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Resumo

Determinacao de elementos metalicos em nutricao enteral

A nutricao enteral € um alimento com finalidade de suprir todas as necessidades
nutricionais de um individuo que estd incapacitado de se alimentar da forma
convencional. Sdo alimentos encontrados comercialmente em forma sélida ou liquida,
prontos para 0 consumo, cuja composicao inclui  carboidratos, proteinas, lipidios,
vitaminas e minerais em quantidades suficientes para atingir a ingestdo diaria
recomendada para um individuo saudavel.

A legislacao brasileira regula os elementos metalicos essenciais € o limite maximo
de contaminantes em alimentos. Para o estudo dessas espécies metalicas nas
nutricdes enterais, as técnicas de ICP OES e GF AAS foram utilizadas.

As amostras foram analisadas por ICP OES apés o tratamento em forno de micro-
ondas fechado. Apés a otimizacao das condigdes experimentais do ICP OES (poténcia
da RF, vazao de nebulizacao e vazao auxiliar) as espécies Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe , Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb, Sb, Se, V e Zn tiveram sua exatiddo avaliada
através de experimentos de adi¢ao e recuperacgao, obtendo-se valores entre 90 e 110%
e RSD menores que 5%, para a maior parte dos elementos. Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e
Zn foram quantificados nas amostras enquanto que as espécies contaminantes (Cd,
Hg, Pb e Se) e outros elementos essenciais (Cu, Cr, Mo, Se) nao puderam ser
quantificados pois estavam abaixo do LOQ do método.

Com as condicdes de GF AAS (tempo e temperatura de pirélise e de atomizacao,
uso de modificador quimico) otimizadas e as amostras suspensas em CFA-C foram
obtidas exatiddes adequadas e RSD menores que 5% para as determinagcdes de Al nas
amostras. Diferentes tipos de embalagem néo influenciaram o teor de Al nas amostras.
Chumbo e cadmio também foram determinados por GF AAS, usando amostras
mineralizadas em forno de micro-ondas fechado. Nas condigbes experimentais
otimizadas a exatiddao foi avaliada por um estudo de recuperacdo obtendo-se

recuperagoes adequadas.
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O LOQ para Pb e Cd atendem os valores da legislacao vigente. Essas espécies
foram quantificadas nas amostras e todos os resultados observados se encontram
abaixo do limite maximo tolerado de contaminantes.

Um estudo de disponibilidade foi feito para avaliar a fragdo disponivel dos
elementos metdlicos declarados na amostra. Esse estudo foi realizado in vitro, visando
uma simulagdo dos processos digestivos e de absor¢cdo que ocorrem no trato gastro-
intestinal de um individuo. Os resultados mostraram que a disponibilidade dos
elementos estudados nas amostras de nutrigdo enteral tornam esse tipo de alimento

adequado para o seu fim.
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Abstract

Determination of metallic elements in enteral nutrition

Enteral nutrition is a food that aims to supply all the nutritional necessities of a
person who is incapable of feeding in the conventional way. They are meals
commercially available in solid or liquid forms, usually ready for consumption. These
commercial meals include carbohydrates, proteins, lipids, vitamins and minerals in
sufficient quantities in their composition, in order to reach the daily recommended
amounts for a healthy individual.

Brazilian legislation regulates the essential metallic elements and the maximum
contaminants in food. For the study of metallic elements in enteral nutriments, the
techniques of ICP-OES and GF AAS were used.

ICP OES was used for the analysis after sample treatment in a closed microwave
oven. After experimental optimization of the ICP OES parameters (RF power,
nebulization flow, and auxiliary flow) the method accuracy was evaluated using addition
and recovery experiments. For the majority of the elements recoveries between 90 and
110% and RSD less than 5% were obtained. Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na and Zn were
quantified in the samples. The contaminants species (Cd, Hg, Pb, Se) and the other
essential elements (Cr, Cu, Mo, Se) were below the LOQ and could not be quantified.

Using GF AAS optimized conditions (pyrolysis and atomization time and
temperature and use of chemical modifiers) with the samples suspended in CFA-C it
was possible to obtain adequate accuracies and RSD lower than 5% for the
determination of Al in the enteral samples. Different types of packaging did not influence
the content of Alin the samples. Lead and Cd were determined by GF AAS after
sample treatment by microwave radiation. Under the optimized experimental conditions
the method accuracy was evaluated by an addition and recovery study. The LOQ for
Pb and Cd using GF AAS are in accordance with the values established by the
legislation. The determination of Cd and Pb showed that the concentrations in all the

samples analyzed are below the maximum tolerated value.
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A bioavailability study was carried out to evaluate the available fraction of the
metallic elements declared in the sample’s label. The in vitro study simulated the
digestive and absorption processes that occur in the gastrointestinal treat of an
individual. The results showed that the availability of elements in the samples of enteral

nutrition make this type of food suitable for their purpose.
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1. Introducao

A ingestdo e absorcao de uma dieta nutricional adequada sao necessarias para
manter a composicao normal do corpo humano e o funcionamento do organismo, mas
em alguns casos, como em pacientes incapacitados de se alimentar de forma
convencional, alguns tipos de técnicas devem ser utilizadas para o fornecimento de
todos os nutrientes de forma a garantir a sua recuperacao e bem estar [1].

