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Resumo

A ingestdo de nutrientes minerais é fundamental ao desenvolvimento
fisico e mental das criancas e a manutencéo da saude dos individuos em todas
as faixas etarias. Motivo pelo qual as agéncias de regulacdo da saude e
assisténcia humana, ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e OMS
(Organizacdo Mundial de Saude) estabeleceram o IDR (ingestdo diaria
recomendada) de nutrientes, vitaminas e minerais. Nos primeiros seis meses de
vida, a incorporacao destes nutrientes via aleitamento materno na dieta infantil &
suficiente segundo estes oOrgdos. A partir desta fase, sugere-se a
complementacao da nutricdo destes individuos com alimentos de origem animal
e vegetal. As formulas infantis, utilizadas para este fim, merecem especial
atencao no que tange ao teor dos nutrientes minerais. Assim, o presente trabalho
tem como objetivo avaliar o teor de minerais, bem como sua biodisponibilidade,
em férmulas infantis a base de cereais e desenvolver um método de amostragem
direta solidos para determinacdo de cromo nestas amostras. Para a
determinacao dos nutrientes aplicou-se um método de digestdo por via amida
em bloco digestor, com dedo frio, utilizando &cido nitrico e peréxido de hidrogénio
como oxidantes. Com o objetivo de classificar as amostras quanto ao teor de
minerais realizou-se a analise multivariada dos dados. Para o estudo da
biodisponibilidade de nutrientes minerais nas amostras foi aplicado um método
de extracdo usando uma solucéo gastrica de HCI e pepsina. A quantificacao dos
macro e microelementos nas amostras avaliadas por ambos os métodos, foi
realizada utilizando a espectrometria de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES). Os nutrientes foram avaliados a nivel de mg
g'e as faixas de concentraces encontradas foram: Ca (0,05 + 0,03 a 5,62 +
0,13);K (0,26 + 0,09 a 4,36 + 0,28); Mg (0,041 + 0,006 a 1,515 + 0,510);Na (0,10
+0,05a4,71 £ 0,098); P (0,79 £ 0,07 a 6,63 = 0,54); Fe (0,184 + 0,007 a 0,536
1+ 0,074); Mn (0,0206 £+ 0,0007 a 0,0663 + 0,0088); Se (0,0130 + 0,0069 a 0,0168
+ 0,0010); e Zn (0,026 = 0,007 a 0,249 + 0,231). A andlise multivariada dos
resultados permitiu a classificar as amostras segundo a sua composicéao e avaliar
o teor nutricional das mesmas. Os resultados obtidos na extracdo de nutrientes
minerais com a solucdo gastrica apontaram para uma maior biodisponibilidade
dos elementos Ca, K e Mg para alimentos a base de aveia, percentuais de
extracdo 72, 86 e 81 %, respectivamente; 35 % de Fe na amostra a base de
multicereais; e 56 % de Zn e 46 % de P para amostra a base de milho. O
desenvolvimento do método para determinacdo de cromo em formulas infantis a
base de cereais foi realizado utilizando a espectrometria de absor¢cdo atbmica
com fonte continua de alta resolugdo com atomizacao eletrotérmica (HR-CS ET
AAS) e amostragem direta de sélidos. Os limites de detec¢cdo e quantificacao
encontrados para o método foram:3,74 e 12, 46 ng g, respectivamente. A
massa caracteristica encontrada para o método foi 1,2 pg e RSD 10,76 %. O
método proposto possui boa preciséo e exatidao, para o CRM de folha de tomate
NIST 1573a, na determinacéo de Cr em férmulas infantis a base de cereais. As
concentracdes de Cr variaram de 33,9 a 58,1 ng g* (n = 3).

Palavras chave: Nutricdo infantil, biodisponibilidade, analise multivariada,
amostragem direta de sélidos e HR-CS ET AAS.
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Abstract

The intake of nutrients is essential to physical and mental development of
children and the maintenance of the health of individuals in all age. Therefore,
the regulatory agencies of health and human assistance, ANVISA (National
Health Surveillance Agency) and WHO (World Health Organization) established
the IDR (recommended daily intake) of nutrients, vitamins and minerals. In the
first six months of life, these nutrients incorporation through breastfeeding in
children's diet is sufficient according to these organs. From this stage, it is
suggested to complement the nutrition of these individuals with animal and plant
foods. Infant formula, used for this purpose, need special attention with regard to
the content of nutrients. Thus, this study aims to evaluate the mineral content as
well as its bioavailability, infant formulas from cereals and develop a method of
solid direct sampling for determination of chromium in these samples. To
determine the nutrients applied a method of humid digestion in digester block,
cold finger, using nitric acid and hydrogen peroxide as oxidizing. In order to
classify the samples in mineral content was held on multivariate data analysis.
To study the bioavailability of nutrients in the samples was applied to a method
of extracting using a gastric solution of HCI and pepsin. The quantification of
macro- and microelements in samples measured in both methods was performed
by optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP OES).
Nutrients were evaluated in terms of mg g-1, and the concentration ranges found
were: Ca (0.05 + 0.03 to 5.62 + 0.13), K (0.26 £ 0.09 to 4, 36 + 0.28); Mg (0.041
+0.006 to 1.515 + 0.510), Na (0.10 £ 0.05t0 4.71 + 0.098); P (0.79 £ 0.07 t0 6.63
+ 0.54); Fe (0.184 £ 0.007 to 0.536 + 0.074); Mn (0.0206 + 0.0007 to 0.0663 +
0.0088); Se (0.0130 + 0.0069-.0168 + 0.0010); and Zn (0.026 £+ 0.007 to 0.249 +
0.231). Multivariate analysis of the results allowed to classify the samples
according to their composition and evaluate the nutritional content of them. The
results obtained in the extraction of mineral nutrients to the gastric solution
showed an increased bioavailability of Ca, K and Mg oat based foods, percentage
extraction 72, 86 and 81%, respectively; 35% Fe in the sample multicereais base;
and 56% Zn and 46% P for the sample based on corn. The development of the
method for determination of chromium in infant formulas the cereal was
performed using atomic absorption spectrometry with continuous source of high
resolution with electrothermal atomization (HR-CS ET AAS) and direct solid. The
limits of detection and quantification for the method found were 3.74 and 12, 46
ng g-1, respectively. The characteristic mass found for method was 1.2 pg and
RSD 10.76%. The proposed method showed good precision and accuracy, for
tomato leaf CRM NIST 1573a, in determining Cr infant formulas cereal. The
chromium concentrations varied from 33.9 to 58.1 ng g-1 (n = 3).

Keywords: Infant Nutrition, bioavailability, multivariate analysis, direct solid
sampling and HR-CS ET AAS.
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1. Introducéo

O consumo diario de alimentos ricos em vitaminas e minerais (macro e
micronutrientes) conduz a boa nutricdo. Contudo, existe uma quantidade minima
de ingestdo considerada fundamental a esta condicdo, a chamada ingestéo
diaria recomendada (IDR) de nutrientes. A ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria) define a IDR como a quantidade que, ingerida diariamente,
atende as necessidades nutricionais da maioria dos individuos e grupos de

pessoas saudaveis [1].

Os macronutrientes e micronutrientes minerais sao elementos quimicos
gue desempenham fun¢des no organismo estando presente em maior ou menor
quantidade, respectivamente. No organismo humano compdem proteinas e
enzimas, desempenhando atividades metabdlicas, para sintese e degradacéo
de outras substancias; atuando na manutencdo dos mecanismos de defesa
(sistema imunologico); prevenindo doencas como anemia e osteoporose;

formando tecidos, por exemplo, o tecido 6sseo [2,3].

A deficiéncia de nutrientes minerais provoca distlrbios na sadde e, a
depender do grau de deficiéncia, o individuo pode desenvolver enfermidades
com possibilidade de morte. Por outro lado, altas concentracdes destes
nutrientes também podem causar doencas chegando a ser letais. Sédo
considerados macronutrientes os elementos: calcio, magnésio, potassio e

fosforo e micronutrientes: ferro, manganés, cobre, zinco, selénio e cromo [4,5 ].

O desenvolvimento fisico e mental das criancas depende diretamente da
presenca de nutrientes em sua dieta diaria. Na primeira fase da vida a
incorporagao destes nutrientes na dieta infantil ocorre via aleitamento materno.
Com o tempo alimentos processados sao incorporados a dieta das criancas.
Contudo, estes alimentos, de um modo geral, apresentam um elevado teor de
gorduras e conservantes. Assim, para garantir a boa nutricdo deste grupo de
individuos e complementar a alimentacdo deles de forma saudavel, as férmulas

infantis a base de cereais sao utilizadas como fonte complementar de nutrientes.
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O monitoramento da presenca destes nutrientes por meio de técnicas com
elevada preciséo e sensibilidade se faz necessario. No entanto, as amostras
avaliadas por meio das técnicas espectroanaliticas quase sempre se encontram
na forma sélida. Deste modo, ao quantificar uma espécie quimica faz-se
necessaria a mineralizacdo acida das amostras que as contém. Tornando
necesséario o desenvolvimento de procedimentos analiticos cuja manipulagédo

das amostras seja minima.

Diante do exposto, propfe-se realizar uma avaliacdo da presenca de
minerais, e sua biodisponibilidade, nos alimentos consumidos no dia a dia, bem
como o desenvolvimento de métodos de amostragem que seja rapido, preciso e
confiavel. Portanto, na primeira parte deste trabalho propds-se a avaliacédo
nutricional de farinhas de cereais destinada a alimentacdo infantil a partir da
determinacdo da composicdo mineral e avaliacdo da biodisponibilidade destes
na matriz estudada. E, na segunda parte do trabalho propde-se um método de
determinacdo de cromo nesta classe de alimentos empregando amostragem
direta de solidos e HR-CS ET AAS.
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Parte | — Composicdo mineral e avaliacdo da extracdo de macro e
micronutrientes de formulas infantis a base de cerais empregando solucao
de suco gastrico simulado

2. Nutrigcao infantil

A ingestéo diaria de nutrientes minerais é fundamental para a manutencao
da saude humana. Na primeira fase da vida, 0 — 6 meses, a incorporacéao destes
nutrientes ao organismo realiza-se basicamente via aleitamento materno [6].
Segundo as agéncias de regulacdo da saude e assisténcia humana, OMS
(Organizacao Mundial de Saude) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), os teores dos nutrientes presentes no leite materno atendem a
ingestdo diaria recomendada (IDR) para este grupo de individuos, sendo

indicado como Unica fonte de alimentacao para esta fase da vida.

A partir dos primeiros seis meses de vida recomenda-se a
complementacao da alimentacéo das criancas com alimentos de origem animal
e vegetal de modo a atender o IDR de acordo com a faixa etaria. As férmulas
infantis a base de cereais sao geralmente utilizadas como fonte suplementar de
nutrientes para este grupo de individuos [7]. Assim, tais alimentos merecem
especial atencdo no que tange ao teor e biodisponibilidade dos nutrientes

minerais.

Alguns pesquisadores realizam estudos com o intuito de avaliar o teor de
nutrientes em alimentos utilizados na suplementacédo alimentar de individuos a
partir do sexto més de vida. Alguns destes estudos envolvem além da
determinacao de nutrientes minerais, a sua biodisponibilidade e a determinagéo

de elementos-traco ndo essenciais ao organismo humano em férmulas infantis.

Bosscher et al [8] avaliaram o efeito do uso de agentes de espessamento,
com base em fibra dietética sollvel, na biodisponibilidade de calcio, ferro e zinco
em formulas infantis. Neste estudo foi desenvolvido um método in vitro de dialise
com digestao intraluminal preliminar para analisar férmulas a base de caseina e

de soro de leite na presenca de trés tipos de espessantes: acido alginico, goma
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locust-bean e goma guar. As amostras foram analisadas usando espectrometria
de absorcéo atbmica com chama e utilizou-se leite humano como padrao de
referéncia. A biodisponibilidade dos minerais em formulas a base de caseina e
de soro de leite suplementados com 0,42 g de goma locust-bean/100 mL foi de
9,4% e 10,4% para o célcio, 0,32 % e 1,45% para o ferro, e de 3,2 % e 5,6 %
para o zinco, respectivamente. Usando 2 g de agentes a base de acido alginico
por 100 mL de amostra, a biodisponibilidade do célcio reduziu de 13,3% para 5,3
%. No que diz respeito ao ferro e zinco, as biodisponibilidades aumentaram de
1,28 % para 6,05 %; e de 6,7 % para 10,2 %, respectivamente. Ja 0 uso da goma
de guar reduziu a biodisponibilidade do ferro de modo mais severo que a goma
locust-bean. Assim, os estudos demonstraram que o uso das fibras sollveis

como espessante alimenticio afeta a biodisponibilidade dos minerais avaliados.

Saracoglu et al [9] estudaram a presenca dos elementos-traco Cu, Mn,
Fe, Zn, Se, Cr, Al, Ni e Co em alimentos destinados a bebés na Turquia
empregando espectrometria de absorcédo atdmica em forno de grafite (GF AAS).
O objetivo do trabalho foi realizar uma comparacéo entre trés procedimentos de
mineralizacdo de amostra: calcina¢éo a seco, calcinacdo molhada e digestdo em
micro-ondas, sendo o ultimo considerado o melhor método. Para os minerais Cu,
Mn, Fe, Zn, Se e Ni as seguintes faixas de concentracdo, em pg g?, foram
encontradas: 0,52 - 4,38; 0,22 - 7,20; 1,02 - 67,5; 0,92 — 37,2; 0,12 - 0,32 e
0,05 — 10,3, respectivamente. Para os elementos Cr, Al e Co as faixas de
concentragdo em pg kg? foram: 2,02 — 68,8; 10,7 — 66,8; 2,67 — 25,4,

respectivamente.

