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RESUMO

Este trabalho descreve métodos de determinacdo de cromo e manganés nas fracdes
bioacessiveis de suplementos alimentares, como hipercaléricos, whey protein e protein bar
por espectrometria de absor¢do atomica em forno de grafite (GFAAS). Para o
desenvolvimento dos métodos, as fracdes bioacessiveis foram submetidas a digestdo assistida
por radiacdo micro-ondas e posterior otimizacao instrumental das temperaturas de pir6lise e
atomizacdo. Para 0 manganés, nas amostras de whey protein e protein bar, obteve-se as
mesmas temperaturas de pirélise e atomizagdo: 1100 e 1600 °C, respectivamente; para
hipercaldricos foi empregado o uso de modificador quimico, Mg(NOs)2, e suas temperaturas
de pirdlise e atomizacao foram de 1200 e 1700 °C, respectivamente. Para o cromo, néo foi
preciso o uso de modificador e as temperaturas de pirélise e atomizacdo otimizadas foram as
mesmas para as trés amostras: 1500 e 2300 °C, respectivamente. A exatiddo dos métodos foi
investigada atraves de ensaios de adicdo e recuperacdo de analito, apresentando para o
manganés valores na faixa de 84 a 113% e para o cromo, valores entre 101 e 116%. A
precisdo dos métodos também foi avaliada, mostrando desvios padrdes relativos menores que
15%. A massa caracteristica (mo), limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) para os
métodos de cromo foram de 1,9 pg, 0,07 ug g e 0,2 pug g2, respectivamente; para manganés
em hipercaldrico os valores obtidos foram de 1,8 pg, 0,03 e 0,08 pug g*; ja em whey protein
e protein bar os mesmos foram de 4,2 pg, 0,12 ug g* e 0,3 pg g*. Os métodos desenvolvidos
foram aplicados em 12 amostras de suplementos alimentares, sendo 4 de hipercaldricos, 3 de
whey protein e 5 de protein bar. Foram observados valores de porcentagem de
bioacessibilidade para cromo: 12% em whey protein, 16% em protein bar e, 39 e 49% em
hipercaléricos. Em contrapartida, somente uma amostra de whey protein apresentou
porcentagem bioacessivel ndo significativa para manganés, e os resultados variaram de 6 até
99%.

Palavras-chave: Bioacessibilidade. Suplementos alimentares. Cromo. Manganés.

Espectrometria de absorcéo atdmica.



ABSTRACT

This study describes methods for the determination of two minerals, chromium and
manganese, in the bioaccessible fractions of food supplements, like hypercaloric, whey
protein and protein bars, by graphite furnace atomic absorption spectrometry. For the
development of the methods, the bioaccessible fractions were submitted to digestion assisted
by microwave radiation and posterior instrumental optimization of pyrolysis and atomization
temperatures. For manganese, whey protein and protein bars samples obtained the same
pyrolysis and atomization temperatures: 1100 and 1600 °C, respectively; for hypercaloric,
the use of the modifier Mg(NOs). was employed and the pyrolysis and atomization
temperatures were 1200 and 1700 °C, respectively. For chromium, it was not necessary the
modifier and the pyrolysis and atomization temperatures for the three types of samples were
1500 and 2300 °C, respectively. The accuracy of the methods were investigated through
addition and recovery tests; for manganese the study showed reveries in a range of 84 to
113% and for chromium in a range of 101 to 116%. The precision of the methods was also
evaluated and presented relative standard deviation values smaller than 15%. The
characteristic mass (mo), limits of detection (LD) and quantification (LQ) for chromium were
1,9 pg, 0,07 pg g and 0,2 ug g, respectively; for manganese, in hypercaloric the values
found were 1,8 pg, 0,03 and 0,08 ug g; and finally, in whey protein and protein bars the
values were 4,2 pg, 0,12 ug g* and 0,3 pg g*. The developed methods were applied to 12
food supplement samples, being 4 of hypercaloric, 3 of whey protein and 5 of protein bars.
Four of those samples presented chromium bioaccessible percentage: 49 and 39% in
hypercaloric, 12% in whey protein and 16% in protein bars. On the other hand, only one
sample of whey protein did not present significant manganese bioaccessible percentage,
varying in a range of 6 to 99%.

Keywords: Bioacessibility. Food supplements. Chromium. Manganese. Atomic absorption

spectrometry.
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1. INTRODUCAO

I.  Suplementos alimentares

Desde a era classica na Grécia antiga, o ser humano se preocupa com estética corporal e
a visdo de “corpo perfeito”. Atualmente, a busca por procedimentos clinicos, praticas
esportivas e produtos que favorecam este resultado é cada vez mais intensa (SCHMITZ,
2010). O investimento de esforgos para 0 embelezamento do corpo, no entanto, vai além do
uso de cosméticos e sujeicdo a cirurgias plasticas, e envolve ainda a manutencéo de um corpo
saudavel por meio de alimentacdo e exercicios (MACEDO et al., 2003). A conscientizacao
sobre a importancia da préatica de exercicios fisicos pela populagdo tem aumentado a procura
de academias de ginastica, cada vez mais populares (FERRAZ et al., 2015).

Embora a conducdo de uma alimentacao de forma saudavel promova todos 0s nutrientes
necessarios para que frequentadores de academia tenham uma melhora de desempenho e uma
reducdo do tempo de recuperagdo, hd uma adesdo significativa do consumo de suplementos
alimentares (FERRAZ et al., 2015).

Geralmente os suplementos sdo comercializados com os mais diferentes propositos.
Basicamente, eles sdo procurados pelas suas capacidades de melhorar a performance do
exercicio, aumentar a massa muscular, diminuir a gordura corporal, ajudar no controle ou na
perda de peso, prevenir doencas, tratar problemas patoldgicos, aumentar a imunidade,
aumentar o alerta e a atividade mental e, também, por diminuir o estresse. Em suma, séo
“produtos milagrosos” que prometem resultados absurdamente eficientes em um curto
periodo de tempo (GOSTON & TOULSON, 2010). E na verdade, a eficiéncia que esses
suplementos tém na vida cotidiana de pessoas frequentadoras de academia é em grande parte
substituida pela acdo de uma alimentacéo regular e equilibrada.

Nesse contexto, existe uma necessidade em se alcancar padrGes de beleza estereotipados
de forma imediata levando: i) & utilizagdo de suplementos alimentares, para que se atinja a
quantidade necessaria dos nutrientes requeridos de forma eficiente ¢ “mais rapida”; ii) a
ingestdo de alimentos funcionais; e, iii) a pratica de exercicios fisicos mais intensos que
proporcionem rapidamente os resultados desejados.

A suplementacdo alimentar para atletas, segundo a regulamentacéo da Agéncia Nacional

de Vigiléncia Sanitaria (ANVISA), se classifica em suplementos: i) hidroeletroliticos; ii)



energéticos; iii) proteicos; iv) substitutos parciais de refeicdes; v) de creatina; e, Vi)
predominante em cafeina e cha verde, i.e. termogénicos (ROCHA & PEREIRA, 1998;
BRASIL, 2010; CASTRO, 2013; FERRAZ et al., 2015).

do tipo ii tem em sua composicdo majoritaria carboidratos, enquanto os do tipo iii, a maior
parte de sua composi¢do € de proteinas. Os do tipo iv devem possuir 50-70% do seu valor
energético correspondente a carboidratos e 13-20% correspondente a proteinas. Tipos
comuns de suplementos desses trés tipos sdo os hipercaldricos (tipo ii), as proteinas do soro
do leite, conhecidas como whey protein e albumina (tipo iii) e por fim, as barrinhas de
proteinas, conhecidas como protein bars. Vale ressaltar que a whey protein possui alto valor
nutricional, com elevado teor de calcio associado, peptideos ativos e aminoacidos essenciais,
especialmente os de cadeia ramificada (também conhecidos como BCAA, do inglés
branched-chain amino acids); dentre esses trés tipos de suplemento, a whey protein é a mais
difundida.

Tanto o consumo de proteinas quanto carboidratos sdo essenciais para a atividade fisica.
Durante os exercicios, aminoacidos sdo usados para construcdo e reparacdo do tecido
muscular assim como suprimento de energia, enquanto carboidratos sdo a fonte primaria de
energia para a contragdo muscular. Em situagdes as quais aminoacidos ou carboidratos estdo
em quantidades limitantes durante o curso do exercicio, tanto a sintese de proteinas, quanto
suas quebras e recuperacdo muscular podem ser impedidas (BURNLEY et al., 2010). Tipton
e colaboradores mostram a diferenca entre a ingestdo imediata de suplementos mistos,
baseados em aminoacidos e carboidratos, antes e depois de um exercicio de resisténcia
(TIPTON et al., 2001). Nesse caso, ha uma maior producédo de sintese de proteinas quando
esse suplemento é consumido antes do exercicio devido a um maior suprimento de proteinas

ao tecido muscular.

Il.  Composi¢ado mineral dos suplementos alimentares

De acordo com a ANVISA, esses tipos de produtos podem receber a adi¢do de vitaminas
e minerais, conforme Regulamento Técnico especifico sobre a adicdo de nutrientes

essenciais. Os suplementos alimentares devem estar contidos em um intervalo de 25 a 100%



da Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de vitaminas e minerais, sendo proibida a
substituicdo de alimentos por tais produtos e desaprovada a consideracdo de suplementos
como dieta exclusiva (BRASIL, 1998b). Tecnicamente, 0s suplementos alimentares séo
produtos que auxiliam na reposicao de uma dieta deficitaria em nutrientes, micronutrientes e
outras substancias com efeito nutricional ou fisiologico. Neste sentido, eles sdo
recomendados para atletas em atividades fisicas de alta intensidade e sdo essenciais para
pessoas que sofram de alguma disfunc&o fisioldgica.

A formulacdo desses suplementos alimentares possui composicdo a base de micro e
macronutrientes e estes variam de acordo com a finalidade desejada, cuja prescricao deve ser
realizada por nutricionistas ou médicos (FERRAZ et al., 2015). Contudo, a composicao de
alguns desses produtos ndo esta de acordo com a legislacdo, como mostra um estudo feito
pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO,
2014) sobre a composic¢do de macronutrientes em suplementos do tipo whey protein, no qual
em um conjunto de 15 amostras analisadas, somente uma foi considerada “conforme”.

No estudo de suplementos realizado por Lisboa, avaliou-se a composi¢do mineral dos
trés tipos de suplementos mencionados anteriormente. Uma varredura foi realizada
procurando-se determinar contaminantes e constituintes inorganicos e os resultados
indicaram que somente os elementos cobre, manganés e molibdénio estariam em niveis
quantificaveis por técnicas espectrométricas de analise. Nesse contexto, entretanto, apesar do
elemento cromo ndo ter sido identificado inicialmente, 54% das amostras investigadas no
trabalho de Lisboa apresentaram este micronutriente e, em alguns casos, em teores acima do
esperado.

Dessa forma, a ampla variedade de marcas pode estar “associada”, no mercado, a uma
fiscalizacdo precaria desses produtos, muito procurados e consumidos (FRESTEDT et al.,
2008). Se torna imperativo, assim, investigar regularmente a adequacao nutricional desses
produtos, focando inclusive nos micronutrientes presentes, Como 0 Cromo e 0 manganés, pois

sua ingestdo em niveis elevados pode gerar riscos a saude.



1. Cromo

O cromo recebe tal nome (do grego, significa cor) pelo fato de diferentes compostos de
cromo serem coloridos. Os estados de oxidacdo do cromo mais estaveis sdo os tri e
hexavalentes (SILVA, 2003). O cromo esta distribuido em diversos tipos de alimentos: o levedo
de cerveja, os cereais, a lagosta, mariscos e alguns vegetais (MARTINS, 2003) sendo a ingestao
didria adequada e segura estimada entre 25 e 35 ug/dia para mulheres e homens adultos,
respectivamente (1.0.M., 2002; GOMES et al., 2005).

O cromo(l11) é um elemento traco considerado essencial para os seres vivos devido a sua
funcéo no controle de glicose e lipideos, nos metabolismos de mamiferos, co-atuando com a
insulina, de forma que, em casos de deficiéncia desse metal, ha ocorréncias de desajuste na
manutencdo de tolerancia a glicose e niveis lipidicos normais. Como a insulina, em
combinac¢do com outros hormonios, é responsavel pela regulacdo de armazenamento de
gordura e sintese de proteina, mudangas nos niveis de insulina poderiam, em teoria, trazer
mudancas na composicéo corporal. (KOTAS & STASICKA, 2000; VINCENT, 2000)

Exercicios fisicos aumentam a excrecdo de cromo, sugerindo que suplementacao de Cr
compensaria 0 decaimento da quantidade desse mineral nos organismos de atletas
(ANDERSON et al., 1988). Outra caracteristica do cromo é a capacidade de metabolizacédo
proteica, tendo sido o seu uso atualmente difundido na suplementacéo de atletas que buscam
a perda de gordura corporal e aumento de massa muscular (GOMES et al., 2005).

Em 1989, Evans reportou o que seria 0 comeco da suplementacao de picolinato de cromo
e 0 uso desse composto como agente de perda de peso e desenvolvimento muscular.
Picolinatos de cromo, zinco e outros metais sdéo melhores absorvidos do que os sais desses
minerais (EVANS, 1989; VINCENT, 2000).

Por outro lado, o Cr(VI) exerce efeitos toxicos em sistemas bioldgicos, levando a sérios
problemas clinicos. Suas propriedades toxicoldgicas se devem a livre difuséo atraves da
membrana celular e potencial altamente oxidativo, que leva a formacéo de radicais livres
durante a reducdo de Cr(VI) a Cr(lll) (KOTAS & STASICKA, 2000). Tais radicais podem
iniciar a destruicdo de membranas biologicas e levar a inativacdo ou mutacdo do DNA
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).



IV. Manganés

O manganés (do grego, significa magneto), tal como o cromo, apresenta ocorréncia de
compostos coloridos; seus estados de oxidag&o mais comuns sdo +2, +3 e +7. E amplamente
usado, tendo aplicacBes na producdo do aco, baterias, palitos de fosforo e porcelanas. No
quesito exposicao alimentar, as maiores concentracfes de manganés podem ser encontradas
em graos, em noz e nos cereais, sendo que chas e folhas de vegetais sdo fontes significativas
desse elemento. Outros alimentos, como leite e derivados, carne bovina, peixes, ovos e frutas
possuem uma menor quantidade de manganés em sua composi¢do (MARTINS, 2003).