Ja se sabe que a ma nutricdo € comum em pacientes hospitalizados, podendo-se
considerar que 50% dos pacientes sao desnutridos, nao importando o tamanho/tipo de
hospital, a idade, a doenca de base ou a classificagdo socioecondmica dos mesmos. E
evidente também que a desnutricdo estd ligada a um aumento de complicagbes no
pds-operatério, como retardo na cicatrizagdo das feridas e anastomoses intestinais,
aumento da incidéncia de infecgdes por diminuicdo do sistema imunolégico e,
consequentemente, prolongamento no tempo de hospitalizagdo e redugéao nas chances
de sobrevida [2].

A terapia nutricional torna-se entdo a forma mais difundida de garantir aos
pacientes incapacitados todos os nutrientes necessarios, através da Terapia de
Nutricdo Enteral (TNE) e Terapia de Nutricdo Parenteral (TNP).

1.1 Terapia de Nutricao Enteral

Ja se passaram mais de 30 anos desde que Gauderer et al. [3] descreveram um
tubo gastrico para a alimentagcédo enteral e, desde entdo, muitos centros ao redor do
mundo tém publicado resultados favoraveis com esse conceito, sendo utilizado tanto
em criangas como em adultos e idosos [4,5].

Segundo a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), a nutricdo enteral
€ o “alimento para fins especiais, com ingestdo controlada de nutrientes, na forma
isolada ou combinada, de composicao definida ou estimada, especialmente formulada

e elaborada para uso por sondas ou via oral, industrializado ou n&o, utilizada exclusiva



ou parcialmente para substituir ou complementar a alimentagdo oral em pacientes
desnutridos ou ndo, conforme suas necessidades nutricionais, em regime hospitalar,
ambulatorial ou domiciliar, visando a sintese ou manutengédo dos tecidos, 6rgaos ou
sistemas” [6].

Nos Estados Unidos existem a venda mais de 100 tipos de nutricdes enterais [7].

No Brasil existem atualmente oito empresas que fornecem alimentos para nutricédo
enteral, das quais apenas trés sao nacionais: Prodiet Nutricdo Clinica — Brasileira;
Nuteral — Brasileira; Nutrimed — Brasileira; Support — Francesa; Nestlé Nutrition —
Suicga; Abbott — Americana; Fresenius-Kabi — Alema, e Bbraun — Alema [8].

A alimentacdo enteral é indicada quando o paciente possui as funcoes
gastrointestinais intactas, mas néo esta apto para consumir calorias suficientes para
todas as demandas metabdlicas. A técnica é aplicada com sucesso em pacientes com
cancer, AIDS, doencas do figado, faléncia respiratéria, infeccoes intestinais, traumas,
queimaduras, incapacidade cerebral e recuperacbes cirlrgicas tanto no campo
neonatal e pediatrico como no geriatrico [9].

As contraindicagcbes para a nutricdo enteral incluem pacientes com obstrucéao
intestinal, peritonites difusas, vomitos constantes, diarreias severas e paralisia do ileo
[2].

Varios métodos de fornecimento de nutricdo enteral podem ser utilizados, mas
todos consistem basicamente de um tubo fino, macio e flexivel, chamado sonda, que
pode ser passada, pelo nariz, até o estdmago ou até o intestino delgado. Em alguns
casos, é preferivel utilizar uma gastrostomia, que consiste numa sonda colocada no
estdbmago pelo cirurgido, através da parede abdominal, ou uma jejunostomia, colocada
da mesma forma no intestino. Os alimentos sdo administrados diretamente no

estbmago ou no intestino por uma destas sondas.
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Figura 1: Métodos de fornecimento utilizados na terapia de nutricdo enteral 1A: Via

Nasogastrica, 1B: Via Nasoentérica, 1C: Gastrotomia e um 1D: Jejunostomia [10].

1.2 Necessidades diarias de nutrientes

Nesses ultimos 30 anos, a ciéncia do suporte nutricional tem se desenvolvido e

agora é amplamente aceita para o tratamento e prevencao da ma nutricao e deficiéncia



nutricional [11,12]. Entretanto, deve ser lembrado que as necessidades variam de
acordo com cada paciente individualmente.

Em geral as necessidades de nutrientes diarias para as células realizarem suas
funcbes metabdlicas séo calculadas de acordo com a equacéo de Harris & Benedict, ou
seja: E = 66,47+ 13,75 x P + 5,00 x A — 6,76 X | (homem).

E = 655,09+ 9,56 x P + 1,85 x A — 4,68 X | (mulher)

Onde: E = necessidades energéticas de base em kcal; P= peso em kg; A= altura
em cm; |= idade em anos.

As necessidades diarias calculadas situam-se entre 20 e 30 kcal kg'dia™. No
entanto, em situacdes de estresse metabdlico, como por exemplo, na sepse, no pos-
operatério ou no poli traumatismo, ocorre um importante incremento nessas
necessidades energéticas de base. O calculo calérico diario &, entdo, distribuido da
seguinte maneira: em macronutrientes (proteinas, lipideos e carboidratos) e
micronutrientes (oligoelementos e vitaminas), na seguinte proporcao: proteinas: 0,8 -
1,0 g/kg de peso corpéreo, lipideos: 1,0 — 1,5 g/kg de peso corporeo, carboidratos: 4,0
— 5,0 g/kg de peso corpoéreo e os restantes 50 a 60 % distribuidos entre os

micronutrientes, incluindo vitaminas e elementos tracos [2].

