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RESUMO

Neste trabalho foi otimizado um procedimento de preparo de amostras com digestao &cida
em forno de micro-ondas para a determinacdo do elemento mineral cromo por
espectrometria de absorcdo atobmica em forno de grafite (GF AAS) em amostras de
suplemento alimentar do tipo whey protein, hipercalérico e protein bar. Os parametros
instrumentais relativos a determinacdo de Cr por GF AAS foram otimizados, sendo
selecionada a temperatura de pir6lise de 1100 °C para a analise das amostras de whey
protein e hipercaldrico e 1050 °C para a andlise das amostras de protein bar. Ja a
temperatura de atomizag&o foi fixada em 2300 °C para todas as amostras. Os valores de
concentracdo de cromo, nas amostras, foram obtidos através de curva de calibragdo
externa validada através da analise de variancia e variaram de 0,403 a 0,647 ug/g para
amostras de protein bar, 0,266 a 0,442 ug/g para amostras de hipercaldrico e 0,224 a 1,04
pg/g para amostras de whey protein. Foi observada ainda a presenca de cromo em
amostras sem informacgfes nutricionais rotuladas a respeito de enriquecimento dos
suplementos com este micronutriente e, em alguns casos, em concentracdes superiores ao
indicado como dose diaria recomendada para adultos, que é de 35 ug. A difracdo de raios
X de pdé (DRX) foi utilizada como ferramenta analitica para avaliacdo do estado de
oxidagdo do cromo nas amostras de suplemento alimentar. Nos resultados obtidos foi
verificada a presenca de picos de difracio caracteristicos do Cr*3, sob a forma de
picolinato de cromo, para os trés tipos de amostras e a presenca picos de difracdo
caracteristicos para o Cr*®, sob a forma de trioxido de cromo (V1), para as amostras de
whey protein e hipercalorico. As determinagdes de sodio e potéssio foram realizadas
através do método de adicdo de padrdo empregando como técnica analitica a
espectrometria de emissdo atbmica em chama (F AES). As concentra¢Bes de Na variaram
na faixa de 1,4 a 5,4 mg/g, 0,3 a 3,5mg/g e 0,4 a 8,8 mg/g, enquanto que as concentracoes
de K variaram na faixa de 1,5 a 18,2 mg/g, 0,5 a 6,5 mg/g e 3,3 a 33,7 mg/g para as
amostras de protein bar, hipercalérico e whey protein, respectivamente. Além disso, 0s
resultados obtidos por F AES permitiram o célculo da razdo Na/K para as amostras de
suplementos e pode-se consideréd-las adequadas de acordo com as recomendacdes da
OMS (Na/K < 1). Finalmente, por meio de ensaios interlaboratoriais promoveu-se a
comparacdo estatistica dos resultados obtidos pelos métodos desenvolvidos com

resultados obtidos por ICP-MS, garantindo a confiabilidade dos dados aqui apresentados.



Palavras-chave: Suplementos alimentares. Whey Protein. Hipercaldrico. Protein Bar.
Micronutrientes minerais. Absor¢cdo atdmica. Difracdo de raios X. Cromo. Sodio.
Potassio.



ABSTRACT

In this work, a sample preparation procedure with acid digestion in a microwave oven has
been optimized for the determination of chromium by graphite furnace atomic absorption
spectrometry (GF AAS) in three types of food supplement samples: whey protein,
hypercaloric and protein bar. The instrumental parameters for the determination of Cr by
GF AAS have been optimized by setting the temperature pyrolysis at 1100 °C for the
analysis of samples of whey protein and hypercaloric and 1050 °C for the analysis of
samples of protein bar, the atomization temperature was set at 2300 °C for all samples.
The chromium concentration values were obtained by external calibration curve,
validated through variance analysis, and ranged from 0.403 to 0.647 pg/g for protein bar
samples, from 0.266 to 0.442 ug/g for hypercaloric samples and from 0.224 to 1.04 ug/g
for whey protein samples. It was also observed the presence of chromium in samples
without nutritional information related to chromium enrichment, in which some
concentrations were above the one stated as the recommended daily dose for adults (35
ug). The X-ray diffraction (XRD) was used as a chemical tool to evaluate the chromium
oxidation state in the food supplement samples. The results showed the presence of
characteristic diffraction peaks of Cr*? in the form of chromium picolinate to the three
types of samples and the presence of diffraction peaks characteristic to Cr*® in the form
of chromium trioxide (VI), for samples of whey protein and hypercaloric. Sodium and
potassium determinations were performed by flame atomic emission spectrometry (F
AES). For the analytes quantification it was used the standard addition method. The
sodium concentrations varied in the range of 1.4 to 5.4 mg/g, 0.3 to 3.5 mg/g and 0.4 to
8.8 mg/g, while the potassium concentrations varied in the range of 1.5 to 18.2 mg/g 0.5
to 6.5 mg/g and 3.3 to 33.7 mg/g for the samples of protein bar, hypercaloric and whey
protein, respectively. Besides, these results obtained by F AES allowed the calculation of
the Na/K ratios for the supplement samples. The values obtained (< 1) suggest they can
be considered appropriate according to WHO recommendations. Finally, through an
inter-laboratory tests the results obtained by ICP-MS, showing a good agreement at a 95%

confidence level. It ensured the reliability of the presented data and conclusion.

Key-words: Food supplement. Whey Protein. Hypercaloric. Protein Bar. Mineral

micronutrients. Atomic Absorption. X-ray Diffraction. Chromium. Sodium. Potassium.
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1. INTRODUCAO

1.1. SUPLEMENTOS ALIMENTARES

A tendéncia mundial pela procura do corpo perfeito ou ideal, ou para obter outros
beneficios a estética, como o combate ao envelhecimento, é hoje uma realidade que atinge
todas as faixas etarias e é independente do sexo ou classe social (GOMES, 2010). Um
aumento significativo no consumo de suplementos alimentares tem sido observado nos
ultimos anos (BRIZIO et al., 2013; MARRERO et al., 2013) e segundo a Associacao
Brasileira das Empresas de Produtos Nutricionais, ABENUTRI, o consumo de vitaminas
e suplementos alimentares atingiu R$ 3,5 bilhées em 2014, tornando o Brasil o quarto
pais em vendas (ABENUTRI, 2015).

Uma alimentacdo equilibrada e variada oferece todos os nutrientes que um
individuo necessita para os processos fisioldgicos e para o crescimento (GOSTON, 2008;
GOMES, 2010), porém como resultado do ritmo de vida moderno ocorreram algumas
mudancas nos habitos alimentares, prejudicando a qualidade da alimentacdo. Com a
reducdo de ingestdo de uma dieta variada e equilibrada, muitas pessoas passaram a
apresentar deficiéncias nutricionais (KREJCOVA et al., 2012) e para atender a essa
necessidade os suplementos surgiram ha quatro décadas. Os suplementos foram
projetados para auxiliar na reducdo de quaisquer deficiéncias possiveis ou existentes na
dieta e também para otimizar a performance humana em quaisquer niveis (LINHARES
& LIMA, 2006).

Suplementos alimentares definem-se entdo como produtos que pretendem
completar a dieta e que contém um ou mais dos seguintes ingredientes: vitaminas,
minerais, ervas ou outros componentes botanicos, aminoacidos, ou qualquer combinagéo
destes ingredientes (F.D.A., 1994; MARRERO et al., 2013); e, segundo a portaria n® 32
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, sdo alimentos que servem para
completar a dieta diaria de uma pessoa saudavel, devendo conter um minimo de 25% e
no méximo até 100% da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) na porcdo diaria
recomendada pelo fabricante (BRASIL, 1998b), sendo que nos casos em que as doses
indicadas pelo fabricante ultrapassam o limite de 100% da IDR estes sdo considerados
medicamentos (BRASIL, 1998a).

Os suplementos utilizados por atletas com o intuito de melhorar o rendimento

esportivo sdo considerados como substancias ergogénicas, substancias que supostamente
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melhoram ou aumentam o rendimento esportivo (LINHARES & LIMA, 2006; GOSTON,
2008; ALVES & LIMA, 2009; GOMES, 2010). Sao formulados a base de macro e
micronutrientes em diferentes proporgdes, tornando-os adequados para diferentes
finalidades, dentre estes podem ser destacados: i) aqueles a base de proteina do soro do
leite (conhecidos como “Whey Protein) e que possuem alto valor nutricional, alto teor
de amino&cidos essenciais e de cadeia ramificada, alto teor de célcio e peptideos bioativos
(HARAGUCHI et al., 2006); ii) os suplementos constituidos principalmente por
carboidratos, como a maltodextrina; e, iii) os suplementos formulados com proteina e
carboidratos (conhecidos como hipercal6ricos). Séo encontrados em uma grande
variedade de marcas e de precos, sendo que alguns desses produtos contém substancias
com propriedades terapéuticas e que sdo proibidas para uso em alimentos, como
horménios e estimulantes, que ndo podem ser consumidas sem acompanhamento medico
e que nao passaram por avaliacdo de seguranca. Muitos desses suplementos alimentares
ndo estdo regularizados junto & Anvisa e sdo comercializados ilegalmente (ANVISA,
2012), podendo colocar em risco a saude de seus consumidores.

1.2. CONTEXTO NUTRICIONAL

De acordo com o0 CODEX Alimentarius (CODEX, 1999), no sentido de seguranca
alimentar, diversas substancias quimicas, dentre elas elementos minerais, devem ser
periodicamente monitorados e controlados em produtos alimentares. Este monitoramento
deve ser executado pelos fabricantes dos produtos (KREJCOVA et al., 2006; ANVISA,
2013), mas os teores, caso encontrados, ndo precisam ser declarados nos rétulos exceto
para 0 so0dio que é obrigatorio. Optativamente outros minerais, quando estiverem
presentes em quantidade igual ou maior que 5% da IDR por por¢do indicada no rotulo,
podem ser declarados. A Anvisa incentiva a dispor nos rotulos informacdes sobre calcio
e ferro desde que o produto apresente quantidade igual ou superior a 5% da IDR
(ANVISA, 2005b). Além disso, as legislagdes do Mercosul (G.M.C., 1994) e da
Comunidade Comum Europeia (C.C.E., 2007) estabelecem limites para alguns
contaminantes inorganicos em alimentos.

Nesse contexto, o fraco controle de qualidade ja relatado em outros paises,
aumenta o risco de contaminacgéo dos produtos por bactérias, fungos, metais e até mesmo
elementos-trago potencialmente toxicos (KORFALI et al., 2013). Além de permitir que

produtos de baixa qualidade sejam inseridos no mercado, como comprovado pelo



18

relatorio do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO
(INMETRO, 2014), onde quinze (15) amostras de diferentes marcas de suplementos
proteicos para atletas foram avaliadas em alguns testes, como por exemplo: quantidade
de proteinas, teor de carboidratos, origem proteica; apenas uma marca foi considerada
“conforme” de acordo com informacdes nutricionais rotuladas. Considerando ainda que
alguns micronutrientes constituintes desses produtos quando ingeridos em excesso,
podem apresentar carater toxico, como por exemplo o cromo, torna-se necessario
monitorar 0s niveis dos microconstituintes dos suplementos alimentares a fim de se
garantir a seguranca dos consumidores.

Outro aspecto relacionado aos suplementos alimentares é que, geralmente, o
consumo é realizado sem acompanhamento profissional adequado, combinado com
outros produtos e, até mesmo, em doses excessivas (LINHARES & LIMA, 2006). Este
consumo inadequado ¢ devido principalmente as crencas dos consumidores de que estes
produtos s&o naturais e, por isso, seguros e sem efeitos adversos (GARCIA-RICO et al.,
2007). Porém, pouca énfase é dada nos efeitos adversos da utilizagdo de suplementos
alimentares (LINHARES & LIMA, 2006), assim como ndo ha comprovacao cientifica de
que tais produtos tem efeitos realmente benéficos, a ndo ser em situacbes de caréncia
nutricional (ALVES & LIMA, 2009).

1.2.1. Cromo

O elemento quimico cromo apresenta-se como mineral e, naturalmente, sob as
formas trivalente (Cr®") e a forma hexavalente (Cr®*) (PRIEGO-CAPOTE & LUQUE DE
CASTRO, 2006). A primeira é considerada essencial a alguns processos metabolicos do
organismo (HARO et al., 2001; BERNER et al., 2004; KRZYSIK et al., 2008), e a
segunda é definida como tdxica e um agente potencialmente carcinogénico (MALTEZ &
CARASEK, 2005; HOSSEINI & BELADOR, 2009). O cromo estd distribuido em
diversos tipos de alimentos como: o levedo de cerveja, 0s cereais, a lagosta, mariscos e
alguns vegetais (AZEVEDO & CHASIN, 2003; GOMES et al., 2005; COZZOLINO,
2012), sendo a ingestdo diaria adequada e segura estimada entre 25 e 35 pg/dia para
mulheres e homens adultos, respectivamente (1.0.M., 2002; GOMES et al., 2005). O
cromo trivalente potencializa os efeitos da insulina, melhorando a tolerancia a glicose
(SCHWARZ & MERTZ, 1957; GOMES et al., 2005) e sua deficiéncia é associada a

doengas como diabetes do tipo 2, doencas cardiovasculares, perturbagcdes do sistema
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nervoso, intolerancia a glicose, aumento dos niveis de insulina, colesterol e triglicerideos
(HARO et al., 2001; BERNER et al., 2004; GOMES et al., 2005; KRZYSIK et al., 2008).

O cromo é transportado no organismo pela transferrina até as células-alvo, onde
ocorre uma mobilizacdo de receptores de transferrina a partir de vesiculas intracelulares
para se fundirem com a membrana, sendo o complexo formado internalizado por
endocitose (GOMES et al., 2005). O pH acido do espago intravesicular promove a
digestdo deste complexo e a consequente liberagdo do cromo para o citosol, onde quatro
ions se ligam a apocromudulina tornando-a ativa sob a forma de cromodulina. A
cromodulina liga-se ao sitio ativo no receptor insulinico, completando a ativacdo do
mesmo e amplificando o sinal da insulina, o que influencia no fator de toleréncia a glicose
(GTF) (SUN et al., 2000; VINCENT, 2000; GOMES et al., 2005).

