no programa de
irradiacdo com micro-ondas. Esse parametro foi estudado em virtude da combustéao
dessa matriz gerar uma quantidade consideravel de residuo. Além disso, com base
nos resultados obtidos até o momento, verificou-se a necessidade desse residuo ser

colocado em contato com a solucado absorvedora previamente a etapa de refluxo.
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Cabe mencionar que, nesse caso, a solucéo absorvedora da MIC atua, também, como
uma solucdo extratora. Portanto, o estudo do tempo de refluxo é extremamente
importante para garantir a recuperacao quantitativa dos analitos. Nesse estudo, foram
avaliados tempos de refluxo de 5; 10; 15 ou 30 min, e os resultados obtidos est&o

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Influéncia do tempo de refluxo nas concentra¢des dos analitos quantificados por
IC-DC apés a decomposicdo de 1000 mg de suplemento multivitaminico/mineral
por MIC usando 25 bar de presséo de O, e 6 mL de HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L?)

como solugéo absorvedora (n=3).



110

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o tempo de refluxo de 5
min nao foi eficiente para garantir a recuperacdo quantitativa das espécies
quantificadas por IC-DC. E evidente a existencia de uma tendéncia nas concentracdes
dessas epécies indicando a necessidade de no minimo 10 min de tempo de refluxo
para que ndo sejam observadas diferencas significativas nas concentracdes dos
analitos (ANOVA/teste de Tukey, nivel de confianca de 95%). Sendo assim, o tempo
de refluxo de 10 min foi selecionado para a realizacdo dos ensaios visando avaliar a
exatiddo do método.

5.3.2.1 Avaliacéo da extracéo assistida por radiagdo micro-ondas

Em vista dos resultados obtidos na otimizacdo da MIC para o preparo de
amostras de suplementos multivitaminicos/minerais, um experimento adicional foi
realizado com o intuito de verificar se a aplicacdo da etapa de combustdo era
imprescindivel para garantir recuperacdes quantitativas dos analitos. Para isso, 500
mg de suplemento multivitaminico/mineral foram submetidos ao processo de extracao
assistida por radiacdo micro-ondas (MW-AE) usando 6 mL de HNO3:HCI (1,0:1,0 mol
L-1) como solugéo extratora. O programa de irradiagéo utilizado consistiu em: i) rampa
de 10 min até 800 W; ii) 20 min a 800 W e iii) 20 min a 0 W (resfriamento). Esse foi 0
mesmo programa utilizado para a digestdo das amostras pelo método adotado como
referéncia, descrito no item 4.6.2 (Digestao assistida por radiacdo micro-ondas (MW-
AD)). A selecédo de 500 mg de amostra para a realizagdo desse experimento se deu
pelo fato de somente ter sido possivel quantificar Mn?* — espécie que apresentou a
menor concentracdo na amostra avaliada apos decomposicéo por MIC — quando essa
massa foi utilizada. Na Tabela 6 sdo apresentadas as concentragdes dos analitos
quantificados por IC-DC quando o procedimento de MW-AE ou MIC (usando as
condicOes otimizadas) foi aplicado.

De acordo com as concentracGes apresentadas na Tabela 6, apenas Ca?* e
Mn?* ndo apresentaram diferencas significativas (teste t-student, nivel de confianca
de 95%) quando o procedimento de MW-AE ou MIC foi utilizado no preparo de
amostras de suplementos multivitaminicos/minerais. Esse fato pode indicar que tanto

Ca?* quanto Mn?* estédo presentes em maiores concentracdes na porcdo inorganica
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dessa matriz, da qual é possivel extrair os analitos sem a necessidade de uma etapa
de combustdo. Por outro lado, as concentracdes de Mg?*, Na* e Zn?* determinadas
nas solugdes resultantes da MW-AE foram estatisticamente difrentes daquelas obtidas
por MIC. Ou seja, essas espécies devem, provavelmente, estar contidas em
concentracbes consideraveis na porcdo organica, de maneira que somente 0
processo de extracdo ndo € suficiente para garantir a disponibilizacdo das espécies
em solucdo. Isso quer dizer que, para a determinacdo dessas espécies, a etapa de

combustéo €, possivelmente, requerida para garantir recuperac¢des quantitativas.

Tabela6. Comparacdo das concentracdes de Ca?*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* determinadas

por IC-DC apés preparo da amostra por MW-AE ou MIC (média £ desvio padrao,

n=3).
_ Concentracdo (mg kg™)
Analitos
MW-AE MIC

Ca?* 171102 + 7891 169175 + 8083
Mg?* 37203 £ 2013 47618 £ 1616
Mn2* 1111 £ 94 1190 £ 82
Na* 2838 + 182 3373 + 160
Zn?* 4860 + 208 5485 + 321

5.3.3 Suplemento botéanico

Assim como foi realizado para o suplemento multivitaminico/mineral, apenas a
massa de amostra e o tempo de refluxo foram avaliados para essa matriz. Portanto,
a pressao inicial de Oz e a solugao absorvedora utilizadas durante a avaliagdo da
massa de amostra e do tempo de refluxo foram as mesmas que proporcionaram a
obtencdo dos melhores resultados na avaliacdo da MIC para a decomposi¢cao de
suplementos hipercaldricos. Dessa forma, massas de amostra (SB-1) que variaram
de 400 a 1100 mg foram decompostas por MIC utilizando 25 de bar de pressao inicial
de O2, 6 mL de uma solucgédo para a abosr¢éo dos analitos contendo HNOsz 1 mol L e
HCI 1 mol L, e com 5 min de refluxo a 1400 W. Do mesmo modo que foi realizado

para os outros suplementos, a avaliacédo preliminar da maxima massa de amostra a
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ser decomposta por MIC foi feita com base no aspecto das solu¢des resultantes, como
pode ser observado na Figura 19, na pagina 113. A pressdo maxima atingida em cada
condigc&o também foi avaliada com o intuito de garantir a seguranga operacional.