1.3 Importancia dos elementos tracos nas nutricoes enterais

A maioria das formulas enterais contém eletrélitos, vitaminas e minerais para
atingir a maioria das necessidades dos pacientes. As férmulas em geral possuem
100% da Ingestao Diaria Recomendada (IDR) em 1200 a 2000 mL de formulacao para
consumo. O valor de IDR é estabelecido para atingir as necessidades didrias de
individuos saudaveis e, portanto, isso pode ser inadequado para a populacao
hospitalizada [13].

No termo minerais incluem-se os elementos metdlicos que sao considerados
essenciais para 0 metabolismo humano normal: cobalto, cromo, cobre, iodo, ferro,

manganés, molibdénio, selénio e zinco. cromo, cobre, ferro, manganés, selénio e zinco



sao adicionados rotineiramente nas nutricbes enterais e parenterais para evitar a sua
deficiéncia [14,15].

A IDR dos elementos metalicos estd mostrada na Tabela 1 [16].

Tabela 1: Ingestao diaria recomendada (IDR) segundo a ANVISA [16].

Valor
Lactente Criancas
Adulto | 0-6 7-11 1-3 4-6 | 7-10 | Gestante | Lactante
meses | meses | anos | Anos | anos
Fe (mg) 14 0,27 9 6 6 9 27 15
Zn (mg) 7 2,8 41 41 5,1 5,6 11 9,5
I (ug) 130 90 135 75 110 | 110 200 200
Cu (ug) 900 200 220 340 | 440 | 440 1000 1300
Se (ug) 34 6 10 17 21 21 30 35
Mo (ng) 45 2 3 17 22 22 50 50
Cr (ug) 35 0,2 5,5 11 15 15 30 45
Mn (mg) 2,3 0,003 0,6 1,2 1,5 1,5 2,0 2,6

Nas nutricbes enterais industrializadas, as espécies metdlicas sdo adicionadas

Como seus respectivos sais ou como contra - ions de anions organicos. A Tabela 2

exemplifica alguns tipos de compostos que podem ser utilizados como fonte dos

elementos metélicos nas nutricdes enterais.




Tabela 2: Formas em que os elementos essenciais sdo adicionados nas nutricoes
enterais (conforme descrito nas embalagens).

Elemento Compostos
. Cloreto de sédio, caseinato de sédio, ascorbato de sddio, fosfato
a
de sédio, citrato de sddio.
- Fosfato de potassio, fosfato de potassio monobdésico, sulfato de
potéssio, citrato de potéssio, cloreto de potassio.
+ Oxido de magnésio, sulfato de magnésio, cloreto de magnésio,
E hidroxido de magnésio.
Zn Sulfato de zinco, cloreto de zinco.
Cu Gluconato de cobre, sulfato de cobre.
Mn Sulfato de manganés.
C Panteonato de célcio, caseinato de calcio, fosfato tricalcico,
a
hidréxido de calcio, citrato de calcio.
Se Selenito de sddio, levedo de selénio, selenato de sddio.
Mo Molibdato de sddio, levedo de molibdénio.
Cr Cloreto de cromo, levedo de cromo.
Fe Ferro reduzido, lactato ferroso, sulfato ferroso.

Muitos compostos inorganicos, especialmente ions metdlicos, podem
desempenhar dupla fungao na fisiologia dos organismos: alguns sdo indispensaveis a
vida, enquanto outros sdo téxicos em elevadas concentragdes, podendo afetar algumas
atividades dos organismos levando a perda de fungdes, deformidade e, em alguns

casos irreversiveis, a morte. Consequentemente, a toxicologia dos compostos



inorganicos tem se tornado estudo de grande interesse e importancia na quimica,
medicina ocupacional e clinica [17].

Geralmente, o efeito téxico provocado por alguns ions inorganicos € devido a
interacdo entre a forma livre do ion metalico e seu alvo (processos bioquimicos
especificos, as membranas celulares e muitas organelas). Esses metais desalojam os
elementos nutrientes, por possuirem metabolismos similares, interrompendo ou
alterando muitos processos biolégicos, provocando varias disfuncées e doencgas de
dificil e demorado tratamento, os quais estao associados a administracdo de agentes
quelantes como o EDTA, o dietilcarbamato e a penicilina [18].

A ANVISA, neste caso, estabelece valores maximos permitidos para alguns
elementos metdlicos - Tabela 3 [19].

Tabela 3: Limites maximos de contaminantes nos alimentos segundo a ANVISA [19].

e Limite mé):imo
(mg kg™)

Sb 2,0
As 1,0
Pb 0,8
Cd 1,0
Sn 250
Hg 0,01
Cu 30

Cr 0,1

Ni 5,0
Se 0,05
Zn 50

Observa-se nas Tabelas 1 e 3 que alguns elementos (Zn, Se, Cr e Cu) séo
citados tanto como essenciais, tanto quanto téxicos, isso dependendo da quantidade

ingerida desses elementos e da sua forma quimica.
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Serao discutidos a seguir alguns aspectos essenciais e toxicoldgicos de alguns

elementos tracos frente a saide humana (Tabela 4) [20,21].

Tabela 4: Fungdes fisiologicas de certos elementos metalicos no organismo.

Elemento

Funcao Fisiologica

Efeitos Adversos

Cr

O cromo trivalente é um elemento traco
essencial para aumentar a tolerancia a
glicose, mas o cromo hexavalente tem

se mostrado carcinogénico.

Efeitos cronicos de exposicdo ao
cromato estao relacionados ao
aumento do cancer de pulmao, e
a administracao oral a diminuicao
do crescimento e danos ao figado

e rim.