O fator de tolerancia a glicose (MERTZ & ROGINSKI, 1969) tem estimulado o
desenvolvimento de suplementos de cromo (I11) como: picolinato de cromo, nicotinato
de cromo, citrato de cromo e complexos aminoacidos de cromo (PHAM et al., 2014) e,
com as crescentes campanhas de marketing envolvendo consumo de suplementos
correlacionados ao bem estar e melhorias na saude, diversos suplementos alimentares
estdo sendo formulados com este micronutriente mineral, presente principalmente na
forma de picolinato de cromo, que é um complexo estavel de cromo trivalente
considerado seguro para utilizagdo em suplementos alimentares (BERNER et al., 2004)
e gue mostrou em estudo recente, melhoras nos niveis de glicose em pacientes com
diabetes tipo 2 (SUKSOMBOON et al., 2014).

E importante ressaltar que o cromo disputa os sitios de absorc&o no intestino com
outros metais como ferro, zinco, manganés, cobre, entre outros. O consumo de cromo esta
associado a uma diminuicdo da absor¢do de zinco, um micronutriente associado a mais
de 300 processos metabdlicos no organismo (MCDOWELL, 2003). Cromo, manganés e
ferro utilizam também a mesma proteina transportadora, a transferrina, para sua
distribuicdo pelo corpo, logo uma dieta desbalanceada pode influenciar ndo somente na
deficiéncia de um micronutriente, mas também de outros micronutrientes, acarretando
problemas de satide (AZEVEDO & CHASIN, 2003; GOMES et al., 2005).

O consumo excessivo de cromo tem sido associado ao desenvolvimento de
algumas alteracfes fisioldgicas como: a perda de peso, anemia, disfuncdes renais e
insuficiéncia hepatica, dermatites, insdnia, deficit de humor e hipoglicemia (BUNNER &
MCGINNIS; CERULLI etal., 1998; FOWLER, 1998; VINCENT, 2003). Alguns estudos

mostram ainda que o picolinato de cromo pode causar danos clastogénicos, ou seja,
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clivagem dos cromossomos de células de ovério de hamster chineses (STEARNS et al.,
1995).

1.2.2. Sédio e Potassio

E também de importante relevancia a determinac&o dos macronutrientes minerais
sodio e potassio nos alimentos em geral e, principalmente, naqueles que sdo processados
industrialmente. Embora essenciais, as proporc¢des entre eles constitui uma preocupacao
atual do Ministério da Saude (BRASIL, 2006), cujas pesquisas demonstram que 0s niveis
de sodio estdo consideravelmente acima daqueles que seriam conceituados adequados
para muitos de nossos produtos industrializados. A Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) (WHO, 2013) sugere um consumo menor que 2 g de Na por dia, correspondente
a aproximadamente 5 g cloreto de sddio (NaCl), sendo o consumo excessivo deste, um
dos principais fatores relacionados ao desenvolvimento da hipertensdo arterial (BRASIL,
2006; DU et al., 2014). A hipertensdo arterial € um problema de salde publica, que atinge
cerca de 20 % da populacdo adulta brasileira e € um dos principais fatores de risco evitavel
para o desenvolvimento de acidente vascular cerebral e infarto do miocardio (BISI
MOLINA et al., 2003; SANTOS, 2009; ZHANG et al., 2013; Xl et al., 2015).

Concomitante com a sugestdo de reducdo da ingestdo de Na, a OMS (WHO, 2013)
também sugere uma ingestdo minima de 3,5 g de K que tem sido reconhecido como um
fator de protecdo contra a hipertensao (DU et al., 2014), porque induz aumento na perda
de agua e sddio pelo corpo tendo efeito protetor sobre a pressao arterial e as doencas
cardiovasculares (ASCHERIO et al., 1998; BISI MOLINA et al., 2003; TOMAZONI &
SIVIERO, 2009).

Embora 0s mecanismos exatos pelos quais 0s niveis de sodio e de potassio afetem
a pressao sanguinea ainda ndo sejam bem compreendidos, evidéncias sugerem que a
alteracdo de sodio e potassio desempenham um papel chave na patogénese da hipertenséo
(ZHANG et al., 2013). Inimeros estudos mostram os efeitos adversos na pressdo arterial
da ingestdo excessiva de sddio (SANTQOS, 2009) onde alguns resultados indicam que a
ingestdo de sodio é positivamente associada com a presséo arterial sistolica e hipertensado
e que a ingestao de potassio é negativamente associada com ambos (ZHANG et al., 2013).
A ligacdo de dietas modernas, ricas em Na e pobres em K, com a patogénese da

hipertensdo é fortemente suportada pelo efeito da reducdo da pressdo sanguinea com
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dietas com composicdo catibnica inversa, ou seja, pobres em Na e ricas em K
(ADROGUE & MADIAS, 2014).

Embora tem-se verificado uma reducdo no consumo de sédio em todo o mundo,
0s niveis consumidos sdo ainda consideravelmente altos e representam fatores de risco
para hipertensao. Além disso, embora com o declinio no consumo do sédio 0 aumento de
muitos outros fatores de risco, como por exemplo o consumo de &lcool e sobrepeso,
compensa essas pequenas reducdes no consumo de sodio (DU et al., 2014) de forma que
recentemente dietas primitivas ricas em potassio, calcio e magnésio vém sendo associados
com atenuacdo progressiva dos niveis pressoricos com a idade (BISI MOLINA et al.,
2003). Dessa forma, a razdo Na/K tem associacdo com a hipertenséo incidente mais forte
que a ingestdo de sddio ou de potassio isoladamente. Em razfes Na/K altas o risco de
hipertensdo € maior que em razGes menores (DU et al., 2014) e segundo a OMS essa
razao, em dietas saudaveis, deve permanecer < 1, o que também ¢ consistente com outras
recomendacdes internacionais, como a da Dietary Guidelines of Americans (ZHANG et
al., 2013).

1.3. PREPARO DE AMOSTRAS PARA ANALISE DE SUPLEMENTOS

Para a determinacgdo do teor de minerais pelas técnicas de absor¢do ou emissao
atdbmica, normalmente sdo utilizadas solucGes de amostra, sendo necessaria uma etapa
prévia de dissolu¢do ou decomposicdo da matriz e que, em alguns casos, pode permitir a
separacdo e/ou pré-concentracao dos analitos (OLIVEIRA, 2003). Geralmente 0 processo
acontece com utilizagdo de acidos minerais (HNO3s, H2SO4, HCI, HCIO4, HF) e sob
aguecimento, seja em sistema aberto (chapas e blocos de aquecimento) ou em sistemas
fechados (bombas de alta pressao, geralmente com aquecimento por micro-ondas) (1AL,
2008). Alem disso, a etapa de preparo de amostra € de grande importancia onde
aproximadamente 60% do tempo total para realizacdo da analise completa é requerido e
é responsavel por 30% do total de erros da analise. Portanto, os objetivos a serem
atingidos na etapa do tratamento da amostra € proporcionar resultados analiticos com boa
exatiddo, no menor tempo, com minima contaminagdo, baixo consumo de reagentes e
minima geracéo de residuos (OLIVEIRA, 2003).

Tem-se observado em trabalhos atuais uma tendéncia na utilizacdo de digestores
do tipo micro-ondas em fungdo de vantagens no emprego desta estratégia como, por

exemplo, o curto periodo de tempo necessario para realizar a decomposicao das amostras,
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aquecimento direto de amostras e reagentes, contaminacdo minima e sem perda de
elementos volateis, o que ¢é possibilitado quando se emprega frascos fechados. Alem
disso, a utilizacdo de métodos de digestao assistida por micro-ondas também é observada
na literatura para a mineralizacio de amostras de suplementos alimentares (KREJCOVA
et al., 2006; KOVACS et al., 2007; SORIANO et al., 2007; AVULA et al., 2010;
MORET et al., 2011; KREJCOVA et al., 2012; BRIZIO et al., 2013; KORFALI et al.,
2013; MARRERO et al., 2013; KRAWCZYK, 2014).

Procedimentos de extracdo acida também sao relatados, principalmente como
alternativa aos procedimentos de digestdo convencionais (SORIANO et al., 2007), assim
como o emprego da analise direta de solidos (KREJCOVA et al., 2006; KRAWCZYK,
2014), visto que a amostragem em suspensao reduz o tempo de preparagdo da amostra e

diminui a possibilidade de perdas de analito e contaminac¢des (MILLER-IHLI, 1990).

1.4. O EMPREGO DE TECNICAS ESPECTROMETRICAS PARA OS ANALITOS DE
INTERESSE

De acordo com 0 CODEX Alimentarius, métodos espectroanaliticos estdo entre 0s
recomendados para a determinagdo de nutrientes minerais em produtos alimenticios. As
técnicas instrumentais indicadas pela literatura consistem principalmente na
espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES); e,
espectrometria de absorcdo atbmica (AAS) com atomizacdo por chama (F AAS) ou
atomizagdo eletrotérmica, geralmente utilizando forno de grafite (GF AAS) (CODEX,
1999). Dentre elas, estaca-se a primeira técnica, pois é altamente sensivel e tende
minimizar muitos efeitos de matriz; porém sua utilizacdo torna-se limitada diante dos
elevados custos operacionais. Com isto, a espectrometria de absor¢do atbmica é de grande
aplicabilidade na determinac@o de metais considerando a facilidade de operacéo, rapidez
e a confiabilidade dos resultados obtidos (EVANS et al., 2013).

A GF AAS atualmente, encontra-se bem estabelecida e tem seu uso disseminado
para determinacdo de elementos que ocorrem em baixas concentragbes em amostras
ambientais, bioldgicas e de alimentos. Os limites de deteccdo obtidos por GF AAS, ficam
na faixa de pg L, estabelecendo-se entre os limites obtidos por espectrometria de massas
com fonte de plasma (ICP-MS), mais sensivel, e ICP OES. A técnica baseia-se na
introducdo de um pequeno volume, na ordem de microlitros, no interior de um tubo de

grafite, que é, entdo, aquecido, de tal forma que o solvente da amostra seja evaporado,
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precursores atdbmicos sejam formados no estado sélido e, em seguida, ocorra a atomizacao
do analito. Durante a atomizagdo, a nuvem atémica produzida no interior do tubo €
detectada e um sinal transiente, cuja &rea é proporcional a concentracdo do analito da
amostra, é produzido.

As caracteristicas exigidas pelos espectrometros de absorcdo atdmica com forno
de grafite sdo completamente diferentes das requeridas quando utilizados no modo
chama. Tais caracteristicas instrumentais desejaveis para GF AAS sédo estabelecidas no
conceito STPF (do inglés, stabilized temperature platform furnace). Destaca-se como
parametros desejaveis o uso de eletronica digital de alta velocidade, obtencéo do sinal de
absorvéancia atdbmica de forma integrada, o aquecimento homogéneo e com taxa elevada
do forno de grafite, uso de uma plataforma de grafite no interior do tubo, uso de
modificadores quimicos, interrupcdo da injecdo do gas argbnio durante o processo de
atomizacdo, utilizacdo de tubo de grafite com revestimento pirolitico e compensacéo do
sinal de fundo através da utilizacdo de corretores (WELZ & SPERLING, 1999). Algumas
interferéncias podem ser comuns em analises por GF AAS e normalmente se devem a
presenca da matriz da amostra, que pode causar elevado sinal de fundo na etapa de
atomizacdo. Além disso, perdas dos analitos podem ocorrer na etapa de pirolise. Estas
interferéncias podem ser evitadas através da escolha correta das condi¢des de temperatura
e tempo do programa de aquecimento do forno de grafite, que permite eliminar grande
parte da matriz sem perda dos analitos anteriormente a etapa de atomizagio (OZCAN &
AKMAN, 2000), assim como a utilizacdo de substancias, chamadas de modificadores
quimicos. Essas substancias podem aumentar a estabilidade térmica do analito de
interesse possibilitando a utilizacdo de temperaturas de pirdlise mais elevadas e, assim,
permitindo a completa eliminagéo de concomitantes (WELZ & SPERLING, 1999).

Na literatura, destaca-se a utilizacdo de técnicas instrumentais multielementares
como as técnicas de ICP OES e ICP-MS para determinagdo de micronutrientes minerais
em amostras suplementos alimentares & base de minerais e creatina (KREJCOVA et al.,
2006; AVULA et al., 2010; MORET et al., 2011; KREJCOVA et al., 2012; BRIZIO et
al., 2013; KORFALI et al., 2013; MARRERO et al., 2013). E relatada ainda a utilizag&o
da espectrometria de absorcdo atdbmica com decomposicao térmica e amalgama (TDA-
AAS) para determinacdo de mercurio em amostras de suplementos comercializados na
Italia a base de ervas e outros componentes botanicos (BRIZIO et al., 2013). Destaca-se
ainda o emprego de F AAS para determinacdo de minerais em suplementos alimentares
multivitaminicos/minerais (SORIANO et al., 2007; KORFALI et al., 2013) e GF AAS



24

(KOVACS et al., 2007; KRAWCZYK, 2014). Desta forma, a técnica analitica
selecionada para determinacdo de Cr, neste trabalho, esta de acordo com o contexto atual

da quimica analitica para este tipo de amostra.

1.5. TECNICAS ESPECTROSCOPICAS

A difratometria de raios X (XRD) corresponde a uma das principais técnicas de
caracterizacdo micro estrutural de materiais cristalinos, encontrando aplicacbes em
diversos campos. Os raios X ao atingirem um material podem ser espalhados
elasticamente, ou seja, sem perda de energia pelos elétrons de um atomo onde a onda
espalhada tem direcdo definida, mesma fase e mesma energia em relacdo a onda incidente
de forma que cada atomo atua com um centro de emissao de raios X.

Se 0s atomos que geram este espalhamento estiverem arranjados de maneira
sistematica, como em uma estrutura cristalina, apresentando entre eles distancias
préximas ao do comprimento de onda da radiacdo incidente, pode-se verificar que as
relacBes de fase entre os espalhamentos tornam-se periddicas e que os efeitos de difracao
dos raios X podem ser observados em varios angulos.