O manganés também é um elemento traco essencial para o ser humano, funcionando
como cofator numa variedade de reacGes enzimaticas. No organismo de um adulto, a
quantidade média de Mn € de 10-12 mg, estando incorporado no centro ativo de varias
metaloenzimas, como a arginase e a glutamina sintase, presentes na mitocondria, sendo assim
um elemento importante para a respiracdo celular (HARDY, 2009). Esse mineral também
empenha um papel no metabolismo cerebral, sendo assim, adicionado como suplemento para
pacientes que recebem dieta parenteral (TRACQUI et al., 1995).

Em individuos saudaveis, menos de 5% do Mn ingerido oralmente é absorvido. Isso
mantém a homeostase desse elemento para que a alta ingestdo ndo seja um problema. Uma
vez absorvido, 0 manganés € transportado para o figado onde uma pequena porcéo complexa
com a transferrina e uma grande parte se liga a y-globulina e alboumina (HARDY, 2009). A
ingestdo diaria recomendada para esse elemento segundo a ANVISA é de 2,3 mg/dia
(BRASIL, 2005).

A intoxicagdo cronica por Mn (denominada de manganismo) resulta de extensas
exposicdes de trabalhadores a grandes niveis de manganés, presentes em poeiras e fumos,
sendo a via respiratoria a principal via de contaminacdo desse elemento. Os primeiros
sistemas do organismo a sofrer a acdo do Mn séo o respiratorio (pulmdes) e sistema nervoso
central, embora tenha-se observado o efeito desse mineral em outros orgdos (MARTINS,
2003).

Em contrapartida, a deficiéncia desse elemento tem sido observada em varias espécies de
animais com sinais de deficiéncia, incluindo comprometimento do crescimento e fungdes

reprodutivas, alteracdo na tolerancia a glicose e no metabolismo de carboidratos e lipideos.



Além desses efeitos, deficiéncia de manganés também interfere no desenvolvimento

esquelético em varias espécies animais (1.0.M., 2002).

V. Bioacessibilidade

Nos ultimos anos, aumentou-se o interesse no desenvolvimento de estudos que simulem
o funcionamento do trato digestivo para a investigacdo da liberacdo de componentes
bioativos que influenciam na saude humana (MCCLEMENTS et al., 2008). Neste sentido,
além da investigacdo da composicao dos suplementos alimentares, é adequado estudar a
bioacessibilidade dos elementos minerais, como o Cr e 0 Mn mencionados anteriormente.

A bioacessibilidade é conceituada como a fracdo disponivel para a absorcdo (ensaio in
vitro) de um composto que apresenta solubilidade no trato gastrointestinal (ETCHEVERRY
et al., 2012). Assim, a vantagem de um estudo da bioacessibilidade implica em um
conhecimento mais realista da quantidade disponivel de um composto depois de um
tratamento laboratorial que simule as condi¢bes gastrointestinais. O estudo da
bioacessibilidade desses minerais em suplementos minerais é escassa, sendo de alta
importancia para a comunidade cientifica a disponibilizacdo de dados que fornecam tal
informagéo.

Obviamente que, na pratica, um ensaio in vitro ndo alcanca toda a complexidade que
envolve o processo digestivo em si (COLES et al., 2005). Entretanto, nos ultimos anos o foco
de muitos pesquisadores foi utilizar modelos de sistemas digestivos in vitro para testar as
mudangas quimicas e estruturais que ocorrem com alimentos, simulando as condigdes
gastrointestinais, embora nenhum desses métodos tenha sido amplamente aceito (HUR et al.,
2011).

De modo geral, as condi¢bes gastrointestinais in vitro assemelham-se as condigdes
fisioldgicas de um organismo, incluindo a “sequéncia de eventos” composta por 2 ou 3
etapas, dependendo do protocolo escolhido para simular o processo digestivo. Os processos
com 3 etapas envolvem as etapas bucal, gastrica e intestinal, enquanto que os de 2 etapas
incluem somente a gastrica e a intestinal (gastrointestinal).

A avaliacdo da bioacessibilidade pode ser realizada por meio de dois métodos:
solubilidade e dialisabilidade. O primeiro se baseia na centrifugacdo dos digeridos intestinais
(simulacdo) e na analise do sobrenadante por técnicas de analise elementar, como a
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espectrometria de absorcao atbmica, espectrometria de massas e espectrofotometria no UV-
Vis. O segundo se baseia na permeabilidade de espécies de baixa massa molecular através de
uma membrana, por meio do mecanismo de equilibrio de uma diélise (ETCHEVERRY et
al., 2012). Dentre esses dois métodos, o primeiro (de solubilidade), foi escolhido para o
estudo da bioacessibilidade nesse trabalho. Por outro lado, ambos os métodos envolvem o
mesmo tipo de simulacdo das condigdes gastrointestinais, como 0s ajustes de pH,
temperatura, tempo de residéncia e adi¢do de enzimas digestivas.

VI.  Técnicas analiticas para a determinacéo dos analitos em suplementos alimentares

Devido ao teor bioacessiveis dos minerais de interesse ser relativamente baixo nas
amostras de interesse, necessita-se utilizar uma técnica sensivel e seletiva o suficiente para
que os resultados tenham precisdo e exatidao adequados. As técnicas recomendadas para essa
finalidade séo a espectrofotometria no UV-Vis e as técnicas espectrométricas de analise
(baseadas nos fendmenos de absorcéo e emissdo atbmica). Dentre elas, as mais empregadas
para a determinacdo de cromo e manganés sdo, principalmente, as espectrometrias de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES), a espectrometria de massas
acoplada com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e de absor¢do atbmica com chama
(F AAS) ou com forno de grafite (GF AAS) (CODEX, 1999).

A opcao pelas técnicas de plasma (ICP OES e ICP-MS) se da pelas vantagens de serem
técnicas multielementares, com baixos limites de deteccdo e ampla faixa dindmica linear de
trabalho. Em contraste, embora seja uma técnica monoelementar, a espectrometria de
absorcdo atdbmica ganha destaque por ser uma técnica amplamente difundida, pela sua
utilizacdo em laboratérios de rotina e pesquisa, como também a capacidade de determinacéo
de elementos metéalicos e semimetalicos nas mais diversas matrizes (CORREIA et al., 2003;
BORGES, 2005; DA SILVA et al., 2013).

Os fundamentos da técnica de AAS se baseiam na absorcdo de energia radiante por
atomos neutros, em estado fundamental e gasoso. Assim, o processo de absor¢do atbmica
obedece a lei geral de absorcéo, Lei de Lambert-Beer (Equacdo 1), que relaciona a radiacéo

e a concentragdo dos atomos presentes do caminho 6tico (SKOOG et al.):



Equacéo 1 Lei de Lambert-Beer
F
Long A=k.C (1)

Na equacéo, P, e P sdo as intensidades do feixe monocromatico da radiagdo de entrada e
saida da nuvem atbmica, respectivamente, A ¢é a absorvancia e C é a concentracdo da solucéo
usada para a obtencdo da nuvem atémica. A constante de proporcionalidade, k, depende de
um amplo nimero de fatores (analito, condi¢des de atomizacdo, instrumento utilizado, etc.),
mas permanece invariavel para um dado conjunto experimental (DE LA GUARDIA &
GARRIGUES, 2015). Utilizando uma fonte de radiacdo especifica e selecionando um
comprimento de onda adequado, pode-se determinar um elemento quimico na presenca de

outros.

VII.  Espectrometria de absorc¢édo atdbmica com forno de grafite

A técnica de GF AAS é bem estabelecida h4 décadas e seu emprego ocorre de forma
ampla para a determinagdo de elementos em baixas concentragdes nas mais diversas
amostras, como ambientais, bioldgicas e alimenticias. Os limites de deteccdo da técnica séo
na faixa de ug L, comparaveis com os de outras técnicas usuais para a analise de tracos,

como mostra a Figura 1 a seguir:

Figura 1 Limites de deteccdo tipicos para técnicas espectrométricas de analise

F AAS

ICP Emissao - Radial

ICP Emisséo - Axial

GF AAS

———
ICP-MS
L L L L 1 1

100 10 1 0,1 0,01 0,001
Faixas de Limites de Detecgéo, pg L

Fonte: Adaptado de (THERMOELEMENTAL, 2001)



As técnicas de espectrometria de absorcdo atdmica, tanto com atomizacao por chama (F
AAS) quanto eletrotérmica (ETAAS) foram sendo aprimoradas ao longo dos anos, tornando
0S equipamentos mais robustos e automatizados. Os aprimoramentos, inicialmente propostos
por Boris V. L’vov, como o revestimento pirolitico dos tubos de grafite com plataforma e
aquecimento transversal e correcdo de sinal de fundo baseada no efeito Zeeman, foram
consolidados por Slavin e colaboradores, resultando nas conceituadas condi¢cdes STPF (do
inglés, Stabilized Temperature Platform Furnace) (SLAVIN, 1984).

As condi¢des STPF formam um conjunto de condic¢des instrumentais e operacionais que
permitem a obtencdo de métodos mais sensiveis e com minima interferéncia, assegurando
uma adequacgdo da condicdo analitica ao fazer uso da ETAAS (KOIRTYOHANN &
KAISER, 1982).

Tais condicdes incluem: 1) a utilizacao de tubo de grafite com plataforma de L’vov, que
estabelece um ambiente quase isotérmico durante a atomizacao; ii) o registro dos sinais de
absorvancia em area, para a minimizacao dos efeitos das variacdes cinéticas do processo de
atomizagcdo; iii) a utilizacdo de atomizadores com revestimento de grafite pirolitico para a
reducdo de perdas por difusdo através da parede do atomizador; iv) o aquecimento de forma
transversal do tubo de grafite, para que se estabeleca um ambiente isotérmico espacialmente;
V) a correcdo das interferéncias espectrais por efeito Zeeman; vi) o uso de modificador
quimico, que aumenta a eficiéncia do tratamento térmico durante a etapa de pir6lise; vii) a
interrupcdo do fluxo de gas durante a atomizacdo, aumentando o periodo de residéncia da
nuvem atbmica na zona de observacgdo; viii) uma elevada taxa de aquecimento do tubo de
grafite, de forma a reduzir a interferéncia na fase de vapor e favorecendo a formacgédo de uma
densa nuvem atomica; e por fim, ix) uma eletronica adequada que permita uma integracéo
rapida do sinal transiente, para a obtencdo do registros dos sinais de absorvancia em tempo
real (PRUSZKOWSKA et al., 1983).

Em GF AAS é possivel controlar o programa de aquecimento utilizado para a analise, o
qual se divide em quatro etapas: secagem, pirélise, atomizacao e limpeza. Na secagem ocorre
a evaporacao do solvente, e assim, deve ser escolhida a temperatura que mais se aproxima da
temperatura de ebulicdo do mesmo. Na etapa de pirélise é onde ocorre a decomposicao dos
componentes presentes na matriz; por isso, a temperatura escolhida para essa etapa deve ser

a maior possivel sem que haja degradacéo ou eliminacdo do analito. Na etapa de atomizacéo,



a vazao de gas argobnio ¢ interrompida e a medida de absorvancia da amostra € realizada ap6s
a atomizacdo do analito. Por fim, na etapa de limpeza, o tubo de grafite é submetido a
temperaturas mais elevadas para evitar a ocorréncia de efeitos de memoria e eliminar
possiveis residuos remanescentes das etapas anteriores (WELZ & SPERLING, 1999). Além
disso, € possivel que a temperatura aumente de forma gradativa durante essas etapas; da etapa
de secagem para a etapa de pirélise, uma rampa de temperatura menor é recomendada para
evitar projecbes da amostra e garantir também a méxima volatilizacdo da matriz. Em
contraste, a temperatura da segunda para a terceira etapa € alcangada através de uma rapida
rampa de aguecimento, 0 que aumenta a vida util do tubo de grafite e também auxilia na
sensibilidade analitica.

Nesse contexto, escolheu-se para a execugdo desse projeto, a utilizacdo da técnica de GF
AAS, devido a caracteristicas como apresentar baixos limites de deteccdo e, também, pela

disponibilidade no Departamento de Quimica da UFJF.

VIII.  Preparo de amostras

A execucdo da analise das amostras de suplementos alimentares com a técnica escolhida
necessita, na maioria dos casos, do tratamento prévio dessas amostras. O objetivo é que tais
amostras sejam transformadas em uma forma que seja mais apropriada para a introdugédo das
mesmas no atomizador (forno de grafite) e, também, favorecer a determinacdo dos analitos
com boas precisdo e exatidao. Dentre os métodos classicos de preparo de amostras, destaca-
se a mineralizacdo por via imida (digestdo). A digestdo das amostras pode ser assistida por
radiagdo micro-ondas (preferencialmente em sistema fechado), como realizou Do
Nascimento da Silva e colaboradores para a determinacdo de Mn no teor bioacessivel de
amostras de comidas infantis, ou realizada em chapa de aguecimento (sistema aberto) (DA
SILVA et al., 2013). A escolha do método de digestdo depende da amostra a ser tratada e,
principalmente, do(s) analito(s) (KRUG & ROCHA, 2016).

A Tabela 1 mostra uma comparacdo dos principais pardmetros dos dois tipos de sistemas

de decomposi¢do mencionados.
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Tabela 1 Caracteristicas dos sistemas (aberto e fechado) para a decomposicdo de amostras

Parametro Sistema aberto Sistema fechado
Massa de amostra Alta Media
Consumo de reagentes Alto Médio
Eficiéncia da digestdo Baixa Alta
Tempo de digestéo Alto Baixo
Riscos e perdas/contaminacéo Alto Baixo
Custo Baixo alto

Fonte: (KRUG & ROCHA, 2016)

Todavia, a analise de algumas amostras podem ser executadas por meio de suspensao, e
ndo sdo submetidas a etapa de digestdo, como o caso de Cabrera-Vique e colaboradores que
determinaram os teores de Cr e Mn na fracdo bioacessivel de comidas tipo fast food
(CABRERA-VIQUE & BOUZAS, 2009). Paraa analise dos analitos selecionados, o método
de digestdo escolhido foi por digestédo assistida por radiacdo micro-ondas, para garantir que
as matrizes das amostras fossem totalmente decompostas e ndo houvesse efeito de matriz

significativo.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de ser adicionado em suplementos alimentares como picolinato, nicotinato ou
cloreto de cromo(lll), a oxidacédo de Cr(Ill) a Cr(VI) pode ocorrer devido a etapas criticas
durante a formulacdo desses produtos, como variacdo de pH ou também, a presenca de
compostos oxidantes na prépria formulacdo. Fontes duvidosas de matéria-prima também
podem contribuir para o teor de Cr(V1) nesses produtos (UNCETA et al., 2016).