Cu

E indispensavel na absorcdo de ferro,
da
manutencdo da saude éssea e do

na sintese hemoglobina, na
sistema nervoso central. A caréncia do

cobre pode favorecer a esclerose
multipla, causar redugao da absorcao de
ferro, ocasionando o enfraquecimento
O0sseo e lesdes cardiacas, anemias,
infertilidade e defeitos na producao de

melanina.

Um excesso do nivel de cobre no
organismo pode ser relacionado a
casos de asma, hipertenséao,
depressao, esquizofrenia,
convulsdes, aumento no nivel de

colesterol e necrose do figado.

Fe

A principal funcdo do ferro no corpo
de

oxigénio entre o sangue e o musculo.

humano envolve o transporte

Sua auséncia pode causar anemia.

A ingestdo de ferro em excesso
pode ser téxica em condicdes
raras. Isso ocorre geralmente
pelos habitos alimentares de

certos individuos.

Zn

O zinco € um elemento constituinte da
insulina, componente de 90 enzimas
que sao ativadas pelo metal, dentre elas
a anidrase carbbnica, a

alcooldesidrogenase e a

O de
associado a casos de Ulcera,

excesso zinco esta

pancreatites, anemias, ma
circulagdo sanguinea e fibrose

pulmonar.




carboxipeptidase, atuando
significativamente em suas atividades
cataliticas. Ajuda no metabolismo dos
carboidratos e na sintese de proteinas.
Sua caréncia provoca  nanismo,
dificuldades de

cicatrizacdo e provavel

anorexia, alopecia,
prejuizo na

resposta imunoldgica.

E necessario para o crescimento e
fertilidade e para prevencao de varias
doencas dependentes da vitamina E,

Em excesso o selénio causa a
selenose, afeta a formacdo do
esmalte dental e aumenta a

incidéncia de caries. Atualmente

Se . . y alguns estudos evidenciam o fator
como a distrofia muscular, diatese _ o
. . . de protecado do selénio em casos
exsudativa, pancreatite fibrosa e . o
. de cancer, ao contrario do fator
desordem reprodutiva. L
carcinogénico estudado
anteriormente.
O Mn esta distribuido amplamente em
todos tecidos do corpo humano, sem
uma concentracdo particular em um .
o ] . | O envenenamento cronico ocorre
orgao, entretanto ele €& mais o
o entre  mineiros expostos a
concentrado nas mitocéndrias do que ,
] trabalho prolongado em minas de
Mn nas outras organelas das células. A A .
. . . manganés e tem sintomas
deficiéncia de manganés se manifesta .
. . . parecidos com o mal de
como impedimento de crescimento, . .
. . . . |Parkinson ou doenca de Wilson.
anormalidades esqueléticas, disturbios
no sistema reprodutor e defeitos no
metabolismo de lipideos e proteinas.
No homem o cobalto é requerido como . L
o Anemia causada pela diminuigéo
Co um componente da vitamina B12, na

qual sua deficiéncia pode causar a

da absorcéao do ferro.




anemia perniciosa.

Mo

O nivel de Mo no organismo esta
diretamente relacionado a ingestao de
sulfato inorganico. E cofator para
enzimas envolvidas no catabolismo de

sulfo-aminos acidos, purinas e piridinas.

O excesso de Mo pode induzir

uma deficiéncia de cobre.

Ni

O niquel parece estar envolvido nos
processos bioquimicos das proteinas e
acidos nucléicos, bem como apresenta
importantes fungdes no metabolismo e
na estrutura das membranas. Catalisa
sistemas

grande namero de

enzimaticos, fosfatase, amilase

pancreatica e arginase, entre outras.

Inibe a agcéo da insulina, o contato

do niquel com a pele pode

acarretar  reagdes alérgicas

(asmas, dermatites) e é um

elemento cancerigeno.

Pb

Nao existem evidencias de

essencialidade, apenas algumas
sugestdées que o chumbo possa ser um

regulador homeostatico.

Pode

neuroldgico,

afetar trés sistemas:
hematopoiético e
renal, induzindo assim a anemia.
A exposigdo prolongada causa

insuficiéncia renal irreversivel

Cd

Né&o existe evidencia de essencialidade.

Seu potencial toxicolégico é alto;

pequenas quantidades podem

provocar danos perigosos a
saude humana, podendo até ser
cancerigeno, irritar os olhos e se

inalado vir a ser fatal.

A importancia dos elementos tragos essenciais nas terapias nutricionais hoje em

dia € amplamente reconhecida [22, 23, 24].

Outros contaminantes concomitantes com o0s elementos tracos essenciais

também podem ocorrer nas nutricbes enterais e parenterais, porém os estudos quase
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sempre mostram os resultados para as amostras parenterais, deixando em aberto um
leque de possibilidades de contaminagdo nas nutricbes enterais. Os trabalhos
publicados na literatura indicam a presenca de Pb [24,25], As [26], V [27], Ni, Cd [25] e
Al [28] nas nutricdes parenterais.