Ikem et al [10] avaliaram a presenca de elementos toxicos em formulas
infantis (destinadas a bebés de 0 — 6 meses de idade) vendidas em grandes
redes de supermercados da Nigéria, Reino Unido e EUA empregando a
espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES). Neste trabalho 51 amostras de formulas infantis de diferentes fabricantes
foram analisadas para varios elementos essenciais (Ca, Co, Cu, Cr, Fe, Mg, Mn,
Mo, Na, e Zn) e ndo-essenciais (Ag, Al, As, Ba, Be, Cd, Fig, Ni, Pb, Sb, Sn. Sr,
Ti, Tl, U e V). As amostras foram submetidas a um método de digestdo em micro-
ondas e os resultados obtidos apds determinacdo simultanea em ICP OES

apontaram que os alimentos a base de soja, comparados aos alimentos a base
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de leite em poO, apresentaram maiores teores dos analito analisados. As
diferencas encontradas entre as concentracées dos elementos nas amostras
foram atribuidas aos diferentes processos de producdo e empacotamento nos
referidos paises. No entanto, os valores encontrados estéo dentro dos limites de

exigéncia nutricional da OMS.
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3. Macro e micronutrientes

Presentes no organismos tanto na forma idnica, solubilizados em fluidos
corporais, quanto constituindo biomoléculas, geralmente como co-fator
enzimatico, os minerais desempenham papéis essenciais no organismo
humano. A quantidade demandada pelo organismo depende da faixa etaria e
das condi¢cbes fisioldgicas, a exemplo gravidez e lactacdo, e do estado
nutricional de cada individuo. Os macronutrientes como o calcio, fésforo,
magneésio e potassio apresentam-se em grandes quantidades. Nao menos
importantes 0os microelementos, como o ferro, zinco, manganés e selénio
cumprem seus papéis funcionais mesmo em pequenas quantidades no

organismo.

3.1. Macronutrientes

3.1.1. Calcio

Quinto elemento em abundéancia no corpo humano, o calcio apresenta-se
sob a forma de cation bivalente, Ca?*. A maior parte do célcio presente no
organismo humano localiza-se no tecido ésseo, aproximadamente 99 %, o
restante encontra-se distribuido entre os dentes e tecidos moles. Este mineral é
responsavel pelas fungcdes neuromusculares, mediacdo do funcionamento de

enzimas e coagulacdo sanguinea [11].

A introducdo do calcio no organismo ocorre pela absor¢cdo deste via
aparelho gastrointestinal apds a ingestdo de alimentos que o contém e por
reabsor¢céo da hidroxiapatita de calcio [Caio(OH)2(POa4)s], presente no tecido
0sseo [11]. As principais fontes alimentares de calcio sdo o leite e seus
derivados, vegetais folhosos, por exemplo, como couve, alface e carnes [12]. Um
importante requisito da absor¢cdo do calcio pelo organismo € a presenca da

vitamina D, uma vez que ela é responsavel pela ioniza¢do do elemento absorvido
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sob forma elementar. A falta ou excesso deste elemento no organismo se da
pelo balanco entre a quantidade ingerida e a quantidade excretada de forma a

manter um nivel constante.

3.1.2. Fosforo

O fésforo, combinado ao calcio € um dos principais componentes dos
ossos (fosfato de calcio). Assim, os fatores que facilitam a absor¢éo do calcio no
organismo sdo também os que facilitam a do fésforo. Contudo, a absor¢ao
destes elementos ocorre de forma inversamente proporcional havendo uma
certa competicdo entre eles, quando um deles encontra-se em excesso 0 outro
€ obrigatoriamente excretado. Logo, para ndo haver competicdo, a presenca
destes minerais no organismo humano deve obedecer a uma proporcéo de 1:1
[11, 12].

Constituinte das membranas celulares distribui-se em todo o organismo e
desempenha funcgdes variadas. Dentre elas a participacdo na maior parte das
reacdes metabdlicas do organismo metabolismo de gordura, carboidrato e
proteina; na sintese do ATP (trifosfato de adenosina), transferéncia energética;
formacdo dos acidos nucléicos (DNA e RNA) transmissdo genética;, e como
tampdo sanguineo e de fluidos corporais. Além do mais, é fundamental na
manutencdo dos 0ssos e dentes, a formacédo do sistema nervoso e a acdo de
varias enzimas [12].

A deficiéncia de fosforo no organismo € rara pois este elemento esta
presente em abundéancia nos alimentos. Por outro lado, o excesso deste mineral
no organismo é comum devido ao uso de adubos fosfatados, carne e produtos

industrializados em especial, queijos, presunto e embutidos [12].
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3.1.3. Magnésio

Presente no organismo sob a forma de carbonatos, fosfatos e fluoretos, o
magnésio age como cofator de enzimas envolvidas no metabolismo energético,
na sintese dos acidos nucléicos (RNA e DNA), no equilibrio do potencial elétrico

celular e esta presente também nas membranas celulares [11, 12].

A maior parte do magnésio presente no corpo humano localiza-se nos
0SS0s, cerca de 60 %, 25 % nos musculos e os 15 % restantes distribuidos entre
as demais partes do corpo. Sua quantidade no organismo depende diretamente
da faixa etéria variando de aproximadamente 760 miligramas apds o0 nascimento

a 25 gramas na fase adulta [11].

Os vegetais mais verdes, sementes de leguminosas, feijao, frutos do mar,
damasco, 4gua de coco e nozes sdo algumas das fontes naturais de magnésio
para o organismo. A ingestdo de alcool, fibras dietéticas e o excesso de calcio
no organismo sao fatores que reduzem a capacidade do corpo de absorver o
elemento. A deficiéncia deste mineral no organismo € raramente observada. Ja

0 excesso € rapidamente controlado pela homeostase corporea [11, 12].

3.2.  Micronutrientes

3.2.1. Ferro

O ferro € um micronutriente de extrema importancia para o organismo
humano, uma vez que, ligado a hemoglobina, é responsavel pelo transporte e
troca de gases (oxigénio e gas carbobnico) nas ceélulas. Cerca de 70 % do ferro
presente no corpo esta no sangue e nos musculos ligado a hemoglobina e a
mioglobina, os 30 % restantes estédo distribuidos entre a medula éssea, baco e
figado [12].
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O ferro, presente no organismo nas formas organica, como complexos, e
inorganica, como ion Fe(ll) € melhor absorvido sob a forma organica. Quando
ligado ao grupo heme, anel porfirinico presente na hemoglobina, o ferro € melhor
absorvido pelo organismo. As principais fontes de ferro heme sdo as carnes,
aves e peixes. Outras fontes de ferro sdo as leguminosas, as frutas e legumes.
Contudo, por apresentarem em sua constituicdo ferro ndo heme, quando
provenientes destas fontes, a absorcéo deste elemento pelo organismo ocorre
de forma dificultada. O pH acido facilita a absorcdo deste mineral pelo
organismo, podendo esta quantidade ser até trés vezes maior. Por isso,
aconselha-se a ingestdo de sucos &cidos ou vitamina C durante ou apos as
refeicdes ricas em ferro. Quando presente em sua forma livre, ndo ligado, € um
potencial gerador de radicais livres e responsavel por desencadear doencas

neurodegenerativas [13, 14].

7

A deficiéncia de ferro € mais comum em criancas, adolescentes e
mulheres em idade fértil, sendo considerada a principal causa da anemia nestes
individuos. Com relacdo ao excesso do mineral no organismo (hemossiderose
ou hemocromatose), relata-se a ocorréncia da sua deposi¢cao nos 6rgdos. A
hemossiderose atinge principalmente o figado e pode evoluir causando cirrose
[14].

3.2.2. Manganés

O manganés possui varias funcdes no organismo humano, atua como
ativador de sistemas enzimaticos importantes (metabolismo de carboidratos,
aminoacidos e colesterol), na sintese de neurotransmissores, acidos graxos e
colesterol, e participa da formacao e desenvolvimento de 0ssos, cartilagens e
tenddes. Em um individuo adulto pode atingir uma massa de até 20 gramas e

distribui-se entre os 0ssos, rins, figado e glandulas suprarrenais [11, 12].

A deficiéncia deste mineral no organismo esta associada a baixos niveis
de dopamina. Além disso, anomalias esqueléticas (m& formacdo Ossea),

intolerancia a glicose e a alteracdo no metabolismo de carboidratos e gorduras
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também séo associados ao déficit de manganés no organismo. Por outro lado o

excesso deste elemento pode causar disturbios neurolégicos [12].

Graos integrais, ervilha, beterraba, alfafa e nozes sédo consideradas fontes
naturais de manganés para o organismo. Os cereais polidos e alimentos

processados contém um baixo teor do mineral [12].

3.2.3. Selénio

Na forma de selenito de metal, forma inorganica e selenometionina, forma
organica, em baixas concentracdes apresenta-se como nutriente essencial a
manutencdo da saude humana. Distribui-se no organismo humano entre o
sangue e os tecidos, compondo algumas metaloproteinas, estando cerca de 30
% localizado no figado, 15 % no rim, 30 % nos musculos, e 10 % no plasma

sanguineo [15].

Associado a vitamina E, o selénio, apresenta uma eficiente acéo
antioxidante, principalmente para as membranas celulares. Além disso, auxilia
na formacdo de anticorpos e na sintese dos acidos nucléicos (DNA e RNA).
Proporcionando também atividades anticarcinogénicas, uma vez que combate a
acdo de radicais livres enquanto componente de peroxidases e atua no

metabolismo dos hormdnios da tireoide, T3 e T4 [12, 16].

A deficiéncia deste elemento no organismo pode provocar mialgia e
fraqueza muscular, havendo a possibilidade do desenvolvimento de insuficiéncia
cardiovascular. Em contrapartida, o excesso, ingestao acima de 400 miligramas
diarios, pode ser letal. As principais fontes de selénio para o organismo sao 0s
vegetais folhosos (verdes), tomate, gréaos, frutos do mar, levedo de cerveja,
cebola e alho. A maior biodisponibilidade do mineral provém das fontes animais

guando comparada com as fontes vegetais [12].
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3.2.4. Zinco

O zinco é um dos micronutrientes responsaveis pelo imunolégico humano.
Em um individuo adulto estdo presentes dois gramas que se distribuem entre
todas as partes do corpo. A maior parte deste elemento esta dividida entre a
coroide do olho, a prostata e o tecido 6sseo. O zinco integra também um grande
namero de enzimas e atua nos processos de sintese e degradacdo de
carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucléicos, bem como no metabolismo

de outros micronutrientes [17].

As fontes naturais de zinco dividem-se entre fontes com teores bons,
moderados e baixos do elemento. As melhores fontes do mineral séo as carnes
vermelhas magras, cereais integrais, leguminosas e legumes. As fontes
moderadas encontradas no arroz polido, a carne de porco, frango e carnes
vermelhas com elevado teor de gordura. As fontes com baixo teor do elemento

s80 os peixes, raizes e tubérculos, vegetais folhosos verdes e frutos [12].

O excesso deste mineral no organismo pode causar nausea, vomito,
diarreia, febre e letargia, além de interferir no metabolismo de outros minerais.
Por outro lado, a sua deficiéncia € atribuida a ma cicatrizacdo de ferimentos,
retardo na maturacdo sexual e dos 0ssos, além de aumentar a incidéncia de
doencas infecciosas relacionadas a defeitos no sistema imunolégico [18]. A
deficiéncia do zinco é mais comum em criangas uma vez que o desenvolvimento
celular depende diretamente deste metal. Desta forma, este grupo de individuos

merece especial atencdo no que tange a quantidade ingerida diariamente [19].

De um modo geral, fitatos, oxalatos, fosfatos, taninos fibras e celulose
apresentam efeito quelante. Assim, quando presentes em excesso, formam sais
insolaveis dos nutrientes minerais promovendo a excre¢do elevada destes pelas
fezes. As quantidades adequadas para ingestdo diarias de minerais suficiente

para a manutencédo da saude humana estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Ingestao diaria recomendada (IDR) disponibilizado pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) para alguns nutrientes minerais.

IDR
Grupo Ca? Fe Mg Mna Na? P Se Ka Zn
(mg d) (mg d) (mg d) (mg d) (gd?) (mg d) (ug d) (gd?) (mg d)
Criancas
0 — 6 meses 210 0,274 302 0,003 0,12 1002 152 0,4 2a
7 —12 meses 270 11 752 0,6 0,37 2752 202 0,7 3
Criancas
1-3anos 500 7 80 1,2 1,0 460 20 3,0
4 — 8 anos 800 10 130 1,5 1,2 500 30 3,8 5
Homens
9 - 18 anos 1300 10 350 2,2 1,5 1250 47 4,6 9
19 — 70 anos 1000 8 410 2,3 1,4 700 55 4,7 11
> 70 anos 1200 8 420 2,3 1,2 700 55 4,7 11
Mulheres
9 - 18 anos 1300 12 300 1,6 1,5 1250 47 4,6
19 — 70 anos 1000 16 310 1,8 1,4 700 55 4,7
> 70 anos 1200 8 320 1,8 1,2 700 55 4,7
Gestantes
14 — 18 anos 1300 27 400 2,0 1,5 1250 60 4,7 12
19 — 50 anos 1000 27 355 2,0 1,5 700 60 4,7 11
Lactantes
14 — 18 anos 1300 10 360 2,6 1,5 1250 70 51 13
19 — 50 anos 1000 9 315 2,6 1,5 700 70 51 12

alngestao adequada, para lactentes equivale a inoestao média. Fonte: Adaptado de NationalAcademvofSciences.