Apés a combustdo de uma massa de 1100 mg (maior massa avaliada) a
pressdo maxima atingida — usando 25 bar de pressao inicial de Oz — foi de 39 £ 2 bar
(n=3). Essa pressdo €& correspondente a 49% do valor maximo de pressao
estabelecido em termos de seguranga operacional (80 bar). Com relacdo ao aspecto
das solugcbes apresentados na Figura 19, pode-se afirmar que decomposicoes
eficientes foram obtidas até a massa de 1000 mg. Por outro lado, quando 1100 mg de
amostra foram submetidos a decomposicdo por MIC, a solugcédo apresentou aspecto
levemente turvo e uma pequena quantidade de fuligem nas paredes do frasco. Isso
ocorreu, provelmente, devido a combustdo incompleta da amostra. Da mesma
maneira que a solucéo resultante da combustdo de 1100 mg apresentou aspecto
diferente das demais condicdes, o residuo no suporte também demonstrou indicativos
de que a combustdo dessa massa de amostra por MIC nao é eficiente. Os residuos
da combustéo de 600, 700 e 800 mg foram similares entre si, diferindo apenas na
guantidade. Por sua vez os residuos da combustdo de 900 e 1000 mg foram diferentes
dos observados para a combustdo de massas inferiores mas, também, diferentes do
residuo obtido apds a combustdo de 1100 mg. Embora o aspecto das solucdes
resultantes da queima de 900 e 1000 mg sejam limpidas, os aspectos dos residuos
no suporte indicam a possibilidade da combustéo incompleta da amostra.
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Figura 19. Aspecto das solugBes obtidas e dos suportes apdés a digestdo de massas
crescentes de suplemento botéanico (600 a 1100 mg) por MIC usando 25 bar de
pressdo de O, HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L!) como solucdo absorvedora e 5 min

de tempo de refluxo a 1400 W.

Em vista dos resultados obtidos na otimizacdo da MIC para o preparo de
amostras de suplementos multivitaminicos/minerais, a estratégia de realizar a etapa
de refluxo com o residuo em contato com solucdo absorvedora também foi adotada
para a decomposicao de suplementos botanicos por MIC. A partir disso, constatou-se
gue a massa de 1100 mg de suplemento botanico néo é eficientemente decomposta

por MIC, como pode ser observado na Figura 20, que apresenta o aspecto das
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solucdes resultantes da decomposic¢éo de 1000 mg (a) ou 1100 mg (b) quando a etapa

de refluxo foi realizada com o residuo em contato com a solucao absorvedora.

Figura 20. Aspecto das solugdes resultantes da decomposi¢éo de 1000 mg (A) ou 1100 mg
(B) usando 25 bar de presséo de Oz, HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L't) como solugéo
absorvedora e 5 min de tempo de refluxo a 1400 W com o residuo em contato

com a solugéo absorvedora.

Devido ao aspecto amarelado e com residuos da solucdo resultante da
combustéo de 1100 mg, somente as solu¢des obtidas pela decomposicao de massas
iguais ou inferiores a 1000 mg foram analisadas por IC-DC. Os resultados obtidos a
partir da analise dessas solu¢gdes demonstraram que as concentragdes das espécies
que foram quantificadas (Ca?*, K*, Mg?*, Mn?* e Zn?*) ndo diferiram estatisticamente
(ANOVA/teste de Tukey, nivel de confianca de 95%). Ou seja, até mesmo quando 900
e 1000 mg de suplemento botanico foram submetidos a combustdo por MIC os
resultados obtidos ndo apresentaram diferengas significativas das demais condigdes.

Dessarte, a massa de 1000 mg de suplemento botanico foi selecionada como a
condicdo mais adequada.

O tempo de refluxo foi avaliado da mesma forma que na otimizacdo da MIC
para o preparo de amostras de suplemento multivitaminico/mineral. Essa avaliacao foi
realizada tendo em vista que o residuo resultante da combustéo é transferido para a
solucdo absorvedora previamente e etapa de refluxo. Ou seja, assim como foi
observado anteriormente, quando o residuo é colocado em contato com a solucdo
absorvedora o tempo de refluxo deve ser criteriosamente avaliado. Como observado

na otimizacdo da MIC para o preparo de amostras de suplemento
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multivitaminico/mineral, o tempo de refluxo pode influenciar na recuperacao
guantitativa dos analitos. Portanto, como pode ser observado na Figura 21, os tempos

de refluxo de 5, 10, 15 ou 30 min foram avaliados.
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Figura 21. Influéncia do tempo de refluxo nas concentra¢des dos analitos quantificados por
IC-DC ap06s a decomposi¢cdo de 1000 mg de suplemento botanico por MIC
usando 25 bar de pressédo de Oz e 6 mL de HNO3:HCI (1,0:1,0 mol L) como

solucéo absorvedora (n=3).

Diferentemente do que foi observado para a decomposicdo de 1000 mg de
suplemento multivitaminico/mineral, o uso de 5 min de tempo de refluxo na
decomposicdo de suplemento botanico por MIC foi suficiente para que ndo houvesse
diferencas significativas nas concentragdes dos analitos, como pode ser observado
na Figura 21. Assim sendo, o tempo de refluxo de 5 min foi selecionado para a

realizagdo dos ensaios visando avaliar a exatiddo do método.
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5.3.4 Resumo dos parametros selecionados ap0s a otimizacdo da MIC

Assim como esperado, ndo foi possivel estabelecer apenas um método para o
preparo de amostras de suplementos hipercaldricos, multivitaminicos e/ou minerais e
botanicos. Isso € devido as grandes diferencas observadas na composicédo de cada
um desses produtos. Enquanto que os suplementos hipercaléricos podem apresentar
em sua constituicdo mais de 90% de uma mistura de carboidratos e proteinas, os
suplementos multivitaminicos e/ou minerais sdo constituidos, na maioria dos casos,
de sais minerais, vitaminas e excipientes (celulose microcristalina). O suplemento
botanico, por sua vez, € geralmente constituido de um extrato de planta, podendo ser
enriquecido com sais minerais, vitaminas e/ou outras substancias. Isto &, sdo produtos
gue apresentam a mesma finalidade — suplementar a dieta humana —, porém matrizes
consideravelmente diferentes.