A presenca das espécies metalicas nos alimentos ndo é garantia da sua utilizagéo
total pelo corpo humano. Altas absorcoes ocorrem entre individuos que sao deficientes
em minerais, enquanto que alguns compostos na dieta, por exemplo, o acido oxalico ou
oxalato, podem diminuir a disponibilidade pela ligagdo com o mineral [29,30]. Em
contraponto, a ingestdo em excesso de um mineral pode influenciar a absorgéo e o
metabolismo de outros elementos. Por exemplo, uma grande ingestao de zinco diminui
a absorcao de ferro e cobre [31]. Por outro lado, a presenca de algumas vitaminas
aumenta a absor¢cdo de elementos nos alimentos, como por exemplo, a vitamina C
aumenta a absorcado de ferro e a vitamina D aumenta a absor¢ao de calcio, fésforo e
magnésio [30]. As espécies metdlicas provenientes de fontes animais sdao mais bem
absorvidas que as de fontes provenientes de plantas. Isso porque 0s minerais
presentes nas plantas sdo prontamente absorvidos e ligados a inibidores de absor¢ao,
tais como o fitato. Os vegetarianos do tipo Vegan (que sao restritos a alimentos

provenientes de plantas) podem ser afetados por esse problema [30].

Para avaliar a fragdo absorvida dos nutrientes pelo organismo existem estudos
que simulam todo o processo de digestao e absorcdo das espécies. Esses estudos sao
chamados de estudos de biodisponibilidade.

1.4 A determinacao de elementos tracos em amostras de

nutricao enteral

Os principais motivos que levam ao estudo dos elementos tracos nas nutricdes se
devem ao fato de que geralmente esses alimentos s&o altamente concentrados em
nutrientes e, portanto, a presenca de contaminantes no produto final pode ser maior do
que em outros tipos de alimentacao. Outro fator importante é que esses alimentos sao

11



utiizados em grandes volumes nos pacientes, introduzindo-se assim,
proporcionalmente, uma grande quantidade de elementos, benéficos ou nédo, que se
nao forem controlados de forma rigorosa passam a ser toxicos. As nutricdes enterais
sdo geralmente enriquecidas de forma artificial com elementos tracos -
micronutrientes. A faixa de concentragdo para os elementos tragcos nas nutricdes
enterais e parenterais varia na ordem de pg L' & mg L, dependendo do elemento de

interesse e da indicagao do tipo de nutri¢ao.

Trabalhos publicados na literatura utilizam diferentes técnicas para determinacao
dos elementos tracos nesses tipos de matrizes: cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) [25], espectrometria de absorcdo atébmica com geragao de hidretos (HG-AAS),
[26], espectrometria de emissao Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP OES)
[27, 28], sendo quase sempre necessdria uma etapa de concentragdo e preparo das
amostras, despendendo-se grande tempo de trabalho. Em vista disso a utilizacdo de
técnicas analiticas apropriadas se torna indispensavel na determinagéo de elementos
tracos em amostras de nutricdo enteral e parenteral. Entre as técnicas analiticas
disponiveis, duas sao utilizadas no presente estudo. Uma pequena descricdo das

técnicas e suas vantagens séo feitas a seguir.

1.5 Espectrometria de Absorcao Atébmica com Forno de Grafite

A técnica de espectrometria de absorgdo atémica com atomizagao eletrotérmica
(ETAAS) foi proposta por L'vov [32], que introduziu um forno de grafite para gerar
atomos livres em AAS, como uma alternativa para a chama. A idéia inicial era usar uma
pequena quantidade de amostra e atomiza-la completamente num forno montado no
caminho éptico de um espectrometro. O sinal de absorcdo integrado deveria ser
proporcional a concentracao do analito na amostra. A ETAAS é adequada para a
determinagdo de baixas concentracdes de metais e semi-metais apresentando alta
detectabilidade, uma vez que toda a amostra colocada no forno é atomizada e o tempo
de residéncia médio dos atomos no caminho 6ptico é de 1 s ou mais. Além disso, esta
técnica é seletiva, requer pequenos volumes de amostra (geralmente, 10 - 100 pL) e
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possui limites de deteccao, para a maioria dos elementos, no intervalo de concentracao
entreng L  epg L.

A atomizagao ocorre no interior do tubo, que é aquecido pela passagem de uma
corrente elétrica, em estagios distintos de temperatura: secagem, que consiste na
evaporagdo do solvente e é feita a cerca de 100-120 °C, durante 10-20 segundos; a
temperatura é entdo elevada para cerca de 600 °C, durante 20 segundos, para a
eliminacdo dos componentes organicos da matriz (pirdlise) e, em seguida, a 2000-3000
°C, para a atomizacdo do elemento de interesse [33]. A grande detectabildade dos
atomizadores eletrotérmicos em AAS resulta de sua facilidade em reter uma porcao
substancial da espécie de interesse atomizada na zona de observagao, por um periodo
finito de tempo. Entretanto, desde sua introducédo, o tubo de grafite de Massmann,
largamente usado em instrumentos comerciais, mostra-se sensivel a interferéncias de
matriz, as quais podem causar severas reducdes ou aumentos no sinal analitico [34].
Os métodos usados para reduzir as interferéncias de matriz, além da otimizacao dos
parametros do forno, incluem o tratamento quimico do tubo de grafite [35] e a utilizagao
de condi¢des denominadas STPF (stabilized temperature platform furnace) [36].

Buscando solucionar este problema, Ediger, em 1975, propbs o uso de
substancias para alterar as propriedades de secagem, pir6lise e atomizagdo da
amostra. Estas substancias, ele denominou de modificadores de matriz (atualmente
modificadores quimicos), cuja finalidade é volatilizar o interferente ou, entao, tornar o
analito menos volatil, possibilitando a separagdo térmica mais eficiente dos
concomitantes da matriz da amostra, antes da etapa de atomizacao [37]. A modificagao
efetiva do analito ou da matriz reduz de forma significativa o nimero de interferéncias
espectrais, devido a absorcao da fonte de radiacéo por elementos com linhas atémicas
concomitantes e espalhamento da radiagdo por particulas ndo volatilizadas da matriz.