4. Analise multivariada

A obtencdo de dados em grandes quantidades e com elevada
complexidade do ponto de vista mateméatico e estatistico exige o uso de
ferramentas computacionais que facilitem a sua interpretacdo. Como por
exemplo, os resultados provenientes da determinacdo simultanea de uma
grande quantidade de elementos quimicos em amostras diversas, nos
laboratorios de quimica analitica [20]. A exemplo de técnicas que fornecem
dados complexos, tém-se para determina¢des simultaneas a espectrometria de
emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES) e para
determinacdes sequenciais rapidas de um grande numero de elementos a

espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS).

A partir dos avangos ocorridos na area da informatica, “hardware” e
“software”, o tratamento destes dados tornou-se possivel. Assim, a necessidade
de se conhecer e explorar melhor a grande quantidade de dados obtidos nas
analises aliada ao uso das ferramentas computacionais deu origem a subéarea

da quimica denominada quimiometria [21].

A quimiometria € um ramo da quimica que se baseia na aplicacdo de
artificios matematicos e de informatica para explorar e interpretar dados de
natureza multivariada. Assim, tem como objetivo obter o maximo de informacdes
a partir da analise destes dados [22]. Outra vantagem do uso da quimiometria é
a minimizagdo da quantidade de experimentos realizados durante o
desenvolvimento de métodos analiticos, ao empregar métodos de otimizacéo
multivariada. Como ferramenta de trabalho também fornece informac¢des sobre
possiveis interacdes entre a as variaveis estudadas, isto €, a influéncia que uma
variavel exerce sobre a outra, informac6es estas ndo fornecidas em métodos

univariados de analise.

A analise de componentes principais (PCA — do inglés Principal
Component Analysis) é um método estatistico utilizado para analisar dados
multivariados projetando dados n-dimensionais em espacos de duas ou trés

dimensdes. Sendo assim, considera apenas os dados mais representativos (as
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componentes principais), a partir de combinacdes lineares dos dados originais —

0 que reduz a quantidades dos dados [23, 24].

A PCA é considerada um método exploratdrio que permite a elaboracéo
de hipéteses gerais a partir de dados obtidos e/ou coletados, confrontando-os
com estudos direcionados nos quais as hipoteses sédo previamente testadas.
Esta ferramenta é capaz de separar as informagBes importantes das
informacdes nas quais ndo se tem interesse, as redundantes e aleatorias. O
agrupamento das amostras em uma PCA define a estrutura dos dados através
de graficos de escores e pesos, cujos eixos sao as componentes principais (CPs)
nos quais os dados sao projetados. Neste caso, 0s escores fornecem a
composicdo das CPs em relagdo as amostras, enquanto o0s pesos fornecem essa

mesma composi¢do em relagcéo as variaveis.

Os eixos das CPs geradas sdo ortogonais permitindo a investigacao das
relagfes existentes entre amostras e variaveis atraveés da analise dos gréaficos
de escores e pesos. Sendo possivel avaliar a influéncia de cada variavel em
cada amostra a partir do conjunto de escores e pesos. A significancia dos pesos
das variaveis depende do mddulo dos valores encontrados ap0s o
processamento dos dados, em que, quanto maior for o peso de uma variavel
maior sera a sua significancia. As variaveis podem se relacionar positiva ou
negativamente a depender da distribuicdo espacial das mesmas. Assim, fatores
de mesmo sinal sdo considerados correlacionados e fatores com sinais opostos

séo classificados como anti-correlacionados [24, 25].

A andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA — do inglés Hierarchical
clustering analysis) € um método de analise no qual as distancias métricas entre
as amostras sao calculadas. Neste processo hierarquico, cada amostra é
considerada inicialmente de forma “isolada”, como um grupamento separado, e
a cada calculo de distancia realizado a matriz de dados é diminuida em uma
dimenséo, unindo-se pares semelhantes até a obtengdo de um Unico grupo, no

gual todos os pontos sédo agrupados [26].

A HCA tem por objetivo exibir os dados em um espaco bidimensional
enfatizando os seus agrupamentos e padrdes naturais. A distancia entre os
pontos (amostras e variaveis) fornece o grau de similaridade entre as
propriedades avaliadas, assim, quanto mais proximos estiverem estes pontos no
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espaco amostral, mais similares sdo as propriedades. Os resultados obtidos a
partir das HCA sé&o apresentados na forma de dendrogramas, que agrupam as
amostras (ou variaveis) de acordo com suas similaridades. As metodologias mais
utilizadas para o célculo da similaridade sé@o a distancia euclidiana e a técnica de

conexao baseada na distancia do vizinho mais proximo [27].

31



5. Objetivo

5.1. Objetivo geral

Determinar e avaliar a composicdo mineral de formulas infantis a base de

cereais empregando espectrometria de emissdo Optica com plasma

indutivamente acoplado ICP OES.

5.2. Objetivos especificos

Determinar as concentragcbes de macro e microelementos nas

amostras e comparar com os valores informados pelos fabricantes;

Avaliar, com o auxilio da andlise multivariada (PCA e HCA), a
distribuicdo média destes elementos nas amostras, o grau de

similaridade entre elas e correlaciona-las com o teor de minerais;

Avaliar a biodisponibilidade dos minerais contidos nas amostras
por meio do percentual de extracdo de macro e microelementos

com solucédo de suco gastrico simulado;

Avaliar a eficiéncia extrativa de uma solugéo gastrica comparando-
a a mineralizacéo total da matriz da amostra, no que tange ao teor

dos minerais avaliados;

Determinar quais das amostras apresentam maior e menor valor

nutricional.
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6. Parte experimental

6.1. Equipamentos/acessorios

No desenvolvimento do trabalho utilizou-se agitador mecanico, marca
Etica modelo 109 2; banho de aquecimento VWR modelo 75D; centrifuga
Janetzki modelo T32c, e espectrbmetro de emissdo Optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP OES) com configuracdo axial: VISTA PRO
(VARIAN, Mulgrave, Victoria, Australia). Os parametros operacionais do ICP
OES estéo apresentados na Tabela 2. Na Tabela 3, encontram-se os elementos

determinados e as respectivas linhas de emissao utilizadas.

Tabela 2. Pardmetros operacionais do ICP OES.

Pardmetros Condicobes
Radio-freqiiéncia do gerador (MHz) 40
Poténcia (kW) 1,2
Vazdo do géas do plasma (L min) 15
Vazdo do gas do auxiliar (L min™) 15
Vazdo do gas de nebulizacdo (L mint) 0,8
Vazédo de bombeamento da amostra (mL mint) 0,7
Cémara de nebulizacéo Sturman-Masters
Nebulizador V-Groove

Tabela 3. Analitos determinados e as respectivas linhas de emissdo utilizadas.

Elemento Linha de Emisséo (nm)
Célcio (Ca) 422,673
Ferro (Fe) 238,204
Fosforo (P) 213,618
Manganés (Mn) 257,610
Magnésio (Mg) 279,553
Potassio (K) 766,491
Selénio (Se) 196,026
Sodio (Na) 589.592
Zinco (Zn) 213,857
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6.2. Reagentes e solucdes

Todas as solucdes de amostras foram preparadas com reagentes de grau
analitico. Acido nitrico concentrado, 70 % (m/m) (Merck); Acido cloridrico 37 %
(m/m); Cloreto de sodio (Merck); Pepsina (Sigma-Aldrich); Peréxido de
hidrogénio 30 % (v/v) (Merck). Solucéo estoque de Ca, Mg, Na, K, Zn, P, Mn e
Se em HNO3 (5 %) 1000 mg L SpecSol; Solucdo estoque de Fe em HNO3 (5
%) 1000 mg L Fluka. No preparo das solucdes e em todos os procedimentos
usou-se agua ultrapura, obtida a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q
(Millipore, Bedford, USA) com resistividade especifica de 18 MQ cm™. As
solugcbes de trabalho foram preparadas a partir dos reagentes relacionados
acima em HNOs 3,0 mol L para o estudo da mineralizéo total das amostras e

em pH 2,0 para a solugéo gastrica composta por HCI, NaCl e Pepsina.

As vidrarias e demais frascos foram lavados com detergente neutro em
agua corrente e enxaguados com agua desionizada. Permaneceram submersos
em banho de HNOs 10 % por 24 horas para descontaminacdo e apos este

periodo enxaguados com agua ultrapura.

6.3. Amostras

O trabalho foi realizado utilizando amostras de férmulas infantis a base de
cereais compradas em diferentes supermercados da Cidade de Salvador — BA.
Sendo as amostras compostas por diferentes cereais: arroz, milho, aveia, e

amido de amido Todas as amostras comercializadas sob a forma de farinha.
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6.4. Procedimento experimental

6.4.1. Mineralizacdo acida a quente

Para a mineralizacé@o a quente realizou-se uma digestao por via Umida em
bloco digestor, usando dedo frio. Nesta etapa foram pesados aproximadamente
0,5 g de amostras diretamente no tubo digestor, em seguida foram adicionados
5 mL de HNOs3 e 2 mL de H202. As amostras ficaram em repouso durante 30
minutos para pré-digestdo, e apds este periodo foram submetidas a uma
temperatura de 140 °C durante cinco horas. Os experimentos foram realizados
em triplicata, os brancos analiticos compostos por 5 mL de HNOs e 2 mL de H20:2
e submetidos as mesmas condicdes experimentais das amostras. Apos a total
mineralizagdo da matriz, e resfriamento, as amostras foram transferidas para
tubos de polipropileno de 15 mL e o volume foi completado com agua ultrapura

até um volume de 14 mL.

Os macroelementos Ca, Mg, Na, K e P e os microelementos Mn, Fe, Se
e Zn foram quantificados por ICP OES nas amostras mineralizadas. A faixa linear
de trabalho para os macro elementos variou de 1 — 100 mg L* e para ao micro
elementos de 0,5 - 10 mg L't em HNO3 3,0 mol L.

6.4.2. Limites de deteccéo e quantificacao

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo LQ) do método foram
determinados realizando-se a quantificacdo de dez brancos analiticos
preparados segundo o método de digestdo por via Umida empregado nas

amostras. Os valores de LD
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Tabela 4. Limites de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) encontrados para o método.
Elemento LD* (mg L™?) LQ (mg LY

Ca 4,98 1,66
K 4,61 154
Mg 2,31 0,77
Na 4,35 1,45
P 1,67 0,56
Fe 0,41 0,14
Mn 0,19 0,06
Se 0,68 0,23
Zn 0,20 0,07

* Os valores encontrados estdo apresentados
em poténcia de 10

6.4.3. Extracdo com solucao de suco gastrico simulado

De modo a simular a extragdo dos minerais pelo organismo, fez-se o uso
de uma solucao gastrica com pH 2,0 preparada durante a realizacéo do trabalho.
Nesta etapa foram preparados 250 mL de uma solucdo HCI — pepsina, pesando-
se 0,8 g de pepsina, isolada do intestino de suinos, 0,150 g de NaCl e adicionado
1, 75 mL de HCI 37%, o volume da solucdo foi completado utilizando agua
desmineralizada. O procedimento utilizado foi adaptado do trabalho de extracdo
de minerais em folhas de cha realizado por PEREIRA 2010 [28].

Assim, com o0 objetivo de avaliar a biodisponibilidade dos nutrientes
minerais empregou-se um procedimento de simulagcéo da digestédo. Inicialmente,
foi realizado uma avaliacdo do volume de solucdo HCl — Pepsina. Em trés
erlenmeyers de 50 mL, foram pesados, diretamente, 0,5 g de amostra e a cada
frasco foram adicionados 5mL de agua morna (em torno de 50 °C). A
determinacao da condicao inicial das amostras se deu por proporcao a partir das
recomendacdes de preparo do alimento pelo fabricante, substituindo-se o leite
por agua desmineralizada. A mistura passou por um periodo de repouso
equivalente a 10 minutos, tempo necessario para que toda a massa pesada se
tornasse uma espécie de mingau. Apdés este tempo adicionou-se, a cada
erlenmeyer, os volumes 10, 20 e 30 mL da solugao de HCI — Pepsina, solugéo

extratora. O teste foi realizado em triplicata. As amostras foram submetidas a
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agitacdo mecanica por aproximadamente uma hora sob uma temperatura de
aproximadamente 37,5 °C alcangcada com o auxilio de um banho de
aguecimento, Figura 1. Em seguida as amostras foram centrifugadas por 20
minutos a 3500 rpm. Apds o procedimento as amostras foram armazenadas sob

resfriamento.

Os macroelementos Ca, Mg, Na, K e P e 0os microelementos Mn, Fe, Se
e Zn foram quantificados por ICP OES nas amostras mineralizadas. A faixa linear
de trabalho para os macro elementos variou de 1 — 50 mg L e para ao micro

elementos de 0,5 - 10 mg Lt em pH 2,0.

Figura 1. Agitacéo sob aquecimento das amostras durante a extracdo com a solugao géstrica.
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7. Resultados e discussao

7.1. Composig&o mineral

Ao confrontar os resultados dos elementos encontrados nas amostras
com as informac@es contidas nos rotulos dos alimentos avaliados, Tabela 5, foi
possivel observar que a presenca de alguns elementos quantificados néo é
informada. A exemplo, tem-se 0 potassio, 0 magnésio e o selénio. Contudo, o
teor encontrado destes elementos estdo dentro dos limites de ingestdo diaria
recomendados pela OMS e ANVISA descartando a possibilidade da intoxicacao

por estes elementos a partir da ingestao das formulas infantis a base de cerais.