Ainda assim, apds a avaliagdo da MIC para o preparo dessas matrizes,
condicbes similares foram selecionadas. A pressao incial de Oz e a solucdo
absorvedora, por exemplo, foram as mesmas para as trés matrizes. A massa de
amostra foi o parametro que proporcionou as maiores dificuldades durante a
otimizacdo da MIC. Em geral, na combustao das trés matrizes foram observados
residuos no suporte, indicando a presenca de compostos inorganicos que nao foram
solubilizados durante a etapa de refluxo. No entanto, isso foi mais evidente durante a
otimizacdo da MIC para o preparo de amostras da matriz de suplemento
multivitaminico/mineral. Na combustdo de 1000 mg dessa matriz, por exemplo, uma
grande quantidade de residuo foi observada (~ 50% de acordo com o teor de cinzas
determinado). Por essa razdo que a estratégia de transferir o residuo para a solugéo
absorvedora, previamente a etapa de refluxo, foi adotada. Essa estratégia foi repetida
durante a otimizacdo da MIC para os suplementos botanicos, na qual também foi
observada a presenca de residuo quando massas de amostras elevadas foram
submetidas a decomposicdo. Esse procedimento nao foi avaliado para os
suplementos hipercaléricos, um vez que uma pequena quantidade de residuo havia
sido observada. Ainda assim, essa estratégia também foi adotada para essa matriz
durante a realizacdo dos experimentos visando a avaliagcdo da exatiddo do método.
Ainda com relacdo a massa de amostra, cabe enfatizar que, dependendo da

concentracdo dos analitos, massas de amostras menores também podem ser
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utilizadas. No presente estudo, as massas mais elevadas foram selecionadas tendo
em vista a obtencdo de menores limites de deteccéo e quantificacao.

Por fim, o tempo de refluxo também foi avaliado para as trés matrizes e, de
acordo com os resultados obtidos, somente o suplemento multivitaminico/mineral
requereu tempo de refluxo superior a 5 min. Como comentado anteriormente, iSSoO
pode estar relacionado com a quantidade de residuo resultante da combustdo dessa
matriz, que foi consideravelmente maior quando comparada com a quantidade de
residuo obtida ap6s a combustdo do suplemento hipercalérico ou botanico. Um
resumo dos parametros selecionados apds a otimizacdo por MIC para o preparo de
amostras de suplementos hipercaldricos, suplementos multivitaminicos/minerais e

suplementos botanicos é apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Parametros selecionados ap0ds a otimizagdo da MIC para o preparo de amostras
suplementos hipercaléricos (SHP), suplementos multivitaminicos/minerais
(SMVM) e suplementos botanicos (SB) visando a subsequente determinagéo de
Ca?*, Co?", K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* por IC-DC.

) Amostras

Parametros avaliados

SHP SMVM SB
Massa de amostra (g) 0,7 1,0 1,0
Presséao inicial de Oz (bar) 25 25 o5
Solucéo absorvedora (mol L) HNOg3:HCI HNO3:HCI HNO3:HCI

(1,0:1,0) (1,0:1,0) (1,0:1,0)

Tempo de refluxo* (min) 5 10 5

* Etapa de refluxo realizada com o residuo remanescente da combustdo em contato com a
solucéo absorvedora.

Ainda, é importante destacar que foi devido a possiblidade de se utilizar acidos
diluidos (HNOs:HCI 1,0:1,0 mol L?) para o preparo dessas matrizes que a
determinacao dos analitos por IC-DC foi possivel. Na Figura 22, sdo apresentados 0s
cromatogramas referentes a andlise das solucfes resultantes da decomposicéo por
MIC das trés matrizes avaliadas neste trabalho, bem como de um branco analitico do

procedimento e de um padrdo multielementar da curva de calibracéo.
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Figura 22. Cromatogramas obtidos a partir da andlise das solucdes resultantes do preparo das amostras de suplementos dietéticos pelos
métodos propostos, de um branco analitico do procedimento e de um padrdo multielementar contendo: 1) Li* (0,5 mg L?); 2) Zn?* (1,5 mg L?);
3) Na* (1,0 mg L?); 4) Co?* (1,5 mg L?); 5) K* (1,0 mg L?); 6) Mn?* (1,5 mg L?); 7) Mg?* (1,0 mg L) e 8) Ca?* (1,0 mg L?) em &gua, usando as

condi¢Bes cromatograficas selecionadas.
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5.4 PARAMETROS DE MERITO DOS METODOS PROPOSTOS

Conforme descrito no item 4.8 (Avaliacdo dos parametros de mérito dos
meétodos propostos), parametros de mérito como os como 0s LODs e LOQs, e a faixa
linear de trabalho foram determinados. Os resultados desses parametros sao
apresentados na Tabela 8.

Os coeficientes de determinacdo (R?) foram sempre supereiores a 0,999,
demonstrando uma boa adequacao do ajuste das curvas. Apesar disso, apenas esse
parametro ndo € suficiente para garantir a adequacao do ajuste linear a curva de
calibracdo. Nesse sentido, uma andlise do grafico de residuos também foi realizada,
assim como descrito por Ribeiro et al. (2008). A partir desses dados foi possivel
verificar que as curvas apresentaram distribuicdo uniforme, variancia constante
(homocedastidade) e auséncia de amostras atipicas, 0 que comprova o adequado
ajuste das curvas de calibracdo, ou seja, a faixa linear de trabalho selecionada foi
adequada para a determinacéo dos analitos.