Neste sentido, a comercializacéo e uso do Cr(V1) é regulado pela Diretiva de Substancias
Perigosas (67/548/CEE) por ser altamente toxico. Uma exposicdo oral continua desse
elemento pode causar danos ao trato respiratério, figado, rins e aos sistemas imunoldgico e
gastrointestinal. Além disso, o Cr(VI) é classificado como espécie altamente tdxica e
carcinogénica para seres humanos, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental (em inglés,
EPA) e também como espécie carcinogénica Classe | pela Agéncia Internacional de Estudos
de Cancer (em inglés, IARC).

Dessa forma, uma vez que o cromo pode ser considerado como um paradoxo
biolégico, dado que uma espécie é essencial para o organismo e a outra é considerada
carcinogeénica, a adi¢cdo de componentes que contenham cromo em suplementos deve ser

realizada de forma criteriosa e cautelosa, como também a analise desses produtos.

A fonte de contaminacdo de manganés em suplementos ainda necessita de elucidacéo.
Possivelmente, a via de introducdo desse elemento em suplementos seria proveniente da
matéria prima utilizada para composicdo desses produtos, como leite e derivados. A
quantidade desse mineral em alimentos é pequena e a maior fonte de contaminacéo é através

do ar e geralmente presente em locais industriais e minas (REILY, 2002).

Considerando-se o disposto acima, este projeto visa avaliar os teores de cromo e
manganés nas fracdes bioacessiveis de suplementos alimentares do tipo hipercaldricos,
protein bar e whey protein, verificando se os teores elevados para esses elementos,
encontrados por Lisboa neste tipo de amostra, apresentam, de fato, riscos aos consumidores
desse tipo de suplemento (LISBOA, 2016).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar os teores de Cr e Mn em suplementos alimentares com base em estudos de

bioacessibilidade.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Otimizar as condi¢Oes experimentais para a avaliacdo dos teores dos analitos na fracédo
bioacessivel das amostras de suplementos empregando a técnica de GF AAS;

2. Avaliar pardmetros de mérito para as condi¢des otimizadas em “1”;

3. Aplicar o método estabelecido para obter um perfil para os valores bioacessiveis de Cr
e Mn em um conjunto representativo de amostras, dentre suplementos do tipo
hipercal6rico (4 amostras), protein bar (5 amostras) e whey protein (3 amostras);

4. Avaliar criticamente os resultados de bioacessibilidade a serem obtidos para as
amostras estudadas com base nas recomendacdes de ingestdo declaradas nos rétulos dos

produtos e nos valores de ingestdo diaria recomendados para Cr e Mn.
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4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 VIDRARIAS E UTENSILIOS

Utilizou-se bequeres de 25 mL, bal6es volumétricos de 10,00 mL, tubos tipo Falcon de
15 e 50 mL, micropipetas de volume variavel (20-200 uL ¢ 100-1000 pL), almofariz ¢ pistilo
de &gata, seringas descartaveis de 10 mL (Descarpack Slip, Joinville, Santa Catarina), papel
indicador de pH (J. Prolab), filtro com membrana PTFE modificada 0,45 um (Chromafil®
Xtra PET-45/25, Macherey-Nagel).

Todos os materiais plasticos e vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavados com agua
e sabdo neutro e descontaminadas em &cido nitrico (HNO3z) 10 % v/v por 24 h e, apds, lavados

com agua deionizada em abundéncia.

4.2 REAGENTES

Foram utilizadas solugBes padrdo monoelementares de Cr e Mn 1000 mg L (Qhemis
High Purity, Jundiai, SP, Brasil), HCI 38 % m/v P.A., H202 30% m/v, HNOs 65% m/v P.A.
(Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil.), 4gua deionizada (Mili-Q®, ELGA), NaHCOs (lsofar,
Duque de Caxias, Brasil), NaOH (Vetec, Sdo Paulo, Brasil), Pepsina (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, EUA), Pancreatina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA), Bile (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, EUA). Solucdes de Mg (modificador de matriz) foram preparadas a partir da
diluicdo de uma solugdo estoque de Mg(NOs)2 de 10.000 mg L (Perkin Elmer).

4.3 EQUIPAMENTOS

Utilizou-se balanga analitica (Mettler Toledo, modelo ME204), banho termostatizado
com agitacdo (SOLAB, modelo Dubnoff SL-157/22), chapa aquecedora (Warmnest, modelo
DB-IVA 110 V), digestor de amostras por energia Microondas (Berghof, modelo SpeedWave
Four) e Espectrometro de Absor¢do Atdmica no modo forno (Thermo Scientific, SOLAAR
MS5).

4.3.1 Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Forno de Grafite

Os métodos para as determinagdes de teores de Cr e Mn foram estabelecidos utilizando-
se 0 espectrometro de absorcdo atémica disponivel no Departamento de Quimica da UFJF,
modelo Thermo Scientific Solaar Serie M5. O tubo de grafite com revestimento pirolitico foi
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utilizado, realizando-se injecBes manuais. A faixa de trabalho utilizada foi de 2-10 pg L.

As condig0es instrumentais utilizadas seguem na Tabela 2:

Tabela 2 Condicdes instrumentais recomendadas pelo fabricante e empregadas no
desenvolvimento dos métodos para a determinacdo de Cr e Mn por GFAAS

Parametro Cr Mn
Corrente da lampada (mA) 6 5
Comprimento de onda (nm) 357,9 279,5
Lampada (modelo PHOTRON Lamps) P812 P832
Fenda espectral (nm) 0,2 0,2

Fonte: Autoria Propria

Os parametros instrumentais principais, temperatura de pirolise e atomizagdo, foram
otimizados de forma univariada e apos estabelecidas essas condi¢fes, as amostras coletadas
foram analisadas ap06s a digestdo das mesmas conforme descrito anteriormente. Além disso, para
a determinacdo de manganés em hipercaldricos, foi utilizado 10 pg de nitrato de magnésio, na

solucéo de leitura, como modificador quimico.

4.4 AQUISICAO DAS AMOSTRAS

As amostras utilizadas para o desenvolvimento desse trabalho foram obtidas a partir de
doacdes de praticantes de atividade fisica, que sdo os principais consumidores desse tipo de

suplemento.

As amostras obtidas constituiram um conjunto de 4 amostras de hipercalérico (HP), 7
amostras de protein bar (PB) 14 amostras de whey protein (WP) e 1 amostra de soy protein.

4.5 PRE-TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de PB foram trituradas com o auxilio de um ““mixer” de alimentos (Philips
Walita Linha Viva Collection 400W) para a obtengdo de uma maior homogeneidade no
tamanho das particulas das mesmas. A Figura 2 ilustra o aspecto visual das amostras de HP

e WP, como também as de PB depois que as mesmas foram secas e moidas. As amostras de
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HP e WP foram armazenadas em frascos de plastico, previamente descontaminados e

mantidas em temperatura ambiente até 0 momento da preparacao/analise.

Figura 2 Amostras de suplementos alimentares. A) amostras de hipercalorico B) amostras
de whey protein depois do processo de secagem e moagem C) amostras de protein bar

| | dew,

o
(4) (B) (C)
Fonte: Autoria Propria

¢
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As amostras de PB foram sobrepostas em placas de Petri, previamente descontaminadas
e levadas a estufa por 24h (com temperatura controlada e pré-estabelecida entre 70-80 °C
para a secagem). Elas permaneceram na estufa até que ndo se observasse variagdo em suas
massas e, em seguida, foram moidas com auxilio de pistilo e almofariz de agata e
armazenadas em frascos plasticos previamente descontaminados. A preparacdo de uma
mistura de amostras (“mix” de amostras) foi também promovida, contendo fragdes iguais de
massa proveniente de todas amostras do mesmo tipo. Deste modo, foram preparados trés
tipos de “mix” de amostra referente aos trés tipos de suplementos que foram avaliados neste
trabalho.

4.6 DETERMINACAO DOS TEORES TOTAIS

Os teores totais dos dois analitos estudados nesse trabalho foram determinados
previamente no trabalho de Lisboa (2016). As amostras foram submetidas a digestao assistida
por radiagdo micro-ondas utilizando HNO3 concentrado e, posteriormente, foram diluidas
com agua deionizada e analisadas por GF AAS empregando calibracéo externa e condigdes

instrumentais otimizadas para o0s analitos nessas amostras.
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4.7 ENSAIO DE BIOACESSIBILIDADE

Na comunidade cientifica, ainda ndo ha o estabelecimento de um método padrédo para a
determinacdo dos teores bioacessiveis para metais em alimentos. No trabalho de Campos e
colaboradores (CAMPOS et al., 2018), realizado no departamento de Quimica da UFJF, foi
realizada uma otimizacao das condi¢des mais utilizadas na literatura (massa de amostra e
concentracdo de pepsina) para teores bioacessiveis de ferro em carne de frango. Foram
alcancados resultados que foram proximos daqueles obtidos por Luten e colaboradores,
trabalho mais citado sobre teores bioacessiveis de ferro nesse tipo de amostra (LUTEN et al.,
1996). Sendo que as condicdes otimizadas foram mais brandas (menor quantidade de

enzimas), esse mesmo procedimento foi empregado para o estudo realizado neste projeto.

Partindo das condicOes experimentais otimizadas no referido trabalho, adaptou-se o
método estabelecido reduzindo-se as quantidades utilizadas, proporcionalmente em termos
de massa para as amostras de interesse, pois a quantidade das amostras era escassa. Neste
contexto, pesou-se aproximadamente 3,75 g de amostra, adicionou-se 12,5 mL de HCI 0,01
mol L%, ajustou-se o pH para 2 com uma solugdo de HCI 1 mol L e, em seguida, adicionou-
se 1,6 mL de pepsina (6 % m/v) antes de incubar a mistura em banho metabdlico com agitacéo
(Nivel 5) durante 2 horas e a temperatura de 37 °C. Esta etapa corresponde a etapa gastrica
do processo digestério. Ap6s o periodo de incubacgdo, iniciou-se a simulacdo da etapa
intestinal. Para isso, ajustou-se o pH da mistura para 7 com adi¢éo de solu¢do de NaHCO3 1
mol L e adicionou-se 2,5 mL de uma solucdo mistura de Bile (2,5 % m/v) e Pancreatina
(0,4 % m/v). Novamente, a mistura foi incubada por mais 2 horas nas mesmas condicdes da
incubac&o anterior e os extratos obtidos (chamado de quimo) foram filtrados com papel filtro

comum e armazenados em tubos Falcon previamente descontaminados.

Em seguida, os quimos foram acondicionados no congelador para que a atividade
enzimatica fosse minimizada at¢ o momento da filtragdo com filtros de 0,45 pm de
porosidade. Finalmente, os quimos filtrados (fracdo bioacessivel) retornaram ao congelador

até o momento da digestdo assistida por radiacdo micro-ondas.
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4.8 DIGESTAO ASSISTIDA POR RADIACAO MICRO-ONDAS

A digestdo da fracdo bioacessivel foi realizada em digestor micro-ondas, adaptando um
método relatado na literatura de amostras de comidas para bebés (DA SILVA et al., 2013).
O programa de aquecimento se encontra na Tabela 3. A digestdo consistiu na pesagem de
aproximadamente 0,100 g dos quimos diretamente nos frascos de Teflon® e adicionando 6
mL de &cido nitrico, deixando a mistura em pré-digestdo por 1 hora. Os digeridos foram
avolumados para 30 mL com &gua deionizada.

Tabela 3 Programa de aquecimento empregado no equipamento de micro-ondas para a
digestdo de amostras de suplementos alimentares

Tempo de Tempo de
Temperatura ) ) )
¢0) alcance — Residéncia Poténcia (%)
Rampa (min) (min)
80 6 2 90
120 3 6 90
180 6 10 90

Fonte: Autoria Prépria

4.9 DIGESTAO EM CHAPA DE AQUECIMENTO

As amostras de hipercalorico foram pesadas, aproximadamente 0,5 g, em béqueres de 25
mL descontaminados em banho de HNOs. Foram adicionados inicialmente 3 mL de HNOs
concentrado, 65 % v/v, & essas massas e as misturas foram submetidas ao aquecimento com
auxilio de chapa de aquecimento com temperatura em torno de 85 a 90 °C, com um sistema
de refluxo composto pela sobreposicéo de vidros de relogio em cima dos béqueres. Foram
feitas, no geral, mais duas adi¢des sucessivas de acido nitrico de 3 mL, até que se cessasse 0
desprendimento de vapores nitrosos. Os digeridos finais foram avolumados para baldes

volumétricos de 10,00 mL com agua deionizada.
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Figura 3 Esquematizacdo do procedimento de preparo de
amostras para determinacéo de Mn e Cr em fracdes bioacessiveis
de suplementos

Hipercaloricos /
Whey Protein _

HP
Protein Bars Trituragdo Secagem WP
— Mixer — estufa >
de 70-80°C agata PB
alimentos 24h

3,75 g amostra
+12,5 mL HCI 1 mol L*
pH=2
+ 1,6 mL pepsina 6% m/v

Banho termostatizado

pH=7
+ 2,5 mL bile-
pancreatina
2,5e0,4% mlv

37°C / 2h sob agitacao
Etapa gastrica

37°C / 2h sob agitagao
Etapa intestinal

Mineralizagéo
— Micro-ondas

Filtracdo com
papel comum

Filtragdo com
microfiltros de
0,45 um

Analise — GF AAS

Fonte: Autoria Prépria

19



4.10 FIGURAS DE MERITO

Segundo a IUPAC (do inglés, International Union Of Pure and Applied Chemistry), caso
0 estudo ndo apresente uma amostra de referéncia a qual possa ser utilizada para avaliar a
exatiddo do método (como foi o caso neste estudo), o ensaio de adi¢do e recuperagdo pode
ser uma boa alternativa (THOMPSON et al., 1999). Neste contexto, a exatiddo do método
foi avaliada por meio de testes de adicéo e recuperacao de analito, que foram realizados em

dois niveis de concentracao.

A recuperacao relaciona-se com a exatidao, como resultado da avaliacdo da quantidade
de analito recuperada no processo ao qual a amostra ¢ submetida. Foram adicionados
diferentes volumes de solugdo padrdo de Mn e Cr, ambos a 1 g L™, na fragdo bioacessivel de
um “mix” de amostra antes da digestdo. Para o nivel inferior foram adicionados 30 pL desse
padr&o (correspondendo a 1 pg L™ na soluc&o de leitura) enquanto para o nivel superior foram
adicionados 90 pL (correspondendo a 3 pg L™ na solugéo de leitura). Calcula-se a quantidade
em porcentagem recuperada pelo processo segundo a formula da Equacéo 2 (BRITO et al.,
2003), onde C1 corresponde a concentracdo do analito na amostra com o padrdo adicionado,
C2 corresponde a concentracdo do analito na amostra e Cs é a concentracéo referente a adicéo

do padrdo a amostra, na solucao de leitura.