Tabela 5. Quantidade de minerais (mg g1) contida em determinadas massas de amostra,
informadas nas embalagens.

Mineral (mg) Arroz Milho Arroz e aveia Multicereais
Ferro 0,06 - 0,31 0,11-0,31 0,08 - 0,31 0,20-0,31
Célcio 2,10 -2,48 2,20 -2,76 1,98 - 3,76 2,52-2,57
Sodio 0,75-1,95 0,35-12,33 0,25-2,71 1,62*

Zinco 0,07-0,14 0,14 -0,17 0,14 -0,17 0,14 -0,17
Fosforo 1,20-1,50 0,90 - 2,05 1,38-3,43 1,10-1,86
Manganés** 0,02 0,02 0,02 0,02

* Mesmo valor para as amostras. ** Presente em uma Unica marca de amostra.

Os valores de concentragdo para 0s minerais nas amostras analisadas

encontram-se dentro dos valores recomendados para ingestédo diaria. Sendo o
suficiente enquanto complemento do aleitamento materno de criancas a partir de

seis meses de vida. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6.Valores médios das concentracdes de macro e microelementos em amostras de formulas infantis determinados por ICP OES representado pelo valor
médio * intervalo de confianga, com confiabilidade de 95% (teste-t).

Concentracgdo (mg g1

Amostra Ca K Mg Na P Fe Mn Se Zn

Arz 1 3,80 + 0,29 1,09+025 0,332+ 0,059 1,81+0,26 2,88 + 0,59 0,184 + 0,007 0,0298 +0,0018  0,0145+0,0133 0,091 + 0,015
Arz 2 3,93 0,22 152+0,42 0,598 + 0,189 3,42£0,09 3,99 + 0,95 0,338 + 0,060 0,0591 +0,0133  0,0137+0,0046 0,223 + 0,051
Arz 3 4,36 + 0,87 1,23+0,28 0,391 + 0,087 2,76%0,42 2,57 + 0,64 0,517 + 0,133 0,0330 +£0,0050  0,0168 +0,0010 0,249 + 0,231
Arz 4 3,28+ 0,61 0,74+0,36 0,209 +0,101 3,71+0,59 2,59 + 0,40 0,295 + 0,079 0,0320 +£0,0062  0,0164 +0,0103 0,026 + 0,007
Miho 1 2,88+ 0,38 2,95+047 0,623 +0,065 0,26 + 0,07 1,65+ 0,23 0,285 + 0,028 0,0211 +0,0006  0,0146 +0,0061 0,185 + 0,028
Miho 2 3,45 + 0,19 3,08+030 0,648 +0,204 0,10+0,05 1,73+ 0,47 0,195 + 0,020 0,0210 +0,0011  0,0154 +0,0030 0,085 + 0,024
Miho 3 4,29 + 0,39 2,45+0,16 0,590 + 0,197 3,35+ 0,88 3,65+ 0,31 0,374 + 0,082 0,0459 +0,0112  0,0147 +0,0051 0,163 + 0,054
Miho 4 4,68 + 0,40 1,44+0,35 0,250 + 0,053 391+0,75 2,85+ 0,25 0,536 + 0,074 0,0221+0,0009  0,0135+0,0056 0,218 + 0,038
AvArz1  562+0,13 1,64+037  0,680+0,116 4,71+0,98 4,96 + 0,07 0,410 + 0,057 0,0629 +0,0160  0,0163+0,0041 0,229 + 0,045
AVArz2  521+0,13 1,95+0,46 0,727 +0,149 4,09+ 0,90 4,24 + 0,08 0,487 + 0,090 0,0402 +0,0047  0,0147 £0,0035 0,193 + 0,056
AVArz3 3,10 0,56 343+0,39 0,858 +0,229 0,12+0,07 2,93 +0,23 0,193 + 0,009 0,0486 + 0,0058  0,0148+0,0057 0,083 + 0,012
MC 1 3,82 + 0,56 1,48+0,18 0,338 +0,147 2,51+0,35 2,47 + 0,31 0,529 + 0,180 0,0284 +0,0043  0,0131+0,0102 0,163 + 0,061
MC 2 5,50 + 0,04 2,76+0,18 0,683 0,169 3,21+0,03 4,07+0,16 0,442 + 0,085 0,0663 +0,0088  0,0142+0,0039 0,238 + 0,068
Arrznil 0,05 + 0,03 0,26+0,09 0,061 +0,017 0,25+ 0,06 090+ 0,11  0,525+0,071 0,0206 + 0,0007  0,0157+0,0127 0,233 + 0,046
Arrzn2 <LQ 0,30+0,05 0,041+ 0,006 0,22+0,04 0,79 + 0,07 0,498 + 0,043 0,0206 + 0,0001  0,0130 +0,0069 0,208 + 0,024
Av 1 5,04 + 0,58 436+0,28  1515+0,510 0,84+ 0,05 6,63 + 0,54 0,348 + 0,085 0,0638 +0,0162  0,0134+0,0105 0,047 +0,011

Classificacdo das amostras: Arz = arroz, Mlho = milho, AvArz = aveia e arroz, MC = multicereais, Arrzn = arroz e amido de milho e Av = aveia;

As determinacdes foram realizadas em replicatas, n = 3.

< LQ: Valores encontrados estdo abaixo do Limite de quantificagéo (LQ) do método aplicado.

39



Ao analisar a tabela de resultados, observa-se que as amostras
compostas de farinha de arroz e amido de milho possuem os menores teores de
macro e micronutrientes frente as demais. Um comportamento oposto €
observado para a amostra a base de aveia visto que esta apresenta o0s teores
mais elevados de macro e microelementos quando comparado as demais. As
faixas de concentragées, em mg g, dos macro e microelementos encontradas

nas amostras estudadas estdo na Tabela 7.

Tabela 7. Faixas de concentracdo encontradas para 0s macro e microelementos
estudados nas amostras de formulas infantis a base de cereais.

Elemento Faixa de concentragcdo (mg g?)
Valor minimo = IC Valor minimo = IC
Calcio 0,050 + 0,030 5,62 +0,13
Potéassio 0,260 + 0,090 4,36 + 0,28
Magnésio 0,041 = 0,006 1,52+ 0,51
Sodio 0,100 = 0,050 4,71+ 0,10
Fosforo 0,790 £ 0,070 6,63 + 0,54
Ferro 0,184 + 0,007 0,54 £ 0,07
Manganés 0,021 + 0,001 0,07 £ 0,01
Selénio 0,013 = 0,007 0,017 = 0,001
Zinco 0,026 = 0,007 0,25+ 0,23

*|C = intervalo de confianca

As amostras que possuem aveia na composi¢cdo, as amostras de
multicereais, apresentaram comportamento semelhante, donde infere-se que a
presenca deste cereal na amostra seja a responsavel pelo elevado teor de
nutrientes nas mesmas. Contudo, este comportamento ndo é observado para
todos os elementos estudados. De um modo geral, as amostras apresentaram
teores similares de minerais. Assim, o emprego das férmulas infantis a base de
cereais como alimento complementar na dieta de criancas apos o periodo de
aleitamento materno auxilia na manutencdo do RDI no que tange aos nutrientes

minerais analisados.
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7.2. Analise multivariada dos dados

O programa escolhido para a realizacao do pré-processamento dos dados
foi o STATISTICA versao 6.0. O pré-processamento dos dados empregado na
PCA foi o auto-escalonamento, visto que se utilizou uma matriz de dados de
correlacdo baseada na diferenca das ordens de grandeza das variaveis
estudadas. Na HCA o auto-escalonamento também foi aplicado como pré-
processamento das amostras e o método de Wards foi utilizado com distancia
Euclidiana entre os dados.

7.2.1. Analise dos componentes principais - PCA

Visando facilitar a interpretacdo dos dados obtidos e classificar as
amostras segundo o teor de nutrientes foi realizada a analise multivariada dos
dados lancando méo da analise de componentes principais, a PCA. A matriz de
dados utilizada na analise multivariada das amostras esta discriminada na
Tabela 8. A PCA foi utilizada com a finalidade de classificar as amostras segundo

0 seu teor nutricional, dado pela quantidade de macro e microelementos.

Tabela 8. Matriz fatorial utilizada na analise multivariada das amostras das férmulas infantis.

Concentragéo (mg g)

Amostra Ca K Mg Na P Fe Mn Se Zn

Arz 11 3,923 1,197 0,354 1,897 3,079 0,186 0,031 0,009 0,097
Arz 12 3,805 0,999 0,307 1,689 2,617 0,181 0,029 0,020 0,085
Arz 13 3,687 1,084 0,333 1,830 2,929 0,186 0,030 0,015 0,091
Arz 21 3,845 1,395 0,537 3,390 3,698 0,319 0,059 0,013 0,209
Arz 22 4,020 1,460 0,573 3,459 3,852 0,330 0,054 0,016 0,213
Arz 23 3,932 1,718 0,683 3,425 4,421 0,365 0,065 0,012 0,247
Arz 31 4,360 1,338 0,391 2,764 2,444 0,555 0,035 0,021 0,352
Arz 32 4,010 1,226 0,356 2,594 2,408 0,456 0,031 0,013 0,171
Arz 33 4,711 1,114 0,426 2,934 2,870 0,539 0,033 0,016 0,223
Arz 41 3,524 0,730 0,204 3,478 2,745 0,290 0,032 0,019 0,026
Arz 42 3,030 0,609 0,171 3,714 2,425 0,266 0,030 0,012 0,024
Arz 43 3,277 0,895 0,251 3,949 2,585 0,329 0,035 0,019 0,029
Mlho 51 2,912 3,102 0,626 0,253 1,681 0,291 0,021 0,014 0,189
Mlho 52 2,717 2,737 0,596 0,234 1,548 0,272 0,021 0,013 0,171
Mlho 53 3,020 3,008 0,648 0,292 1,725 0,291 0,021 0,017 0,193
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Tabela 8. Continuacéo

Concentragéo (mg g™)

Amostra Ca K Mg Na P Fe Mn Se Zn

Mlho 61 3,455 3,082 0,557 0,079 1,527 0,188 0,021 0,014 0,074
Mlho 62 3,379 2,961 0,667 0,112 1,750 0,192 0,021 0,016 0,087
Mlho 63 3,530 3,203 0,718 0,119 1,900 0,204 0,022 0,016 0,094
Mlho 71 4,138 2,388 0,610 3,435 3,529 0,384 0,042 0,017 0,173
Mlho 72 4,294 2,452 0,502 2,958 3,653 0,337 0,045 0,013 0,138
Mlho 73 4,450 2,517 0,657 3,647 3,777 0,401 0,051 0,015 0,177
Mlho 81 4,515 1,301 0,232 3,645 2,744 0,512 0,022 0,012 0,205
Mlho 82 4,839 1,438 0,244 3,845 2,948 0,527 0,022 0,013 0,216
Mlho 83 4,677 1,584 0,274 4,242 2,846 0,569 0,022 0,016 0,235
AvArz 91 5,674 1,733 0,699 4,962 4,991 0,419 0,068 0,016 0,243
AvArz 92 5,624 1,467 0,627 4,256 4,963 0,383 0,056 0,018 0,208
AvArz 93 5,573 1,711 0,714 4,918 4,935 0,427 0,065 0,015 0,234
AvArz 101 5,267 1,890 0,688 3,922 4,208 0,461 0,039 0,013 0,174
AvArz 102 5,161 1,794 0,698 3,843 4,271 0,471 0,039 0,015 0,186
AvArz 103 5,214 2,153 0,797 4,508 4,239 0,529 0,042 0,016 0,218
AvArz 111 3,320 3,580 0,964 0,148 3,029 0,196 0,051 0,017 0,087
AvArz 112 3,121 3,433 0,818 0,092 2,841 0,194 0,049 0,013 0,084
AvArz 113 2,867 3,264 0,793 0,115 2,935 0,189 0,046 0,014 0,078
MC 131 3,592 1,412 0,284 2,373 2,346 0,451 0,027 0,015 0,141
MC 132 4,041 1,557 0,328 2,655 2,593 0,541 0,028 0,008 0,158
MC 133 3,816 1,484 0,401 2,514 2,470 0,595 0,030 0,016 0,189
MC 141 5,498 2,758 0,610 3,207 4,068 0,402 0,063 0,015 0,207
MC 142 5,515 2,820 0,744 3,194 4,134 0,464 0,066 0,012 0,258
MC 143 5,481 2,697 0,695 3,219 4,003 0,458 0,070 0,015 0,250
Arrzn 121 0,498 0,217 0,053 0,245 0,853 0,495 0,021 0,014 0,214
Arrzn 122 0,498 0,277 0,063 0,270 0,915 0,527 0,020 0,012 0,232
Arrzn 123 0,498 0,286 0,066 0,221 0,939 0,552 0,021 0,021 0,252
Arrzn 161 0,498 0,281 0,039 0,237 0,759 0,484 0,021 0,015 0,198
Arrzn 162 0,498 0,284 0,040 0,203 0,783 0,493 0,021 0,010 0,208
Arrzn 163 0,498 0,320 0,044 0,229 0,817 0,517 0,021 0,014 0,217
Av 151 5,040 4,364 1,280 0,838 6,625 0,310 0,057 0,016 0,042
Av 152 5,275 4,477 1,665 0,857 6,845 0,376 0,069 0,016 0,051
Av 153 4,805 4,251 1,599 0,818 6,406 0,356 0,065 0,009 0,048

Os nove analitos avaliados nas amostras estudadas geraram uma matriz

de dados 48 x 9. As trés primeiras componentes principais (CPs) da PCA

descreveram 80,71 % da variancia dos dados, sendo 43,51% da variancia
descrita pela CP1, 25,94% pela CP2 e 11,26 % pela CP3, resultados

apresentados na Figura 2, juntamente com as demais informacbes de

porcentagem das variancias (CP 4 a CP 9).
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Figura 2. Curva das variancias apresentadas em cada componente principal (CP).
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Os valores de peso das varidveis encontrados para as componentes
principais obtidas estdo plotados na Tabela 9. De acordo com os valores, em
todas as CPs avaliadas, as variaveis de maior peso estdo correlacionadas.
Sendo as variaveis de maior peso da CP1: P, Mg, Mn, Ca e K, da CP2: Na, Fe e
Zn e da CP3 o Se. Na Figura 3 esta apresentada a distribuicdo espacial destes

dados.