Além disso, como esperado, os LODs e LOQs obtidos para os métodos
avaliados foram relativamente elevados, especialmente para os metais de transi¢ao
(de até 357 mg kg para Co?* no suplemento hipercalérico). Isso esta, provavelmente,
relacionado com a baixa sensibilidade da IC-DC para a determinacdo de metais
quando comparada as técnicas espectrométricas, ou até mesmo com a cromatografia
de ions com decteccédo espctrofométrica. A necessidade da utilizacdo de um fator de
diluicho de no minimo 25 vezes para suprimir o efeito da acidez das solucdes
resultantes da MIC, também contribuiu consideravelmente para o aumento dos LODs
e LOQs. Entretanto, pode-se considerar esses valores adequados para a proposta
deste trabalho, uma vez que a concentracdo das espécies investigadas sdao,
geralmente, bem maiores nesses produtos — principalmente no caso dos suplementos

multivitaminicos e/ou minerais.
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Tabela 8. Faixa linear de trabalho e coeficientes de determinac¢éo das curvas analiticas utilizadas para a determinacdo dos analitos por IC-DC.

Limites de detecgdo e quantificacdo dos métodos propostos para a determinagdo de Ca?*, Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* por

IC-DC em suplementos hipercaléricos (SHP), suplementos multivitaminicos e/ou minerais (SMVM) e suplementos botanicos (SB)

(n=10).
Parametros de mérito
Analitos Faixa linear de trabalho (mg L) R? LODs (mg kg) HOQs (mg kg™)
SHP SMVM e SB SHP SMVM e SB
Ca? 0,10-10,0 0,99990 140 98 261 183
Co?* 0,25-5,0 0,99956 160 112 357 250
K* 0,10-10,0 0,99971 148 103 247 173
Li* 0,10-1,0 0,99962 29 20 54 38
Mg?* 0,10-10,0 0,99983 160 112 291 203
Mn?* 0,25-5,0 0,99987 169 118 328 229
Na* 0,10-10,0 0,99996 111 78 232 162
Zn?* 0,25-5,0 0,99976 219 154 324 227
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Importante mencionar que o uso de colunas comerciais de pré-concentracao
pode ser uma interessante alternativa para reduzir os LODs e LOQs. Ainda, cabe
mencionar que o0s LODs e LOQs calculados para o0s suplementos
multivitaminicos/minerais e suplementos botanicos foram menores que 0s obtidos
para o suplemento hipercalérico devido a maior massa de amostra utilizada na etapa
de preparo de amostra. Esse fato evidencia a importancia da avaliacdo desse
parametro durante essa etapa visando a obtencdo de menores LODs e LOQs.

Por sua vez, a exatiddo dos métodos propostos foi avaliada através de ensaios
de recuperacdo com solucdo padrdo e, adicionalmente, pela comparacdo dos
resultados com os obtidos a partir de um método de referéncia (Sottyk et al., 2003;
Krejcova et al., 2006; Marrero et al., 2013; Crizel, 2015). Os materiais de referéncia
certificados (CRM) do National Institute of Standards and Technology (NIST), SRM
3252 (Protein Drink Mix), SRM 3280 (Multivitamin/Multielement Tablets) e SRM 3232
(Kelp Powder — Thallus laminariae) poderiam ter sido utilizados para avaliar a exatidao
dos métodos propostos. No entanto, devido aos elevados custos de aquisi¢do, esses
CRMs néo foram adquiridos. Apesar disso, a realizacdo dos ensaios de recuperagao
em dois niveis de concentracédo e, principalmente, a comparacéao dos resultados com
os obtidos a partir de um método de referéncia podem ser considerados adequados
para indicar a exatiddo dos métodos propostos. A seguir serdo descritos os resultados

relativos a avaliacdo da exatiddo dos métodos propostos.

5.4.1 Ensaios de recuperacdo com solucdo padrao

Os ensaios de recuperacédo foram realizados em dois niveis de concentracao
para cada matriz avaliada (suplemento hipercal6rico, suplemento botanico e
suplemento multivitaminico/mineral): 50% e 100% da concentracdo dos analitos
guantificados nas amostras ou a concentragcédo equivalente ao LOQ e 2LOQ, quando
nao quantificados (ANVISA, 2017), assim como detalhado no item 4.8 (Avaliacdo dos
parametros de mérito dos métodos propostos). Os resultados obtidos para essa
avaliagcdo séo apresentados na Tabela 9, na proxima pagina.

As meédias das recuperacOes obtidas para os analitos nos dois niveis de

concentracéo avaliados variaram entre 91 e 104% para o suplemento hipercal6rico;
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entre 92 e 107% para o suplemento multivitaminico/mineral e entre 93 e 105% para o
suplemento botanico. Essas recperacdes foram consideradas adequadas levando em
consideracao a faixa aceitavel selecionada para este estudo (90 a 110%) (DUYCK et
al., 2002). Os ensaios de recuperagdo na amostra de suplemento
multivitaminico/mineral objetivando a avaliacdo das concentragdes de Ca?* e Mg?* ndo
foram realizados tendo em vista as elevadas concentracdes dessas espécies na
amostra em estudo. Nesse caso, a avaliacado da exatid&o foi realizada somente pela
comparacao dos resultados com os obtidos pelo método de referéncia. Além disso,
cabe destacar que durante a realiza¢do desses ensaios, 0s RSDs foram sempre iguais

ou inferiores a 5%.

Tabela 9. Recuperacdes para Ca?*, Co?", K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* ap6s decomposicdo
de suplemento hipercalérico (SHP), suplemento multivitaminico/mineral (SMVM)
e suplemento botanico (SB) por MIC utilizando as condigbes previamente

selecionadas e subsequente determinagéo por IC-DC (média £ desvio, %, n=3).

Amostras

Analitos SHP SMVM SB

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 1  Nivel 2
Ca? 96+ 3 91+3 n.d. n.d. 98+1 103 +2
Co?* 91+3 97 +2 103+2 944 102+4 105%3
K* 101+£3 1044 107 £2 974 1014 94 +3
Li* 93+2 98+ 3 101+4 94+3 98+ 3 97 +2
Mg?* 95+4 102 +3 n.d. n.d. 103+2 98+3
Mn?* 94 +3 96 + 2 101+5 92+4 102+2 105+3
Na* 95+2 103+ 4 93+2 95+5 104 +3 97+2
Zn?* 100+ 4 95+ 2 94 +4 92+3 96 + 3 93+4

n.d.: ndo determinado.
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5.4.2 Comparacao dos métodos propostos com método de referéncia

De maneira complementar a realizagdo dos ensaios de recuperagao, 0S
meétodos propostos foram comparados com um método de referéncia (MW-AD com
HNOs concentrado e posterior determinagéo dos analitos por ICP-OES) para verificar
a exatidao dos resultados. Os resultados dessa avaliacdo séo apresentados na Tabela
10.