Os principais requisitos para que uma substancia atue como modificadores
quimicos sao [38]: a) deve estabilizar o analito de maneira a alcangar a maior
temperatura de pirdlise possivel, para permitir a volatilizacgdo da maior parte dos
contaminantes; b) deve ser aplicavel a varios elementos, se possivel; c) deve ser puro

e nao conter o analito em concentragdbes mensuraveis; d) ndo deve reduzir
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acentuadamente o tempo de uso do tubo de grafite; e) ndo deve produzir radiagao de
fundo excessiva no comprimento de onda do analito.

O modificador pode ser adicionado a uma aliquota do analito apds a deposi¢céo no
tubo ou na plataforma de grafite, antes do inicio do ciclo de aquecimento, ou pode ser
adicionado num tempo conveniente, durante o ciclo de analise. Pode também ser pré-
misturado com solugdes de amostras ou padrdoes antes da introdugdo no tubo de
grafite. Alguns autores, entretanto, consideravam que o emprego do modificador
quimico diminuia a vida util do forno de grafite [39]. Desta forma, novos procedimentos
foram propostos baseados na modificagao da superficie do forno/plataforma de grafite,
visando aumentar o tempo de vida Gtil dos mesmos.

O termo modificacdo permanente foi introduzido em 1992, num trabalho no qual
Pd e Ir foram depositados sobre uma plataforma de L'vov e utilizados para reter
hidretos de As, Bi e Se, sendo a modificacdo resistente por até 300 ciclos de
atomizacéo [40].

A deposi¢ao dos modificadores permanentes é realizada, geralmente, através de
tratamento térmico ou por eletrodeposicdo. No tratamento térmico, uma solugcéao
aquosa do modificador é introduzida no tubo de grafite e submetida a um programa de
aquecimento, que promove a redugdo do modificador a forma metélica. Na deposicao
por eletrodeposi¢cao o modificador é reduzido eletricamente sobre a superficie do forno
ou da plataforma. Além de proporcionar limites de deteccdo mais baixos, esta forma de
modificagdo permite a utilizacdo de temperaturas de pirélise mais altas [41].

Atualmente, o uso de modificacdo quimica, permanente ou ndo, é um
procedimento normal nas determinac¢des das diferentes espécies quimicas, em funcao
das inumeras vantagens que apresenta. Na Tabela 5 estdo descritos alguns

modificadores quimicos utilizados em GF AAS.
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Tabela 5: Alguns exemplos de modificadores quimicos utilizados em GF AAS.

Elemento Modificador estudado Elemento Modificador estudado
Pd, Pt e Rh (42)
. Pd e Pt (44)
Se Pd+Mg, Pt+Mg, Pt+Ni, Pt Pb
Rh, Pd e Ru (45)
+ Cu (43)
Rh, Pd, Ru (45)
Cd Pd, Pt (46) Zn Rh, Pd e Ru (45)
Ir, Rh, Ir+Rh (47)
Pd, Pt, Rh e Ru (48) Pt, Rh, Ru e Ir (50)
Cr Mo .
Ir, W, Zr (49) Pt+ Ac. Ascdrbico (50)
Pd, Ru, e Rh [45]
Cu Mn Pd, Rh, Ru (45)
Ru, Pd+Mg [51]

1.6 Espectrometria de emissao optica em plasma indutivamente
acoplado - ICP OES

Historicamente, a espectrometria de emissao atémica baseou-se na atomizagéao e
excitagdo por chama, arco elétrico e centelha elétrica, e todos esses métodos
continuam tendo aplicagbes importantes na andlise de elementos metalicos.
Atualmente, entretanto, fontes de plasma tem se tornado o método mais importante e

largamente utilizado para a espectrometria de emissao atémica [52].

Na espectrometria de emissdao Optica (OES), a amostraé submetida
a temperaturas altas o suficiente para causar ndo apenas a dissociagdo em atomos,
mas também  significativa quantidade de excitacdo colisional (e ionizacao) dos
atomos da amostra. Uma vez que os atomos ou ions estdo no seu estado excitado,
eles podem decair para estados mais baixos de energia através de transigdes térmicas
ou radiativas. A intensidade da luz emitida em comprimentos de ondas especificos &
usada para determinar a concentragcdo dos elementos de interesse. Devido a alta

temperatura, os atomos e ions excitados podem emitir sua radiagcdo caracteristica
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quase ao mesmo tempo. Isso resulta em varios comprimentos de onda para cada
elemento e a capacidade de medir a emissao para varios elementos ao mesmo tempo
[53].

A fonte de excitagdo, o plasma, é uma mistura gasosa condutora de eletricidade,
que contém uma concentragao significativa de cations e elétrons, na qual a carga total
se aproxima de zero. Em um plasma de argbnio as duas principais espécies sao 0s
ions argbnio e os elétrons. Os ions argbnio, uma vez formados em um plasma, sao
capazes de absorver energia necessaria para manter a temperatura suficientemente
alta, na qual ionizagbes posteriores sustentem o plasma com o auxilio do acoplamento

indutivo de uma radio frequéncia [52].