Tabela 9. Pesos das variaveis das trés primeiras componentes principais.

Variaveis CP1 CP2 CP3

Ca -0,817430 -0,375741 0,098597
K -0,779232 0,435008 -0,040876
Mg -0,905832 0,244654 -0,057102
Na -0,309371 -0,812625 0,100078
P -0,928645 -0,238375 -0,041515
Fe 0,300240 -0,767275 -0,221789
Mn -0,833268 -0,264910 -0,049127
Se 0,042852 -0,118271 0,962368
Zn 0,274837 -0,744543 -0,095175
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Figura 3. Gréfico de peso das variaveis estudadas nas formulas infantis, (a) CP 1 x CP2;
(b) CP1xCP3e(c)CP2xCP 3.
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De acordo com os graficos de escores, Figura 4, a Unica componente
principal que sugere uma certa tendéncia a separacdo das amostras € a CP1.
Nas Figuras 4a e 4b, pode-se observar que a amostra Av 1 localiza-se a
esquerda de ambos os graficos indicando que a mesma apresenta um maior teor
de P, Mg, Mn, Ca e P, possuindo maior peso para a CP1 conforme citado
anteriormente. Observa-se também um maior distanciamento das amostras
Arrzn, compostas por amido de milho e farinha de arroz, das demais, estando
estas localizadas mais a direita dos graficos, indicando que elas contém um

menor teor desses elementos. As outras amostras, ndo apresentaram separacao
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aparente segundo a primeira componente principal. Ao analisar o grafico e CP2
x CP3 ndo se observa separacdo das amostras, ndo sendo possivel a

classificacdo destas segundo o seu teor nutricional.

Figura 4. Gréfico de escores das matrizes das férmulas infantis estudadas, (a) CP 1 x CP 2; (b)
CP1xCP3e(c)CP2xCP3.
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7.2.2. Anélise de agrupamento hierarquico - HCA

A HCA permite a visualizagdo da similaridade e das diferencas de
composi¢cdo mineral entre as amostras. O dendrograma obtido pelo método de
Ward e distancia euclidiana mostra a formacao de dois grandes grupos, cada um

formado por trés subgrupos, ligados entre si. De acordo com o dendrograma as

45



amostras apresentam uma similaridade de 35 % no primeiro grupo e de 64 %

apresentando um similaridade média de 49,5%.

Figura 5. Dendrograma da quantidade de minerais presentes nas amostras de formulas infantis.
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No primeiro grupo pode-se observar que a amostra composta de farinhas
de varios cereais MC 13 apresenta uma matriz nutricional similar a das amostras
de farinha de arroz Arz 1 e Arz 3, onde infere-se a presenca majoritaria deste
cereal na composicdo da referida amostra. No segundo subgrupo esta
similaridade é observada para as amostras de farinha de milho Mlho 7 e Miho 8
e farinha de arroz Arz 2 e Arz 4. O terceiro subgrupo mostra a existéncia de
proximidade das matrizes das amostras compostas por farinha de arroz e aveia
AVArz 9 e AvArz 10 e a amostra MC 14. As amostras contidas no segundo grupo
foram separadas conforme o tipo de cereal ndo havendo proximidade de matriz
mineral entre elas.

Assim como na PCA, as amostras foram agrupadas de acordo com o teor
de minerais que contém, independentemente do tipo de cereal da qual séo
preparadas. Apenas as amostras a base de aveia e a base de farinha de arroz e
amido de milho foram agrupadas em separado, comportamento relatado nas

observacdes anteriores.
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7.3. Extragcdo com suco gastrico simulado

De posse dos resultados da mineralizacao completa das amostras a partir
da digestao por via imida, os percentuais de extracdo dos minerais com solucéo
de HCI — pesina foram calculados. Primeiro, a capacidade extrativa da solucéo
HCI — pepsina foi avaliada com relagdo a amostra composta por aveia, uma vez
que apresentou um maior potencial nutricional. Os resultados estdao expressos
na Tabela 10.

Tabela 10. Otimizacdo univariada do volume de solugéo de suco géstrico simulado a ser
empregado na extracdo de macro e microelementos em férmulas infantis.
% Extracao

Amostra Ca K Mg P Fe Zn
10 mL 55,43 66,43 68,86 18,52 1,69 14,21
20 mL 67,83 81,73 80,08 26,90 2,28 19,15
30 mL 72,22 86,68 81,27 29,74 2,44 20,50

De acordo com os resultados o uso de 30 mL de solucdo extratora
proporcionou o melhor desempenho na extracdo dos minerais presentes na
amostra. O uso de volumes maiores foi descartado uma vez que provocariam a
diluicdo demasiada das amostras podendo dificultar a quantificacdo de alguns
analito. Apos a avaliacdo do volume a ser usado, realizou-se a extracado dos
minerais nas outras amostras. A consequéncia do estudo esté contida na Tabela
11.

Tabela 11. Percentual de extragdo de macro e microelementos em férmulas infantis com solugéo
de suco gastrico simulado comparado a mineralizac¢éo total da matriz.
% Extracao
Amostra Ca K Mg P Fe Zn
Arz 1 43,72 54,96 36,82 46,35 2,58 43,91
Arz 2 44,10 48,50 39,39 37,77 3,77 49,22
Mlho 1 47,46 53,69 52,55 46,57 10,34 56,90
Mlho 2 39,64 48,44 49,16 45,02 6,99 43,62
AvArz 1 47,50 51,51 44,22 43,01 7,45 49,04
AvArz 2 46,85 46,84 37,55 37,09 33,65 51,91
MC 1 39,67 46,12 20,64 26,77 35,91 41,63
MC 2 37,48 39,20 32,70 29,18 9,69 41,79
Av 1 72,22 86,68 81,27 29,74 2,44 20,50
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Observando os resultados percebe-se que o percentual de extracéo, e
portanto, a biodisponibilidades dos minerais ndo varia sistematicamente de
acordo com a matriz e o elemento analisado, sendo 0s menores percentuais de
extracao obtidos para o Fe, exceto para as amostras AvArz 2 e MC1. A amostra
composta por aveia apresentou 0s maiores percentuais de extragdo para 0s
minerais Ca, Mg e K quando comparada as restantes. Assim, infere-se que esta
classe de alimento nao representa uma fonte adequada de ferro para a
complementacao nutricional de criancas apos a fase de amamentacao, O a 6
meses de vida. Deste modo, € recomendada a incorporacao de alimentos que

possam complementar o IDR de ferro a dieta desses individuos.
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8. Concluséo parcial

Os resultados da mineralizacdo total das matrizes permitem inferir que as
amostras avaliadas néo diferem significativamente com relacdo a composi¢cao
no que tange ao teor de minerais. Ao comparar 0s minerais encontrados com as
informacgdes nutricionais contidas nas embalagens, pode-se observar que a
presenca de alguns minerais encontrados, magnésio, potassio e selénio, ndo é
informada pelos fabricantes. Contudo, por estar de acordo com o nivel de
ingestao diaria recomendado pelas agéncias reguladoras, OMS e ANVISA, e nédo

oferecem riscos a salude dos consumidores alvo.

Considerando a composicdo das amostras, a partir da andlise de
componentes principais, conclui-se que o cereal contendo aveia possui um maior
teor dos nutrientes minerais fésforo, magnésio, manganés, calcio e potassio,
quando comparada as demais. O oposto pode ser observado para as amostras
composta pela mistura de amido de milho e farinha de arroz. Assim, infere-se
que a presenca de aveia na composicdo das amostras de multicereais e
composta pela mistura de aveia e arroz contribui para um aumento da

guantidade de minerais nas mesmas.

O estudo da biodisponibilidade dos minerais ratifica a presenca do maior
teor de minerais na amostra a base de aveia, uma vez que a amostra avaliada
apresentou maiores percentuais de extracdo, no que tange a presenca dos
minerais calcio, potassio e magnésio, quando comparada ao conjunto de
amostras estudado. Além disso, conclui-se também que o ferro, dentre os
minerais avaliados, apresenta menor biodisponibilidade frente as matrizes

analisadas.

Neste caso, deduz-se que as amostras compostas por mais de um tipo de
cereal apresentam valores balanceados de nutrientes minerais sendo estas as
mais indicadas para a complementacao alimentar de criancas a partir do sexto
més de vida. No entanto, outros alimentos devem ser acrescentados de modo a
servir como complementacdo de ferro, uma vez que o0 estudo de
biodisponibilidade apontou que dentre os minerais avaliados este demonstrou

baixo percentual de extracéo frente a solucao gastrica de HCI — pepsina aplicada.
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Parte 1l — Desenvolvimento de método analitico para determinacéo de Cr
em farinhas de cereais empregando amostragem direta de sélido e HR-CS
ET AAS

9. Espectrometria de absorgcéo atdmica (AAS)

9.1. Aspectos gerais

A espectrometria de absorcao atbmica (AAS) é uma técnica muito bem
consolidada atualmente, sendo empregada na determinacdo de metais,
metaldides e, de forma indireta, de ametais nos mais diversos tipos de matrizes:

biologicas, ambientais, alimenticias e geoldgicas [29].

A AAS fundamenta-se na medida da reducao da radiacéo eletromagnética
emitida por uma fonte primaria devido a absorcao desta por &tomos livres em
estado gasoso, gerados em um atomizador. Em AAS os atomizadores mais
comumente utilizados sdo a chama e o forno de grafite. A espectrometria de
absorcdo atdomica com chama (F AAS — do inglés Flame Atomic Absorption
Spectrometry) € empregada na determinacgao de espécies com concentracdo em
nivel de mg L' A espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacéo
eletrotérmica (ET AAS - do inglés Eletrothermal Atomic Absorption
Spectrometry) € aplicada na analise elementar a niveis traco, da ordem de ug L
1[30].

A AAS se divide em dois tipos fundamentais: a espectrometria atbmica
convencional, com fonte de linha (LS AAS), e espectrometria atbmica com fonte
continua de alta resolucdo (HR-CS AAS). Na LS AAS a fonte de radiacéo
utilizada emite apenas o comprimento de onda (A) especifico do elemento de
interesse. Sendo o A emitido estreito o suficiente (da ordem de picometros) de
modo a ndo emitir radiacao de fundo e/ ou linhas de outros elementos. Assim, a

LS AAS dispensa monocromadores de elevada resolucdo [31]. A correcao de
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fundo é feita geralmente com uma das trés formas: uso lampada de deutério
como fonte secundéaria de radiacdo; uso do pulso da fonte de radiagdo em
corrente elevada; e aplicacdo de um campo magnético para fazer o
desdobramento das linhas atdbmicas, o chamado efeito Zeeman. Contudo,
apesar do bom desempenho do sistema de correcdo empregando o efeito
Zeeman, nenhum dos trés sistemas de correcédo de fundo conduz a resultados

considerados ideais [32].

Na HR-CS AAS utiliza-se uma lampada de arco curto de xenénio como
fonte continua de radiacdo, sendo esta constituida de dois eletrodos de
tungsténio com distancia de 1mm entre si e operada em poténcia elevada, 300
W. Além disso, disp6e de monocromador duplo de alta resolu¢céo e de um arranjo
linear de dispositivos de cargas acopladas (CCD) como detector. A correcao de
fundo é feita segundo um sistema de correcao automatica. A configuracéo deste
equipamento permite a determinacdo das espécies quimicas metalicas com
limites de deteccao até cinco vezes menor do que na LS AAS. Também fornece
informacBes acerca do ambiente espectral da linha analitica e permite

determinacdes multielementares de forma sequencial rapida [32].

9.2. Espectrometria de absorcéo atdbmica de alta resolucdo com fonte

continua com atomizacao eletrotérmica (HR-CS ET AAS)

A espectrometria de absorcdo atbmica de alta resolucdo com fonte
continua (HR-CS AAS) representa uma nova geracdao da espectrometria de
absorcdo atdbmica e proporciona algumas vantagens quando comparada a LS
AAS. A lampada de arco curto de Xe utilizada no equipamento opera em modo
hot spot e emite radiagdo continua numa faixa entre 190 e 850 nm. Devido a
elevada poténcia na qual € operada, a intensidade de emissédo excede de uma
a trés ordens de magnitude a intensidade de lampadas de catodo oco utilizadas
em equipamentos de AAS convencionais. E uma vez que o ruido de absorvancia

€ inversamente proporcional a raiz quadrada da intensidade, espera-se
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melhoras na relacao sinal/ruido (S/N), no limite de deteccéo (LD) por um fator de
trés a dez vezes e menores valores de desvio padrao relativo (RSD) para
equipamentos de HR-CS AAS quando comparados aos equipamentos de AAS
convencionais.