As concentracdes de Co?* e Li* ndo foram quantificadas por IC-DC em
nenhuma das amostras apos o preparo por MIC. Além dessas, as concentracdes de
Mn?* e Zn?* no suplemento hipercalérico (SHP-1), a concentracdo de K* no
suplemento multivitaminico/mineral (SMVM-1) e a concentracdo de Na* no
suplemento botanico (SB-1), também néo foram quantificadas por IC-DC apds o
preparo por MIC. Portanto, ndo foi possivel a comparacdo dos resultados nesses
casos. Apesar disso, em todos esses casos foi possivel a avaliar a exatidao através
dos ensaios de recuperacdo e os resultados obtidos foram satisfatorios, conforme
apresentado na Tabela 9 do item 5.4.1 (Ensaios de recuperacdo com solucdo padréo).
Nos demais casos foi possivel realizar a comparacao dos resultados e, apés avaliacéo
estatatistica (teste t-student, nivel de confianca de 95%), ndo foram observadas
diferengas significativas nas concentra¢cdes dos analitos quando 0s métodos
propostos ou o método de referéncia foram aplicados.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, € possivel afirmar que
0S métodos propostos apresentaram exatiddo e precisdo adequadas para a
determinacdo de todas as espécies avaliadas. As concentracGes de Ca?* e Mg?*, por
exemplo, que ndo haviam sido avaliadas através da realizagdo dos ensaios de

recuperacéo, nao diferiram dos resultados obtidos pelo método de referéncia.
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Tabela 10. Resultados obtidos ap6s decomposi¢édo de suplemento hipercaldrico (SHP), multivitaminico/mineral (SMVM) e botéanico (SB) por
MIC utilizando as condi¢Bes previamente selecionadas e subsequente determinacao por IC-DC, com os obtidos pelo método de
referéncia (MW-AD e ICP OES) (média + desvio padrédo, mg kg?, n = 3).
Amostras
Analitos SHP-1 SB-1
Referéncia Proposto Referéncia Proposto Referéncia Proposto
Ca?* 672 + 33 680 = 25 169974 + 10526 169175 £+ 8083 8657 + 342 8688 + 357
Co?* <042* < 357* 0,45+ 0,03 < 250* 0,91 +0,05 < 250*
K* 2625 + 212 2769 + 97 120 £ 11 <173* 4340 + 283 4010 £ 248
Li* <0,18* < 54* <0,18* < 38" <0,18* < 38"
Mg?* 766 = 30 724 + 16 46116 + 4701 47618 + 1616 4419 + 193 4652 + 170
Mn2* <0,19* < 328* 1126 + 84 1190 + 82 361 + 16 382 +23
Na* 2534 + 127 2667 + 85 3160 =190 3373 £ 160 82+5 <162*
Zn?* 34+2 < 324* 5562 + 363 5485 + 321 871 +64 817 £44

*LOQ.
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O uso da MIC associada a determinacdo de metais por IC-DC apresenta
algumas vantagens quando comparado ao método de referéncia e a outros métodos
comumente utilizados para a andlise de suplementos dietéticos que devem ser
ressaltadas. Na Tabela 11 sdo apresentadas as principais caracteristicas dos métodos

propostos e do método de referéncia para fins de comparacao.

Tabela 11. Principais caracteristicas dos métodos propostos e do método de referéncia para

a determinacado de metais em suplementos dietéticos.

Métodos propostos Método de
Parametro .
SHP SMVM SB referéncia
Massa de amostra (g) 0,7 1,0 1,0 0,5
Tempo de preparo de
P PrEp 30 35 30 60
amostrat
RSD (%) <4 <7 <7 <10
Reagentes 6 mL de HNOz:HCI 1:1 mol L* 6 mL de HNOs
50 pL de NHsNO3s 6 mol Lt concentrado
N° de amostras
Até 16 Até 8
preparadas por hora?
Técnica de
IC-DC ICP OES

determinacao

Yincluindo o tempo de resfriamento; ? pode variar de acordo com o sistema utilizado.

Enquanto que o método de referéncia, que utiliza a MW-AD para o preparo de
amostras, requer o uso acido concentrado concentrado para o preparo de amostras,
a MIC possibilitou o eficiente preparo de amostras de suplementos hipercaloricos,
multivitaminicos/minerais e botanicos a partir do uso de reagentes diluidos. Isso
permite a reducdo do manuseio de reagentes concentrados, assim como da geragao
e da periculosidade dos residuos gerados, o que é extremamente importante,
especialmente, para a andlise de rotina. Além disso, as solugbes resultantes do
preparo de amostras com acidos diluidos sdo compativeis com a maioria das técnicas
analiticas para a determinac&o de metais. E justamente em virtude disso que a IC-DC

pode ser utilizada com sucesso para a determinacao dos analitos.
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As solucdes resultantes do preparo de amostra por MIC poderiam ser
analisadas, por exemplo, por ICP OES, o que resultaria em uma reducéo consideravel
nos LODs e LOQs. No entanto, a ICP OES apresenta elevado custo de aquisicao e,
principalmente, de manutenc¢do, uma vez que requer argbnio para operacado. Além
disso, a sensibilidade da ICP OES néo é requerida, na maioria dos casos, para o
controle da concentracdo dessas espécies em suplementos dietéticos. Isso ocorre
porque as concentragdes a serem monitoradas séo, geralmente, superiores aos LOQs
obtidos para os métodos propostos neste trabalho, por exemplo. Outro fato que
merece destaque é o tempo de preparo de amostra dos métodos propostos que pode
ser de até metade do tempo requerido pelo método de referéncia, como pode ser
verificado na Tabela 11. A precisdo dos métodos propostos € outra caracteristica que
se sobressai frente ao método de referéncia. Portanto, € evidente o potencial de
aplicacao dos métodos propostos no controle de qualidade de suplementos dietéticos
no gue tange o controle da concentragao de Ca?*, Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e

Zn?t.