Equacao 2 Célculo para a porcentagem recuperada nos ensaios de adi¢do e recuperacdo de
analito

G =G
Rec% = ———=x100 (2)
3

Quanto a precisdo do método, a mesma foi avaliada calculando-se a estimativa do desvio
padrdo relativo (EDPR) de um conjunto de 10 leituras consecutivas (n = 10) para uma
amostra “mix” digerida referente a fracdo bioacessivel, obtendo-se assim um valor de EDPR
para cada um dos tipos de suplementos estudados. A férmula que expressa o EDPR esta
indicada na Equacdo 3, onde s é a estimativa do desvio padrdo das medidas e M a média

dessas medidas:
Equacéo 3 Célculo para a estimativa do desvio padrao relativo

S
EDPR% = 7-x100  (3)
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Em relacdo a sensibilidade, o limite de deteccdo (LD) é definido como a menor
concentracdo que pode ser distinguida com um certo nivel de confianca, sem ser
necessariamente quantificada (SKOOG et al.; DE ANDRADE et al., 2018). O limite de
quantificacdo (LQ), por sua vez, conceitua-se pela menor concentracdo de analito que pode
ser quantificada na amostra, com exatidao e precisdo aceitaveis. Os limites de deteccdo e

quantificacdo instrumentais podem ser descritos pelas Equacdes 4 e 5, respectivamente:

Equacdes 4 e 5 Formulas para calculo dos limites de detec¢éo e quantificacdo

3,3 x sp 10 x sy,

LD = (4); LQ =

(5)

Nas equacdes 4 e 5, sp € a estimativa do desvio padréo do coeficiente linear da curva de

m

calibracdo e m é o coeficiente angular dessa mesma curva.

Em GF AAS, a sensibilidade analitica também pode ser expressa em termos de massa,
chamada neste caso de "massa caracteristica” (mo), cuja unidade é em picogramas devido a
alta sensibilidade da técnica. A massa caracteristica é aquela cujo sinal equivale a absor¢édo
de 1% da radiacdo, em outras palavras, correspondente a uma absorvancia de 0,0044
(SLAVIN, 1988). O valor de mo foi calculado dividindo-se o valor de 0,0044 pelo coeficiente
angular da curva analitica e multiplicando-o pelo volume da solugdo de amostra introduzido
no tubo (30 pL para Mn em HP e 20 pL para o restante) (SLAVIN, 1988; WELZ &
SPERLING, 1999).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 TESTES PRELIMINARES
5.1.1 Analise direta de Cromo/Manganés

De inicio, tentou-se realizar a determinacdo de Cr em hipercaloricos através de analise direta
visando-se trabalhar com o menor nimero possivel de etapas no preparo de amostra. Contudo,
isso ndo foi possivel provavelmente devido a alta complexidade da matriz dessas amostras. Para
tal, seria necessario otimizar parametros como temperatura de secagem, tempo e temperatura de
pirolise, temperatura de atomizacéo e etapa de limpeza. Uma vez que o foco deste trabalho ndo
foi a investigacdo dos teores bioacessiveis por andlise direta, o estudo desse método mais

elaborado foi postergado para etapas futuras.

A andlise direta ndo se mostrou viavel conforme indicado pela assimetria dos picos de
absorvancia, mostra na Figura 4. Como a fracdo bioacessivel possui um alto teor de matéria
organica, é aceitavel inferir que a etapa de pir6lise escolhida ndo tenha sido suficiente para a
eliminacdo dos interferentes. Ao introduzir a amostra da fracdo bioacessivel no atomizador,
matéria organica ndo decomposta se depositava no tubo de grafite e também havia nesse
momento um desprendimento de um odor caracteristico de aglcar queimado, provavelmente
devido ao alto teor de agUcar nas amostras de hipercalorico. Além disso, observou-se nesses
ensaios que, com o passar do tempo, houve aumento de sinal analitico, devido ao fato de que a
superficie do tubo acumulava residuos carbonaceos (que aumentavam a medida que se depositava
mais amostra). Esses residuos chegaram a obstruir a passagem de luz pelo tubo e, desta forma,

interferiam no resultado da anélise.
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Figura 4 Perfis de absorvancia para Cr na analise direta da fracdo bioacessivel de
hipercaldricos para introducdes consecutivas de amostra no atomizador. A) Primeira
gueima, em um tubo pirolitico novo; B) segunda, C) terceira e D) quarta queimas de uma

mesma amostra no mesmo tubo.
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Fonte: Autoria Propria

Como descrito anteriormente, os perfis de absorbancia mudavam com o tempo devido ao

alto teor da matéria organica presente. Analisando o formato do pico, entretanto, ha indicios

de diferentes mecanismos de atomizacdo do analito, favorecidos na condigdo de trabalho

utilizada. Na literatura, picos duplos tém sido atribuidos a dois mecanismos de atomizacao

do analito. Um mecanismo é a decomposicao sélida do 6xido metalico proveniente das etapas

de secagem e pirdlise, MxOy, representada na Equagéo 6.1. Muitos estudos mostram que um

grande numero de espécies de analito produzem &tomos gasosos através das seguintes

reacOes de reducdo (STURGEON et al., 1976):
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Equacdes 6 Mecanismos de formacdo de metais no estado gasoso no processo de

atomizacéo

MxOy 9+ YCs) 2 M(g) +YCOq (6.1)
MxOy ) > MO — Mg+ Og) (6.2)
MxOy n) = MxOy 9 — M) +YOq) (6.3)
MXm sy = MXm @ — Mg +mXg (6.4)

Sendo MXm e MxOy, precursores dos &tomos na fase gasosa, que sdo haletos ou 6xidos,
de respectivamente de ambos os metais. Como 0 manganés e cromo sdo elementos que
formam carbetos, as reacfes que descrevem as interaces dos atomos dos metais na forma
gasosa ou Oxidos metalicos reagindo parcialmente com carbono, formando esses carbetos,

estdo demonstradas a seguir pelas equacgoes 7:
Equacbes 7 ReacOes de formacao de carbetos

XM+ YCs) > MiCyns) (7.1)
MO @) + (y +X) Cs) > MxCy guis) + X CO(g)  (7.2)
O MCy é decomposto diretamente (Equacdo 8.1) ou de acordo com o mecanismo de
redugdo de 6xido por carbono (ROC) proposto L’vov para Al (STURGEON et al., 1976), ele
reage com MOy (s) (Equacgéo 8.2):

Equacdes 8 Reacdes de decomposicao de carbetos

MxCy @iy > XM +y Ce)  (8.1)
MxCy @+ MxOy ) > (x+1) Mg Yy COq) (8.2)
O estudo de mecanismos de atomizacdo é um procedimento complicado e dificil de se
realizar e, por isso, aqui foram listados alguns dos possiveis mecanismos que podem ocorrer

na atomizacdo de Cr e Mn, para tentar justificar a obtencdo dos picos duplos observados.

A anélise direta da fracdo bioacessivel também foi realizada para 0 Mn e observou-se que
grande parte do sinal analitico era contribui¢do do sinal de fundo, como mostrado na Figura
5. A correcdo de fundo utilizada foi a lampada de deutério, que ndo € recomendada para a
determinacéo de Cr (WELZ & SPERLING, 1999).
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Figura 5 Perfil de absorbancia para a analise direta de Mn na
fracdo bioacessivel de suplementos
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Fonte: Autoria Propria

Como foi observado que o estudo da determinacdo de ambos os analitos requeria uma
atencdo mais detalhada, optou-se pela mineralizacdo acida das fracbes bioacessiveis de
suplementos alimentares. Poderiam ser empregados dois métodos diferentes para essa

mineralizacdo: a chapa de aquecimento e o forno micro-ondas.

Considerando o facil acesso da chapa de aquecimento para digestdo de amostras, neste
momento da execucdo do projeto, avaliou-se a viabilidade da sua utilizagdo como parte do
método. Para isso, 0s parametros instrumentais do GF AAS, como temperaturas de pirdlise,
atomizacéo e a massa de modificador, foram otimizados em conjunto com o preparo de amostras

de forma multivariada, empregando-se planejamentos fatoriais.

52 OTIMIZACAO MULTIVARIADA EM GF AAS DAS SOLUCOES
MINERALIZADAS EM CHAPA DE AQUECIMENTO

5.2.1 Triagem

Para a otimizagdo dos parametros instrumentais relativos a determinacdo dos niveis de
manganés na fragdo bioacessivel de suplementos alimentares por GF AAS, realizou-se
primeiramente uma triagem com um planejamento de experimentos do tipo fracionario de 2+
!, Os parametros escolhidos foram as temperaturas de pirdlise (x1) e atomizac&o (xz), a massa

de modificador quimico, MgNO3, (x3) e 0 tempo de pirdlise (xs), definidos em dois niveis e

25



sendo aplicados em 8 experimentos com 3 repeticdes no ponto central. E sabido que tais
parametros podem contribuir para uma mudanca do sinal avaliado quando alterados, e, por
isso, eles foram escolhidos para investigar se apresentariam significancia nos resultados do

sistema.

Uma vez escolhidos os parametros para investigacéo, os valores a serem utilizados na
triagem foram pesquisados na literatura e no manual do equipamento de GF AAS. Os valores
centrais para pirolise e atomizacdo foram adquiridos pelo manual e variou-se as temperaturas
para que abrangesse um intervalo maior que encontrado na literatura. Nesse contexto, as
temperaturas de pirdlise e atomizagdo variariam de 700 a 1100 °C e 1500 a 1800 °C,
respectivamente. O tempo de pir6lise e massa de modificador foram escolhidos similarmente,

variando de 10 a 30 s e 0 a 10 ug respectivamente.

Os experimentos foram realizados utilizando-se uma amostra digerida da fracao
bioacessivel do “mix” de amostras, de forma aleatdria (por sorteio) e os dados gerados foram
computados e calculados através do software Microsoft Excel. A matriz codificada contendo
0s niveis selecionados assim como os valores de resposta obtidos (absorvancia integrada

média, n = 3) estdo compilados na Tabela 4.

Tabela 4 Matriz codificada e niveis utilizados para a triagem

Temperatura Temperatura Massa de Tempo de

Ensaio  de Pirdlise  de Atomizacio modificador  Pirdlises ~ Media  RSD

de sinal (%)

°C (x1) °C (x2) Hg (Xs) (Xa)
1 (-1) 700 (-1) 1500 (-1) 0 (-1) 10 0898 6.1
2 (1) 1100 (-1) 1500 (-1) 0 (1) 30 0,936 3,0
3 (-1) 700 (1) 2100 (-1) 0 (1) 30 0,701 3.1
4 (1) 1100 (1) 2100 (-1) 0 (-1) 10 0,747 6,0
5 (-1) 700 (-1) 1500 (1) 10 (1) 30 0,752 03
6 (1) 1100 (-1) 1500 (1) 10 (-1) 10 0,876 9,0
7 (-1) 700 (1) 2100 (1) 10 (-1) 10 0647 44
8 (1) 1100 (1) 2100 (1) 10 (1) 30 0770 50
9 (0) 900 (0) 1800 0) 5 (0) 20 0636 40
10 (0) 900 (0) 1800 (0)5 (0) 20 0,663 6.3
11 (0) 900 (0) 1800 (0)5 (0) 20 0,646 8,2

Fonte: Autoria Prépria
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Para o célculo dos efeitos, utilizou-se a multiplicacdo da forma transposta da tabela de

coeficiente de contraste (Xt) pela matriz de resultados obtidos em cada experimento (Y). A

composic¢do da tabela é dada pela primeira coluna correspondendo a média (m), com sinal

unitario +1, mais trés colunas correspondendo aos efeitos principais X1 a X4 com sinais

referentes aos niveis utilizados e as outras trés colunas correspondendo a interacdo dos efeitos

entre si e sendo seus valores unitarios a multiplicagdo dos valores dos efeitos. O resultado

dessa multiplicacdo é a matriz com o valor da estimativa de cada efeito e suas interaces,

como descrito na Equacéo 9 a seguir:

Equacéo 9 Obtencdo matricial dos fatores da triagem
X1 X2 X3 Xa XiX2 XiXs  XiXa Y

-1 -1 -1 -1 1 1 1 |t ]0898

m

1

1 1 -1 -1 1 -1 -1 1 0,936

1 1 1 -1 1 -1 1 -1 0,701 m
Xty = 11 1 -1 -1 1 -1 -1 0,747 X1

1 1 -1 1 1 1 -1 -1 0,752 X2

1 1 -1 1 -1 -1 1 -1 0,876 = X3

1 1 1 1 -1 -1 -1 1 0,647 X4

1 1 1 1 1 1 1 1 0,770 X1X2

1 0 0 0 0 O 0 0 0,636 X1X3

1 0 0 0 0 O 0 0 0,663 X1X4

10 0 0 0 O 0 0 0,646

Fonte: Autoria Propria

0,752
0,041
-0,075
-0,030
-0,001
0,001
0,020
0,022

A significancia de cada fator é determinada pelo erro padrdo dos valores obtidos no

ponto central e o intervalo de confianca. O célculo do erro padrdo para cada efeito é dado

pela Equacéo 10:

Equacéo 10 Equagao matricial para erro padrdo em planejamentos

Erro padriao =/ (XtX)~1s2 (10)
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Onde s é erro padréo do ponto central. O intervalo de confianca é entdo calculado pelo
produto do ponto da distribuicéo de Student, t(, 0,025) = 4,303, e 0 erro padréo, e esta expresso
na Tabela 5 a seqguir:

Tabela 5 Erros dos efeitos e intervalos de confianga

Parametros Erros padrdo Intervalo de confianga
m 0,0042 0,770 0,734
X1 0,0049 0,063 0,020
X2 0,0049 -0,054 -0,096
X3 0,0049 -0,008 -0,051
Xa 0,0049 0,020 -0,022
X1X2 0,0049 0,022 -0,020
X1X3 0,0049 0,042 -0,001
X1X4 0,0049 0,043 0,001

Fonte: Autoria Propria

Os efeitos significativos sdo somente aqueles cujas as estimativas sao superiores em valor
absoluto ao produto do erro padrdo pelo ponto da distribuicdo de Student. Ou seja, séo
significativos aqueles que tiveram os intervalos de confianca que ndo passavam pelo zero.
Neste sentido, conclui-se com a triagem realizada que os efeitos significativos foram os
correspondentes as temperaturas de pirélise e atomizagdo e a massa de modificador. O tempo

de pirdlise e a interacdo dos fatores ndo se mostraram significativas.