A radiacdo emitida, ap0s passar pelo caminho Optico, local de
concentragdo da nuvem atdmica, é direcionada ao monocromador duplo de alta
resolucdo chamado DEMON (Double-Echelle Monochromator), composto por
um prisma e por uma rede de difracdo do tipo echelle. Apds a selecdo do
comprimento de interesse, a radiacéo é direcionada ao detector, constituido por
um arranjo linear de CCD composto de 512 pixels, dos quais 200 servem a
analiticos, sendo estes iluminados e “lidos” simultaneamente e podem ser
considerados como detectores independentes [32]. A Figura 6 consiste numa
representacdo esquematica da configuracéo atual dos equipamentos de HR-CS
AAS.

Figura 6. Representacdo esquematica da configuracdo atual de um equipamento de HR-
CS AAS. Em que: 1) lampada de arco curto de Xe; 2) espelhos elipsoidais focalizadores; 3)
atomizadores (chama e forno de grafite);4) fenda de entrada do monocromador; 5) espelhos
paraboloides; 6) prisma; 7) rede echelle e 8) detector CCD. Fonte: Adaptacdo de Welz, 2005.

Monocromador de
alta resolucéo

A espectrometria de absorcdo atdbmica de alta resolucdo com fonte
continua com atomizacdo eletrotérmica (HR-CS ET AAS) € uma técnica
empregada na andlise elementar, para determinacdes em niveis traco, visto que
tem elevada sensibilidade e seletividade. Tais caracteristicas estdo associadas

ao tempo de permanéncia (um segundo ou mais) e o elevado volume de analito

52



no caminho éptico durante a etapa de atomizacdo. O forno de grafite € o
atomizador mais comumente utilizado para esta técnica requerendo pequenos
volumes de amostra. Os limites de deteccdo obtidos nas andlises atendem
concentragbes da ordem de ng L*a pg L, para a maioria dos elementos [33,30].

Dadas as suas vantagens, a HR-CS ET AAS tem o uso amplamente difundido.

9.3. Amostragem direta de sélidos

9.3.1. Fundamentos

A amostragem direta de sélidos pode ser realizada tanto por meio de
suspensdes (SIS) quanto por meio de uma amostra solida pulverizada (SS),
sendo as determinacfes elementares realizadas com o minimo de manipulacéo
do operador, visto que dispensa procedimentos morosos de preparo de amostra
[34].

Algumas caracteristicas apresentadas pela GF AAS apontam esta técnica
como uma das mais adequadas para o emprego da SS. Podendo-se citar: 0
programa aquecimento do forno de grafite que permite a realizacdo de um pré-
tratamento térmico da amostra, podendo ser considerado como uma digestéo in
sito, auxiliando assim na remoc¢&do de componentes da matriz da amostra que
por ventura possam causar interferéncias no sinal de absorvancia; uso de
pequenas quantidades de amostra que podem ser pesadas com o auxilio de uma
microbalanca; alta seletividade e sensibilidade; auséncia de problemas
relacionados a eficiéncia de transporte das amostras onde as suspensdes sao
amostradas de forma discreta (dispensando o uso de nebulizadores) e as
aliquotas sélidas sédo pesadas diretamente na plataforma de grafite pirolitico e
depois introduzidas no atomizador eletrotérmico; possibilidade de calibragdo do
instrumento empregando solugbes aquosas pois o uso de modificadores
quimicos aliado a otimizacdo do programa de aquecimento torna essa
possibilidade viavel [34, 35].
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Contudo, algumas dificuldades inerentes a aplicacdo da SS limitam a
plena aplicagdo da técnica: i) dificuldade de introduzir pequenas aliquotas de
uma amostra sélida no atomizador — os primeiros acessorios de SS utilizados
para a pesagem e introducdo das amostras no atomizador eram de uso
relativamente complexo, contudo, acessoOrios automatizados compostos por
dispositivos de pesagem e insercdo automaticas das plataformas de grafite
contendo as amostras solidas no interior do atomizador estéo disponiveis no
comeércio; ii) a baixa precisdo, em geral expressa sob a forma de desvio padréo
relativo (RSD), comparado a analise de solucbes — valores de RSD de até20 %
para SS contra 1 % para amostras liquidas, sendo esta dificuldade relacionada
ao uso da amostra in natura. Entretanto, neste caso nao ha propagacao de erros
sistematicos e, pode ainda, fornecer informacfes acerca da heterogeneidade
das amostras; iii) possivel complexidade do procedimento de calibracdo — em
geral, requer o uso de um material de referéncia certificado (CRM do inglés
Certified Reference Material) com matriz similar a da amostra analisada. Neste
caso, a calibracdo pode ser feita de duas maneiras: pesando a mesma massa
de alguns CRMs que contenham teores diferentes do analito ou diferentes
massas de um mesmo CRM contendo o analito. Entretanto, a otimizacao das
condicbes STPF (Stabilized Temperature Platform Furnace) permite calibrar o
instrumento analitico utilizando solu¢Bes aquosas, por meio do controle das

interferéncias ndo-espectrais [36,37].

Apesar das dificuldades inerentes a SS, colocadas como empecilho de
sua utilizacdo, este método possui vantagens que superam as possiveis
dificuldades e tornam a técnica adequada a determinacdo elementar em niveis
de tracos [36]. Dentre as quais sédo consideradas: i) a ndo utilizacdo de métodos
morosos de preparo de amostras — quando necessario, requer apenas a
secagem e a moagem do material a ser analisado; ii) a simplicidade dos métodos
de determinacdo — a analise resume-se, em geral, na pesagem e insercdo da
amostra no atomizador, o que ndo implica em menor habilidade e conhecimento
analitico durante a realizacdo do procedimento; iii) a reducdo do tempo de
analise — visto que dispensa a etapa de preparo das amostras, o tempo gasto no
procedimento € determinado pelo programa de aquecimento utilizado; iv) a

reducdo do risco de contaminacdo e perdas do analito — amostras usadas in
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natura e pesadas diretamente na plataforma de grafite pirolitico, diminuindo o
contato com materiais de apoio e vidrarias; v) o aumento da sensibilidade do
método — ndo h4 diluicdo da amostra havendo a possibilidade de trabalhar com
massas diminutas; vi) a dispensa do uso de reagentes toxicos e corrosivos —
requeridos durante o pré-tratamento das amostras; vii) a minimizacdo da

geracao de residuos [34, 36,37].

Pode-se afirmar que a introducéo de aliqguotas da amostra solida, de forma
direta, no instrumento de medida se configura numa poderosa estratégia
analitica para a determinacdo elementar. Além disso, apresenta benéficos
ambientais e econdmicos. Na Tabela 12 estdo apresentadas algumas aplicacoes
da amostragem direta de sélido com seus respectivos parametros e observacdes

em matrizes diversas.
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Tabela 12. Aplicacdes da espectrometria de absorcdo atdbmica com atomizacéo eletrotérmica e amostragem direta de sélidos.

Amostra Elementos Comentérios Referéncia

Farinha de trigo Cd Massa de amostra: 3 — 5 mg; modificador quimico:10 pg Pd + 3 pug Mg; calibracéo 35
com padréo aquoso; LD: 0,4 ng g*

Frutos do mar Hg, Cd, Mn, Pb e Sn LD (ng): 0,04; 0,0013; 0,012; 0,008 e 0,07 para Hg,Cd, Mn, Pb e Sn, 38
respectivamente. Calibracdo com padrdo aquoso e com material de referéncia
certificado

Catalisadores a base de Cd, CuePb Massa de amostra:0,05 — 17 mg ; massa caracteristica 1,4, 9 e 20 pg para Cd, Cu e 39

alumina PbeLD: 0,2; 22, e 1.2 ng gt para Cd, Cu e Pb, respectivamente

Material particulado Hg Volume amostrado: 1440 m® de ar em 24 horas, massa caracteristica 22 pg Hg; LD 40

atmostférico 40 ng g equivalente a 0,12 ng m= de Hg

Cinzas de carvéo Bi, Cd, Cr, Ni, Pb, Sb, LD (ugg™):0,057;0,21;1,1; 1,4; 4,0; 0,13; 0,33 e 16 para Bi, Cd, Cr, Ni, Pb, Sh, Sn 41

SneZn e Zn, respectivamente.

Petrdleo bruto As e Cd Modificador quimico: 0,1% Pd+ 0,06% Mg+ 0,06% Triton X-100; LD: 5,1 ug kg=*para 42
As e 0,2 ug kg™t para Cd

Urina Mo e Ti Determinacdo simultdnea de Mo e Ti com LDs de 1,5 ug L-1e 6.5 pg L-1, 43
respectivamente

Solo e sedimento Ag SS-HR-CS ET AAS; massa de amostra: 0,1 — 2,0 mg; tamanho de particula < 77um; 44

LD:2ngg-1

em que LD = limite de deteccao.

56



10.Cromo

Descoberto pelo quimico francés Nicolau-Louis Vauquelin em 1797 e
isolado como metal em 1798, o cromo € um metal de transicdo do bloco ‘d’,
familia VI B da tabela de classificacdo periddica, cujo simbolo quimico € Cr, de
namero atdbmico 24 e massa atbmica 51,9961 u. Sdlido em temperatura
ambiente, suas temperaturas de fusdo e ebulicdo séo elevadas (2180 e 2944 K,
respectivamente) e apresenta elevado grau de dureza e resisténcia a corrosao
[45].

Espécie pouco abundante, cerca de 0,0102 % em crosta terrestre e 3,0 x
10® % em Agua do mar [46], o cromo ndo € encontrado na natureza em sua
forma metalica. Naturalmente é encontrado em rochas e gases vulcanicos sob a
forma de cromatos, a exemplo da cromita FeCr204 [47]. Nos diversos compostos
dos quais faz parte, pode estar sob estados de oxidacao desde -2 a +6, sendo
os mais comuns o Cr (forma elementar), Cr(lll) e Cr (VI). Os dois ultimos s&o 0s
mais estudados devido a sua importancia biologica [48].

Em seu estado fundamental o cromo nédo é considerado nocivo a saude
humana. Os efeitos nocivos deste metal no organismo ocorrem quando este
encontra-se na forma quimica Cr(VI). A sua atividade biologica esta associada
ao seu potencial oxidativo, uma vez que € espontaneamente reduzido a Cr(lll)
no organismo humano. A equacdo 1 mostra a semi-reacao de interconversao do
Cr(VI) a Cr(lll) em &gua a 25 °C.

Cr207%@aq) + 14H%@q) + 66° —> 2Cr3¥*@g+ 7H20 E°=+1,33V (1) [49]

Devido a facilidade com a qual € reduzido a Cr(lll), a espécie quimica
Cr(VI) é um gerador em potencial de radicais livres e, portanto, classificada como
carcinogénica. Outras doencas podem acometer o trato respiratério, causando
ulceracao e perfuracdo do septo nasal e possiveis efeitos renais e hepaticos,

gastrointestinais, hematolédgicos e cardiovasculares podem ser observados em
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individuos que sofrem e/ou sofreram exposicdo ocupacional a elevadas

concentracdes desta espécie [48, 50].

Khlifiet et al [51] realizaram um estudo para avaliar o teor dos metais As,
Cd, Cr e Ni em tecidos tumorais e ndo tumorais em pacientes com cancer de
cabeca e pescoco da Tunisia empregando ET AAS. O estudo revelou que o teor
desses metais foi maior nos tecidos tumorais, quando comparados aos tecidos
saudaveis, por fatores de 3,4; 2,5; 1,3 e 1,5 para As, Cd, Cr e Ni,
respectivamente. Ao comparar trabalhadores e ndo trabalhadores, constatou-se
que pintores, agricultores e pedreiros apresentaram teores de Cd e Cr mais

elevados que os niveis encontrados em néao trabalhadores.

A avaliacdo ambiental, biolégica e médica de 17 trabalhadores de 9
indastrias galvanicas diferentes do estado de S&o Paulo, sendo cinco de cromo
decorativo e quatro de cromo duro, foi realizada por Silva et al. [52] empregando
GF AAS. Neste estudo foram coletadas amostras do ar de cada ambiente e
amostras de urina dos funcionarios no inicio e no final do periodo de trabalho.
Filtros de membrana de PVC com 5 pum de diametro foram utilizados para a
amostragem do ar. O Cr(VI) foi extraido com tampao acido acético/acetato de
sédio e sua complexado por APDC. Realizou-se a extracdo do complexo com
metilisobutilcetona (MIK) e obteve-se LD de 1,1 ug L1. A determinacéo de Cr na
urina foi realizada de forma direta e foram obtidos LD’s de 0,50 ug L para as
determinacdes com modificador quimico de matriz e 0,14 pug L sem o uso de
modificador. As concentracdes de Cr (VI) no ar nas industrias galvanicas de
cromo decorativo variaram de 0,3 a 64,6 ug m= e nas de cromo duro de 4,1 a
72,8 ug m3, Foi encontrada uma correlacéo de 0,5 entre cromo urinario final e

cromo no ar.