Um espectrobmetro de emissao Optica com plasma de argbnio com acoplamento
indutivo € constituido de 3 partes principais:

e Gerador de radiofrequéncia — plasma: transferéncia de energia para

atomizacao, ionizagao e excitacao;

e Sistema de introducao de amostras: producao e transporte de
aerossol (solugao ou so6lido) ou vapor;

e Sistema Optico de deteccéo: transferéncia de radiacao, resolugao

espectral e conversao de sinal radiante em sinal elétrico.

O gerador de radiofrequéncia (RF) no ICP s&o osciladores que proporcionam
corrente alternadas a frequéncias de 27,12 MHz ou 40,68 MHz, dependendo do
fabricante, e poténcia nominal de 2 kW. Esse dispositivo elétrico é a fonte de poténcia e
tem a funcdo de sustentar o plasma [54].

Os sistemas de nebulizagdo sdo compostos por um nebulizador e uma camara de
nebulizagdo. Os nebulizadores sdo dispositivos que convertem um liquido em aerossol
para ser transportado ao plasma. A camara de nebulizagdo tem a finalidade de deixar

que apenas as gotas muito pequenas, formadas no aerossol, cheguem ao plasma [53].
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A tocha consiste de trés tubos concéntricos de quartzo, através dos quais passam
os fluxos de gés argdnio principal, auxiliar e nebulizador. A tocha é dividida em um tubo
externo mais grosso, que fica mais proximo a bobina de indugao, e um tubo interno por
onde a amostra é introduzida no plasma através do tubo injetor. Entre o tubo externo e

o interno existe um fluxo auxiliar de argénio (Figura 2).

Ranhura de
Observagao

I
-
2

(o}
O« Bobina de
8 Indugao

0000

Vazao do Plasma—» —|

Vazao Auxiliar —*

<+—— Tubo Injetor

Vazao de
Nebulizagao

Figura 2: Corte transversal de uma tocha de um ICP OES [53].

A deteccéo da radiagdo de emisséo do plasma obtida da regido analitica pode ser
observada na lateral do plasma, em uma configuragdo chamada radial, ou entdo
observada horizontalmente (ou no final da tocha), chamada de visdao axial. Os
equipamentos atuais podem incluir as visdes axial e radial e sdo chamados de dual
view.

Os espectrometros sequenciais normalmente estdo programados para se
moverem de uma linha de um elemento para a linha de um segundo elemento,
pausando tempo suficiente (uns poucos segundos) em cada uma até obter uma relacao
sinal ruido satisfatéria. Em contraste, os instrumentos multicanal estdo projetados para
medir as intensidades das linhas de emissdo para um grande numero de elementos
(algo em torno de 50 a 60) simultaneamente, ou quase isso. Tanto os espectrémetros
de emissao multicanal como o sequencial sdo dois tipos gerais, um empregando um

monocromador classico de rede, e outro usando um monocromador tipo echelle.
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. Objetivos

e Desenvolver um método de andlise para a determinagcdo de espécies
metdlicas nas nutricoes enterais industrializadas, valendo-se das técnicas
disponiveis: espectrometria de emissdo 6ptica com plasma indutivamente
acoplado (ICP OES) e espectrometria de absor¢dao atébmica com forno de
grafite (GF AAS);

e Estudar as concentragdes dos elementos essenciais adicionados nas
nutricbes enterais e a possibilidade de contaminagdo por determinadas

espécies metdlicas;

e Avaliar a possibilidade da introdugdo direta da amostra utilizando um

reagente alcalino;

e Aplicar o método desenvolvido na andlise de nutricbes enterais
industrializadas, comparando os valores declarados nas embalagens com os

valores encontrados;

e Avaliar a influencia da embalagem na concentragéo final de aluminio nas

amostras;

e Usar um método de digestdao in vitro para avaliar a bioacessibilidade das
espécies de interesse nas nutricdes enterais.
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3. Parte Experimental

3.1 Vidrarias, Reagentes e Amostras

Os materiais (balées volumétricos, béqueres, pipetas, frascos de plastico, etc.)
foram limpos antes de sua utilizagcao, deixados em banho de HNO3 10 % (v/v) por 24 h,
no minimo, e, em seguida, enxaguados com agua desionizada pelo sistema Milli-Q
(Milipore, Bedford, MA, USA), apresentando condutividade de 18,2 MQ cm.

Solucdes-estoque na concentragdo de 1000 mg L' em HNOz 2 % v/v de K
(preparada a partir de KCI 99,97 % - Nuclear), Ca, Ni e Co (preparadas a partir de
solugédo padrao Titrisol — Merck), Mg (preparada a partir de MgO 99,6 % - Baker), Mn
(preparada a partir de Mn metélico 99,9 % - Riedel De Haén), Fe (preparada a partir de
Fe metalico 99,5 % - ACS), Zn (preparada a partir de Zn metalico 99,8 % - Baker), Cu
(preparada a partir de Cu metalico 99,96 % - Baker), Cd (solugdo padrao - Assurance),
Pb (preparada a partir de Pb metéalico 99,5 % - Baker), Se (preparada a partir de SeO-
99,59 % - Riedel De Haén), Na (solucdo padrdao — Carlo Erba), Mo (solucdo padrao
Carlo Erba), Cr (preparada a partir de Cr metalico 99,9 % - Baker), As (preparado a
partir do sal As,Oj3 . Baker), Ba, V e Al (solu¢do padréao — SPEX) foram empregadas no
preparo de padrées multielementares.

Y 1000 mg L™ (solugcdo padrdo — SPEX) foi empregado como padrao interno para
as medidas por ICP OES.