5.2.2 Planejamento Box-Behnken

Uma vez realizada a triagem, foi realizado um estudo mais aprofundado sobre os fatores
significativos para a determinacdo de Mn nas amostras de quimo de hipercalérico em GF
AAS. A etapa de triagem oferece um modelo com uma viséo limitada do que acontece no
sistema e, por isso, é necessario que se encontre um modelo que melhor corresponda a relacéo
das variaveis de entrada, os fatores de estudo, e a variavel de saida, y. Neste contexto, o

planejamento Box-Behnken foi escolhido para elucidar esse modelo.
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Um modelo quadratico pode ser utilizado para a metodologia de superficie de resposta,

Equacéo 11:

Equacao 11 Modelo quadratico para superficie de resposta

k k k-1 k
y= B+ Zﬁixi + z.éiixiz + Z Bijxixj + € (11)
-1 -1 i=1j=2

Onde X, X2, ... , Xk S@0 0s fatores investigados que influenciam na resposta y; Bo, Bii (i =
1,2, ..,K,Bj(=1,2, .., k), sdo parametros desconhecidos e ¢ ¢ um erro aleatorio. A

Equacéo 11 pode ser expressa na forma de matriz (Equagéo 12):

Equacdo 12 Modelo quadratico para superficie de reposta na forma matricial
y=bX+ ¢ (12)
Onde y € definido como a matriz de valores coletados, X a matriz de variaveis
independentes, b a matriz de coeficientes do modelo e € o erro. A matriz b pode ser obtida

pela Equacédo 13:

Equacao 13 Coeficientes do modelo quadratico na forma matricial
b= (X'X)"1xty (13)

Assim, os fatores escolhidos foram aqueles que foram significativos na triagem, nos
mesmos niveis aplicados na triagem, exceto pelo modificador. Os niveis deste Gltimo fator
foram escolhidos baseando-se no valor do coeficiente encontrado para X3 na triagem, que foi
muito proximo de zero. Assim, escolheu-se o valor de 5 pg como nivel inferior, 7,5 e 10 ug
como central e superior, respectivamente. A matriz codificada contendo 0s novos niveis
selecionados, assim como os valores de resposta obtidos (média da absorvancia integrada, n
= 2), estdo compilados na Tabela 6. Foram realizados 15 ensaios dos quais 3 foram referentes

ao ponto central.

Os coeficientes da Equagdo 12, os erros e os intervalos de confianga a 95% de confiancga
(tae, 0025 = 12,706) estdo expressos na Tabela 6. Neste sentido, a relagdo matemaética que
conecta as varaveis avaliadas com as respostas obtidas no GF AAS para a determinacdo de

Mn em hipercaloricos esta expressa na Equacéo 14.
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Equacéo 14 Equacao da superficie de resposta construida para a absorvancia meédia de Mn
na fracdo bioacessivel de hipercaldricos em funcéo da temperatura de pirolise (TP),
temperatura de atomizacdo (TA) e massa de modificador (Mod).

Absorbancia média
= (0,536 + 0,0082) + (—0,003 + 0,005)TP + (—0,084 + 0,005)TA
+ (—0,084 + 0,005)Mod + (—0,013 + 0,007)TP? + (0,049 + 0,007)TA?
+ (0,065 + 0,007)Mod? + (0,030 + 0,007)TP.TA
+ (—0,005 £+ 0,007)TP.Mod + (—0,011 + 0,007)TA. Mod (14)

Tabela 6 Varidveis independentes e seus niveis avaliados no Box-Behnken para
determinacdo de Mn em hipercaldricos por GF AAS

Ensaio Te_m’p_eratura de Tem_peratu ra de _I\_/Iassa de Sina_ll RSD
Pirdlise °C (x1)  Atomizacdo °C (x2) modificador pg (x3) médio (%)
1 (-1) 700 (-1) 1500 0)75 0,731 4,64
2 (1) 1100 (-1) 1500 (0)7,5 0,637 1,55
3 (-1) 700 (1) 2100 0)7,5 0,498 2,56
4 (1) 1100 (1) 2100 0)75 0,524 3,38
5 (-1) 700 (0) 1800 (-1)5 0,701 17,82
6 (1) 1100 (0) 1800 (-1) 5 0,734 4,05
7 (-1) 700 (0) 1800 (1) 10 0,505 1,96
8 (1) 1100 (0) 1800 (1) 10 0,517 0,96
9 (0) 900 (-1) 1500 (-1) 5 0,786 17,13
10 (0) 900 (1) 2100 (-1)5 0,643 20,03
11 (0) 900 (-1) 1500 (1) 10 0,679 6,25
12 (0) 900 (1) 2100 (1) 10 0,493 2,15
13 (0) 900 (0) 1800 0)7,5 0,552 5,89
14 (0) 900 (0) 1800 075 0,534 0,40
15 (0) 900 (0) 1800 075 0,524 0,95

Fonte: Autoria Propria
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Tabela 7 Coeficientes, erros e intervalos de confianca do planejamento Box-Behnken

Coeficientes Erro Intervalos de
confianca

m 0,536 0,008 0,641 0,431
b1 -0,003 0,005 0,061 -0,067
b2 -0,084 0,005 -0,020 -0,149
bs -0,084 0,005 -0,020  -0,148
b11 0,013 0,007 0,107 -0,082
b2z 0,049 0,007 0,143 -0,046
b33 0,065 0,007 0,160 -0,029
b1z 0,030 0,007 0,121 -0,061
b3 -0,005 0,007 0,085 -0,096
b2s -0,011 0,007 0,080 -0,102

Fonte: Autoria Propria

A andlise de variancia foi realizada para avalia¢cdo numérica do ajuste do modelo proposto

e os resultados se encontram na Tabela 8.

Tabela 8 Analise de variancia para o ajuste da superficie de resposta para a determinagao
de Mn na fracdo bioacessivel de hipercaldricos

Fonte de Soma N° de Média Falta de Sianificancia
variacao Quadratica  G.L. Quadrética ajuste g
Regressao 0,136 9 0,0151
; Ffaj-calc =271 Freg-calc =153
Residuos 0,004 5 0,000985
Falta de ajuste 0,007 3 0,00249
o . Ffaj-tan = 9,41 Freg-tab = 0,29
Significancia 0,002 2 0,000919
Total 0,140 14
% Variacdo explicada 97,79
% Maxima de variagdo explicavel 98,67

Fonte: Autoria Prépria
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Os resultados indicam uma auséncia de falta de ajuste a 95% de confian¢a, uma vez que
o valor de F calculado, Fisj-caic, foi menor que o valor tabelado. H& também a indicacéo da
existéncia de uma relagdo quadratica entre as variaveis, como resultado do valor Freg-caic Ser

maior do que o valor de Freg-tab, cOnferindo assim uma boa significancia para o modelo.

Como pode se observar pela Tabela 6, 0s Unicos intervalos de confianca que ndo passaram
pelo zero foram os referentes aos coeficientes b, e bs, temperatura de atomizagéo e massa de
modificador respectivamente. Neste contexto, superficies de resposta foram criadas fixando
0 pardmetro de temperatura de pirdlise, x1, € variando os outros dois. A temperatura de

pirdlise foi fixada nos niveis -1, 0 e 1, criando-se assim trés superficies de resposta.

As superficies de resposta na Figura 6 mostram que as melhores respostas, ou seja, 0S
maiores valores para a absorvancia média se ddo quando os valores de temperatura de
atomizagdo e massa de modificador vdo para os seus menores niveis, 1500 °C e 5 pg. Os
maiores valores de absorvancia obtidos foram para temperatura de pirdlise de 700 e 900 °C,
0,847 e 0,807 respectivamente. No entanto, maiores temperaturas de pirélise sdo melhores
de serem utilizadas para completa decomposicdo da matriz a ser analisada no GF AAS; além
disso, o coeficiente by tem um valor muito proximo de 0, indicando assim que a melhor
temperatura de pir6lise a ser utilizada seria a de 900 °C. Assim, as condicdes definidas e
otimizadas para a determinacdo de Mn em hipercaloricos estdo definidas na Tabela 9, além

da adicdo de 5 g de modificador Mg(NO3)a.
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Figura 6 Superficies de resposta obtidas com Box-Behnken da absorbancia média em
funcédo da temperatura de atomizacdo (°C) e massa de modificador (g), com temperaturas
de pirolise fixadas em: A) 700, B) 900 e C) 1100 °C
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Tabela 9 Programa de aquecimento para a determinacdo de Mn em hipercal6ricos por GF
AAS

Temperatura/°C Tempo/s Rampa/°Cs! Vazdodegas/L min?

100 30 10 0,2
900 20 120 0,2
1500 3 0 0
2500 3 0 0,2

Fonte: Autoria Prépria
33



5.2.3 Curva analitica e tratamento estatistico para a otimizacdo multivariada

Comparou-se as curvas de calibracdo externa e simulacdo de matriz com uma faixa de
trabalho de 3 a 10 pg L™ a partir de uma solucéo padrdo estoque de manganés 1000 mg L,
ajustada com acido nitrico destilado para 2% v/v. A preparacdo da curva de simulacdo de
matriz foi realizada com adigOes de 2,5 a 10 ug L™ de solugdo padrdo de manganés a 500 pL
de amostra “mix” da fracao bioacessivel digerida, em triplicatas auténticas. Ambas as curvas

foram graficamente comparadas na Figura 7.

Figura 7 Curvas analiticas de calibracdo externa para Mn em meio &cido e
adicdo de padrdo a amostra de hipercaldrico

0,8 -
< y =0,0326x + 0,402
=] R2 = 0,9846
<06 A
(38
g
=04 <
8
e
«C —
> y = 0,0516x + 0,0762
0.2 R? = 0,9994
o
<
0,0 ! T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo Mn, pg Lt

Fonte: Autoria Prépria

Tabela 10 Comparacéo entre calibracdo externa e adi¢do de padréo

Curva

3 3 -1
Analitica Equacéo da reta Concentracédo Mn / pg L
Simulagao
) (0,0330,002).x + (0,40 £0,01) (11,3 + 0,6)
Calibragdo , 455 1 0.001).x + (0,077 £ 0,008) (6,0 £ 0,6)
externa

Fonte: Autoria Prépria
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A comparacao entre as duas curvas de calibracdo permitiu constatar que ha uma diferenca
significativa entre os resultados, indicando interferéncias de matriz. Este resultado est&
relacionado com a complexidade amostral, que se deve provavelmente as altas concentraces
de agUcares, impossibilitando o uso da calibracdo externa. Isso indica que o emprego &cido
nitrico concentrado e a chapa de aquecimento ndo foram suficientes para a digestdo completa

da amostra.

Neste contexto, um melhor preparo de amostra, como a digestdo assistida por radiacéo
micro-ondas, seria 0 mais adequado para gque esse tipo de analise. Outra observacao relevante
relaciona-se ao programa de aquecimento otimizado de forma multivariada: embora esteja
presente na literatura trabalhos que o utilizem em GF AAS, ndo se obteve éxito neste
trabalho, o que pode estar relacionado a baixa temperatura de pirélise, que € uma etapa

importante para eliminacéo de efeitos de matriz.

5.3REAGENTESPARAAM INERALIZAC}AO DAS AMOSTRAS COM RADIAQAO
MICRO-ONDAS

Foi feita uma comparacdo entre uma mistura de acido nitrico concentrado e peréxido de
hidrogénio, com o uso de apenas acido nitrico concentrado, ambos utilizados para a
mineralizagdo das fragdes bioacessiveis de um “mix’ de amostras de WP e PB. As amostras
foram deixadas em pré-digestdo para méaximo desprendimento de vapores nitrosos antes da
introducdo dos frascos no equipamento, evitando que a pressdo no interior dos vasos nao
atingisse valores muito elevados durante a digestdo. Para a combinac¢do HNO3z e H203, o sinal
se mostrou um pouco maior em relagdo ao digerido com &cido nitrico concentrado; contudo,

o0 sinal do branco também se mostrou elevado, como apresentado na Tabela 11.

35



Tabela 11 Valores médios de absorvancia integrada obtidos para Mn ap0s digestdao com
acido nitrico concentrado e acido nitrico misturado com peroxido de hidrogénio

Amostra HNOs + H202 HNOs
Branco 0,327+ 0,01 0,086 + 0,06
WP 0,633 + 0,03 0,581 + 0,05
PB 0,555+ 0,01 0,518+ 0,03

Fonte: Autoria Propria

Uma vez que esse teste comparativo foi realizado para a mineralizagdo dos suplementos
no trabalho de Lisboa (2016) e obteve-se resultados similares, inferiu-se a possibilidade de
impurezas presentes no H202 e 0 uso desse reagente no processo de mineralizagdo foi

descartado, optando-se pela mineraliza¢do das amostras fazendo uso de HNOs.

5.3.1 Modificador quimico

Os modificadores quimicos sdo conceituados por “compostos que sdo introduzidos no
atomizador de grafite simultaneamente com uma amostra teste e diminuem drasticamente 0s
efeitos de matriz”. O emprego do modificador quimico possui a finalidade de reduzir, ou
mesmo eliminar, interferéncias provocadas pela matriz ou concomitantes presentes na
amostra (VOLYNSKII, 1975).

O mecanismo de acdo da maioria dos modificadores consiste na conversao das espécies
da matriz em componentes mais volateis ou na diminuicdo da volatilizagdo dos compostos
dos analitos. Isto permite a utilizacdo de temperaturas mais elevadas na etapa de pirdlise,
favorecendo a separacdo do analito da matriz, sem afetar a atomizacéo do analito de interesse
(VOLYNSKII, 1975; WELZ & SPERLING, 1999).

Existem um grande ndmero de compostos que sdo usados como modificadores. No
entanto, os modificadores mais utilizados na literatura sdo o nitrato de magnésio, Mg(NO3):
e a mistura de palddio com nitrato de magnésio (conhecida como “modificador universal”)

(VOLYNSKII, 1975).
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Nesse contexto, foi realizado um teste com o modificador Mg(NO3). utilizando as
solugdes da fra¢do bioacessivel mineralizada do “mix” de amostras. Isso foi feito para cada
um dos grupos de suplemento alimentar, adicionando-se 10 pug de modificador na solucéo de
leitura (para ambos os analitos). Essa quantidade foi escolhida com base em dados da
literatura para amostras de alimentos (PAES, 2007; SOARES et al., 2010).

Como disposto no grafico da Figura 8, os sinais de absorvancia para cromo e manganés
ndo se diferem de forma expressiva nas amostras “mix” de WP e PB quando se faz uso do
modificador. No entanto, existe uma variacao relativamente pequena para o cromo em HP,
que pode ser inferido ao proprio sinal do modificador, como pode-se observar na diferenca
de sinais ocorrida no branco correspondente. Ja para 0 manganés, a varia¢do de sinais foi
maior em HP, em torno de 50% a mais. Por outro lado, também n&o foram observadas
diferencas significativas para as demais amostras. Este comportamento foi similar ao
reportado no trabalho de Paes, que utilizou a mesma quantidade de modificador em amostras
de mel (PAES, 2007).