Sob a forma de Cr(lll) este metal é toxico ao organismo humano, desde
que esteja em baixos niveis de concentracdo. A descoberta da atividade
biolégica essencial desta espécie data de 1959 [53]. A sua atua¢ao no organismo
relaciona-se diretamente ao metabolismo de carboidratos e em menor grau ao
metabolismo protéico e lipidico. Contudo, o Cr(lll) ndo atua como co-fator
enzimatico, semelhante a maioria dos minerais presentes no organismo.
Encontra-se no organismo compondo um complexo organico de baixo peso
molecular denominado “fator de tolerancia a glicose” (GTF), formado por Cr(lll),
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acido nicotinico, glicina, cisteina e acido glutamico. Juntamente com a insulina,
o GTF facilita a entrada da glicose nas células regulando o nivel glicémico no
sangue [54,53]. A deficiéncia de cromo no organismo pode ser observada
através dos seguinte fendbmenos: i) diminuicdo da tolerancia a glicose
administrada por via oral e/ou intravenosa; ii) diminuicdo da concentracéo
tecidual, em especial nos pelos; iii) aumento do nivel de triglicerideos e colesterol
sérico [53,54]. Baixos niveis de cromo podem ser observados em gestantes,
idosos, criancas diabéticas, alteracdo no metabolismo de proteinas e/ou
deplecdo de reservas por consumo metabolico excessivo e em individuos que
consomem elevadas quantidades de carboidratos refinados [54].

Tendo em vista a determinacgéo direta de Cd, Cr e Pb em amostras de mel
do estado do Parand, C.K. de Andrade et al. [55] desenvolveram um método de
amostragem por suspensdo empregando ET AAS. As suspensfes foram
preparadas em solu¢bes aquosas contendo peroxido de hidrogénio e &cido
nitrico. A calibracdo instrumental foi realizada com solu¢des aquosas para Cr e
Pb e com adicéo de padrao para Cd, pois apresentou efeito de matriz. O uso de
modificador quimico foi dispensado para Cr e Pb, ja na determinacao do Cd foi
utilizada a mistura Pd-Mg como modificador quimico. Os limites de quantificacédo
encontrados para Cd, Pb e Cr foram de 2,0; 5,4 e 9,4 ng g1, respectivamente. A
precisdo do método foi determinada a partir da repetibilidade e precisao
intermediaria com recuperacfes satisfatorias (94 — 101 %) para o0s trés
elementos. E, as concentracdes encontradas de Cd, Cr e Pb variaram de 2,0 —
8 ng gt,83-94ng g'e 141 — 228 ng g1, respectivamente.

R.C. Bolzan et al. [56] desenvolveram um método de amostragem direta
de sdélidos empregando espectrometria de absorcdo com atomizacgao
eletrotérmica (DSS-ET AAS) para a determinacdo de Cr em produtos
farmacéuticos de sulfato de bario. Neste estudo avaliou-se, além das condicGes
operacionais, o uso de &cido citrico, fosfato de amdnio, nitrato de paladio e
magneésio como modificadores quimicos. As temperaturas de pirdlise e
atomizacéao foram fixadas em 1500 °C e 2400 °C, respectivamente e 0 uso de
modificadores de matriz ndo evidenciou melhorias com relagdo ao resultado.
Houve uma elevada taxa de degradacdo da plataforma, mas sem perdas

significantes na sensibilidade do método. As amostras foram pesadas (0,3 — 1
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mg) e introduzidas no equipamento utilizando um sistema de amostragem de
sélidos com introdu¢cdo manual. Encontrou-se uma faixa linear da curva de
calibracdo de 100 — 1800 pg (R2 = 0,995), a massa caracteristica de 7,7 pg e o
limite de deteccéo de 2,4 pg. A concentracdo de Cr encontrada nas amostras
comerciais variou de 0,45 — 1,06 ug g e a confirmagéo do resultado foi obtida
por meio do método de adi¢cdo de padrédo. Os resultados obtidos usando ICP
OES e ET AAS ap6s mineralizacdo das amostras com HNOs foram 20 %
menores que os resultados alcancados pelo método proposto. As vantagens da

DSS-ET AAS se sobressairam aos métodos propostos em farmacopéias.

A. Virgilio et al. [57] desenvolveram um método de amostragem direta de
sélidos empregando HR-CS ET AAS para determinacdo de Cr em plantas
medicinais. O estudo realizado revelou que o uso de modificadores quimicos era
dispensavel e as temperaturas de pirdlise e atomizacdo foram fixadas em 1500
°C e 2400 °C, respectivamente. A faixa linear encontrada para a curva analitica
de calibracao foi de 50 — 750 pg Cr (R2 > 0,999) e as curvas usando padrao
aguoso e padréo sélido coincidiram em 96 % sendo viavel a calibracdo aquosa
para a amostragem direta de sdlidos em plantas medicinais e a exatiddo do
método verificada pela andlise de quatro materiais de referéncia certificados. Os
valores encontrados equiparam-se com o0s valores certificados com
confiabilidade de 95 %. Foram analisadas dez amostras de plantas medicinais e
a faixa de Cr encontrada variou de 1,3 a 17,7 ug g* e o limite de deteccéo
encontrado foi de 3,3 ng g.

Visando 0 aumento da massa muscular e a reducdo da gordura corpérea,
a suplementacédo de cromo tem sido comum entre os esportistas. Entretanto,
alguns alimentos destacam-se como fontes naturais deste mineral: as
oleaginosas, 0s cereais integrais, a levedura de cerveja, as carnes e os frutos do
mar. Considerando-se toleravel a ingestdo de até 200 pg de cromo dia* uma vez
gue nao ha um valor de ingestédo diaria recomendada (IDR) [54]. Por isso a
importancia de determinar o cromo em alimentos e produtos de ingestao diaria

torna-se evidente.
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11. Objetivos

11.1. Objetivo geral

Desenvolver um método rapido, confiavel e simples baseado na
amostragem direta de solido para determinacdo de cromo em férmulas infantis
a base de cereais empregando espectrometria de absor¢cdo atdomica com

atomizacao eletrotérmica de alta resolucdo com fonte continua (HR-CS ET AAS).

11.2. Objetivos especificos

» Desenvolver um método de amostragem direta de sélidos para formulas
infantis a base de cereais;

» Desenvolver um método de determinacdo de cromo empregando HR-CS
ET AAS;

= Avaliar qual o modificador quimico adequado para a determinacédo do
analito na amostra;

= Comparar o comportamento das curvas de pirélise e atomizacdo com e
sem modificador quimico;

= Avaliar o uso de padrdo aquoso para calibracdo do método e comparar

com o uso do CRM.

61



12.Parte experimental

12.1. Equipamentos/ acessorios

Durante o desenvolvimento do trabalho foi utilizado um espectrometro de
absorcdo atbmica com fonte continua de alta resolucdo e atomizacao
eletrotérmica (HR-CS ET AAS) Modelo ContrAA700, marca AnalitikJena (Jena,
Alemanha). O espectrémetro possui uma lampada de arco curto de xendnio de
alta pressao que opera em modo hot spot sob uma poténcia de 300 W e emite
de forma continua a radiagdo numa faixa entre 190 e 850 nm. O atomizador
apresenta aquecimento transversal. A linha principal de absorcédo do cromo foi
utilizada (357, 8687nm) e sistema de correc¢do de fundo IBC. Uma plataforma,
tipo canoa, de grafite pirolitico foi utilizada para conter a amostra. Um amostrador
automatico para introducdo de soélidos Modelo SSA 600 (AnalitikJena) foi

utilizado para a introducéo direta das amostras.

12.2. Reagentes, solucdes e amostras

Sistema de desionizacdo de agua por osmose reversa Gehaka modelo
0S20 LX e sistema de purificacdo de aguaMilli-Q (Millipore, Bedford, USA) com

resistividade especifica de 18 MQ cm™.

Todas as solucdes de amostras foram preparadas com reagentes de grau
analitico. Acido nitrico concentrado, 70 % (m/m) (JTBecker); Perdxido de
hidrogénio 30 % (v/v) (Merck); Etanol 96% (v/v) (Merck); Triton-X 100 (JTBecker);
Solucédo estoque de Mg e Cr em HNOz (5 %) 1000 mg Lt (Qhemis); Solucédo
estoque de Pd em HNO3 (5 %) 10000 mg L (Qhemis).

Todas as vidrarias passaram por lavagem com agua corrente e detergente
neutro, re-enxague com agua desionizada. Permaneceram submersas em
banho de HNOs 10 % por 24 horas para descontaminacdo e apos este periodo

enxaguadas com agua ultrapura.
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A solucéo de padréo rastreado de magnésio 1000 mg L que equivale a
uma solucao 0,1 % de Mg foi empregada diretamente como modificador quimico.
Um segundo modificador quimico utilizado, o paladio/magnésio foi preparado
segundo a propor¢cao solucdo padrdo de paladio 0,1 %: solucdo padrdao de
magneésio 0,05 %. Ambas as solucdes foram preparadas em meio acido, HNO3
0,5 %.

A solucéo de cromo (20 pg L) utilizada, foi preparada a partir da diluicéo

de uma solucgéo de padréo rastreado com concentracéo de 1000 mg L.

A amostra de formula infantil a base de farinha de arroz e amido de milho
sobre a qual desenvolveu-se o método foi adquirida em um supermercado da
cidade de Salvador-BA. CRM de folha de tomate NIST1573a foi empregado para

comparacao das curvas analiticas e para validagdo do procedimento proposto.

12.3. Procedimento para determinagé&o direta de cromo em amostras de

formula infantil a base de cereal

No presente trabalho, visando reduzir o tempo de analise e preparo da
amostra, foi empregado um sistema de introducdo direta de amostra.
Dispensando-se a etapa de preparo de amostra, quase sempre mineralizacao

empregando acidos inorganicos a quente [58].

Desta forma, pesou-se na plataforma de grafite pirolitico
aproximadamente 2,0 mg da amostra de formula infantil. Apés a pesagem foram
adicionados 10 pL de solucao de surfactante e 5 yL de solucdo de modificador
quimico usando pipetadores automaticos com as respectivas capacidades
volumétricas. Em seguida, o amostrador automatico transferiu a plataforma de

grafite para dentro do atomizador eletrotérmico.

O programa de aquecimento, do forno de grafite, utilizado para o
desenvolvimento do método apresenta seis etapas sendo duas de secagem,
uma de pirélise, uma de atomizacao, uma de limpeza e por fim a de resfriamento

do atomizador, Tabela 13.
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Tabela 13. Programa de aquecimento do forno de grafite empregado na determinacéo de Cr em
farinha de arroz e amido de milho.

Etapa Temp. (°C) Rampa (°C s?) Tempo Vazdo Ar* (L s-1)
Secagem 120 3 25 2,0
Secagem 150 5 15 2,0

Pirdlise 1600 20 20 2,0
Atomizacéo 2400 2500 8 0
Limpeza 2550 500 4 2,0
*Ar = Argonio.

12.3.1. Teste de modificador quimico

Para o teste com os modificadores quimicos foi selecionado o programa
de aquecimento do forno de grafite recomendado pelo fabricante do
equipamento. Para tal, foram pesados aproximadamente 2,00 mg da amostra,

na qual se adicionou 10 pL da solucdo de surfactante e agentes oxidantes.

Em seguida procedeu-se o teste com os modificadores quimicos: solucao
de nitrato de magnésio (Mg(NO3)2) e a solucdo combinada de paladio e nitrato
de magnésio (Pd/Mg(NOs)2). Primeiro empregou-se como modificador quimico
uma solucdo de Mg 0,1 % e em seguida uma solucdo de Pd 0,1 %/Mg 0,05 %.
Uma mistura de 10 pL da solugéo de surfactante e agentes oxidantes e 5 pL da
solucdo de modificador quimico foi tomada como branco analitico para esta

etapa.

12.3.2. Curvas de pirélise e atomizacao

A determinacao das curvas de pirolise e atomizacao foi realizada de forma
univariada, empregando o procedimento descrito no item 12.3. Para a
determinacdo da temperatura de pirolise fixou-se a temperatura de atomizagao
em 2300 °C. E, para a determinacdo da temperatura de atomizagcdo a

temperatura de pirélise foi fixada em 1300 °C.
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13.Resultados e discussao

13.1. Teste com modificador quimico

No desenvolvimento do meétodo optou-se por utilizar uma amostra
composta por farinha de arroz com amido de milho pois, apresenta-se sob a
forma de um pa6 fino, dispensando etapas de pré-tratamento, no caso maceracao.
Ao adicionar o modificador quimico a amostra observou-se a formacéo de uma
tensdo superficial ao redor da gota impedindo o espalhamento uniforme da
mesma sobre a amostra. Verificou-se também a formacédo de residuos de
carbono sobre a plataforma ao final de cada medida, o qual foi devido a
incompleta destruicdo da matriz organica. Assim, antes de realizar o teste com
os modificadores foram testadas solu¢cbes de surfactantes contendo agentes
oxidantes, no sentido de promover um melhor contato entre amostra e
modificador, além de eliminar a matriz organica de forma mais eficiente. Primeiro
testou-se uma solucao de triton-X 0,05 % (m/v) com perdxido de hidrogénio 1
%(Vv/v) e acido nitrico 0,5 % (v/v). Para esta solu¢éo evidenciou-se 0 aumento da

guantidade de residuos remanescentes na plataforma.

Logo depois testou-se uma solucdo contendo etanol e perdxido de
hidrogénio em acido nitrico 1 %. Para esta segunda solu¢éo foi observado nao
somente o efeito surfactante eficiente como também uma melhor atuacao
decompositora da matriz organica. Usando este procedimento, a formacao de
fuligem na plataforma ap6s a analise foi observada apenas para massas de
amostra maiores que 2 mg. Portanto, durante o desenvolvimento do trabalho
foram utilizadas massas de até 2,0 mg de amostra. O volume da solucdo
contendo etanol e agentes oxidantes foi avaliado e apds os testes realizados
observou-se que um volume de 10 pL desta solugao foi suficiente para auxiliar

na reducdo da quantidade de fuligem gerada na plataforma apds cada ciclo.