Considerando-se dois ou mais planos de uma estrutura cristalina, as condig¢des
para que ocorra a difracdo de raios X vao depender da diferenca de caminho percorrida
pelos raios X e o comprimento de onda da radiacdo incidente (Figura 1). Esta condicéo é

expressa pela lei de Bragg, ou seja,

nd = 2dsenf (1)

onde A corresponde ao comprimento de onda da radiagdo incidente, n a um nimero inteiro
correspondente a ordem de difracdo, d & distancia interplanar para o conjunto de planos
hkl (indice de Miller) da estrutura cristalina e 6 ao angulo de incidéncia dos raios X,

medido entre o feixe incidente e os planos cristalinos (REIS, 2014).
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Figura 1 — Representacdo esquematica de um sistema cristalino, onde raios X

incidem formando um angulo 6 com os planos cristalinos

>
[ ]

Fonte: (REIS, 2014)

A intensidade difratada, dentre outros fatores é dependente do nimero de elétrons
no atomo; adicionalmente, os atomos sdo distribuidos no espaco, de tal forma que 0s
varios planos de uma estrutura cristalina possuem diferentes densidades de atomos ou
elétrons, fazendo com que as intensidades difratadas sejam, por consequéncia, distintas

para diversos planos cristalinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Utilizar método de digestdo assistida por micro-ondas para mineralizacdo de
amostras de diferentes tipos de suplementos alimentares para atletas a fim de determinar

0s niveis de nutrientes minerais por espectrometria atdbmica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Estabelecer um método analitico para preparo de amostras utilizando
digestdo &cida assistida por micro-ondas que se adeque aos diferentes tipos de
suplementos alimentares;

v Otimizar as condicdes instrumentais necessarias para avaliacdo dos teores
de cromo utilizando como técnica analitica GF AAS;

v Utilizar a difracdo de raios X como ferramenta analitica para avaliar o
estado de oxidacao do cromo nas amostras;

v Desenvolver um método para monitorar as concentracfes de sddio e
potéssio utilizando a F AES como técnica analitica;

v Aplicar os métodos desenvolvidos para um conjunto de amostras de

suplementos alimentares a saber: whey protein, hipercalérico e protein bar;
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.AQUISICAO DAS AMOSTRAS E INFORMACOES DECLARADAS NOS
ROTULOS

As amostras foram adquiridas a partir de doagdes de praticantes de atividade fisica
acompanhada e através de contribuicbes de uma nutricionista e um personal trainer
ambos residentes de Juiz de Fora.

Obteve-se 4 amostras de hipercaldrico, numeradas de H-1 a H-4; 7 amostras de
protein bar, numeradas de PB-1 a PB-7; e, 14 amostras de whey protein e 1 amostra de
soy protein, que por apresentarem-se caracteristicas similares foram numeradas de WP-1
a WP-15.

Algumas das amostras apresentavam-se como informacdo rotulada o
enriquecimento com vitaminas e minerais, podendo citar como 0s principais minerais
utilizados para o enriquecimento destas amostras: ferro, manganés, cobre, magnésio,

zinco, molibdénio, selénio e cromo.

3.2.PREPARO DE AMOSTRA

As amostras de hipercaldrico e whey protein, por apresentarem-se finamente
divididas em sua forma comercial, foram acondicionadas em frascos plasticos
previamente descontaminados em banho de acido nitrico 10% v/v por periodo minimo de
24 horas. Promoveu-se tambem sua separacdo de acordo com as informaces rotuladas
com relagdo a presenca dos micronutrientes minerais de interesse e pesou-as em fragdes
equivalentes para a obteng¢do de um “mix” de amostra, também acondicionado em frasco
plastico, com finalidade de utiliza-lo para o desenvolvimento do método analitico.

Inicialmente as amostras de protein bar foram trituradas com auxilio de um mixer
de alimentos e depositadas sobre placas de petri previamente descontaminadas em acido
nitrico 10% v/v, conforme ilustrado pelas Figuras 2: (a) e (b). As amostras trituradas
foram entdo levadas a estufa, com temperatura pré-estabelecida em torno de (75 = 5)°C e
deixadas secando até que ndo fosse observada variacdo de massa, Figura 2: (c). As
amostras secas foram retiradas da estufa e permaneceram por 24 horas em dessecador a
vacuo. Apds este periodo as amostras foram maceradas com auxilio de almofariz e pistilo

de &gata e acondicionadas em frascos plasticos descontaminados, Figura 2: (d). Aliquotas
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equivalentes de cada uma das amostras também foram separadas para obtengdo do “mix”

de protein bar.

Figura 2 — Pré-tratamento das amostras de protein bar. (a) Antes do processo de
trituracdo; (b) Apds o processo de trituracdo; (c) Apés a etapa de secagem; e, (d)

Amostras maceradas e prontas para acondicionamento

(a) (b)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

3.3.DIGESTAO EM CHAPA DE AQUECIMENTO

Realizou-se testes iniciais de mineralizacdo utilizando a digestdo em chapa
aquecedora (Warmnest, modelo DB-1VA 110 V) e HNO3 65% v/v P.A. (ISOFAR) com
base num procedimento de Tokalioglu e colaboradores, que digeriram amostras de
suplementos a base de vitaminas e minerias (TOKALIOGLU et al., 2014).

Aproximadamente 400 mg de amostra foram pesados em béquer de 100 mL e
adicionados 4,0 mL de &cido nitrico concentrado. A mistura foi levada a chapa de

aguecimento e submetida a um aquecimento, com sistema de refluxo obtido pela
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colocacdo de um vidro de reldgio sobre o béquer, até obtencéo de temperatura em torno
de 85—90°C. Adigdes sucessivas de 2,0 mL de acido nitrico concentrado foram realizadas
até que o desprendimento de vapores nitrosos cessasse. Para algumas amostras a
quantidade de acido adicionada chegou a 8,0 mL. O resultado final do procedimento
caracterizou-se pela obtencdo de um digerido visualmente completo e que foi avolumado

para 25,00 mL com &gua deionizada em baldo volumétrico.

3.4.ANALISES PRELIMINARES POR ESPECTROMETRIA DE EMISSAO OPTICA
COM PLASMA INDUTIVAMENTE ACOPLADO

Utilizou-se a espectrometria de emissdo o6ptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) em um equipamento disponibilizado pela Votorantim Metais, na
unidade de Juiz de Fora. O equipamento utilizado (CCD Simultaneous ICP Optical
Emission Spectrometer, modelo Agilent 725-ES ICP-OES) apresenta tocha do tipo radial
e opera apenas com amostras digeridas por meio de nebuliza¢do pneumatica.

Neste teste, utilizou-se curva analitica multielementar (calibracdo externa) com
concentracdes variando na faixa de 0,05 a 2,00 mg/L, preparada a partir de padrdes
estoque de 1000 mg/L (Qhemis High Purity) dos analitos e com acidez ajustada para 2%
v/v com 4&cido nitrico 65% v/v. Esta curva foi preparada para avaliar a presenca dos
seguintes analitos: arsénio (As — 188,98 nm), cadmio (Cd — 226,50 nm), chumbo (Pb —
220,35 nm), cobalto (Co —238,89), cobre (Cu —324,75), cromo (Cr—267,72), molibdénio
(Mo — 202,03 nm) e manganés (Mn — 257,61 nm). As condic¢des instrumentais foram
vazdo de 18 L/min para o argbnio do plasma e 1,5 L/min para o gas auxiliar, presséo de

nebulizacdo de 140 kPa e altura de observacdo de 8 mm.

3.5.DIGESTAO ASSISTIDA POR MICRO-ONDAS

O procedimento utilizado foi desenvolvido no laboratério empregando um forno
micro-ondas da Berghof (modelo Speedwave 4). Para isso foi adaptado um programa de
digestdo disponivel no software do equipamento (Berghof Applications 7.0) para digestédo
de proteina em po e considerando também dados de literatura para outras amostras
semelhantes (SORIANO et al., 2007; MORET et al., 2011; MARRERO et al., 2013).

Foram realizados trés diferentes testes de acordo com o programa de aquecimento
disposto a seguir na Tabela 1. Variaram-se 0s reagentes oxidantes: acido nitrico
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concentrado, 65% v/v, e perdxido de hidrogénio, 35% v/v (Impex); &cido nitrico
concentrado; e, &cido nitrico diluido (6,4 mols/L). Anteriormente aos processos de
digestdo o é&cido nitrico utilizado foi purificado atraveés do processo de destilacdo
utilizando para isto um aparato para purificacao/destilacéo de acidos (Distillacid Berghof,
modelo BSB-939-IR).

Tabela 1 — Programa de aquecimento do micro-ondas para digestdo de amostras de

proteina em po

Temperatura Pressao Tempo de Alcance Tempo de Poténcia
(°C) Maxima (bar) (min) Residéncia (min) (%)
170 40 6 10 90
210 40 2 15 90
50 10 1 10 0

Fonte: Software Berghof Applications 7.0

O procedimento de digestdo inicial consistiu em pesar aproximadamente 250 mg
de amostra seca em frascos de Teflon® modelo DAP-30, alta pressdo, adicionou-se 6,0
mL de &cido nitrico e 2,0 mL de perédxido de hidrogénio, seguindo com o programa de
aquecimento mostrado na Tabela 1. Ap6s o procedimento, os digeridos foram

avolumados para 25,00 mL em bal6es volumétricos utilizando agua deionizada.

3.6.ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE

Utilizou-se o espectrometro de absorcéo atdbmica, disponivel no Departamento de
Quimica, Thermo Scientific modelo Solaar Serie M5 (Waltham, MA, United States)
equipado com lampada de catodo oco de cromo (P812, PHOTRON Lamps) que foi
operada com corrente maxima de 6 mA.

As medidas foram realizadas em ambiente com temperatura controlada para 20
°C. Utilizou-se argonio de alta pureza, grau analitico (99,999%, White Martins, Praxair,
Brasil), como gas de protecéo e purga. As integracdes dos picos de absorvancia foram
realizadas por area de acordo com o conceito STPF (WELZ & SPERLING, 1999). O
sistema de corretor de fundo baseado no uso da lampada de deutério ndo foi utilizado.
Além disso, manteve-se a abertura da fenda espectral em 0,5 nm e como comprimento de

onda utilizou-se o valor de 357,9 nm. Todas as analises foram realizadas com emprego
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de tubo de grafite com revestimento pirolitico, aquecimento longitudinal e injecdo manual
de 30 pL de solucdo de leitura sobre a superficie interna do tubo.

Para as determinag0es de cromo nos diferentes tipos de amostras, preparou-se uma
curva analitica com faixa de concentracao de 2,25 a 11,25 pg/L a partir de solugéo padréo
estoque de cromo 1000 mg/L (Qhemis High Purity) e com acidez ajustada em 2% v/v

com acido nitrico destilado.

3.7.MODIFICADOR QUIMICO

Para as determinacfes de cromo utilizou-se como modificador quimico 12,75 pg
de nitrato de magnésio, Mg(NOs)., nas aliquotas de analise.

3.8.ESPECTROMETRIA DE EMISSAO ATOMICA EM CHAMA

Empregou-se a espectrometria de emissdo atbmica em chama (F AES), também
referida como fotometria de chama, para as determinacdes dos niveis de sodio e potassio
nas amostras de suplemento alimentares. Para isso, utilizou-se um fotdmetro de chama da
Digimed (modelo DM-61), disponivel no Departamento de Quimica. As determinagdes
dos analitos foram feitas com leitura simultanea (Na e K) com resolucéo de 0,1 ppm e
tempo de resposta de 8 segundos. O mesmo estava equipado com camara de nebulizacéo
para introducdo de GLP (gas liquefeito de petréleo) como gas combustivel e ar
comprimido como gas oxidante. As solucGes de amostra foram aspiradas com uma vazao
média de (5,77 + 0,12) mL/min.

Para a quantificacdo dos analitos foram avaliados dois métodos, calibracéo
externa e a adicdo de padrdo, sendo que para o primeiro foi preparada uma curva
multielementar a partir de solucéo estoque, também multielemtar (Na, K, Li e Ca), de 100
mg/L (Digimed). Nos diferentes métodos testados trabalhou-se na faixa de concentragao
de 1 a 15 mg/L e, em alguns ensaios também foram usados cloreto de litio P.A. (LiCl —

Synth), como padrao interno e o alcool etilico P.A. (Vetec).

3.9. DIFRACAO DE RAIOS X

Andlises de difracdo de raios X por policristais foram realizadas em um
difratbmetro da Bruker (modelo D8 Advance DaVinci) com geometria Bragg-Brentano,
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tubo de cobre (1,54056 A), filtro de Ni e detector linear LynxEye. Os difratogramas foram
coletados no intervalo angular de 0 a 50°, com passo de 0,02° e uma fenda de divergéncia
de 0,6 nm e fendas Soller priméria e secundaria de 2,5°. A tensdo aplicada foi de 40 kV e
a corrente de 40 mA. Para essas analises foram usadas as amostras originais, apds
secagem e maceragao.

Foram estudados os difratogramas das amostras mix de whey protein, protein bar
e hipercaldrico, além dos padrdes de picolinato de cromo (Harika Drugs), lactose e

trioxido de cromo (VI1), CrOs, (Synth) para facilitar a interpretacéo dos dados.

3.10. ESPECTROMETRIA DE MASSAS COM FONTE DE PLASMA
INDUTIVAMENTE ACOPLADO

Utilizou-se a espectrometria de massas com fonte de plasma para confirmacéo dos
dados analiticos obtidos com os métodos desenvolvidos e que foram baseados nas
técnicas de absorgdo e emissao atbmica. Essas analises por ICP-MS foram realizadas num
equipamento da Agilent (modelo 7700 series) e que foi disponibilizado pela Agilent
Technologies, em Sédo Paulo.

Para isso, foi utilizada uma curva analitica multielementar (calibracdo externa)
com concentragdes variando na faixa de 0,50 a 1000 pg/L e que foi preparada a partir de
padrdes estoque 1000 mg/L (Qhemis High Purity) de sodio, potassio e cromo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. TESTES PRELIMINARES

A espectrometria de emissdo 6ptica com plasma acoplado indutivamente (ICP
OES) apresenta-se como uma técnica analitica de larga aplicacdo em rotinas laboratoriais,
sendo capaz de determinar cerca de 70 elementos de forma eficiente e reprodutivel com
limites de deteccdo na faixa de miligramas por litro (BOSS e FREDEEN, 1997).

Aliada a esta carateristica, as analises por ICP OES apresentam como vantagem
em relacdo as técnicas de absorcdo atbmica com chama e forno de grafite a eliminacédo de
muitas das interferéncias espectrais e ndo espectrais. Neste sentido, em funcdo da
confiabilidade dos resultados e praticidade de obtencdo dos mesmos para diversos
analitos de forma répida e eficiente, optou-se pela ICP OES como técnica analitica para
realizacdo de analises preliminares, avaliando assim a presenca de micronutrientes e
contaminantes que poderiam ser “priorizados” nas amostras de interesse.

Nesses testes avaliou-se a presenca de analitos como: arsénio, cadmio e chumbo,
pelo fato de existirem relatos de sua presenca em amostras de suplementos alimentares
(GARCIA-RICO et al., 2007; AVULA et al., 2010; KORFALI et al., 2013) e também
pela sua toxicidade; e, cobalto, cobre, cromo, manganés e molibdénio, que s&o minerais
rotulados em algumas das amostras.