5.5 APLICABILIDADE DOS METODOS PROPOSTOS VISANDO A
DETERMINACAO DE METAIS EM SUPLEMENTOS DIETETICOS

Apds todas a avaliagBes requeridas para a otimizacdo e avaliacdo dos
parametros de mérito, as amostras descritas no Quadro 2 do item 4.4 (Amostras)
foram utilizadas para demonstrar a exequibilidade dos métodos propostos. No total,
12 suplementos dietéticos foram analisados, sendo cinco suplementos hipercaléricos
(SHP-1, SHP-2, SHP-3, SHP-4 e SHP-5), trés suplementos multivitaminicos/minerais
(SMVM-1, SMVM-2 e SMVM-3) e quatro suplementos botanicos (SB-1, SB-2, SB-3 e
SB-4). Os resultados obtidos séo apresentados na Tabela 12 (suplementos
hipercaldricos, na pagina 128) e na Tabela 13 (suplementos multivitaminicos/minerais
e suplementos botanicos, na pagina 129).

Inicialmente, é importante destacar que as concentracdes de Co?* e Li* ndo
foram quantificadas pelos métodos propostos em nenhuma das amostras de
suplementos dietéticos analisadas neste trabalho. Isso se deve as baixas

concentracbes dessas espécies nessas amostras, uma vez que nao foram
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guantificadas (com excecédo do Li na amostras SB-1) nem mesmo quando o método
de referéncia — que utiliza a ICP OES para a determinacdo — foi aplicado para
avaliacdo da exatiddo nas amostras SHP-1, SMVM-1 e SB-1. Cabe mencionar que
tanto Co quanto Li s&o minerais que ainda ndo apresentam fungéo bem estabelecida
no organismo humano.

O Co é um componente da vitamina B12 e as principais fontes de ingestao
deste micromineral s&o o trigo sarraceno, o figo e outros vegetais de coloracao verde.
Sua fun¢ao no organismo se assemelha a do Fe, no entanto a forma como atua ainda
nao é totalmente conhecida (TOLONEN, 1990; GAD, 2005a). Por outro lado, o Li é
conhecido por seu uso (geralmente na forma de Li2COs3) no tratamento do transtorno
bipolar. Apesar disso, esse elemento apresenta funcdes fisioldgicas similares as do K
e Na, sendo por essa razdo também considerado um elemento essencial em nivel
traco por alguns autores (DISILVESTRO, 2004; GAD, 2005b). E importante
mencionar que tanto Co quanto Li sdo minerais que ainda nao apresentam funcéo
bem estabelecida no organismo humano.

Apesar de tudo, existem suplementos dietéticos no mercado alegando a
suplementacdo dessas espécies. Os suplementos dietéticos de Li mais comuns séo
compostos de orotato ou aspartato de litio, enquanto que os de Co contém o gluconato
de cobalto. Embora nenhum desses suplementos tenha sido analisado neste trabalho,
acredita-se que o método proposto para analise de suplementos multivitaminicos e/ou
minerais seria adequado e, provavelmente, possibilitaria 0 adequado controle da

concentracdo dessas espécies.
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Tabela 12. Concentragbes de Ca?", Co?*, K*, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?" em suplementos
hipercaléricos de variadas marcas obtidas apos a digestdo das amostras por MIC

e determinacéo por IC-DC (média + desvio padrédo, mg kg?, n = 3).

Analitos Amostras

SHP-1 SHP-2 SHP-3 SHP-4 SHP-5
Ca?* 680 + 25 1305 £ 49 1577 + 67 < 261* 3178 £ 123
Co?* < 357* < 357* < 357* < 357* < 357*
K* 2769 + 97 1740 + 64 1394 + 45 301+11 897 + 36
Li* < 54~ < 54~ < 54* < 54* < 54*
Mg?* 724 + 16 351 +15 405 + 14 < 291* 1000 + 29
Mn?* < 328* < 328* < 328* < 328* < 328*
Na* 2667 £ 85 1978 £ 42 784 + 27 881 + 31 3178 £ 114
Zn2* < 324* < 324* < 324* < 324* < 324*

*LOQ.

Com relacdo as amostras de suplemento hipercal6rico, € possivel notar que
somente as espécies Ca?*, K*, Mg?* e Na* foram quantificadas de acordo com a
Tabela 12. Esse resultado era esperado, uma vez que esses produtos ndo sao
enriquecidos com minerais. Ou seja, as espécies quantificadas sdo constituintes da
matriz, que é composta, majoritariamente, de carboidratos e proteinas. Apesar disso,
como demonstrado durante a avaliacdo da exatiddo, o método proposto pode ser
adequado para a determinacao das demais espécies metalicas em produtos que séao
enriguecidos com minerais. Com relacdo as concentracdes das espécies
guantificadas nessa matriz, ressalta-se que né&o foram observadas grandes variacfes
(de <261 a 3178 mg kg* para Ca?*; de 301 a 2769 mg kg para K*; de <291 a 1000
mg kg* para Mg?* e de 784 a 3178 mg kg para Na*) quando comparadas as
observadas para os suplementos multivitaminicos/minerais e para 0s suplementos
botanicos.