Um terceiro modificador quimico também foi testado, 0 NH4H2PO4. Porém
ao ser empregado foi gerada uma grande quantidade de residuos na plataforma

de grafite. Neste caso, ndo foi obtido um sinal analitico satisfatorio.
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Os valores de absorvancia normalizada foram utilizados para comparar os
resultados obtidos, de modo a avaliar a intensidade do sinal analitico do cromo
por um miligrama de amostra. Os resultados do teste de modificadores quimicos

estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados obtidos no teste de modificadores quimicos para determinacéo de Cr em
férmulas infantis.

Modificador Absorvéancia normalizada RSD%
Sem modificador 0,07066 + 0,04260 24,3
Mg 0,06660 *+ 0,01928 11,7
Pd + Mg 0,07060 * 0,01838 10,5

De acordo com os resultados obtidos para as determinacdes com e sem
modificadores quimicos os valores encontrados ndo apresentaram diferencas
estatisticas significativas, com confiabilidade de 95 % (teste-t). No entanto, a
solucdo de Pd/Mg, enquanto modificador quimico, provocou demasiado
desgaste da plataforma de grafite pirolitico. Assim, o Mg 0,1 % foi escolhido
como modificador quimico para o método pois ndo provocou desgaste da
plataforma e conferiu melhor estabilidade térmica para o analito permitindo assim

0 uso de elevadas temperaturas de pirdlise.

13.2. Curvas de pirdlise e atomizacgéo

Visando otimizar as condi¢des instrumentais de modo a se obter uma boa
relacao sinal/ruido, foram tracadas as curvas de pirélise e de atomizagéo. Nesta
etapa, escolheu-se a condi¢do que resultou na maxima degradacao da matriz,
uma vez que a amostra foi analisada de forma direta, e na qual foi gerado o sinal

mais intenso de absorvancia integrada.

Uma vez selecionado o modificador quimico, foi efetuado um estudo
acerca das temperaturas de pirdlise e atomizagdo a serem aplicadas na
determinacao do analito nas amostras. Para a determinagéo da temperatura de
pirélise observou-se uma faixa de temperatura de 1000 a 1800 °C. A temperatura
de atomizacéo foi fixada em 2300 °C e a temperatura de pirélise estudada em
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intervalos de 100 °C. Para a avaliacdo da temperatura de atomizacéo, fixou-se
a temperatura de pir6lise em 1300 °C, visando um menor desgaste do material.
A faixa de temperatura de atomizagdo examinada foi de 2100 a 2600 °C, a
variacdo também foi feita a cada 100 °C. As curvas obtidas na determinacéo das

referidas temperaturas estao identificadas na Figura 7.

Figura 7. Curva de pirélise (=) e curva de atomizagéo () para determinacdo de Cr em
férmulas infantis empregando Mg como madificador quimico.
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Diante dos resultados obtidos, a temperatura de pir6lise empregada das
determinacdes posteriores foi de 1600 °C e para a atomizagao 2400 °C. Em
ambos 0s casos, optou-se por escolher o valor que apresentasse maior robustez,

no que tange ao sinal analitico, frente a pequenas variacdes de temperatura.

Visando assegurar a necessidade do uso de uma solucao de modificador
quimico foram realizados os mesmos procedimentos de determinacdo das
temperaturas de pirolise e atomizacdo na amostra sem uso desta solugdo. Os

resultados obtidos estdo expostos na Figura 8.
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Figura 8. Curva de pir6lise (#) e curva de atomizacao (-*-)para determinacao de Cr em
férmulas infantis sem uso de modificador quimico.
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Segundo os resultados alcancados, para a pirélise pode-se observar
valores constantemente decrescentes de absorvancia integrada sendo o melhor
sinal analitico obtido para uma temperatura de 1300 °C. Na atomizacao o melhor
sinal € obtido a uma temperatura abaixo da temperatura de atomizacdo do
cromo, 2200 °C, e em seguida ha um decaimento do sinal. Em ambos os casos
o decréscimo do sinal é atribuido a perda do analito. Desta forma, os resultados
corroboram com a necessidade da utilizacdo de um modificador quimico na

determinacao do cromo em amostras de farinha de cereais.

13.3. Curvas de calibragéo

De posse das temperaturas de pirdlise e atomizacdo cujos sinais
analiticos apresentaram melhor perfil para a determinacdo de Cr foram obtidas
as curvas de calibracdo analitica: uma empregando solu¢do aquosa e uma em
matriz solida utilizando o CRM de folha de tomate NIST 1573a. A aplicabilidade
do padréo aquoso na calibracdo do método foi avaliada comparando-se as

inclinagdes das curvas.
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Na determinacédo da curva de calibragdo do cromo em meio aquoso foi
utilizada uma solucéo padréo contendo 20 pg L* do analito. As medidas foram
realizadas em triplicata, sendo o branco analitico 5 pL da solucdo de modificador
quimico. A massa de cromo variou numa faixa de 80 — 400 pg de cromo e a faixa

linear de 80 - 320 pg do elemento.

Devido a dificuldade em encontrar uma solucdo padréao sélida de cromo,
obteve-se uma curva de calibrac&o de solido utilizando um material de referéncia
certificado contendo o elemento. Neste trabalho foi utilizado o CRM de folha de
tomate NIST 1573a. Na determinagao da curva de calibracdo a massa do CRM
variou aleatoriamente de 0.03 a 0,167 mg. Visto que, o CRM utilizado apresenta
uma concentracdo de Cr de 1.99 ng mg?, a massa de analito utilizada variou de
59,7 — 332,3 pg de cromo, equivalente a faixa linear de trabalho. O procedimento
utilizado nesta etapa foi o0 mesmo empregado anteriormente no estudo dos
modificadores. O branco analitico utilizado constituiu-se de 5 uL de modificador
quimico e 10 uL da solucéo de surfactante e oxidantes. As curvas de calibracéo
estdo apresentadas na Figura 9 e as equagfes das curvas com 0s respectivos

coeficientes de regressao na Tabela 15.

Figura 9. Curvas de calibragdo para determinagéo de Cr em férmulas infantis a base de cereais.
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Tabela 15. Equacdes das curvas de calibracdo obtidas com padréo aquoso e com CRM.

Coeficiente Curva aquosa Curva com CRM
a 0,0013 = 0,0001 0,0012 + 0,0001

0,0116 + 0,0226 0,0212 + 0,0143
R2 0,9976 0,9977

Em que: o equivale ao coeficiente angular, b ao coeficiente linear e Rz ao
coeficiente de correlacao das curvas de calibracdo obtidas para o padrao aquoso
e para o CRM utilizado.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que as curvas de
calibracdo nado diferem estatisticamente, com confiabilidade de 95 % (teste-t).
Assim, verifica-se a possibilidade de realizar a calibracdo do método com
padrbes aquosos para a determinacéo direta de cromo em amostras de férmulas
infantis a base de cereais. De acordo com o observado, pode-se inferir que as
determinacdes realizadas segundo o método desenvolvido ndo apresentou

interferéncia da matriz.

13.4. Figuras de mérito

Para a determinacao dos limites de deteccédo (LD) e de quantificacéo (LQ)
foi realizada a quantificacdo do branco analitico que se deu pela leitura de 15 pL
da solugéo oxidante (C2HsO 20 %, H202 6% e HNO3 1%) e 5 uL de Mg 0,1 %
(modificador quimico utilizado no método). Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Valores de LD e LQ obtidos para o método proposto considerando as curvas
de calibracdo aquosa e com CRM.

Curva aquosa Curva CRM
Limite de deteccdo (ng g) 3,45 3,74
Limite de quantificacdo (ng g%) 11,50 12,46
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O limite de deteccéo foi calculado segundo a equagdo LD =(3.s)/ e 0
limite de quantificacdo calculado segundo a equacao LQ = (10. s) / a [59]. Em
ambas as equacdes s equivale ao desvio padrao de dez medidas de brancos

analiticos e aa inclinagédo da curva analitica de calibragéo.

A precisdo do método foi determinada em termos do desvio padréo
relativo (RSD %) resultante da leitura de diferentes massas da amostra (n = 7),
considerando-se os valores de absorvancia normalizada obtidos. O teste de
precisdo mostrou que o método desenvolvido possui uma boa repetibilidade
frente a matriz trabalhada. O valor do RSD % encontrado € considerado aceitavel
tendo em vista as particularidades da amostragem direta de sélidos, que
considera satisfatorios valores de até 20 % [37]. A massa caracteristica
encontrada para o método corrobora a viabilidade do uso deste na determinacao
de Cr em férmulas infantis a base de cereais uma vez que o valor encontrado é
equivalente ao valor descrito para o elemento pelo fabricante do equipamento.

Os resultados de precis@o e a massa caracteristica estédo na Tabela 17.

Tabela 17. Valores de RSD % e massa caracteristica para o método proposto.

RSD % 10,76

Massa caracteristica (pg) 1,2

A exatiddo do método foi avaliada aplicando-o na determinacdo de Cr no
CRM de folha de tomate NIST 1573a (n = 6). O valor de concentragéo encontrado
néo difere estatisticamente do valor informado na carta certificada deste material
de referéncia, com confiabilidade de 95 % (teste-t). Os valores encontrado e

certificado encontram-se Tabela 18.

Tabela 18. Concentracédo de Cr no CRM de folha de tomate expressa em ng g1, valor encontrado
e valor certificado.

Concentracéo (ng g-l)
T ! I

Valor encontrado 1,90 +£ 0,08

Valor certificado 1,99 + 0,06
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14. Aplicacdo nas amostras

O método proposto foi aplicado em cinco amostras de formulas infantis
constituidas por diferentes tipos de cereais. As concentracbes de cromo
encontrados nas amostras variou 33,9 — 58,1 ng g, com valores de RSD %

entre 4,0 e 17,9 %, como mostrado na Tabela 19.

Tabela 19. Concentracéo média de Cr (+ IC) em amostras de formulas infantis a base de
cereais com confiabilidade de 95 % (teste-t).

Amostra Concentragdo ng g* RSD (%)
Miho 33,9+13,0 15,4
Av 47,4+ 195 16,6
AvArz 58,1+ 20,1 14,0
Arrzn 55,1+5,4 4,0
Arz 529+229 17,4

IC = intervalo de confianca.
Classificagcdo das amostras: Arz = arroz, Mlho = milho, Av = aveia
AvArz = aveia e arroz, MC = multicereais e Arrzn = arroz e amido de milho;

Os valores de RSD % obtidos foram satisfatorios, considerando-se a analise
direta solido, uma vez que para este método de amostragem valores de RSD de
até 20 % sao aceitaveis. As concentracdes de cromo encontradas nas amostras
de formulas infantis foram menores do que o limite maximo autorizado de Cr em

alimentos estipulado pela legislacdo brasileira, que € de 0,10 ppm.
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15. Concluséo parcial

Os resultados mostraram que o método desenvolvido para determinacéo
de Crem farinha de cereais apresentou bons limites de detecc¢éo e quantificacao,
precisao e exatidao satisfatérias. Combinado a amostragem direta de sélidos, o
uso da HR-CS ET AAS permitiu o desenvolvimento de um método simples e com
baixo custo para a quantificagdo do metal. Por sua vez, a minimizagao dos
residuos gerados classifica 0 método como sendo um “método limpo”. Também,
verificou-se a possibilidade de realizar a calibracdo instrumental aplicando um

padrao de calibracdo aquoso.

A avaliacdo da presenca de cromo nesta classe de alimentos denota
extrema importancia considerando-se 0 seu potencial metabdlico e o elevado
consumo destes alimentos, principalmente, por criancas e idosos. O teor de
cromo encontrado nas amostras, 33,9 — 58,1 ng g, denota que estas nao
representam riscos a saude do publico alvo. Uma vez que a legislacdo vigente
estabelece o limite maximo de ingestdo deste mineral apenas para gelatinas e
derivados, e de 0,10 mg g para alimentos em geral, a determinacéo do teor de

Cr em cereais pode vir a contribuir para a complementagéo desta legislagéo [60].
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16. Concluséao geral

O estudo da composi¢cao mineral das amostras permitiu concluir que as
férmulas infantis avaliadas apresentam teores de nutrientes minerais de acordo
com o RDI estabelecido por agéncias de regulacdo da saude, ANVISA e OMS.
Com o auxilio da PCA e da HCA foi viavel concluir que a composicao mineral
das amostras independe do cereal a partir do qual é preparada. Sendo assim,
nao foi estabelecido um modelo de classificagdo das amostras segundo a sua

composicao.

O estudo da biodisponibilidade revelou que, apesar da presenca de ferro
nas amostras, esta classe de alimentos nao deve ser considerada uma fonte rica
deste mineral, uma vez que, dentre os elementos avaliados, este apresentou
menor percentual de extracdo quando comparado aos demais. Todavia, as
férmulas infantis & base de cereais podem ser empregadas como fonte
complementar de alguns dos nutrientes minerais necessarios & manutencao da
saude de individuos apés o periodo de amamentacdo recomendado pelas
agéncias reguladoras da saude, um minimo de seis meses contados a partir do

nascimento do individuo.

O método de amostragem direta de sélidos desenvolvido para a
determinacao de cromo nas amostras avaliadas apresentou precisdo e exatiddo
satisfatorias. Por conseguinte, os valores encontrados para os limites de
deteccdo e quantificacdo sao considerados apropriados. O uso da HR-CS ET
AAS aliado a amostragem direta de sdélidos permitiu o desenvolvimento de um
método simples, de baixo custo e com diminuta geracdo de residuos. A
possibilidade do uso de padrdo aquoso para calibracdo do método analitico
aumenta a viabilidade da sua aplicacdo considerando a dificuldade de se obter

padrdes soélidos para realizacédo da calibracao.
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