Empregando a curva analitica multielementar previamente preparada deu-se
prosseguimento com a realizacdo dos testes iniciais com as solugdes digeridas em chapa
de aquecimento utilizando o ICP OES. Os resultados obtidos a partir dessa analise
indicaram que a concentracgdo dos analitos arsénio, cddmio, chumbo, cobalto e cromo nas
amostras estava abaixo do limite de deteccdo, enquanto que para os analitos molibdénio,
cobre, e manganés foi possivel quantificd-los em algumas amostras, como mostra a

Tabela 2 a seguir:
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Tabela 2 — Resultados preliminares, por ICP OES, da determinacdo de contaminantes

e constituintes inorganicos em suplementos alimentares

Mix Whey Protein | Mix Hipercaldrico Soy Protein
As <LD <LD <LD
Cd <LD <LD <LD
Pb <LD <LD <LD
Co <LD <LD <LD
Cr <LD <LD <LD
Cu <LD <LD 0,07 mg/L
Mo <LD <LD 0,01 mg/L*
Mn 0,02 mg/L* <LD 0,25 mg/L

LD — Limite de Deteccéo.
*Concentracdo estimada.
Limites de Deteccdo: As — 0,0045 mg/L; Cd — 0,0002 mg/L; Pb — 0,0070 mg/L;
Cr —0,0038 mg/L; Co —0,0018 mg/L; Cu —0,0016 mg/L; Mo — 0,0013 mg/L; e,
Mn — 0,0003 mg/L.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Nos resultados obtidos e apresentados na Tabela acima nota-se que nédo foi
possivel detectar os elementos toxicos (provavelmente ao nivel de tragos) como o chumbo
e 0 cadmio. Isto indica a necessidade de um refinamento nas condic¢des instrumentais para
uma avaliacdo mais minuciosa da presenca destes contaminantes. Por outro lado, foi
possivel detectar e confirmar a presenca dos minerais como: cobre, molibdénio e
manganés.

Dessa forma, os testes preliminares foram de grande importancia para avaliar, em
linhas gerais os niveis de micronutrientes minerais nas amostras selecionadas e, assim,
tracar uma estratégia de estudo com base em ensaios experimentais. Alem disso, tornou-
se evidente a necessidade de se utilizar uma técnica instrumental de maior sensibilidade,
visto o valor dos resultados obtidos nas analises. Por outro lado, como a presenca do
micronutriente cromo é rotulada em 54% das amostras adquiridas e, aliando esta
informacdo a questao de que o mesmo € essencial apenas quando no estado de oxidacao

Cr*3, considerou-se importante investigar a presenca do mesmo.
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4.2.DIGESTAO EM MICRO-ONDAS

Foram realizados trés diferentes procedimentos de digestdo empregando 0 mesmo
programa de aquecimento, Tabela 1, diferenciando apenas os reagentes oxidantes e suas
concentragdes empregados para a decomposicdo das amostras. As analises para
comparacdo dos diferentes testes de digestdo assistida por radiagdo micro-ondas foram
realizadas empregando-se como técnica instrumental a GF AAS sob condicGes
instrumentais padrdo, disponiveis no software (Thermo SOLAAR) do equipamento. O

programa de aquecimento disposto na Tabela 3 a seguir descreve tais condi¢oes.

Tabela 3 — Programa de aquecimento para determinacdo de cromo por GF AAS

Rampa de Vazao Gas
Temperatura (°C) Tempo () _ )
Aquecimento (°C/s) (L/min)
100 30 10 0,2
1200 20 150 0,2
2500 3 0 0
2600 3 0 0,2

Fonte: Software Thermo SOLAAR

Para o primeiro teste, utilizando a mistura de HNO3 e H20>, observou-se que 0s
valores medidos de absorvancia média do cromo estavam relativamente maiores que 0s
dos demais testes. Porém, em virtude do alto valor obtido para o branco amostral, 0 que
sugere a possibilidade do peroxido de hidrogénio, em fungdo de suas impurezas, ter
contribuido para o aumento do sinal de absorvancia do cromo, optou-se por ndo
prosseguir com as digestdes assistidas por micro-ondas utilizando este método.

Para o segundo e terceiro testes manteve-se as mesmas condi¢des do primeiro, ou
seja: mesma massa, tipo de frasco, programa de aquecimento e volume de acido
empregado. Porém, no segundo teste foi utilizado apenas acido nitrico concentrado como
reagente oxidante e para o Ultimo teste o &cido empregado foi diluido para 6,4 mol/L.

Comparando os resultados obtidos, absorvancia, para as amostras digeridas com
solucéo de acido nitrico diluido e acido nitrico concentrado, observa-se que os resultados
deste Gltimo se apresentam relativamente maiores. Inicialmente foi realizado o teste F
para comparacao das variancias de ambos os métodos, de forma que o valor de Fcaiculdado

foi 2,108 enquanto que 0 Feritico € tabelado em 2,484, sendo assim pode-se afirmar que as
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variancias sdo comparaveis. Para comparacao das medias, realizou-se um teste t pareado
de Student de forma que para as amostras o valor de tcaiculado f0i 3,428 € 0 teritico € tabelado
em 2,145. Avaliando o resultado do teste t pareado, conclui-se que as médias calculadas
ndo foram equivalentes de forma que se optou por escolher o método que forneceu valores

de absorvancia média maiores.

Tabela 4 — Valores de absorvancia média do cromo para os métodos testados de

digestdo assistida por radiacdo micro-ondas

HNO3 65% v/v e

HNO3 65% v/v HNOsz 6,4 mol/L
H202 35% v/v

Branco!l (0,2544 £ 0,0213) (0,0993 £ 0,0098) (0,0908 + 0,0066)
Whey protein® (0,4223 £ 0,0220) (0,2305 £ 0,0030) (0,1247 +0,0163)
Hipercalorico? (0,2968 + 0,0317) (0,1142 + 0,0039) (0,0772 + 0,0068)
Branco? (0,2140 + 0,0071) (0,0876 + 0,0079) (0,0721 + 0,0071)
Protein bar? (0,2904 £ 0,0065) (0,1076 £ 0,0068) (0,0996 + 0,0123)

1 Os testes de digestdo foram realizados em dias diferentes, por isso temos a
presenca de duas amostras branco.
2 Os valores de absorvancia para as amostras foram descontados dos brancos
amostrais.

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

E possivel verificar a aplicacio do programa de aquecimento disposto na Tabela
1 através do grafico gerado pelo software do digestor micro-ondas onde observa-se
claramente as rampas e patamares de aquecimento, de forma que o processo de digestdo
das amostras transcorreu de acordo com o programa, ndo havendo aumento excessivo de
temperatura ou pressdo. Alem disso, é importante destacar que a observagao visual dos
digeridos indicou que a digestdo foi completa, visto que os digeridos apresentaram um

aspecto limpidos e constituiam uma solucdo homogénea.
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Figura 3 — Programacéo e execucdo do programa de aquecimento empregado

para a digestdo de amostras de suplementos alimentares no forno micro-ondas

100

Fonte: Software Berghof Applications 7.0

Na Figura 3, a linha vermelha indica as varia¢des de temperatura em fungédo do
tempo. Pode-se observar que a temperatura atingida durante as etapas de rampas e
patamares do aquecimento foi satisfatoriamente proxima a temperatura pré-estabelecida
no programa de aquecimento, representado pela linha preta. J& em azul destaca-se a
variacdo da pressdo interna atingida pelo frasco durante o processo de digestdo, sendo
importante ressaltar que os valores maximos de presséo estabelecidos no método de 40
bar, que correspondem a capacidade maxima do frasco utilizado, ndo foram

ultrapassados.

4.3.MODIFICADOR QUIMICO

O uso de modificador quimico por vezes pode ser considerado desnecessario em
fungédo do comportamento refratario do cromo, entretanto, baixas temperaturas de pirolise
podem influenciar na eliminagdo de matrizes complexas (MINAMI et al., 1994;
BOLZAN, 2007). O emprego de modificadores como o nitrato de magnésio, Mg(NO3)2,
séo reportados na literatura para determinacdo de cromo em diferentes tipos de matrizes
permitindo estabilizar termicamente o analito durante a etapa de pirdlise, eliminando a
matriz sem perdas de analito (CABRERA-VIQUE & BOUZAS, 2009; DOBROWOLSKI
etal., 2012).

A verificacdo da necessidade de utilizagdo do modificador quimico foi realizada
através da variacdo dos sinais de absorvancias para amostras analisadas com a adicdo de
Mg(NOz)2 e sem a adi¢cdo do modificador seguindo o programa de aquecimento indicado

pelo software do equipamento, disposto na Tabela 3. Na Tabela 5 a seguir estdo descritos
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os dados observados para a absorvancia média de cromo para as diferentes amostras

estudadas com e sem a utilizagdo do modificador quimico.

Tabela 5 — Absorvancia médias das amostras com e sem utilizacdo de Mg(NO3)2

Whey Protein Hipercalorico Protein Bar

Absorvancia média
- (0,1891 + 0,0087) | (0,0891 £ 0,0046) | (0,0811 +0,0042)
sem modificador

Absorvancia média

(0,2305 + 0,0030) | (0,1142 + 0,0039) | (0,1076 + 0,0068)
com Mg(NOs)z

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As variancias foram comparadas através do teste F e verificou-se que ambas séo
comparaveis, visto que o valor de Fcaiculado f0i 1,545 enquanto que 0 Feritico € tabelado
como 3,438. Para comparacdo dos sinais médios obtidos (Tabela 5) realizou-se o teste t
pareado de Student onde verificou-se que o valor de tcaiculado para as amostras de whey
protein, hipercaldrico e protein bar foi de 9,029, enquanto que o valor de ttabelado € 4,303.
Isto indica que esses valores médios ndo sdo equivalentes, mostrando assim um
favorecimento real do sinal analitico quando da utilizacdo de Mg(NO3)2 como

modificador quimico.

4.4 PIROLISE E ATOMIZACAO

Em determinacbes por GF AAS pode-se enfrentar diversos problemas
experimentais, dentre ele: perda de analito antes da atomizagdo resultando queda de
sensibilidade em matrizes mais complexas, efeitos de memoria, dificil corre¢éo do sinal
de fundo com fonte continua e problemas de contaminacdo durante a etapa de preparo de
amostra (THOMAIDIS & PIPERAKI, 2000; BOLZAN, 2007). Quando ocorre, a baixa
sensibilidade em determinac6es de cromo pode estar relacionada a formagéo de carbetos,
visto que 0 mesmo é um metal refratario e que tende a formar carbeto de cromo em
atomizadores de grafite (BARBOSA JR et al., 2004). Dessa forma, um melhor
desempenho analitico, ou seja, temperaturas de pirolise mais altas e maior sensibilidade,
é obtido utilizando forno de grafite com revestimento pirolitico (SLAVIN, 1988;
TSALEYV et al., 2000).
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Na atomizacao eletrotérmica o volume de amostra € inserido dentro do atomizador
e um programa de aquecimento é seguido sob etapas, de forma que o solvente e a matriz
da amostra sejam eliminados antes do fendmeno de atomizacdo, isto é, até a etapa de
pirélise, inclusive. A pir6lise é uma importante etapa considerada como pré-tratamento
da amostra e é empregada para eliminar componentes organicos e inorganicos da matriz,
0 que deve ocorrer sem perdas significativas do analito. Dessa forma, uma vez que toda
a aliquota introduzida no forno de grafite é atomizada, um sinal dependente do tempo em
forma de pico € gerado e sua area (absorvancia integrada) é proporcional a massa de
analito presente na solucdo de medi¢do (WELZ & SPERLING, 1999).

Com objetivo de avaliar as melhores condi¢cGes do programa de aquecimento
utilizado para a quantificacdo de cromo em amostras de suplemento alimentar, foi
realizada a construcdo e analise das curvas de pirolise e atomizacdo em funcao do sinal
analitico obtido.

Os estudos foram realizados em uma faixa de temperatura de 800 a 1300 °C para
a pirdlise, na presenga de Mg(NOs3)> como modificador quimico (12,75 pug). A escolha da
temperatura 6tima de pirélise teve como base a busca da maior relacdo entre sinal
analitico obtido e a simetria do pico de absor¢édo, de forma que para as amostras de whey
protein e hipercal6rico a temperatura 6tima de pirdlise foi fixada em 1100 °C e para as
amostras de protein bar em 1050 °C.

Uma vez encontradas e definidas as temperaturas de pir6lise para os diferentes
tipos de amostras, procedimento semelhante foi seguido variando-se a temperatura de
atomizacdo, avaliada para a faixa de 1800 a 2500 °C a fim de se observar em qual

temperatura seria possivel obter a melhor sensibilidade.
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Gréafico 1 — Curvas de pir6lise e atomizagdo para a determinacdo de cromo em

amostras de hipercaldrico, protein bar e whey protein
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A curva de pirdlise obtida para a amostra de protein bar evidencia que a
temperatura onde obteve-se maior sinal de resposta analitica foi de 1100 °C, porém
observa-se maior simetria do pico de absor¢do na temperatura de 1050 °C. Por isso, esta
ultima temperatura foi definida como a temperatura étima de pirdlise.

Para a amostra de hipercaldrico nas temperaturas iniciais testadas, 800 e 900 °C,
foram observados os maiores sinais de resposta analitica, porém exatamente nestas
temperaturas os picos de absorcdo ndo se apresentaram simétricos indicando baixa
eficiéncia desta etapa. Ou seja, a matriz ndo foi totalmente eliminada com possivel
interferéncia molecular da matriz no processo de atomizacdo do analito, visto que
algumas moléculas podem absorver a radiacdo eletromagnética nos mesmos
comprimentos de ondas proporcionando aumento do sinal analitico. J& a partir da
temperatura de 1050 °C os picos de absor¢do do cromo mostraram-se mais simétricos, de

forma que em 1100 °C observou-se os maiores valores de absorvancia, definindo-se assim
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esta temperatura de pir6lise como 6tima para as amostras de hipercaldrico. De maneira
semelhante as amostras de hipercalorico, definiu-se a temperatura 6tima de pirolise para
as amostras de whey protein como sendo 1100 °C.

Nas Figuras 4 e 5 (a, b e ¢) a sequir, estdo apresentados os graficos com 0s picos
de absorvancia em funcdo do tempo para os processos de pirdlise e atomizacéo,

respectivamente.