Figura 8 Efeito do modificador Mg(NO3)2 nos sinais médios de absorvancia integrada

normalizados para Cr e Mn em suplementos alimentares: Br — branco; HP — hipercalorico;
WP — whey protein; PB — protein bar.
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Fonte: Autoria Propria

Para explicar a auséncia da diferenca expressiva de sinais nos “mixes” de amostra ao
utilizar Mg(NO3)2, a presenca do mineral Mg foi investigada nas amostras em estudo. Para

isso, empregou-se 0 modo chama do espectrémetro de absorcdo atbmica j& em uso. As
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condicdes de analise no equipamento foram ajustadas segundo a recomendacéo do fabricante
e as concentragdes de Mg nas solugdes mineralizadas foram determinadas por calibragéo
externa (ANEXO 1). Verificou-se que a quantidade desse elemento nessas solucgdes de
amostra é na ordem de 10 pg, quantidade proxima aquela empregada em outros trabalhos
(PAES, 2007) e, também, no manual do equipamento para a determinacdo de Mn. Neste
sentido, as amostras das fracdes bioacessiveis de suplemento j& possuiriam um “modificador

quimico natural”, ndo sendo necessario adicionar Mg(NO3)2 nas solucgdes de leitura.

Neste contexto, decidiu-se que seria mais adequado realizar as otimizacgdes instrumentais
no GF AAS adicionando-se o modificador apenas para o “mix” de amostras de HP, uma vez
que somente para esse “mix” de amostras obteve uma diferenca expressiva no sinal de

absorvancia integrado quando da presenca do modificador.

5.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES INSTRUMENTAIS DO GF AAS

As determinacOes por GF AAS estdo sujeitas a diversos problemas experimentais, como
perda de analito antes da atomizacdo, resultando queda de sensibilidade em matrizes mais
complexas e, as vezes, efeitos de memdaria. Neste contexto, otimizacGes principalmente das

temperaturas das etapas de pirdlise e atomizacao devem ser realizadas.

5.4.1 Temperaturas de pirdlise

Para estabelecer a temperatura de pirélise, fixou-se a temperatura de atomizacdo nos
valores propostos pelo manual do equipamento para Cr e Mn (2500 e 1800°C
respectivamente), e variou-se 0s valores de temperatura em uma faixa de acordo com valores
ja empregados para esses analitos como descritos na literatura.” A faixa de pirolise para Mn
variou de 700 a 1500°C e para Cr, variou de 800 a 1700°C. Empregou-se 0 uso de

modificador para a otimizacdo de Mn em hipercaldricos.

Assim, os sinais de absorvancia integrada foram coletados para os “mixes" das fracdes
bioacessiveis de HP, WP e PB digeridos, bem como para padrdes de Cr e Mn em meio
aquoso, variando-se as temperaturas de pirdlise a cada 100°C. A partir dos valores obtidos,
foram construidas curvas de sinal de absorvancia em funcdo da temperatura, conforme

mostrado nas Figuras 9, 11 e 13.
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A escolha das temperaturas 6timas de pirolise baseou-se na busca da maior relacdo entre
sinal analitico obtido antes da queda desse sinal. Comparou-se ainda o perfil das curvas de
temperatura das amostras com padrOes dos analitos, para que se estabelecesse uma
temperatura 6tima em ambos 0s meios e assim, viabilizando a utilizacdo de calibracédo
externa em meio de 4cido diluido. Essa estratégia ndo € usualmente empregada nesse tipo de
estudo, uma vez que se deva escolher uma temperatura 6tima para a analise das amostras e
aplicar essas condigdes a calibracio externa. E importante ressaltar que essa forma de escolha
foi realizada primeiramente como um teste, e seria reformulada para outros valores caso 0s

parametros de mérito ndo se mostrassem adequados.

Para a determinacdo de Mn em HP, foi selecionada a temperatura de pirélise de 1200°C
e, em WP e PB foi selecionada a temperatura de 1100°C. Ja para o Cr as temperaturas 6timas

em todos os suplementos foram de 1500°C.

5.4.2 Temperaturas de atomizacgao

As temperaturas de pir6lise foram fixadas nos valores 6timos obtidos e variaram-se 0s
valores de temperatura de atomizacdo para a construcdo de novas curvas de sinal analitico

em funcdo da temperatura.

O intervalo de temperatura de atomizacgdo o para Mn foi de 1100 a 1800°C e para Cr, a
variacdo foi de 1800 a 2500 °C para todos os trés tipos de amostras. Os resultados obtidos
sdo mostrados nas Figuras 9, 11 e 13, respectivamente. As temperaturas de atomizacéao
selecionadas foram aquelas onde se obteve o maior sinal analitico em uma menor temperatura
(condicdo de compromisso), considerando-se também a precisdo das leituras. Dessa forma,
visou-se obter uma boa sensibilidade analitica e, a0 mesmo tempo, evitar a degradacéo
precoce das paredes do tubo de grafite (CORREIA et al., 2003).

A simetria dos picos também foi levada em consideracdo, pois picos assimétricos podem
indicar a coexisténcia de diferentes mecanismos de atomizagdo, os quais podem ser diferentes
para amostras e padrdes, prejudicando a exatiddo. Neste sentido, os perfis de absorvancia,
referentes as temperaturas 6timas escolhidas, estdo apresentados nas Figuras 10, 12 e 14 para
Mn e Cr, respectivamente.
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Figura 9 Curvas de pirdlise e atomizagéo obtidas para a solucéo padrdo de 4 pg L Mne
amostra de hipercaloricos (Temperatura usada para a atomizacao: 1800 °C; 10 g de

Mg(NO:s)z2)
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Fonte: Autoria Prépria

Figura 10 Perfil de absorvancia para Mn no “mix” de amostra de hipercaloricos
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Figura 11 Curvas de pirdlise e atomizagdo para a solugio padrdo 5 pg L™t Mn, whey
protein e protein bar (Temperatura usada para a atomizacao: 1800 °C)
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Figura 12 Perfis de absorvancia de Mn no “mix” de amostras de A) whey protein e B)

protein bar
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Figura 13 Curvas de pirdlise para a solugio padrdo Cr 6 pg L™, hipercal6ricos, whey

protein e protein bar (Temperatura usada para a atomizacao: 2500 °C)
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Figura 14 Perfis de absorvancia de Cr do “mix” de amostras de A) hipercal6ricos B) whey

protein e C) protein bar
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Fonte: Autoria Propria

42



A Tabela 12 mostra o programa de aquecimento otimizado para o0 Mn e Cr nos diferentes

suplementos.

Tabela 12 Programa de aquecimento utilizado para a determinacéo de Mn e Cr nos
digeridos das fragdes bioacessiveis de suplementos alimentares

Etapa Temperatura/°C  Tempo/s Rampa/°Cs? Vazdo de gas/L min'
Secagem 100 30 10 0,2
Pirolise 1200%/1100°/1500¢ 20 120 0,2
Atomizacdo  1600*5/2300° 3 0 0
Limpeza 2500 3 0 0,2

aMn em Hipercaldricos, ®Mn em Whey Protein e Protein Bar, °Cr em todos os trés tipos de amostras de
suplementos.

Fonte: Autoria Propria
5.5 CURVA ANALITICA E TRATAMENTO ESTATISTICO

Nas andlises instrumentais em GF AAS a amostra gera um sinal de absorvéancia, cuja
magnitude é proporcional a quantidade de analito presente namesma (HARVEY, 2000). Esse

sinal se relaciona com a concentracdo por meio de um método de calibracao.

Assim, os resultados analiticos sdo determinados com base nas respostas observadas para
a curva de calibracdo, que constitui uma série de solucdes do analito com concentracdo
conhecida. A curva de calibracdo externa € a mais utilizada das calibrac6es e sdo preparadas
"separadamente das amostras" empregando padrdes analiticos que sdo diluidos em acido
diluido, geralmente. Esse método de calibracdo oferece uma grande vantagem em
laborat6rios onde muitas amostras devem ser analisadas ou quando a analise de amostras
deve ser obtida de forma rapida, visto que a preparacao desse tipo de curva é relativamente
simples e rapida (HARVEY, 2000).

A curva de calibragdo externa, no entanto, oferece uma séria limitacdo. Assume-se que
qualquer diferenca na matriz dos padrdes e a matriz da amostra ndo tem efeito na magnitude
e/ou perfil do sinal analitico. Logo, a existéncia dessa diferenca (quando ocorre) gera um erro
sistematico que pode ser para mais ou menos, em relacdo a concentracdo verdadeira do
analito (HARVEY, 2000).
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Nesse sentido, a curva de adicdo de padrdo diminui a complexidade da combinacdo da
matriz dos padrdes com a da amostra, fazendo-se adi¢des crescente de analito (por meio de
solucBes padrdo) a amostra para a construgdo da curva analitica (HARVEY, 2000). Para a
producdo dessa curva de calibracdo, cada ponto (ou padrdo) deve ter um mesmo volume de

amostra, porém com diferentes quantidades de analito.

A geracdo dos sinais obtidos em funcéo da concentracdo dos analitos deve acontecer de
forma linear para que a sensibilidade do método seja igual em todos os pontos. No entanto,
a existéncia de erros indeterminados durante as medidas gera a perda de linearidade na
calibracdo. Assim, é necessario que se derive uma curva de calibracdo que melhor ajuste uma
linha reta entre os pontos obtidos, e a andlise de regressdo utilizando o método dos minimos

quadrados fornece um meio para a obtencdo dessa linha (SKOOG, 2008).

Considerando-se esses aspectos, comparacfes foram realizadas entre as curvas de
calibracdo externa (meio aquoso contendo &cido nitrico a 2% v/v) e de adicdo de padrédo
(feitas com 500 pL do digerido da fragdo bioacessivel do “mix” das respectivas amostras).
Foram preparadas curvas analiticas monoelementares na faixa de trabalho entre 2 e 8 pg L™
a partir de solugdes padrdo estoque de Cr e Mn 1000 mg L™, diluidas com &cido nitrico

destilado de forma a se obter uma acidez final de 2% v/v.

Essas comparacdes visaram verificar o efeito de matriz, como ilustrado nas Figuras 15 e
16 para Mn e Figura 17 para Cr. Na Figura 13, a curva de calibracdo externa (CE) e a curva
de adicdo de padrdo para HP (AP HP) foram realizadas com adi¢do de modificador quimico.
Todas as curvas foram realizadas em duplicatas auténticas, ou seja, duas curvas, com 5 niveis
de adicdo de analito foram produzidas separadamente. Seus coeficientes de determinacéo

(R?) foram todos superiores a 0,9920.

Uma vez coletadas as concentragdes dos “mix” de amostras digeridos em cada uma das
curvas de calibracdo, aplicou-se o teste F (Fischer-Snedecor), de homogeneidade de
variancias, para verificar se as amostras “ndo-matrizadas” e “matrizadas” poderiam ser

consideradas estatisticamente iguais. Esse teste esta descrito pela Equacgdo 15:
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Equacao 15 Teste F (Fischer-Snedecor)

2

S1

Feqic = ) (15)
S2

Onde s?1 e s% sdo as variancias das concentracOes das replicatas das amostras nao-
matrizadas e matrizadas, pois as “ndo-matrizadas” apresentam a maior variancia. Uma vez
calculado o valor de F (Fcaic), verificou-se o valor critico tabelado (Fcrit) com “n-1° graus de
liberdade para ambos numerador e denominador, a 95% de confianca. Esse valor
correspondeu a 161 e a Tabela 13 aponta quais foram os resultados de Fcac para cada
elemento nas respectivas amostras de suplemento.

Tabela 13 Valores de F calculados para comparacao de variancias de concentracdes de Mn
e Cr nas amostras de suplemento

Amostra Cr Mn

HP 1,4 5,7
WP 0,9 2,2
PB 1,3 79

Fonte: Autoria Propria

Uma vez que os valores de Fcaic foram menores que os valores de Fcrit, pode-se inferir que
a 95% as variancias sdo consideradas iguais e a matriz ndo tem um efeito importante sobre a
precisdo do método na faixa de concentracdo em estudo. Neste caso, 0s desvios-padrdo dos
grupos podem ser agrupados e a igualdade das médias dos dois conjuntos de amostras pode

ser testada com a distribuicdo t de Student. O célculo de t é dado pela Equacdo 16 a seguir:

Equacédo 16 Calculo de t de Student ndo-pareado com variancia agrupada

X1 — X3

teaic = 1 1
Sagrupado /n_l + n_z

(16)
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Onde i, e X, sdo as médias das respostas dos analitos nas amostras matrizadas e nao-
matrizadas, n1 e n2 sdo o tamanhos das amostras (que no caso de duplicatas, esse nimero é

igual a 2) e Sagrupado € definido pela Equacdo 17 a seguir:

Equacéo 17 Sagrupado para o calculo de t de Student

ny — 1)s? + (n, — 1)s?2
Sagrupado = \/( - n) -1|-TL (_22 )5 (17)
1 2

Os valores das concentragdes obtidas nas amostras “matrizadas” e “n&o-matrizadas”
estdo dispostas nas Tabelas 14 e 15, para Mn e Cr respectivamente, assim como o0s valores

de tcaic para cada um dos grupos das amostras.

Figura 11 Comparagéo entre a curva de calibracdo externa (CE) e curva de adigéo
de padrdo (AP HP) para Mn em hipercalo6ricos — curvas realizadas com o emprego
de modificador quimico.
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Fonte: Autoria Prépria
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Figura 12 Comparacéo entre a curva de calibracdo externa (CE) e as curvas de adi¢édo de
padréo para Mn em whey protein (AP WP) e protein bar (AP PB).
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Fonte: Autoria Propria

Figura 13 Comparacdo entre as curvas de calibragdo em meio aquoso (CE) e adicdo de

padrdo para Cr nas fraces bioacessiveis de suplementos digeridas
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Tabela 14 Comparacédo das concentracdes médias de Mn (n = 2) obtidas nas fracbes
bioacessiveis de suplementos empregando calibracdo externa (CE) e adi¢do de padrdo (AP)

Curva Analitica Concentra¢do Mn / ug L
HP WP PB
CE (1,17+0,66) (6,75+0,22) (5,83+0,15)
AP (1,88+0,28) (6,99 +0,15) (5,87 £0,41)
*tcalc 4,289 3,818 0,444
ttab 4,303

* Intervalos de confianga a 95%.
Fonte: Autoria Propria

Tabela 15 Comparacao das concentracdes médias de Cr (n = 2) obtidas nas fracdes
bioacessiveis de suplementos empregando calibracdo externa (CE) e adicdo de padrédo (AP)

Curva Analitica Concentracdo Cr /g L
HP WP PB
CE (1,66 £0,28) (3,36 +0,17) (1,55+0,11)
AP (1,83+£0,25) (3,59+0,17) (1,58 +0,30)
*calc 1,942 3,950 0,436
ttab 4,303

Fonte: Autoria Propria

Uma vez que os valores calculados de t foram menores que 0 t critico teritico(2,0,025) = 4,303,
admite-se similaridade de resultados a 95% de confianca.