Os resultados obtidos foram comparados com aqueles informados nos rotulos
dos produtos usados neste trabalho e que estdo apresentados de maneira resumida
na Tabela 14 (no Anexo A). As concentracdes de K ndo foram informadas por nenhum
dos fabricantes, embora se trate de um elemento essencial para o organismo humano
em concentracdes adequadas. Por essa razdo, ndo foi possivel comparar a

concentracéo deste elemento nas amostras de suplementos dietéticos analisadas.
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Tabela 13. ConcentracGes de Ca?*, Co?*, K, Li*, Mg?*, Mn?*, Na* e Zn?* em suplementos multivitaminicos/minerais e de suplementos botanicos
de variadas marcas obtidas ap6s a digestédo das amostras por MIC e determinagao por IC-DC (média + desvio padrao, mg kg™, n = 3).
Amostras
Analitos
SMVM-1 SMVM-2 SMVM-3 SB-1 SB-2 SB-3 SB-4
Ca?* 169175 + 8083 1623 + 114 137396 + 9275 8688 + 357 11990 + 240 188+ 7 100508 + 4462
Co?* < 250* < 250* < 250* < 250" < 250* < 250* < 250*
K* <173* <173* 30947 + 2138 4010 + 248 3807 + 235 6104 £ 195 247 £ 14
Li* < 38* < 38* < 38* < 38* < 38" < 38" < 38"
Mg?* 47618 + 1616 < 203* 06855 + 4194 4652 + 170 7336 + 231 306 + 22 46302 £ 2759
Mn2* 1190 + 82 7616 + 553 1868 + 124 382 + 23 556 + 41 < 229* 579 + 33
Na* 3373 £ 160 18773 + 1159 < 162* <162 1075 + 43 1297 + 84 2090 + 67
Zn?* 5485 + 321 32543 + 2302 16007 + 754 817 +44 1395+ 75 <227 3838 + 128

*LOQ.
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Para as amostras de suplementos hipercaldricos apenas as concentracdes de
Ca?*, para a amostra SHP-2, e Mg?*, para as amostras SHP-1 e SHP-2, ndo diferiram
estatisticamente (teste t-student, nivel de confianca de 90%) das concentracdes
informadas nos rétulos. Deve-se dar destaque as concentracdes obtidas para Mg?* e
Na* na amostra SHP-5, assim como as de Ca?* e Mg?* na amostra SHP-3, que
apresentaram concentracdes de 44 até 150% maiores que as informadas nos rotulos.

Com respeito aos resultados da Tabela 13, foi possivel verificar que, como
comentado anteriormente, as concentracdes de Co?* e Li* ndo foram quantificadas e
nenhuma das amostras através dos métodos propostos. As concentracfes de K*
(SMVM-1 e SMVM-2), Mg?* (SMVM-2), Mn?* (SB-3), Na* (SMVM-3 e SB-1) e Zn?*
(SB-3) também nédo foram quantificadas em alguns casos isolados. Assim como
descrito anteriormente, a concentracdes de K n&do s&o informadas pelos fabricantes.
Adicionalmente, as concentraces de Na nas amostras descritas na Tabela 13
também ndo sdo informadas pelos respectivos fabricantes. Outro fato que deve ser
mencionado é que as amostras SB-3 e SB-4 ndo apresentam informacfes para
nenhum dos elementos avaliados. Assim, a comparac¢ao dos resultados foi realizada
somente para Ca, Mg, Mn e Zn nas demais amostras.

As concentracdes desses elementos variaram em uma ampla faixa de
concentracdo para 0s suplementos multivitaminicos/minerais (de 1623 a 169175 ug g
! para Ca?*; de < 173 a 30947 mg kg para K*; de < 203 a 96855 mg kg para Mg?*;
de 1190 a 7616 mg kg? para Mn?* e de 5485 a 32543 mg kg para Zn?*) e para os
suplementos botanicos (de 188 a 100508 mg kg para Ca?*; de 247 a 6104 mg kg
para K*; de 306 a 46302 mg kg para Mg?*; de < 229 a 579 mg kg para Mn?* e de <
227 a 3838 mg kg! para Zn?). Enquanto que para o0s suplementos
multivitaminicos/minerais apenas a concentracdo de Ca?* na amostra SMVM-1 néo
diferiu estatisticamente do valor informado no rétulo (teste t-student, nivel de confianca
de 90%), para os suplementos botanicos isso aconteceu somente para Ca?* e Zn°* na
amostra SB-1. Ou seja, todas as demais concentracdes determinadas foram
estatisticamente diferentes das informadas nos rétulos em um nivel de confianca de
90%. Da mesma forma que foi evidenciado para os suplementos hipercal6ricos, as
concentracbes obtidas em alguns casos foram consideravelmente superiores as
informadas nos rotulos. Para os suplementos multivitaminicos/minerais se destacam
as concentracdes de Mn?* e Zn?* nas amostras SMVM-2 e SMVM-3 que foram de 90

até 242% maiores que as informadas. Ja para os suplementos botanicos, deve-se
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evidenciar as concentracdes de Mg?*, Mn?* e Zn?* na amostra SB-2 que foram de 68

até 120% maiores que aquelas descritas no rotulo deste produto.

5.6 RESIDUOS GERADOS E DESTINO FINAL

Os residuos gerados durante o desenvolvimento deste trabalho, oriundos das
atividades realizadas no laboratorio, foram acondicionados, rotulados e, por fim,
encaminhados para o sistema de coleta de residuos da universidade. Em suma, dois
tipos de residuos foram gerados: i) residuos provenientes da etapa de preparo de
amostras e ii) residuos provenientes da determinacdo dos analitos por IC-DC.

Os residuos oriundos da etapa de preparo de amostras eram constituidos
majoritariamente de HNOs concentrado, que foi utilizado na descontaminagdo do
sistema de decomposicao. Esses residuos foram neutralizados utilizando NaOH 15%
(m/v) até pH préximo a 7,0. Nesta condicao, tem-se a neutralidade da solucdo (com a
presenca de sais e agua), possibilitando melhores condi¢cdes para a manipulacéo e
descarte. Por sua vez, os residuos do sistema cromatografico — constituidos de
solugBes contendo acidos organicos (acido oxalico, acido tartarico, acido citrico, acido
dipicolinico), acetonitrila e pequenos volumes das amostras injetadas no sistema
cromatografico — foram, assim como os demais residuos gerados, acondicionados e
rotulados de acordo com a composicdo majoritaria. Como mencionado, todos 0s
residuos foram encaminhados para o sistema de coleta de residuos da universidade,
que mantém em vigor contrato com empresa especializada nos servicos de coleta,

transporte, tratamento e destinacéo final de residuos biologicos e quimicos.