Figura 4 — Sinais de absorcdo para: (a) hipercalorico obtido a temperatura de
1100 °C; (b) protein bar obtido a temperatura de 1050 °C; e, (c) whey protein obtido a
temperatura de 1100 °C
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Fonte: Software Thermo SOLAAR

Figura 5 — Sinais de absorcdo para: (a) hipercaldrico; (b) protein bar; e, (c) whey
protein; obtidos a temperatura de atomizacao de 2300 °C

Fonte: Software Thermo SOLAAR
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Para determinacdo da temperatura 6tima de atomizacdo avaliou-se 0s sinais de
resposta analitica, absorvancia, considerando também a simetria do perfil do pico de
absorvancia do analito. Perfis ndo simétricos podem indicar a coexisténcia de diferentes
mecanismos de atomizacéo o que pode influenciar diretamente na sensibilidade analitica.
Ha de se preocupar também com a vida Util dos tubos de grafite, onde mesmo utilizando
grafite com revestimento pirolitico, altas temperaturas de atomizacdo empregadas podem
acelerar o processo de deterioragdo dos mesmos. Levando-se em consideracdo estes
fatores, optou-se por escolher a temperatura de 2300 °C como sendo a temperatura étima
para atomizacdo do cromo nas trés amostras estudadas.

As temperaturas de pirélise e atomizacdo recomendadas pelo fabricante do
equipamento sdo 1200 e 2500 °C, respectivamente. Como esses valores sdo obtidos para
solucdes aquosas de padrdes analiticos, entende-se que sdo esperados comportamentos
diferentes para analitos em outras matrizes.

Ao final do processo de otimizacdo instrumental das temperaturas de pirélise e
atomizacdo, estabeleceram-se 0s programas de aquecimento do forno de grafite
otimizados para as determinacdes de cromo, que estdo disponibilizados na Tabela 6 a

sequir:

Tabela 6 — Programas de aquecimento para determinacdo de cromo por GF AAS

Whey Protein e Hipercaldrico

Rampa de Vazao de Gas
Temperatura (°C) Tempo (s) ) )
Aquecimento (°C/s) (L/min)
100 30 10 0,2
1100 25 150 0,2
2300 3 0 0
2600 3 0 0,3
Protein Bar
100 30 10 0,2
1050 25 150 0,2
2300 3 0 0
2600 3 0 0,3

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR
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Os programas de aquecimento foram otimizados e aplicados para a determinagéo
de cromo em amostras de suplementos alimentares utilizando tubo de grafite com
revestimento pirolitico. O tubo teve duracdo média de 1200 queimas e destaca-se que
apesar dos sinais de desgaste 0 mesmo ndo apresentou, visualmente, deterioracdo

significativa ap6s a conclusédo do estudo.

Figura 6 — (a) Tubo de grafite com revestimento pirolitico apos
aproximadamente 1200 queimas; (b) Fotomicrografia com ampliacdo de 240x da regido

de injecdo de amostras no tubo de grafite

(@)

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

45.CURVAS ANALITICAS USANDAS EM GF AAS E AVALIACAO
ESTATISTICA DAS MESMAS

Os resultados analiticos baseiam-se numa curva de calibracdo usada como
referéncia, na qual valores de resposta (absorvancia integrada) observados, sdo
relacionados matematicamente com a concentracdo de uma série de solucdes padréo,
sendo ““curva analitica” o nome usual desta relagdao matematica.

Devido ao erro indeterminado, que sempre acompanha uma medida experimental,
é necessario que se derive a melhor linha de tendéncia que represente essas medidas. A
analise de regressdo € um tratamento estatistico que fornece a melhor linha de tendéncia
de forma que o metodo dos minimos quadrados fornece 0 modelo matematico mais
adequado e a andlise de variancia (ANOVA) garante a confiabilidade deste modelo.

No Grafico 2, a seguir, estdo dispostas as curvas analiticas relativas as medicoes

de absorvancia integrada empregando os diferentes programas de pirdlise e atomizacao.
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Gréfico 2 — Curvas analiticas para determinacdo de Cr em amostras de: (a)

protein bar; (b) whey protein e hipercal6rico
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para as curvas analiticas “a” e “b” obtidas, utilizou-se a analise de regresséo linear

para verificacdo de falta de ajuste do modelo, assim como para determinar a melhor linha

de tendéncia. Na Tabela 7 a seguir encontram-se resultados estatisticos oriundos da

andlise de variancia (ANOVA) realizada.
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Tabela 7 — Resultados estatisticos para analise de regresséo linear referente as curvas

apresentadas no Gréfico 2

Whey Protein e Hipercaldrico

Teste de Shapiro Wilk Weaic = 0,903 Wiab = 0,881
Teste de Cochran Qcaic = 0,522 Qtab = 0,684
Falta de Ajuste Ffaj-calc = 1,017 Ffaj-tab = 3,708
Regressao Freg-calc = 1747 Freg-tab = 4,667

R2 - Ajustado
Equacéo da Reta

R?=0,9920

y = (0,0466 + 0,0011).x + (0,1508 % 0,0083)

Protein Bar
Teste de Shapiro Wilk Weaic = 0,941 Wiab = 0,881
Teste de Cochran Qcalc = 0,336 Qtap = 0,684

Falta de Ajuste
Regresséo

Ffaj-calc = 2,908
Freg-calc = 2342

Ffaj-tab = 3,708
Freg-tab = 4,667

Rz - Ajustado R?=0,9941
Equacdo da Reta y = (0,0489 + 0,0010).x + (0,1176 + 0,0075)
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Avaliando os dados da Tabela 7 é possivel verificar que no método porposto para
analise de whey protein e hipercalérico e, também, naquele estabelecido para analise de
protein bar, o teste de Shapiro Wilk ndo forneceu evidéncias de que a 95% de confianga
haja ndo normalidade da distribuicdo dos residuos, visto que Wcaiculado € Maior que o
Wiabelado. Através do teste de Cochran, verificou-se a homocedasticidade, isto é, a
homogeneidade da variancia dos residuos. O teste de Cochran foi aplicado para os dados
relativos a determinacgdo de cromo nas amostras de hipercalorico e whey protein e também
aos dados relativos a determinacdo de cromo nas amostras de protein bar. Verificou-se
que ndo ha diferenca significativa nas variancias, uma vez que os valores de Qcaiculado
foram menores que Qtabelado.

Calculou-se entdo a analise de regresséo linear onde, como os valores de Fcaiculado
apresentaram-se menores que 0s valores de Ftapelado, aSsSume-se que ndo ha falta de ajustes
nos métodos. Dessa forma, avaliou-se também a significancia da regressdo observando
que em ambos 0s métodos os valores de Fcaiculado foram consideravelmente superiores aos
valores de Ftanelado, demonstrando evidéncia estatistica suficiente de existéncia de relagéo

linear entre as variaveis analisadas. Como os valores de Fcaiculado fOram pelo menos dez
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vezes maiores que os valores de Ftabelado, POde-se considerar que a regressao e altamente

significativa e Gtil para fins de previsdo (NETO et al., 2001).

4.6.FIGURAS DE MERITO

A fim de avaliar a exatiddo do método realizou-se testes de adigdo e recuperacdo
de analito em dois niveis de fortificacdo. A recuperagdo esta relacionada com a exatidao,
pois reflete a quantidade de cromo, recuperado no processo, em relacdo a quantidade do
mesmo presente inicialmente na amostra (BRITO et al., 2003).

O estudo de recuperacdo consistiu em “fortificar” as amostras de suplementos
alimentares, ou seja, adicionar diferentes volumes, 62,5 uL e 125 pL, de solucéo padréo
de Cr 1 mg/L para o nivel baixo (2,50 pg/L) e para o nivel mais alto (5,00 pg/L),
respectivamente, e em seguida, determinar a concentracdo do analito adicionado nas
amostras. Ressalta-se que a solucdo padrao foi adicionada as amostras antes do processo
de digestdo e o branco amostral também foi preparado com dois niveis de fortificacdo.
Ao final do procedimento de digestdo, obteve-se solugdes digeridas homogéneas, ou seja,

sem a presenca visual de residuos caracteristicos de processos de digestdo incompletos.

Tabela 8 — Resultados de recuperacao de cromo em amostras de suplementos

alimentares
Amostras Nivel 1 - (2,50 pg/L) Nivel 2 — (5,00 pg/L)
Branco 88,8% 91,0%
Whey Protein 99,4% 107%
Hipercalorico 110% 93,3%
Branco 96,7% 100%
Protein Bar 94,5% 102%

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tendo em vista que 0s erros sistematicos relativos para determinacdo de
elementos traco sdo superiores que os para elementos majoritarios, existem valores
criticos aceitaveis de recuperacdo do analito estudado em fungédo de sua concentracao,
onde para o nivel de concentracdo das amostras avaliadas, aproximadamente 0,5 ug/g, o
intervalo de recuperagdo aceitavel é de 82,2 a 117,8% de acordo com os calculos da curva

de Horwitz (HORWITZ, 1982). Como os valores de recuperacdo obtidos enquadram-se
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neste intervalo de aceitacdo, considera-se que o método desenvolvido apresenta boa
exatidao para a determinagdo de cromo em suplementos alimentares.

Em relacdo a detectabilidade, foram estabelecidos os limites de deteccdo (LD) e
de quantificacdo (LQ). Para isso, calculou-se a partir do desvio padrdo de 10 medidas
consecutivas dos brancos analiticos o valor de LD, a menor concentracdo do analito que
pode ser detectada (mas ndo necessariamente quantificada) e, o valor de LQ, definido
como a menor concentragcdo de analito que pode ser quantificada na amostra, com
exatidao e precisdo aceitaveis. Os valores de LD e LQ foram obtidos de acordo com as

Equacdes 2 e 3, respectivamente, descritas abaixo:

3Xs 10 X s

(2)elQ =

a a

LD = (3)

onde s é o desvio padrdo do sinal de resposta e a o coeficiente angular da curva analitica

(sensibilidade de calibracdo instrumental).

Tabela 9 — Limites de deteccéo e quantificacdo do método e instrumentais obtidos

para determinacdo de cromo em suplementos alimentares

Amostras LD (ug/L) | LD (pg/g) | LQ (ug/L) | LQ (ng/g)
Whey Protein 0,65 0,07 2,2 0,22
Hipercalorico 0,45 0,05 1,5 0,15

Protein Bar 0,43 0,04 1,5 0,15

* Em funcdo do nimero de amostras, as digestdes foram divididas de acordo com
0 tipo de amostra obtendo-se assim trés pares de LD e LQ.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Além disso, para as determinacdes por GF AAS a detectabilidade é usualmente
chamada de “sensibilidade” e, nesse caso, € expressa em termo de massa, referida como
“massa caracteristica”. Este valor corresponde a massa de analito, em picogramas (pg),
responsavel por absorver 1% da radiacdo, ou seja, que é capaz de gerar uma absorvancia
igual a 0,0044 (SLAVIN, 1988). Segundo Sola-Larrafiaga e Navarro-Blasco, a massa
caracteristica calculada para analise de cromo em amostras de férmulas infantis foi 4,8
pg (SOLA-LARRANAGA & NAVARRO-BLASCO, 2006), enquanto que Saracoglu e
seus colaboradores encontraram 5 pg para o0 mesmo tipo de amostra (SARACOGLU et
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al., 2007). Bruhn e seus colaboradores calcularam, para amostras de leite em po
desnatado, 3 pg. Eles utilizaram uma mistura de &cido ascOrbico e magnésio como
modificadores quimicos. Também observaram que alterando as proporcbes dos
modificadores chegava-se ao valor de 4 pg (BRUHN et al., 1999).

Nota-se que essas amostras mencionadas sdo semelhantes as amostras de
suplementos alimentares estudadas, visto que sdo amostras de leite em p6 ou de produtos
derivados, com matriz complexa e formada por carboidratos e proteinas derivados do
leite. Dessa forma, espera-se que os valores de massa caracteristica calculados, para as
amostras estudadas, sejam proximos a esses encontrados na literatura. Para as amostras
de whey protein e hipercalrico, a massa caracteristica de cromo calculada foi 2,8 pg,
enquanto que para a amostra de protein bar 2,7 pg, que séo valores bastante satisfatorios.
Ha de se ressaltar ainda que para 0 cromo, a massa caracteristica esperada em
atomizadores longitudinalmente aquecidos é de aproximadamente 3 pg (WELZ &
SPERLING, 1999), o que nos remete a conclusdo de que a sensibilidade analitica

calculada encontra-se dentro do valor esperado e, de fato, pode ser considerada adequada.

4.7.APLICACAO DO METODO

Apos a validacdo do método e obtencéo das figuras de mérito, foi possivel aplica-
lo as 26 amostras coletadas e os resultados para a determinacéo de cromo estdo dispostos

na Tabela 10 a seguir:



Tabela 10 — Resultados para determinacao de Cr em amostras de suplementos

alimentares do tipo Whey Protein
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Amostras Concentragéo ug Cr/Porgéao® IDR ug Cr/Porgéo
(Hg/g) (Calculado) (%)W (Rotulado)
WP-1 (1,035 + 0,135) 62,1 177,4 10,0
WP-2 (0,224 + 0,060) 6,7 19,2 -
WP-3 <0,065@ - — —
WP-4 0,2170) - - -
WP-5 0,149® — — —
WP-6 (0,894 + 0,057) 35,8 102,2 -
WP-7 (0,778 + 0,143) 23,3 66,7 5,3
WP-8 (0,443 + 0,098) 14,4 41,0 -
WP-9 (0,309 + 0,076) 80,2 229,2 34
WP-10 0,205 - - -
WP-11 0,067® = = -
WP-12 <0,065@ - - -
WP-13 0,080®) - - —
WP-14 | (0,287 +0,093) 9,5 27,1 -
WP-15 | (0,262 + 0,065) 6,5 18,7 -

*QOs valores de desvio padréo relativo (RSD) permaneceram abaixo de 8%;
@ Ingestdo Diaria Recomendada de Cr para homens adultos — 35 pg (ANVISA,

2005a);

@ Menor que Limite de Deteccéo;
© Valor estimado. Acima do LD, mas abaixo do LQ;
@ As massas de porges indicadas nos rétulos em alguns casos sdo diferentes;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Observa-se que aplicando o método desenvolvido para analise de suplementos

alimentares foi possivel avaliar os teores de cromo em quinze (15) amostras de

suplementos do tipo whey protein, evidenciando sua presenca em boa parte destas

amostras, mesmo naquelas onde néo era rotulada a presenca do micronutriente. Das 15

amostras, sete (7) apresentaram concentracdes abaixo dos limites de quantificacdo e/ou

deteccdo, enquanto que a concentragdo média de cromo calculada variou numa faixa de
0,224 a 1,035 ug/g.