Os resultados das comparacdes entre as calibracGes externa e adi¢cdo de padrdo sugerem
auséncia de interferéncia de matriz significativa para a determinagédo de Cr e Mn nos
digeridos das fracdes bioacessiveis dos suplementos investigados. Desta forma, escolheu-se
a calibracdo externa como método de calibracdo e, por isso, a mesma foi usada na avaliacdo
dos parametros de mérito.

Em relacéo as curvas, foram produzidas curvas de 2-10 ug L, em triplicatas auténticas,

para ambos os analitos e os resultados da analise de regressdo linear se encontram na Tabela
16.
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Tabela 16 Resultados estatisticos para analise de regresséo linear dos modelos de
calibracdo para Mn e Cr.

Mn - Hipercaldricos

Teste de Shapiro Wilk Wealc = 0,946 Wiab = 0,881
Teste de Cochran Cealc = 0,352 Ctab = 0,684
Falta de Ajuste Ffaj-calc = 1,24 Ffaj-tab = 3,71
Regressao Freg-calc = 2336 Freg-tab = 0,004
R2 - Ajustado 0,9966
Equacédo da Reta y =(0,073 £ 0,001).x + (0,011 £ 0,007)

Mn — Whey Protein e Protein Bar

Teste de Shapiro Wilk Wealc = 0,941 Whab = 0,881
Teste de Cochran Cealc = 0,267 Ctab = 0,684
Falta de Ajuste Ffaj-calc = 1,57 Ffaj-tab = 3,71
Regressao Freg-calc = 1230 Freg-tab = 0,004
R2 - Ajustado 0,9939
Equacdo da Reta y = (0,0207 + 0,004).x + (0,002 + 0,002)

Cr — Hipercal6ricos, Whey Protein e Protein Bar

Teste de Shapiro Wilk Woealc = 0,937 Whab = 0,881
Teste de Cochran Cealc = 0,458 Ctab = 0,684
Falta de Ajuste Ffaj-calc = 3,06 Ffaj-tab = 3,71
Regressao Freg-calc = 5752 Freg-tab = 0,004
R2 - Ajustado 0,9987
Equacdo da Reta y =(0,0474 + 0,0004).x + (0,001 £ 0,002)

Fonte: Autoria Prépria

Verificou-se com o teste de Shapiro-Wilk que os modelos ndo apresentam evidéncias, a
95% de confianca, de que haja falta de normalidade na distribuicéo de residuos, uma vez que
0 Wealculado fOi maior que 0 Whanelado. POr meio do teste de Cochran, foi possivel verificar a
homocedasticidade dos modelos, ou seja, a homogeneidade das variancias dos residuos. O

resultado do teste indica que a 95% de confiangca ndo ha diferencas significativas nas
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variancias uma vez que os valores de Ccaculado SA0 menores que 0s valores de Ctabelado €, 85Sim,
pode-se empregar o0 método dos minimos quadrados a fim de se obter uma regressao linear

convencional.

A andlise de regressdo linear foi entdo calculada e assume-se que ndo ha falta de ajuste
nos modelos, uma vez que o resultado dos valores de Fraj-caiculado terem sido menores que os
valores de Fraj-tabelado. Analogamente, a significancia da regressao foi avaliada e devido os
valores de Freg-caiculado Serem pelos menos 10 vezes maiores que 0s valores de Freg-tabelado, N
evidéncias estatisticas suficientes para considerar a regressao significativa para as curvas e

elas serem apropriadas para fins de previsdo (NETO et al., 2001).

5.6 FIGURAS DE MERITO

As figuras de mérito avaliadas e estdo descritas a seguir.

5.6.1 Exatidao

A exatiddo, investigada através do ensaio de adi¢édo e recuperacdo de analito, foi estudada
em dois niveis e em duplicata. O teor dos analitos, na solugdo de leitura, foi de 1 pg L™ no
nivel inferior e de 3 pg L™ no nivel superior, para ambos analitos, de forma que as adigoes
de analito permanecessem na faixa de trabalho; os resultados se encontram na Tabela 17.

Tabela 17 Resultados médios de recuperacdo de Cr e Mn em amostras de suplementos
alimentares (n = 2) apds digestéo.

Niveist Amostra Cr (%) Mn (%)

HP  (110+3) (109 % 6)
lpgL® WP (101+8) (107 +10)

PB (102+1) (93+1)

HP  (1162) (95+6)
3ugLlt WP (107+7) (85%1)

PB (105+5) (105 6)

Fonte: Autoria Propria
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Os valores de recuperacdo obtidos ficaram entre 101 e 116% para as determinacdes de
Cr e entre 85 até 109% para as determinagdes de Mn, apresentando um valor médio de 103%
considerando ambos os analitos. O intervalo aceitivel para analitos com concentracéo na
faixa de 0,5 pg/g é de 60 — 115% (BRITO et al., 2003). Assim, como os valores obtidos nos
ensaios de recuperagdo se enquadram neste intervalo, considera-se que o método

desenvolvido apresentou uma boa exatiddo, com um erro médio de 5,5%.

5.6.2 Precisao

Em relacéo a preciséo, este pardmetro foi calculado avaliando a repetibilidade de 10
medidas para amostras “mix” das fra¢des bioacessiveis de cada tipo de suplemento digeridas.
As médias obtidas para essas amostras apresentaram desvios padrdes relativos menores que
15% para ambos os analitos, sendo o valor médio obtido de 13% para as determinagdes de
Cr e de 14% para as determinagdes de Mn. Mais uma vez, considerando-se a ordem de
grandeza das concentracfes determinadas, pode-se concluir que o método apresenta uma

precisdo satisfatoria, inclusive porque as injecdes foram todas manuais.

5.6.3 Limites de detec¢do, de quantificacdo e massa caracteristica

Os limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) instrumentais e como também a massa
caracteristica (moy e do método calculados estdo expressos na Tabela 18 a seguir:
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Tabela 18 Limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e valores de massa caracteristica
(mo) para determinacdo dos teores bioacessiveis de Cr e Mn em suplementos alimentares
por GF AAS

LD (ugL?) LD(ugg") LQugL™) LQ(ugg™) mo(pg)

Amostras/Analitos instrumental método instrumental método

HP / Mn 0,09 0,03 0,3 0,1 1,8
WP / Mn
0,39 0,12 1,2 0,3 42
PB/ Mn
HP / Cr
WP /Cr 0,24 0,07 0,7 0,2 1,9
PB/Cr

Fonte: Autoria Propria

No trabalho de Paes (PAES, 2007) mencionado anteriormente, em que a determinacédo
de Mn também foi realizada (ainda que em amostras de mel), 0 LQmétodo € @ Mo foram de
0,120 pg g* e 2,3 pg, respectivamente. Comparando-se os resultados obtidos aqui para
hipercaléricos com os do trabalho de Paes, observa-se que os valores de recuperacfes e

L Qmetodo SA0 concordantes, enquanto a mg se mostrou melhor, isto €, menor, neste trabalho.

O estudo de Lisboa (LISBOA, 2016), que precedeu a esta pesquisa, tratou sobre os teores
totais de Cr nas mesmas amostras de suplementos utilizadas neste trabalho. Os LQmetodo
foram 0,150, 0,218 e 0,145 pug L para HP, WP e PB, respectivamente; a mo foi de 2,8 pg
para HP e WP e 2,7 pg para PB. Uma vez que esses valores sao muito similares aos do método
estabelecido para Cr neste trabalho, verifica-se que mesmo depois do ensaio de
bioacessibilidade a que as amostras sdo submetidas, o0 método ainda apresenta boa

sensibilidade.

Os dados na literatura sdo escassos em trabalhos envolvendo o estudo da
bioacessibilidade de Cr e Mn em suplementos alimentares ou amostras similares, utilizando
a técnica de GF AAS. Comparou-se, entdo, os LQ, LD instrumentais e massa caracteristica

com outras técnicas, como ICP-MS e ICP-AES para se ter uma ideia das caracteristicas dos
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métodos desenvolvidos frente a outros ja disponiveis para esses mesmos analitos em

amostras de alimentos.

Segundo Soares e colaboradores (SOARES et al., 2010), os LQs instrumentais
encontrados respectivamente para Cr e Mn em amostras de leite pasteurizado, utilizando GF
AAS, foram de 0,14 e 1,96 pg L%, enquanto loannidou e colaboradores(IOANNIDOU et al.,
2005) reportam 17 e 0,2 pg L para amostras de mel através de ICP-AES. Ja Tokalioglu e
colaboradores relata 1,6 e 370 pg L™ para fragdes bioacessiveis de suplementos alimentares
ricos em minerais utilizando ICP-MS (TOKAL1OGLU et al., 2014). Neste contexto, em
alguns casos os LQs deste trabalho concordam com outros resultados, enquanto em outros,

eles se mostraram melhores.

Quanto a massa caracteristica, De Andrade e colaboradores relata 4 pg para Cr em
amostras de mel (DE ANDRADE et al., 2014), Cabrera-Vique e colaboradores 10 pg para
Cr e 2,5 pg para Mn em amostras de alimentos fast food e de lojas de conveniéncias
(CABRERA-VIQUE & BOUZAS, 2009), Pereira Lara e colaboradores 1,9 pg para Mn em
leite materno (PEREIRA LARA et al., 2009) e leggli e colaboradores reporta 4 pg para Mn
em chocolates (IEGGLI et al., 2011). Ha de ressaltar ainda que para o Cr e para 0 Mn, as
massas caracteristicas esperadas em atomizadores longitudinalmente aquecidos sdo de
aproximadamente 3 e 2 pg, respectivamente (WELZ & SPERLING, 1999). Desta forma, as
massas caracteristicas encontradas para ambos os elementos relatadas nesse trabalho foram

concordantes com a literatura.

Por fim, vale ressaltar que das 12 amostras analisadas, e que continham os analitos de
interesse, apenas 4 das amostras ndo apresentaram teores detectaveis dos analitos nas fracGes
bioacessiveis. Este fato sera explorado a seguir, mas também evidencia a potencialidade de

uso do método desenvolvido para o estudo dos micronutrientes estudados.
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6. APLICACAO DOS METODOS

A aplicacdo dos métodos de bioacessibilidade estabelecidos necessita dos valores dos
teores totais dos analitos de interesse. Os teores totais de Cr e Mn foram estudados por Lisboa
para as mesmas amostras consideradas nesse trabalho e tais valores estdo expressos na Tabela
19, como também as porcentagens dos IDR desses minerais, caso um individuo consuma a

porcdo recomendada pela embalagem do produto.

Tabela 2 Teores totais de Cr e Mn e a correlagdo com os respectivos valores de IDR

Amostra Teor Cr (ug/g) IDR Cr! (%) Teor Mn (ug/g) IDR Mn? (%)

HP-1 0,304 60,8 11,1 33,7
HP-2 0,442 126,2 8,60 37,4
HP-3 0,266 161,0 4,95 45,6
HP-4 0,309 229,2 2,0 22,6
WP-6 0,894 102,2 4,9 8,48
WP-7 0,778 66,7 6,3 8,24
WP-8 0,443 41,0 19,1 26,9
PB-1 0,634 59,8 12,7 18,2
PB-2 0,535 45,8 14,9 19,4
PB-3 0,408 35,0 14,8 19,2
PB-4 0,403 46,0 19,3 33,6
PB-5 0,647 83,2 26,0 50,8

IDR para Cr de 35 pg/dia. 2IDR para Mn de 2,3 mg/dia
Fonte: (LISBOA, 2016)

Do grupo de amostras selecionado por Lisboa, foram selecionadas para a aplicacdo do
estudo de bioacessibilidade aquelas que promoveriam a ingestao diaria mais altas, em vista
de que apenas uma dose (para algumas das amostras) ja seria suficiente para suprir a IDR. O
calculo dos teores bioacessiveis foi possivel de ser realizado a partir dos teores totais dos
analitos. A porcentagem bioacessivel é calculada através da Equacdo 18 e dos valores

encontrados por Lisboa. A Tabela 20 apresenta os valores médios (calculados em duplicata)
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dos teores (TB) e porcentagens bioacessiveis (% Bio) de Cr e Mn para as amostras

selecionadas para o estudo de bioacessibilidade:
Equacéo 18 Porcentagem Bioacessivel

) i Teor bioacessivel (ug/g)
Porcentagem bioacessivel (%) = Teor total (11g/9) x100% (18)

Tabela 20 Valores dos teores e porcentagens bioacessiveis médios (n = 2) para Cr e Mn

IDR _ TB Mn _ IDR
Amostra TBCr (ug/g) Cr % Bio Cr (Lg/a) % Bio Mn Mn
(%) (%)
HP-1 0,150 +£0,020 43 49,4 0,657 £ 0,014 59 3
HP-2 <LQ - %BNS 0,837 £ 0,042 9,7 4
HP-3 0,114 + 0,017 63 39,0 1,69 £ 0,17 34,2 16
HP-4 <LQ - %BNS <LQ %BNS -
WP-6 0,109 0,012 12 12,2 4,85+0,41 99,5 8
WP-7 <LQ - %BNS 1,21+ 0,09 19,2 2
WP-8 <LQ - %BNS 1,29+ 0,17 6,7 2
PB-1 0,102 + 0,008 10 16,1 2,02+0,34 15,9 3
PB-2 2,56 £ 0,13 - >100% 5,17+ 0,80 34,8 7
PB-3 1,28 £0,24 - >100% 3,88 £0,32 26,3 5
PB-4 0,825 + 0,244 - >100% 7,70 £ 0,42 39,8 13
PB-5 4,28 + 0,10 - >100% 532+0,71 20,5 10

*06BNS — Porcentagem bioacessivel ndo significativa. EDPR menor que 15%. TB — teor bioacessivel

Fonte: Autoria Prépria

As amostras analisadas que ndo tiveram 0s seus teores bioacessiveis relatados
demonstraram um sinal na mesma ordem de grandeza do que o do branco do método,
indicando assim, que esses teores estdo fora do LD do método. Foram observadas
porcentagens maiores que 100% em quatro das amostras de PB para cromo, e isso se deve

possivelmente a distribuicdo desse elemento na amostra (homogeneidade) e/ou uma
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contaminacdo do processo de preparo de amostras. O valor de porcentagem de IDR para
ambos os elementos foram calculados utilizando a porcéo recomendada pelo fabricante dos
produtos. Verificou-se a quantidade bioacessivel dos elementos apresentou em grande
maioria um valor baixo (e por assim dizer, seguro para o consumidor). Porém, duas delas
apresentaram valores em torno de 50% para cromo. Visto que 0s suplementos ndo sao a unica

fonte de cromo em uma dieta balanceada, deve-se ter cautela ao ingerir esse tipo de produto.