6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste
trabalho, foi possivel constatar a eficiéncia da MIC no preparo de amostras de
suplementos dietéticos visando a posterior determinacdo de metais por IC-DC.
Embora ndo tenha sido possivel estabelecer apenas um método para a determinagéo
dessas espécies em suplementos dietéticos devido as grandes diferencas de
composicdo das matrizes avaliadas, o objetivo principal deste trabalho foi alcangado.
Isto €, neste trabalho trés métodos foram propostos para a determinacdo de metais
por IC-DC: 1) suplemento hipercalérico; 2) suplemento multivitaminico e/ou mineral e
3) suplemento botanico. Apesar disso, 0s Unicos parametros que diferenciaram os
meétodos propostos foram a massa de amostra e o tempo de refluxo no programa de
irradiacdo com micro-ondas.

A otimizacdo dos parametros instrumentais relativos a determinagédo de metais
por IC-DC foi fundamental para o desenvolvimento deste trabalho. Essa técnica
oferece vantagens quando comparadas com as técnicas de espectrometria atbmica
comumente empregadas como, por exemplo, o baixo custo de aquisicdo e
manutencdo e, por isso, pode ser considerada ideal para a andlise de rotina.
Combinado a isso, deve-se levar em consideracdo que, embora a IC-DC apresente
relativa baixa sensibilidade para a determinacdo de metais, especialmente os de
transicdo, os suplementos dietéticos sdo amostras que, geralmente, apresentam
elevadas concentracdes desses elementos. Assim, 0 uso de técnicas de elevada
sensibilidade, como a ICP OES, pode ndo ser a melhor estratégia neste caso,
principalmente devidos aos elevados custos envolvidos para a aquisicdo a
manutencao do equipamento.

Como enfatizado no decorrer deste trabalho, a determinacdo de metais
alcalinos, alcalinos terrosos e de transi¢ao por IC-DC (utilizando um sistema compacto
com eluicdo isocrética) apresenta uma série de desafios. Isso € comprovado pelos
poucos trabalhos na literatura demonstrando esse tipo de determinagéao. No entanto,
embora néo tenha sido possivel a determinacéo adicional de Cu?* e Fe?* por IC-DC a
partir da coluna cromatografica usada neste trabalho, o método cromatogréafico
desenvolvido proporcionou a adequada separacdo e quantificacdo de 8 espécies

metdalicas em menos de 15 minutos.
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Por outro lado, como pbdde ser verificado, a IC-DC é muito suscetivel a
interferéncias relacionadas a concentracéo acida das amostras. E, provavelmente, por
esse motivo que a técnica tem sido aplicada de forma predominante para a
determinacdo de metais em amostras liquidas, as quais ndo necessitam de métodos
exaustivos de preparo de amostras. Ou seja, € a primeira vez que um método
cromatografico que possibilita a determinacdo de metais alcalinos, alcalinos terrosos
e de transicdo é passivel de realizar a analise de solugdes resultantes da
decomposicao de matrizes sélidas complexas, como as dos suplementos dietéticos
avaliados. Isso s6 foi possivel devido a utilizacdo da MIC para o preparo das amostras,
a qual possibilitou o uso de uma solucédo diluida (HNOs:HCI 1:1 mol L1) para a
absorcdo dos analitos e, em consequéncia disso, minimizou o efeito da acidez e
possibilitou a adequada determinacéo dos analitos por IC-DC. Importante ressaltar
gue o uso de reagentes diluidos reduz o manuseio de reagentes concentrados, assim
como a geracdo e a periculosidade dos residuos gerados, o que € de extrema
importancia na andlise de rotina. Os métodos desenvolvidos apresentaram exatidao e
precisdo satisfatérias, bem como LODs e LOQs que, apesar de serem relativamente
elevados, mostraram-se adequados para a finalidade proposta.

Com relacdo a aplicabilidade dos métodos propostos, destacam-se as
discrepancias observadas entre os valores determinados e informados. As amplas
faixas de variag&do na concentragdo dos analitos e as discordancias observadas entre
as concentragcdes determinadas e informadas estéo, presumivelmente, relacionados
ao uso de meétodos analiticos inadequados para o controle de qualidade desses
produtos. Esses resultados sédo alarmantes, no entanto, se considerarmos apenas a
ingestao dos suplementos analisados neste trabalho, as concentracdes determinadas
nao sao suficientes para ocasionar problemas para o organismo a curto prazo levando
em consideracao a IDR de cada elemento. Em contrapartida, o consumo continuo ao
longo dos anos pode ocasionar problemas de saude. Ainda, cabe ressaltar que esses
produtos séo facilmente adquiridos sem a necessidade de prescricdo médica, e sao
usualmente consumidos sem supervisdo, 0 que aumenta os riscos. Esses fatos
evidenciam a importancia do desenvolvimento de métodos analiticos precisos e
exatos para um efetivo controle de qualidade com o intuito de garantir a seguranca

alimentar dos consumidores.
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ANEXO A — CONCENTRACOES DE MINERAIS DESCRITAS NOS ROTULOS DOS SUPLEMENTOS DIETETICOS

Tabela 14. Valores informados para Ca, Mg, Mn, Na e Zn pelos fabricantes de alguns dos suplementos dietéticos analisados.

Concentracéo (mg kg?)

Elementos Hipercaldricos Multivitaminicos/minerais Botanicos

SHP-1 SHP-2 SHP-3 SHP-4 SHP-5 SMVM-1 SMVM-2 SMVM-3 SB-1 SB-2

Ca n.i. 1512 1094 n.i. 4083 149521 n.i. 167224 8333 8333
Mg 725 305 281 n.i. 650 59809 n.i. 66890 3333 33333
Mn 6,42 3,57 250 ni. 5,83 718 4000 803 333 333
Na 2025 2022 1050 0* 1267 n.i. n.i. n.i. n.i. n.i.
7n 19,2 10,9 7.50 n.i. n.i. 4187 13333 4682 833 833

n.i.: ndo informado; * 0 mg de Na em 50 g da amostra SHP-4.