A partir dos resultados obtidos calculou-se a porcentagem da IDR que seria

suprida a partir do consumo de uma dose recomendada para cada suplemento baseando-
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se nas informacOes dispostas nos rétulos. Verificou-se que para as amostras de whey
protein as necessidades diarias de cromo sdo supridas numa faixa de 19,2 a 229,2%.
Destaca-se que trés (3) das amostras analisadas (WP-1, WP-6 e WP-9) apresentaram
valores de IDR suprida acima de 100%, o que de acordo com a legislacdo brasileira
caracteriza o produto como um medicamento e, por isso, Seu consumo deve Ser restrito

as recomendag6es médicas.

Tabela 11 — Resultados para determinacdo de Cr em amostras de suplementos

alimentares do tipo Hipercalérico

Concentracgéo ug Cr/Porc¢&o® IDR ug Cr/Porcéo
Amostras
(Lg/g) (Calculado) (%)M (Rotulado)
H-1 (0,304 £ 0,072) 21,3 60,8 8,75
H-2 (0,442 + 0,046) 44,2 126,2 -
H-3 | (0,266 + (0,084) 56,3 161,0 5,25
H-4 0,107® - - -

*QOs valores de desvio padréo relativo (RSD) permaneceram abaixo de 8%;
@ Ingestdo Diaria Recomendada de Cr para homens adultos — 35 pg (ANVISA,
2005a);
@ Valor estimado. Acima do LD, mas abaixo do LQ;
® As massas de porcdes indicadas nos rétulos em alguns casos sdo diferentes;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O método desenvolvido foi também aplicado a um conjunto de quatro (4) amostras
de suplementos alimentares do tipo hipercal6drico sendo possivel detectar o micronutriente
cromo em 3 dessas amostras. A concentracdo de cromo calculada nas amostras de
hipercaldrico variou numa faixa de 0,266 a 0,442 g/g e a partir destes resultados avaliou-
se a porcentagem da IDR suprida a partir do consumo da dose recomendada pelo
fabricante para cada suplemento. Os valores de IDR suprida variaram numa faixa de 60,8
a 161,0%, destacando-se que duas das amostras analisadas (H-2 e H-3) apresentaram
valores de IDR suprida acima de 100%, o que de acordo com a legislacéo brasileira as

classifica como medicamentos e ndo suplementos alimentares.
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Tabela 12 — Resultados para determinacdo de Cr em amostras de suplementos

alimentares do tipo Protein Bar

Amostras Concentragdo | pg Cr/Barrinha® IDR ug Cr/Barrinha
(Hg/g) (Calculado) (%)W (Rotulado)
PB-1 (0,634 + 0,059) 20,9 59,8 2,8
PB-2 | (0,535 0,074) 16,0 45,8 28
PB-3 (0,408 + 0,065) 12,2 35,0 3,7
PB-4 (0,403 + 0,064) 16,1 46,0 4,2
PB-5 | (0,647 0,042) 29,1 83,2 4,2
PB-6 | (0,414 +0,017) 12,4 35,5 5,3
PB-7 (0,558 + 0,049) 22,3 63,7 3,4

*QOs valores de desvio padréo relativo (RSD) permaneceram abaixo de 8%;
@ Ingestdo Diaria Recomendada de Cr para homens adultos — 35 pg (ANVISA,
2005a);
@ As massas das barrinhas de proteina séo diferentes.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Por fim, os dados da Tabela 12 mostram que o micronutriente cromo foi
encontrado em todas as 7 amostras do conjunto de protein bar, evidenciando sua presenca
também nesse tipo de amostra. As concentracfes calculadas desse micronutriente
variaram numa faixa de 0,403 a 0,647 ug/g e utilizando estes resultados foi calculada a
porcentagem de IDR suprida a partir do consumo de uma barrinha de suplemento deste
tipo. A porcentagem de IDR suprida para essas amostras variou numa faixa de 35,0 a
83,2%.

Um fato a ser destacado € o elevado erro relativo entre a concentragdo de cromo
calculada por meio de comparacdo com os dados fornecidos pela metodologia
desenvolvida e as informagdes nutricionais declaradas nos rotulos das amostras. Esses
erros variam numa faixa de 135 a 521% para as amostras de whey protein, de 143 a 973%
para as amostras de hipercaldrico e de 134 a 647% para as amostras de protein bar. Isto
pode ser um indicativo da ineficiéncia do processo de producdo, resultando em
contaminacdo dos suplementos alimentares, visto que muitas marcas produzem e
comercializam diversos produtos com diferentes formulagdes, ou mesmo, da falta de um
controle de qualidade adequado para esses produtos. Nesse contexto vale relembrar que
a Anvisa chegou a proibir a distribuicdo e comercializacdo de 20 marcas de suplementos

proteicos por problemas de irregularidade na composicéo dos produtos (ANVISA, 2014).
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Destaca-se ainda a possibilidade de fraude nesses suplementos, visto que a propria Anvisa
identificou a presenca de alguns ingredientes ndo declarados nos rotulos como soja,
amido, milho e fécula de mandioca (NUBLAT, 2014).

4.8.COMPARACAO INTERLABORATORIAL DAS CONCENTRACOES DE
CROMO EM AMOSTRAS DE SUPLEMENTO ALIMENTAR

Um conjunto aleatério de quatro amostras de cada tipo de foram analisadas
utilizando como técnica de ICP-MS com o objetivo de comparar estatisticamente 0s
resultados e confirmar a exatiddo do método baseado na técnica de absorcdo atdmica.

Na Tabela 13 a seguir estdo dispostos os valores de concentra¢ao de cromo obtidos
a partir do método desenvolvido por GF AAS e, os valores de concentracdo obtidos a

partir da analise por ICP-MS para as mesmas amostras.

Tabela 13 — Comparagéo entre os valores de concentracdo de cromo obtidos por GF

AAS e ICP-MS
Amostras GF AAS (ug/L) ICP-MS (ug/L)
Whey Protein
WP-6 9,10 8,20
WP-7 7,91 8,53
WP-8 4,92 5,39
WP-9 3,56 3,58
Hipercaldrico
H-2 4,31 3,59
H-3 2,58 2,00
Protein Bar
PB-2 5,33 5,46
PB-5 6,49 5,96
PB-6 4,15 4,00
PB-7 5,62 5,08

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR
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As variancias das concentracdes foram avaliadas através do teste F, de forma que
0 valor de Fcaiculado Obtido foi 1,068 enquanto que 0 Feritico tabelado é 3,179, sendo assim
pode-se considerar que as variancias sdo equivalentes. Logo, uma comparagao estatistica
das médias das concentracfes de cromo obtidas através das diferentes técnicas foi
realizada utilizado um teste t pareado de Student, onde o valor obtido para tcaiculado fOi
1,333, enquanto que o valor de teritico € tabelado como 2,262.

Logo, observa-se que o valor de teritico foi menor que o valor de tianelado, ONde foram
comparados os resultados da concentracdo de cromo em amostras de suplemento
alimentar por diferentes técnicas analiticas. Dessa forma, pode-se afirmar que a 95% de
confianga ndo existem pressupostos que indiquem diferencas significativas entre os

resultados obtidos por ICP-MS e os resultados obtidos com o método desenvolvido.

4.9.DIFRACAO DE RAIOS X EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Considerando que os valores de concentracdes de cromo obtidos a partir do
método desenvolvido se apresentaram significativamente superiores aquelas que sao
declaradas pelos fabricantes, foi utilizada a difracdo de raios X como ferramenta para
identificacdo da fase do cromo presente nessas amostras, ou seja, se a fase foi de tribxido
ou picolinato de cromo ou mesmo uma mistura de ambas.

O estudo consistiu na obtencdo dos difratogramas das amostras no intervalo
angular de 0 a 50°, regido que concentra os picos de difracdo com maiores intensidades,
e comparagdo com os difratogramas dos padrdes de trioxido de cromo (VI) (CrOg),
lactose e picolinato de cromo. Nas Figuras 7, 8 e 9, dispostos abaixo, estdo 0s
difratogramas das amostras mix de whey protein, hipercalérico e protein bar,

respectivamente.
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Figura 7 — Difratogramas da amostra mix de whey protein, CrOs, picolinato de

cromo e lactose
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A partir do difratograma obtido para a amostra mix de whey protein é possivel
atribuir picos de difracdo para o picolinato de cromo, lactose e também para o CrOz. Os
sinais obtidos para o picolinato de cromo podem ser destacados atraves das marcacGes no
formato de triangulos azuis no difratograma da amostra, os principais sdo aqueles que
estdo nos angulos: 18,1° 19,3°, 24,2° 27,5° 29,7° e 41,7°. Porém, nota-se que alguns
picos sdo correspondentes a contribuicdo de difracdo de diferentes compostos; os picos
em 19,6° possivelmente correspondem a contribuicdo de picolinato de cromo e lactose, e
21,2° correspondem a lactose e ao CrOs. Ainda para a lactose, pode-se associar picos de
difracdo nos angulos 23,8° e 25,4°. As evidéncias mais preocupantes se ddo pelo fato de
gue os picos referentes aos angulos 30,6° e 36,7° podem ser atribuidos ao CrOs, ou seja,
utilizando-se a difracdo de raios X como ferramenta analitica, pode-se inferir que

possivelmente existe cromo no estado de oxidacgdo +6 nas amostras de whey protein.
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Figura 8 — Difratogramas da amostra mix de hipercalérico, CrOsz, picolinato de

cromo e lactose
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Tendo em méaos o difratograma da amostra mix de hipercal6rico também foi
possivel atribuir os picos de difracdo de raios X para os trés padrdes avaliados. Observa-
se algumas contribuicdes de picos de difragdo no mesmo angulo para as amostras
analisadas, porém destaca-se a atribuicdo de diversos picos a lactose como, por exemplo,
em: 12,5°, 19,20, 23,8°, 34,9°, entre outros. Foi também possivel atribuir picos de difracéo
caracteristicos para o padréo de picolinato de cromo como em: 11,6° 18,6° e 25,6°. De
maneira analoga as amostras mix de whey protein, foi possivel atribuir picos de difracao
em aproximadamente 36,8° e 49,4° referentes ao padrdo CrOg, evidenciando a presenca

do Cr*® também na amostra mix de hipercaldrico.
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Figura 9 — Difratogramas da amostra mix de protein bar, CrOs, picolinato de

cromo e lactose
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para a amostra mix de protein bar observa-se que, apesar de em menor numero,
alguns angulos podem ser atribuidos aos picos de difragdo de raios X da lactose como por
exemplo: 16,4° 19,7° e 31,1° Pode-se atribuir também alguns angulos como sendo
caracteristicos da difracdo de raios X do picolinato de cromo como: 11,7° e 28,7°. No
angulo de aproximadamente 20,9° pode ser observado um pico de difracdo com possiveis
contribuicdes da lactose, picolinato de cromo e CrOs, porém ndo existem evidéncias
suficientes para afirmar que ha a presenca do Cr*® nessa amostra, visto que nio foram
observados outros picos caracteristicos para o trioxido de cromo (VI).

Considerando-se o disposto, a difracdo de raios X mostrou-se uma ferramenta de
auxilio importante na caracterizacdo composicional das amostras, quanto a presenca do
Cr*3 sob a forma de picolinato de cromo e & presenca de Cr*® sob a forma de triéxido de
cromo. Foi possivel atribuir picos em angulos caracteristicos para o picolinato de cromo
nos trés tipos de amostras, evidenciando a presenga do mesmo conforme ja relatado nas
informacdes nutricionais dos suplementos alimentares. Por outro lado, destaca-se que
também foi possivel atribuir picos para 0 CrOs em angulos caracteristicos em dois tipos

de amostras, as do tipo whey protein e as do tipo hipercalérico. Isto mostra possiveis
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contaminacfes dos produtos seja a partir de matéria-prima de baixa qualidade ou
lixiviacbes do cromo presente no aco inoxidavel dos equipamentos utilizados para 0s
complexos processos de secagem das “proteinas brutas”.

E importante ainda ressaltar a presenca de lactose em todas as amostras,
mostrando que mesmo 0s suplementos do tipo whey protein, comercializados como
isentos da mesma, apresentam indicios de sua presenca. Outro aspecto a ser ressaltado
refere-se ao fato de que as amostras sdao complexas e geralmente contém diversos minerais
e outros ingredientes em sua composicdo e, quando 0s mesmos se apresentarem sob a
forma cristalina, poderdo ser notados picos de difracdo de raios X em angulos
caracteristicos como pdde ser evidenciado nos difratogramas obtidos e que ndo foram

atribuidos a nenhuma destas espécies quimicas em especifico.

4.10. DETERMINACAO DE SODIO E POTASSIO

Para determinacdo da concentra¢do dos micronutrientes minerais sddio e potassio
nas amostras de suplementos alimentares, inicialmente recorreu-se a utilizacdo do método
de calibracdo externa como estratégia de trabalho. Para isso, empregou-se uma curva
analitica multielementar com concentragdo variando na faixa de 1,0 a 15,0 mg/L, em meio
de &cido nitrico 2% v/v e, as amostras mix foram previamente preparadas conforme
método descrito anteriormente, visando-se a realizacdo de ensaios de adicdo e

recuperacao.
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Gréafico 3 — Curvas analiticas utilizadas para determinacdo de sddio e potassio

em amostras de suplementos alimentares por fotometria de chama
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

As amostras foram diluidas dez vezes e analisadas por fotometria de chama com
emprego de uma curva de calibracdo externa. A faixa de recuperacdo obtida para este
primeiro teste ndo foi considerada aceitavel, visto os baixos valores observados para a
amostra mix de hipercal6rico: de 48 a 78% para 0 potassio e de 77 a 87% para o sodio.
Para a amostra mix de whey protein os valores de recuperacdo também ficaram abaixo do
esperado, variando entre 63 a 87% para 0 sodio e 115 a 230% para o potassio. De maneira
geral, os resultados obtidos para a amostras mix de protein bar ficaram ligeiramente
melhores que os das demais amostras, 97 a 111% para o sédio e 102 a 118% para 0
potassio, mas ainda assim encontram-se fora da faixa de aceitacdo para recuperagéo de
analito segundo os calculos obtidos a partir da curva de Horwitz (HORWITZ, 1982), que
seria de 95 e 105%.

As divergéncias encontradas entre os valores esperados e 0s de concentracdo real
de um analito sdo uma caracteristica da influéncia que as propriedades da matriz
(viscosidade, tensdo superficial, pressdo de vapor, etc.) tém sobre o processo envolvido
na medida do sinal analitico e é conhecida como interferéncia ou efeito de matriz. Sendo
assim ha de se destacar que a complexidade das amostras avaliadas neste trabalho possa
ter contribuido para ocorréncia de efeito de matriz significativo, visto que em funcéo da
utilizacdo de digestdo por micro-ondas, o volume final de digerido e a utilizag&o de 4cido
nitrico pode ter exercido influéncia sobre algumas propriedades como a viscosidade da

solucéo de leitura fazendo com que a taxa de aspiracdo do nebulizador seja menor que



59

para solucdes padrdo e assim apresente valores de leitura menores que os valores das
solugdes padréo.