Os desvios padrdes relativos em todas as amostras com porcentagens bioacessiveis
significativas foram menores que 18%. A precisao intermediaria foi avaliada em uma das
amostras, WP-6, em um intervalo de tempo de seis meses; a variacdo do teor de
bioacessibilidade de ambos os analitos foi menor que 14%.

No conjunto de amostras de hipercal6ricos, Mn foi determinado na presenca e auséncia
de modificador, para verificar se haveria alguma diferenca entre as concentracfes e se seria

necessario ou ndo o uso de modificador.

A determinagdo de Mn em hipercal6ricos foi entdo realizada utilizando-se os parametros
otimizados para whey protein e protein bars, como mostra a Tabela 12. A Tabela 21 mostra
que os valores obtidos para Mn com ou sem modificador sdo similares, indicando assim, que
0 uso de modificador para a determinacdo desse elemento na fracdo bioacessivel poderia ser
descartado.

Tabela 21 Comparacédo dos teores e porcentagens bioacessiveis de Mn em hipercaloricos,
com e sem o0 emprego de modificador quimico

Teor Teor

(0) 0]
Bioacessivel Mn . /o , Bioacessivel Mn . & .
Amostra Bioacessivel Bioacessivel
(Mg/g) com Mn (Hg/g) sem Mn
modificador modificador
HP-1 0,657 + 0,014 5,9 0,667 + 0,053 6,0
HP-2 0,837 + 0,042 9,7 0,894 + 0,147 10,4
HP-3 1,69 +0,170 34,2 1,91 +0,123 38,6

Fonte: Autoria Propria
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Foram comparados os resultados obtidos nesse trabalho com os trabalhos dispostos na
literatura. Tanto os valores de bioacessibilidade quanto as enzimas e tempos de digestdo
utilizados no ensaio de bioacessibilidade utilizado nesse trabalho estdo de acordo com os

reportados na literatura, os quais sdo mostrados pela Tabela 22 a seguir:
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Tabela 22 Reviséo bibliografica dos valores bioacessiveis para Cr e Mn em amostras de
alimento e pardmetros de ensaio de bioacessibilidade

Tempos Teor Técnica
Amostras  Analitos Enzimas/Sais de . . o Referéncia
digestdo Bioacessivel Analitica
Pepsina
Legumes Mn Pancreatina 4112 104-130%  ICP OES (SANZTO?%H al.
Sal de bile
Chocolate  Cr PO gp 519%  GFAAS  (PEIXOTO et
em pé Mn sal de bile 2h 19-59% ICP OES al., 2016)
Pepsina
Suplementos Cr Pancreatina 1h 6-65% ICP-MS  (TOKAL1OGLU
nutricionais Mn Sal de bile 1h 83-94% ICP OES etal., 2014)
(entre outros)
Pepsina
. Pancreatina 4h 0 (KHOUZAM et
Quetjo Mh o Saldebile  4n 26-30% ICP-MS % 2011
Amilase
C Pepsina 2h 0,4-1,1% (Q/A}SSE@'
r . 4-1,1%
Fast foods M I;zr;cdrza;hnea oh 8-16% GF AAS BOUZAS,
2009)
Saliva 5min
Alimentos Mn Pepsina oh 19-91% ICP-MS (DA SILVA et
infantis Pancreatina oh al., 2013)
Sal de bile
Pepsina
Mel Mn  Pancreatina gﬂ 85-100%  F AAS (Pog'o'ig)t al.
Sal de bile
Pepsina
Nozes e Pancreatina 1h 0 (KAFAOGLU
sementes Mn Sal de bile 4h 10-13% ICP-AES %y al., 2016)
(entre outros)
Pepsina
, Pancreatina 2h 0 (HUetal,,
Vegetais Cr sal de bile an 24-62% ICP-MS 2013)
Amilase
Saliva 5min
Cr Pepsina 24-85% (HE & WANG,
Moluscos Mn Pancreatina gﬂ 46-91% ICP-MS 2013)
Sal de bile

Fonte: Autoria Propria
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A Tabela 23 relaciona a composi¢do informada pelos rotulos dos produtos com as
porcentagens de bioacessibilidade encontradas nesse trabalho.

Tabela 23 Composicdo de compostos organicos majoritarios das amostras de suplementos
segundo informado nas embalagens e comparagdo dos teores bioacessiveis de Cr e Mn

Amostra % % % Gorc_luras .% % Bio % Bio
Carboidratos  Proteinas totais Fibras Cr Mn
HP-1 70,0 20,0 1,0 0,0 49,4 59
HP-2 81,4 10,0 5,7 0,0 %BNS 9,7
HP-3 82,1 9,4 1,2 0,0 39,0 34,2

HP-4 81,3 10,0 5,0 1,9 %BNS  %BNS
WP-6 12,5 72,5 8,5 14 12,2 99,5
WP-7 53 80,0 6,7 0,0 %BNS 19,2
WP-8 4,4 69,4 8,6 0,0 %BNS 6,7
PB-1 0,0 22,7 10,0 3,6 16,1 15,9
PB-2 40,0 33,3 17,0 0,0 >100% 34,8
PB-3 333 36,7 10,0 0,0 >100% 26,3
PB-4 35,0 40,0 9,3 0,0 >100% 39,8
PB-5 33,3 31,1 12,0 6,7 >100% 20,5

*0%BNS — Porcentagem bioacessivel ndo significativa.
Fonte: Autoria Prépria

Peixoto e colaboradores investigaram os efeitos de diferentes parametros que
influenciariam na bioacessibilidade de alguns minerais, incluindo Cr e Mn, para diferentes
tipos de amostras de chocolate em p6. Estdo incluidos nesses parametros: a variagdo da
concentracdo de bile, a presenga de lipase no ensaio in vitro e adicdo de componentes
dietéticos, como pectina (PEIXOTO et al., 2016).

Os resultados indicaram que ao aumentar drasticamente a quantidade da concentracgéo de
bile no ensaio in vitro, houve a diminuig&o significativa de porcentagem bioacessivel de Mn,
mas ndo gerou uma diferenca expressiva na bioacessibilidade de Cr. A alta concentracéo de
bile influencia na melhor digestdo de lipideos da matriz ou interage melhor com ions

metalicos, e assim, levaria & formacdo de complexos insoliveis e a diminuicdo da
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porcentagem bioacessivel (PEIXOTO et al., 2016). Outro fato que influenciaria para explicar
a queda de bioacessibilidade de Mn é o processo natural da excre¢do desse elemento pela
bile no nosso organismo, o qual € mimetizado no ensaio in vitro (HARDY, 2009).

Foi observado também pelo estudo de Peixoto que houveram maiores fracGes
bioacessiveis na presenga de componentes dietéticos, como a pectina, uma fibra soltvel. A
explicacdo desse aumento da solubilidade seria a formacéo de complexos sollveis entre 0s
elementos e a pectina (PEIXOTO et al., 2016).

Neste sentido, todas as amostras que foram submetidas a aplicacdo do método interagiram
com a mesma guantidade de bile, e, por conseguinte, aquelas que possuiam maior quantidade
de gorduras totais, segundo a analise de Peixoto, apresentariam uma maior bioacessibilidade
de Mn. De maneira similar, suplementos com maior quantidade de fibras, indicariam um

maior teor bioacessivel dos minerais.

Comparando as amostras de whey protein entre si, WP-6 em relacdo a WP-7 e WP-8
poderia ter sua porcentagem bioacessivel de Mn aumentada devido a presenca de fibra em
sua composi¢cdo. Em contraste, para as amostras de hipercaléricos, HP-9 que apresenta a

maior quantidade de fibra, possui 0 menor teor bioacessivel de Mn.

Em relacdo a bioacessibilidade de Mn em hipercal6ricos, observa-se que a conclusdo de
Peixoto ndo se aplica no quesito de que menores quantidades de gordura diminuiriam a
bioacessibilidade do mineral. Inclusive, esse comportamento se mostra totalmente paradoxal
em relacdo a bioacessibilidade de Cr, uma vez que as amostras que tiveram 0s menores teores

de gorduras, apresentaram a maior porcentagem bioacessivel.

Ndo foi possivel tragar um comportamento que correlacionasse a composicao “esperada”
das amostras de suplemento com os teores bioacessiveis de Cr e Mn encontrados. Mesmo
encontrando dados na literatura que ajudariam na elucidacdo dessa relacdo, seria mais
prudente determinar experimentalmente a composicao centesimal dos suplementos e, ainda,
utilizar um conjunto amostral maior juntamente com uma ferramenta matematica, como PCA
(do inglés, Principal Component Analysis) que permitisse encontrar a relagdo entre todas

essas variaveis, caso exista.
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7. CONCLUSOES

A determinacdo de manganés e cromo nas fracfes bioacessiveis de suplementos
alimentares foi possivel de ser realizada com boas precisdo, exatiddo e detectabilidade

empregando o método otimizado e, portanto, proposto neste trabalho.

Um tratamento das amostras (fracdo bioacessivel) foi necessario, previamente as anélises
no GF AAS. E para esta etapa, o emprego do acido nitrico concentrado e da chapa de
aquecimento ndo foram suficientes para uma digestdo completa da matriz. Empregando-se,
entdo, a digestéo assistida por radiagdo micro-ondas, que se mostraram adequadas para todas
as amostras testadas, pois ndo foram observadas interferéncias de matriz significativas

durante as analises.

Em relagdo as condicOes instrumentais, o emprego do modificador quimico Mg(NOs).
foi necessario somente para a determinacdo de Mn em HP, possivelmente como resposta ao
fato de que ja existe uma quantidade suficiente desse modificador para a estabilizacdo do

analito durante a pirdlise.

Uma vez que foi verificada a falta de interferéncias de matriz para ambas as
determinacg6es estudadas, foi definido como o método de calibracéo a calibracéo externa em
meio de &cido diluido e sob as condi¢des instrumentais otimizadas. Os modelos de calibracao
propostos foram analisados estatisticamente e se provaram adequados para fins de previsao.
Os parametros de mérito foram avaliados para a calibracdo externa e, no geral, estdo
concordantes com dados encontrados na literatura e fornecidos pelo fabricante do

equipamento de absorcdo atbmica.

Os métodos estabelecidos puderam, entdo, ser aplicados com o objetivo de quantificar e

avaliar os teores bioacessiveis de Cr e Mn em amostras comerciais de suplementos.

Considerando o conjunto estudado, composto por 12 amostras, observou-se que néo
existe um padrdo/ perfil que possa ser tragado com base nos resultados obtidos. 33% das
amostras ndo apresentaram teores bioacessiveis significativos de Cr, enquanto 8% néo o
apresentaram para Mn. Por outro lado, os teores mais elevados foram encontrados nas
amostras de hipercaldricos e whey protein, correspondendo a 49 e 99%, respectivamente, dos

teores totais.
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Esse resultado mostra que o entendimento do perfil bioacessivel dos minerais € um
assunto complexo e, por isso, merece outros e novos estudos. Por outro lado, no que diz
respeito as amostras estudadas que apresentaram teores elevados (e possivelmente
inapropriados) desses minerais, 0s teores bioacessiveis encontrados (baixos, em geral)
permitem sugerir que os suplementos sdo seguros em relacdo aos seus teores de Cr e Mn,

ainda que elevados do ponto de vista dos teores totais.

Propostas Futuras

O estudo da bioacessibilidade de elementos minerais em alimentos é um campo muito
vasto e ainda pouco explorado e conhecido. Diferentes recursos instrumentais precisam ser
avaliados com foco nas peculiaridades das amostras e, principalmente, possibilitando a
determinacdo dos nutrientes tracos, cujas concentracdes nas solucgdes de leitura sdo ainda
menores. Com base no trabalho realizado, alguns outros pontos, que merecem ser

desenvolvidos, sdo listados a seguir.

- Avaliar a andlise direta do quimo dos suplementos, estudando e/ou otimizando os
seguintes parédmetros experimentais: diluicdo das amostras e etapas do programa de

aquecimento do forno de grafite.

- Implementar outros métodos de mineralizacdo das amostras que sejam mais acessiveis
economicamente do que a digestdo assistida por radiacdo micro-ondas. Neste sentido pode-
se sugerir o estudo de diferentes combinacgdes de reagentes e aquecimento em bloco digestor.
Isso poderia diminuir o custo das analises e possibilitar que um nimero maior de laboratorios

pudesse trabalhar com amostras de alimentos e estudos de bioacessibilidade.

- Aplicar os métodos estabelecidos nesse trabalho em outras amostras de suplemento,
para que assim se consiga tracar um perfil para a composicdo mineral e, principalmente, a

bioacessibilidade de micronutrientes em suplementos, ainda pouco estudada.
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ANEXO I. Determinagdo De Magnesio Nos Teores Bioacessiveis De
Suplementos Alimentares Utilizando F AAS

Figura 18 Curva de calibracdo externa de Mg para determinacdo em fracdes bioacessiveis
de hipercaldricos
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Fonte: Autoria Propria

Concentracdo média de Mg nas solugdes das fracdes bioacessiveis digeridas de
“mix” de amostras para cada suplemento:

Tabela 3 Massa média de Mg nas fracdes bioacessiveis digeridas de suplementos

Concentracdo média  Massa média

Amostra Absorvancia média /mg L Mg* / g
Hipercaldrico 0,175 0,243 £ 0,011 7,3
Br HP 0,037 - -
Whey Protein 0,325 0,463 £ 0,027 13,9
Br WP 0,031 - -
Protein Bar 0,240 0,339 + 0,004 10,2
Br PB 0,047 - -

*Solugdo de leitura com o volume médio de 30 mL Fonte: Autoria Propria.
Com a determinacdo de Mg nas soluc@es digeridas de fracdo bioacessivel, encontrou-se
que a quantidade desse elemento é proximo de 10 pg, a mesma quantidade que é reportado

na literatura para adicdo de modificador Mg(NO3)a.

Sendo assim, pode-se inferir que os suplementos ja tenham uma quantidade de
“modificador natural”, que justificaria a auséncia do uso do modificador quimico estudado

nesse trabalho para a determinacdo de Cr e Mn nas fragdes bioacessiveis.
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