Uma alternativa de contorno do efeito de matriz foi a utilizacdo do litio como
padrdo interno, porém destaca-se que os valores de recuperacdo obtidos ndo sofreram
grande alteracdo, permanecendo dentro da mesma faixa citada anteriormente.

Tendo em consideracdo que as temperaturas maximas que o GLP pode atingir
variam entre 1700 e 1900 °C, pode-se presumir que em funcdo da complexidade da matriz
tal temperatura possa ndo ser suficiente para eliminacéo de interferentes, de forma que
como alternativa a esse problema optou-se pela utilizacdo de alcool etilico na solucéo de
leitura a 10% v/v. Isso poderia aumentar o potencial energético da chama com
consequente correcdo do efeito de matriz. Entretanto, observou-se que tal alternativa
também ndo foi eficiente para minimizar os efeitos observados e os valores de
recuperacdo para os analitos continuaram indicando determinacdes ndo quantitativas.

Uma terceira avaliacéo realizada consistiu em utilizar uma solugédo 1% v/v de litio,
previamente preparada, como supressor de ionizacdo, pois se durante 0 processo de
excitacdo estivesse ocorrendo uma ionizacdo demasiada dos analitos, a populacdo de
atomos neutros na chama estaria muito reduzida e, por isso, os resultados estariam pouco
coerentes. Nesses casos, sabe-se que a adi¢cdo de um analito que tenha maior potencial de
ionizacdo, supressor de ionizagdo, faz com que a populacgéo de elétrons na chama aumente
e, de acordo com o principio de Le Chatelier, promove-se um deslocamento no equilibrio
quimico de ionizacdo de maneira que a pressao parcial de Na e K nos estados atdmicos
aumentem. Mesmo assim, os resultados obtidos com o uso do supressos de ionizagédo
também nédo foram satisfatdrios e os valores de recuperagdo permaneceram fora da faixa
de aceitagéo calculada pela da curva de Horwitz.

Considerando que os métodos anteriormente avaliados ndo forneceram o0s
resultados esperados e que o equipamento utilizado ndo permite alteracdo nas condicoes
operacionais, decidiu-se utilizar a curva de calibracdo por adicdo de padrdo como
alternativa de contorno para o problema observado. E, nesta etapa, tomou-se cuidado
durante o preparo das amostras para manter a mesma dilui¢cdo, promovendo assim um
efeito de matriz constante sobre todas as medidas dos sinais analiticos. No Gréafico 4 a
seguir sdo destacados alguns exemplos das curvas por adi¢do de padrdo obtidas para as

amostras avaliadas.
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Gréfico 4 — Curva por adi¢do de padréo para amostra: (a) H-2; (b) PB-4; e, (¢)
WP-2
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Os limites de deteccgéo e quantificacdo foram estimados através da substituicao do
desvio padrdo do sinal de resposta nas Equaces 2 e 3 pelo desvio padrdo do coeficiente
linear das retas ajustadas das curvas de calibracdo externa dispostas no Grafico 3.
Considerando o fator de diluicdo, na Tabela a seguir, estdo dispostos os limites estimados
instrumentais e do método para determinacdo de sdédio e potassio em amostras de

suplementos alimentar.

Tabela 14 — Limites de deteccdo e quantificacdo do método e instrumentais obtidos

para determinacao de sodio e potassio em suplementos alimentares

Amostras LD (mg/L) LD (mg/g) LQ (mg/L) | LQ (mg/g)
Sadio 0,2 0,2 0,6 0,6
Potassio 0,6 0,6 2,0 2,0

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Apds a aplicacdo do método por adicdo de padrdo foram analisadas diversas
amostras de suplemento alimentar sendo possivel determinar as concentracdes de sédio e
potéssio nas mesmas. Os resultados obtidos estdo apresentados nas Tabelas 14, 15e 16 a
seguir, destacando-se os valores de sodio e potassio ingeridos por por¢do indicada de
produto assim como a compara¢do com os valores informados nas tabelas nutricionais

representada pelo erro relativo.

Tabela 15 — Resultados para determinacdo de Na e K em amostras de suplementos

alimentares do tipo Whey Protein

Amostras Concentracao mg/Porcio Valor Rotulado | Erro Relativo
(mg/g) (mg) (%)
Sadio
WP-1 1,5 89,4 12,0 644,6
WP-2 1,8 52,8 156,0 -66,1
WP-3 2,1 61,7 54,0 14,3
WP-4 8,8 308,1 196,6 56,7
WP-5 1,2 122.,8 47,0 161,4
WP-6 2,7 95,5 64,0 49,3
WP-7 5,6 167,6 33,0 407,8
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WP-8 2,1 69,0 85,0 -18,9
WP-9 0,4® 58,9 104,0 -43,4
WP-10 2,5 114,7 161,3 -28,9
WP-11 2,3 75,4 93,0 -18,9
WP-12 1,4 28,8 45,0 -36,0
WP-13 1,3 40,5 61,0 -33,7
WP-14 39 129,1 48,0 168,9
WP-15 1,5 37,7 32,0 17,9
Concentracao Valor Rotulado | Erro Relativo
Amostras mg/Porgéo
(mg/g) (mg) (%)
Potéssio

WP-1 14,0 842,9 - -
WP-2 33 98,2 - -
WP-3 5,0 149,8 - -
WP-4 10,5 367,9 514,8 -28,5
WP-5 <0,6@ 2,0 - -
WP-6 6,9 240,6 - -
WP-7 9,1 273,2 21,0 1201,0
WP-8 8,1 263,7 - -
WP-9 7,0 1123,3 - -
WP-10 51 228,6 - -
WP-11 7.1 234,9 _ _
WP-12 3,7 74,7 - -
WP-13 4,7 146,4 - -
WP-14 6,8 225,1 89,0 152,9
WP-15 33,7 1079,6 - -

@ Valor estimado. Acima do LD, mas abaixo do LQ;
@ Menor que Limite de Deteccio;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para os suplementos do tipo whey protein destacam-se os resultados obtidos para
as amostras: WP-3, WP-8, WP-11 e WP-15, que tiveram uma variagdo da concentragdo
obtida de sodio em fungdo do valor informado pelas tabelas nutricionais destes

suplementos menor que 20%, acima ou abaixo do valor tabelado. Por outro lado, as
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amostras WP-1, WP-5, WP-7 e WP-14 apresentaram erros relativos elevados, variando
entre 161 e 645% para o0 sodio, indicando uma divergéncia entre os valores nutricionais
informados e aqueles obtidos através do método desenvolvido. Nesse sentido, destacam-
se também as amostras WP-7 e WP-14 por também apresentarem ainda elevada variagédo

na concentracdo de potassio, isto €, com erros relativos de 1201 e 153%, respectivamente.

Tabela 16 — Resultados para determinacdo de Na e K em amostras de suplementos

alimentares do tipo Hipercalérico

Concentragéo 3 Valor Rotulado | Erro Relativo
Amostras mg/Porg¢éo
(mg/g) (mg) (%0)
Sodio
H-1 2,7 186,7 184,0 15
H-2 0,9 86,9 209,0 -58,4
H-3 0,3% 69,0 130,0 -46,9
H-4 35 346,0 80,0 332,5
Concentragéo 3 Valor Rotulado | Erro Relativo
Amostras mg/Porg¢éo
(mg/g) (mg) (%0)
Potassio
H-1 6,5 453,3 - -
H-2 3,0 304,6 1500,0 -79,7
H-3 <0,6? 100,4 - -
H-4 2,8 564,4 - -

@ Valor estimado. Acima do LD, mas abaixo do LQ;
@ Menor que Limite de Deteccio;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os resultados obtidos para a determinacdo de sodio em amostras de hipercalorico
indicam que apenas uma das amostras, H-1, apresentou boa correlacdo entre o valor de
concentracdo obtido e o valor informado pela tabela nutricional. A amostra H-4 é
destacada pelo fato de que o valor informado € consideravelmente inferior ao valor
obtido, de forma que um erro relativo de aproximadamente 333% foi encontrado. Ja para
as amostras H-2 e H-3 as concentragOes calculadas ficaram abaixo dos valores tabelados,
tanto para o sddio quanto para o potassio, o qual é informado nas tabelas nutricionais

apenas para a amostra H-2.
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Tabela 17 — Resultados para determinacdo de Na e K em amostras de suplementos

alimentares do tipo Protein Bar

Concentracéo ] Valor Rotulado | Erro Relativo
Amostras mg/Barrinha
(mg/g) (mg) (%)
Sadio
PB-1 54 177,2 37,0 379,0
PB-2 3,0 89,0 94,0 -5,3
PB-3 1,7 51,3 26,0 97,2
PB-4 1,4 57,6 95,0 -39,4
PB-5 2,2 97,9 98,0 -0,1
PB-6 2,6 1219 75,0 62,5
PB-7 4.4 176,2 22,0 701,0
Potassio
PB-1 18,2 600,0 170,0 253,0
PB-2 52 156,8 - -
PB-3 2,4 71,8 - -
PB-4 1,50 59,2 - -
PB-5 3,0 136,6 - -
PB-6 6,6 303,3 - -
PB-7 59 235,5 - -

@ Valor estimado. Acima do LD, mas abaixo do LQ;
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

A partir dos resultados é possivel observar que para algumas amostras, como por

exemplo PB-1 e PB-7, hd uma divergéncia alta entre os valores de concentragdo de sodio

calculados e os valores informados pelas tabelas nutricionais desses suplementos, tal

divergéncia fica explicita pela variacdo do erro relativo de 379 a 701% para as duas

amostras respectivamente. Destaca-se que apenas uma das amostras, PB-1, apresenta em

sua tabela nutricional informacg0es relativas a presenga de potassio e a mesma também

apresentou uma variacdo bastante significativa para concentragdo calculada e a

informada, sendo o erro relativo proximo a 253%. De maneira geral, observa-se que em

apenas duas das sete amostras, PB-2 e PB-5, os valores encontrados de sddio estavam de

acordo com os valores rotulados. Para as outras amostras observa-se que as concentra(;()es
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obtidas estavam acima dos valores esperados, com exce¢do para a amostra PB-4, que
apresentou valores menores que os informados pela tabela nutricional.

Por fim, de modo anélogo ao realizado para as determinacGes de cromo, um
conjunto aleatério das amostras estudadas foi formado e encaminhado para analises por
ICP-MS. Os resultados obtidos para a analise por ICP-MS podem ser conferidos na
Tabela 17 a seguir, assim como 0s respectivos resultados obtidos por fotometria de

chama.

Tabela 18 — Comparacéo entre os valores de concentracdo de sddio e potassio

obtidos por fotometria de chama e ICP-MS

Sodio® Potassio®
Fotometriade | ICP-MS | Fotometriade | ICP-MS
Amostras
Chama (mg/L) | (mg/L) | Chama(mg/L) | (mg/L)
WP-6() — WP-3?) 27,8 25,7 50,0 57,0
WP-74 — WP-4@) 56,8 59,5 106,5 95,4
WP-13M1 - WP-11@ 13,1 16,3 71,6 69,5
H-1 27,1 21,8 65,8 55,5
H-2 8,7 7,8 30,5 24,3
PB-5 22,0 23,2 30,7 28,1
PB-6 27,0 28,4 67,2 57,6
PB-7 44,9 50,1 60,0 57,4

D Amostras utilizadas para comparagio do sodio;
@ Amostras utilizadas para comparagio do potassio.
Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Inicialmente foi realizada uma comparagéo estatistica atraves do teste F entre as
variancias das concentracdes de sodio e potassio obtidas por fotometria de chama e ICP-
MS. Obteve-se como resultado os valores de Fcaiculado 1,193 para as variancias do sodio e
1,349 para o potéssio, enquanto que o valor de Feritico & tabelado em 3,787. Dessa forma,
pode-se afirmar que a 95% de confianca as variancias dos resultados obtidos pelas
diferentes técnicas para sodio e potassio sao comparaveis.

As médias das concentracfes de soédio e potassio foram comparadas
estatisticamente através do teste t de Student. O valor de tcaiculado fOi 0,573 € 2,214 para o

sodio e potassio, respectivamente, enquanto que o valor de teritico € tabelado em 2,365.



66

Dessa forma, tcaiculado &€ menor que teritico podemos afirmar que a 95% de confianga as
médias de concentragdo obtidas sdo estatisticamente comparaveis.

Atualmente a razdo entre os teores de Na e K (Na/K) tem associacdo com a
hipertensdo incidente, sendo um parametro mais forte que a ingestdo de sodio ou de
potassio isoladamente. Dessa forma, a OMS recomenda que para dietas saudaveis tal
razdo permaneca < 1. Utilizando os resultados de concentragcdo de sodio e potassio,
obtidos através do método por fotometria de chama, foi possivel calcular a razéo entre os
micronutrientes para as amostras estudadas e apresenta-las nas Tabelas 18, 19 e 20 a

sequir.

Tabela 19 — Razdo entre as concentracdes de sddio e potassio para as amostras de

whey protein

Amostras Na/K
WP-1 0,11
WP-2 0,54
WP-3 0,41
WP-4 0,84
WP-5 =
WP-6 0,40
WP-7 0,61
WP-8 0,26
WP-9 =

WP-10 0,50
WP-11 0,32
WP-12 0,39
WP-13 0,28
WP-14 0,57
WP-15 0,03

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Ja para as amostras de suplementos do tipo whey protein as razes de
concentragOes entre sodio e potéssio variaram na faixa de 0,03 a 0,84. Destaca-se que
para a amostra WP-5 ndo foi possivel detectar a presenca de potassio através do método
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desenvolvido, o que inviabilizou o calculo da razdo entre as concentracfes de sodio e

potéssio.

Tabela 20 — Razéo entre as concentracdes de sodio e potassio para as amostras de

hipercaldrico

Amostras Na/K
H-1 0,41
H-2 0,29
H-3 -
H-4 0,61

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os resultados apresentados para as razoes dos teores de Na e K variaram na faixa
de 0,29 a 0,61 e sugerem que todos os suplementos do tipo hipercalérico que foram
avaliados neste trabalho se estabelecem dentro do limite indicado pela OMS para dietas

saudaveis, ou seja, razdes menores que 1,0.

Tabela 21 — Razdo entre as concentracdes de sédio e potassio para as amostras de

protein bar
Amostras Na/K

PB-1 0,30
PB-2 0,57
PB-3 0,71
PB-4 -

PB-5 0,72
PB-6 0,40
PB-7 0,75

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Para os suplementos avaliados do tipo protein bar os resultados para as razGes de
Na/K variaram na faixa de 0,30 a 0,75, estabelecendo-se também numa faixa aceitavel e
recomendada pela OMS.
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Ressalta-se que as concentracdes de sodio por porcdo indicada para oS
suplementos variaram na faixa de 87 a 346 mg para o hipercalorico; de 51 a 177 mg para
0 protein bar; e, de 29 a 308 mg para o0 whey protein. J& as concentragdes de potassio
variaram na faixa de 305 a 565 mg para o hipercaldrico; de 72 a 600 mg para o protein
bar; e, de 75 a 1125 mg para o0 whey protein.

De maneira geral, pode-se considerar que os valores de sodio por porcao indicada
sdo altos quando comparados com as indicagdes de consumo diario, maximo de 2000 mg
(segundo a OMS), pois ha ainda de se considerar que 0 s6dio e potassio sdo comuns na

dieta diaria.
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5. CONCLUSOES

Para possibilitar a determinacdo de cromo nas amostras de suplementos
alimentares fez-se necessario realizar uma etapa de solubilizacdo das amostras, onde foi
escolhida a digestao assistida por radiacdo micro-ondas. Em funcéo dos niveis de cromo
observado nas amostras a partir dos testes preliminares, foi utilizada a espectrometria de
absorcdo atbmica no modo de atomizagdo eletrotérmica (GF AAS) e, para isto, otimizou-
se as temperaturas de pirdlise e atomizacdo para cada uma das amostras. Apos a
otimizacdo das condi¢Oes instrumentais, observou-se que duas das amostras podem ser
analisadas nas mesmas condicdes, whey protein e hipercal6rico, enquanto que a amostra
de protein bar ¢ analisada em condic@es ligeiramente diferentes para que o desempenho
analitico seja igualmente satisfatorio.

Destaca-se que nas condicGes experimentais estabelecidas foram obtidas
evidéncias de analises com boa exatiddo empregando calibracdo externa, construidas em
meio de acido nitrico diluido. Além disso, 0 método desenvolvido apresentou uma boa
sensibilidade, com valores de massa caracteristica de 2,8 pg para as amostras de whey
protein e hipercaldrico e 2,7 pg para as amostras de protein bar, condizentes com aqueles
reportados na literatura para determinacfes de cromo em amostras com caracteristicas
semelhantes.

Os resultados obtidos para a concentracdo de cromo nos suplementos alimentares
estudados apresentaram-se superiores as informag@es nutricionais tabeladas, de maneira
que em algumas das amostras foi detectada a presenca do micronutriente mesmo quando
sua presenca ndo era informada no rétulo do suplemento. Embora a legislacao brasileira
néo exija obrigatoriedade em informar a presenca do referido nutriente, constatou-se que
em alguns casos a concentracdo de cromo ultrapassa o limite de ingestdo diéria
recomendado, o0 que caracteriza essas amostras como medicamentos e ndo suplementos.

Pode-se inferir que essa diferenca entre os valores nutricionais informados e 0s
valores obtidos através do método desenvolvido para determinagfes de cromo nas
amostras de suplementos alimentares do tipo whey protein, protein bar e hipercal6rico,
pode ser influenciada por problemas de contaminag&o e/ou qualidade das matérias-primas
e/ou deficiéncias no controle de qualidade desses produtos. Portanto, os resultados
obtidos aqui tornam-se um alerta para que a avaliacdo destes produtos englobe também

elementos minerais, devido ao risco de ingestdo de minerais em excesso.
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Tendo como motivacdo os resultados obtidos para concentracdo de cromo, foi
realizado um estudo utilizando a difracdo de raios X de policristais como ferramenta de
investigacdo do estado de oxidacdo do cromo nas amostras estudadas. Neste estudo
observou-se que as trés amostras avaliadas apresentavam picos de difracéo caracteristicos
da presenca do ingrediente picolinato de cromo, cujo estado de oxidacéo é + 3. Porém,
para as amostras de whey protein e hipercaldrico, também foram observados picos de
difracdo para o cromo no estado de oxidacao +6, referentes a presenca de CrOs, 0 que é
preocupante do ponto de vista toxicoldgico.

Ja para a determinacdo dos nutrientes sddio e potassio, realizadas por
espectrometria de emissdo atbmica em chama, foi necessario avaliar diferentes
alternativas de calibracdo. O efeito de matriz constatado nessas analises levou ao uso do
método de adicdo de padrédo, que permitiu determinar as concentrac@es dos nutrientes nas
amostras de suplementos com boa exatiddo. Ressalta-se que a legislacdo vigente obriga
os fabricantes a declararem a informacé&o do teor de sddio em produtos alimentares e para
as amostras avaliadas foram observadas diferencas significativas entre os valores
informados e os valores encontrados. Para algumas amostras de protein bar, por exemplo,
foram constatadas diferencas de 380 e 700%. Para o potassio também foram observadas
diferengas semelhantes.

Foi calculada a razo Na/K e observou-se que os valores permaneceram abaixo de
1, conforme indicacdo da OMS para dietas saudaveis. Porém, ha de se ressaltar que foram
observadas também diferencas entre as concentracfes reais de micronutrientes e as
informacdes nutricionais declaradas, de maneira que mesmo que a razdo Na/K apresente-
se abaixo do limite recomendado o consumo de sodio e potassio pode estar permanecendo
elevado.

Os resultados apresentados neste trabalho comprovam a importancia do estudo
realizado, assim como nos remete a necessidade de realizar novos estudos que visem a
determinacédo de outros nutrientes em amostras de suplementos alimentares e também a
necessidade de um estudo de especia¢do do cromo presente nessas amostras, Vvisto que
outro aspecto relacionado aos suplementos alimentares é que, geralmente, seu consumo
é realizado sem acompanhamento profissional adequado, combinado ainda com outros

produtos e, até mesmo em doses excessivas.
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ANEXO 1. PARAMETROS INSTRUMENTAIS OTIMIZADOS PARA
DETERMINACAO DE MANGANES EM AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS
ALIMENTARES

Durante o desenvolvimento deste projeto de mestrado o espectrdometro de
absorcdo atdmica que vinha sendo utilizado apresentou problemas técninos e necessitou
de manutencdo especializada. Infelizmente por razdes de ordem técnica e limitagdes
logisticas, ndo foi possivel concluir o estudo que ja estava em curso, sobre a determinacao
de manganés nas amostras de suplementos alimentares. A seguir estdo dispostos os dados
que puderam ser coletados, relativos ao desenvolvimento do método analitico.

Avaliando os resultados referentes aos testes preliminares, verificou-se a presenca
de manganés em algumas amostras, justificando assim o desenvolvimento de um método
para determinacao deste micronutriente. Com objetivo de avaliar as melhores condicGes
instrumentais do programa de aquecimento a ser utilizado foi aplicado um planejamento
fatorial 32, dois fatores (pirdlise e atomizagdo) e trés niveis, com triplicata no ponto

central totalizando 11 experimentos.

Tabela 22 — Planejamento experimental para determinacgéo das temperaturas de

pirdlise e atomizagdo de manganés em amostras de suplementos alimentares

Experimento Fator Pirdlise (X1) Fator Atomizacao (X2)
1 -1 -1
2 -1 0
3 -1 1
4 0 -1
5 0 0
6 0 0
7 0 0
8 0 1
9 1 -1

10 1 0
11 1 1

Fonte: ELABORADA PELO PROPRIO AUTOR
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Os niveis avaliados foram determinados a partir de pesquisa bibliografica onde
observou-se as temperaturas 6timas de pirolise e atomizacdo para diversos tipos de
matrizes como, por exemplo: leite e leite desnatado (DE LA FUENTE et al., 1995;
TINGGI et al., 1997; VINAS et al., 1997; SOARES et al., 2010), suplementos
multivitaminicos e minerais (COSKUN & AKMAN, 2004; TOKMAN, 2007;
KRAWCZYK, 2014), chocolate (IEGGLI et al., 2011), sangue e urina (PRAAMSMA et
al., 2011), dleo e gordura vegetal (ZHURAVLEYV et al., 2015), entre outros (DA SILVA
et al., 2011; OGUNBILEJE et al., 2013). Foram definidas as temperaturas 700, 1050 e
1400°C como niveis -1, 0 e 1, respectivamente, para o fator “pir6lise”. Enquanto, para o
fator “atomizacdo” os niveis -1, 0 e 1, corresponderam as temperaturas 1800, 2150 e
2500°C, respectivamente. Para a obtencdo dos sinais de absorvancia integrada, destaca-
se que os experimentos foram realizados de forma randémica para cada tipo de
suplemento, sem utilizacdo de modificador quimico e em tubo de grafite com

revestimento pirolitico.

Tabela 23 — Valores de absorvancia integrada obtida para as amostras de suplementos

alimentares ap0s realizacdo do planejamento de experimento

_ Absorvancia Integrada (u.a.)
Experimentos
Hipercalorico Whey Protein Protein Bar

1 0,1883 0,1241 0,1130
2 0,1952 0,1064 0,1133
3 0,1712 0,1340 0,1200
4 0,1773 0,1475 0,1144
5 0,1819 0,1336 0,1192
6 0,0481 0,0264 0,0423
7 0,0361 0,0399 0,0566
8 0,0428 0,0384 0,0522
9 0,2028 0,1482 0,1153
10 0,1943 0,1459 0,1220
11 0,2019 0,1471 0,1193

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Os sinais de resposta obtidos, absorvancia integrada, expostos na Tabela 22, foram

empregados nos calculos referentes ao planejamento experimental escolhido. Como
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resultado foram obtidas trés superficies de resposta correlacionadas a cada tipo de
suplemento alimentar estudado. Utilizando as equagfes dessas superficies e a partir de
avaliacdo critica de suas curvaturas foram extraidos os valores de temperatura 6tima para
os fatores temperatura de pir6lise e temperatura de atomizagdo. Nos Graficos 6, 7 e 8 a

seguir estdo dispostas as superficies de resposta.

Gréfico 5 — Superficie de resposta para o planejamento experimental para

determinacdo das temperaturas 6timas de pirélise e atomizacdo em amostras de

hipercaldrico
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

O tratamento de dados para a amostra de hipercalérico evidencia que apenas 0s
coeficientes da equacédo da superficie de resposta relativos ao fator temperatura de pirolise
sdo significativos, ou seja, a variagdo da temperatura de atomizacdo ndo exerce influéncia
sobre o sinal de resposta e nem sobre a temperatura do primeiro fator. Observando a

superficie, pode-se verificar que com aumento de temperatura de atomizacdo ndo ha
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variacdo significativa na absorvancia integrada onde 0 maximo observado fica proximo
a uma temperatura de pirolise de 900°C. Dessa forma, a partir dos dados equacionais,
foram calculadas como 6timas as temperaturas de 885 e 2175°C para pirGlise e

atomizacéo, respectivamente.

Gréfico 6 — Superficie de resposta para o planejamento experimental para

determinacdo das temperaturas 6timas de pirolise e atomizagdo em amostras de whey

protein
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

De forma semelhante as amostras de hipercalérico, para as amostras de whey
protein e protein bar o tratamento de dados evidencia que apenas os coeficientes da
equacdo da superficie de resposta relativos ao fator temperatura de pirélise sdo
significativos, o que pode ser verificado através do formato das superficies onde nédo se
observa dependéncia da temperatura de pirolise com a temperatura de atomizagdo e a

absorvancia integrada tem maximo observado também proximo a temperatura de pirdlise
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de 900°C. Para a amostra de whey protein os célculos indicam temperatura 6tima de
pirélise de 935°C e atomizacdo de 1920°C, enquanto que para a amostras de protein bar
885 e 2370°C para pirdlise e atomizacao, respectivamente.

Gréafico 7 — Superficie de resposta para o planejamento experimental para

determinacdo das temperaturas 6timas de pirolise e atomizacdo em amostras de protein

bar
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Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Através da analise de regressdo, os modelos foram avaliados onde verificou-se
que os valores de Fcalcuidado apresentaram-se menores que os valores de Ftapelado, 19,2,
assumindo-se assim que nao houve falta de ajuste nos métodos propostos. Foi avaliada
também a significancia das regressbes observando que os valores de Fcaiculado foram
consideravelmente superiores aos valores tabelados, 5,05. Na Tabela 23 a seguir estéo
dispostas as equagdes das superficies de respostas apresentadas acima e os valores de F
calculados. Como os valores calculados para a significancia da regressdo foram no
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minimo 10 vezes os valores tabelados, pode-se considerar que a regressdo é altamente

significativa e Util para fins de previsdo (NETO et al., 2001).

Tabela 24 — Equaces das superficies de resposta para otimizacao das condigdes
instrumentais para determinacdo de manganés em amostras de suplemento alimentar e

valores de F calculado para falta de ajuste e regressao

Hipercalorico
Equacao Y =0,196 — 0,071X;1 — 0,003X2 — 0,075X1% — 0,011X2% + 0,003X1X>
Faita de ajuste 0,6667
Fregressao 92,58
Whey Protein
Equacdo | Y =0,144 —0,043X1 + 0,001X2 — 0,066X12 + 0,001X52 + 0,0005X1 X2

Faita de ajuste 0,6667
Fregressao 36,51
Protein Bar
Equacao Y =0,119 — 0,033X; + 0,004X2 — 0,034X:12 — 0,003X2? + 0,001X1 X7
Faita de ajuste 0,6667
Fregressao 121,4

Fonte: ELABORADO PELO PROPRIO AUTOR

Considerando que para 0s modelos desenvolvidos a temperatura de atomizagéo
ndo representa um fator significativo para a obtencéo de sinal de resposta maximo, optou-
se pela utilizagdo de uma temperatura menor que aquelas calculadas, 1950°C, como
alternativa para preservacao da vida atil do tubo de grafite. Para os diferentes tipos de
amostras avaliados temperaturas proximas a 900°C representam a regido da superficie de
resposta onde s&o obtidos os maiores sinais de resposta, dessa forma recomenda-se testar
esta temperatura de pirdlise para os trés tipos de amostras estadadas.

Por fim, destaca-se a necessidade de se realizar ainda ensaios de adicdo e
recuperacdo de analito para assim aplicar o0 método as amostras de whey protein,
hipercaldrico e protein bar. Estes ensaios deverdo mostrar se as temperaturas propostas
para o aquecimento do forno estdo realmente adequadas para uma anélise com boas

exatidao e preciséo.
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