HNO; destilado (65% v/v - Merck) e HoO2 (30% v/v - Carlo Erba) foram utilizados

na mineralizagdo das amostras no forno de micro-ondas fechado.

Os modificadores quimicos utilizados foram preparados a partir dos sais de
Mg(NOs3)2 (Acros), NH4sHoPO4 (Merck) e PA(NO3). (Merck).

Uma solugdo de aminas terciarias - CFA-C (Spectrasol, Warwick, NY, EUA),
ajustada em pH 8 com NaOH 1 mol L7, foi utilizada para a introducdo direta das
amostras de nutricao enteral no GF AAS.
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As solugdes estoques para o processo de digestao enzimatica foram preparadas

a partir da dissolugdo de 975 mg de pepsina (Acros) em 25 mL de HCI 0,1 mol L' e a

solugdo de pancreatina/bile foi preparada pela dissolucdo de 215 mg de pancreatina
(Acros) e 333 mg de bile (Acros) em 50 mL de NaHCOs 0,1 molL" (Merck).

As amostras foram adquiridas na cidade de Campinas, em loja especializada na

venda de produtos alimenticios para nutricbes especiais, € foram classificadas em

grupos de acordo com a marca. As amostras, depois de abertas, foram armazenadas

em frascos plasticos polipropileno (Nalgon), descontaminados previamente, sob

congelamento em freezer. Na Tabela 6 podem ser visualizadas as formas de

apresentacao, indicacao e tipos de embalagens das nutricdes enterais estudadas.

Tabela 6: Apresentacgao, indicacdo e embalagens das amostras estudadas.

Amostra| Apresentacao Indicagao Embalagem
NOV1 Liquida Geral Tetrapack®
NOV2 Liquida Geral Tetralpackcr
NOV3 Liquida Diabetes e situacdes de hiperglicemia Tetrapack®
NOV4 Liquida Situacoes gastro-intestinais Tetrapack®
NOV5 Liquida Adigéo de fibras Plastico
NOV6 Liquida Geral Tetrapack® |
SUP1 Liquida Diabetes e situagdes de hiperglicemia Tetralpackcr
SUP2 Liquida Geral Tetrapack®_
SUP3 Liquida Adicao de fibras Vidro
SUP4 Liquida Criangas de 1 a 6 anos Vidro
NUT1 Liquida Geral Tetrapack® |
NUT2 Liquida Adicdo de fibras Tetrapack®
NUT3 Liquida Pacientes com funcao renal TetrapackiFr
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comprometida
ABB1 Liquida Fibras e FOS Lata de Al
. Pacientes com comprometimentos renais
ABB2 Liquida . o Lata de Al
que nao fazem didlise
ABB3 Liquida Nutricdo para paciente renal em dialise Lata de Al
ABB4 Liquida Paciente com diabetes tipo 1 e 2 Lata de Al
ABB5 Liquida Fibras e FOS Plastico
NES1 Liquida Geral Lata de Al
NES2 Liquida Criancas de 1 a 6 anos Lata de Al
NES3 Liquida Geral Lata de Al
NES4 Liquida Fibras e FOS Lata de Al
3.2 Instrumentacao

Para as determinacdes das espécies metalicas utilizaram-se dois equipamentos:

a)

Espectrébmetro de emissdao Optica com plasma de argbnio
indutivamente acoplado (Perkin-Elmer, modelo Optima 3000 DV),
utilizado para a determinacao das espécies: Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cr,
Cu, Fe , Hg, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, Pb Sb, Se, V e Zn. O
equipamento possui configuracdo para leitura radial e axial, é
equipado com uma fonte de radio-freqiiéncia (RF) de 40 MHz, um
detector multielementar simultdneo de estado sélido do tipo SCD
(segmented array charge-coupled detector), uma bomba peristaltica,
camara de nebulizagdo duplo-passo do tipo “Scott” e um nebulizador
de fluxo cruzado (cross-flow)”.

Um espectrémetro de absorgao atébmica com forno de grafite (GF AAS,
Perkin Elmer AAnalyst 600), foi utilizado para determinacao de Al, Pb e

Cd. O GF AAS é equipado com corretor de fundo por efeito Zeeman e
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possui aquecimento transversal (THGA). Os fornos de grafite usados
possuiam plataforma integrada. A fonte de radiacao para o elemento
Al foi uma lampada de catodo oco (Perkin Elmer) e para os elementos
Pb e Cd foram utilizadas lampadas de descarga sem eletrodo (EDL). O
tempo de aquecimento da lampada para atingir a energia necessaria
foi de 30 minutos.

As condi¢des experimentais utilizadas nos equipamentos estdo descritas nas
Tabelas 7,8 e 9.

Tabela 7: Condicoes experimentais utilizadas no ICP OES para os estudos

preliminares.
Poténcia de RF (W) 1300
Vazao de nebulizacao
- 0,8
(L min™)
Vazao do argo6nio auxiliar
- 0,5
(L min™)
Vazao do arg6nio
.. . 15
principal (L min™)
Vazao de bombeamento
. 1 1,5
(mL min™)
Correcao de fundo 2 pontos
Tempo de integracao (s) 1.5 30

e de leitura (s)
Numero de replicatas 3
Na (1 588,99); K (1 766,49); Mg (1 279,07); Ca (Il

317,93); Fe (Il 238,20); (Cu | 324,75); Mn (Il 257,61);
Zn (1213,86); Co (11 228,61); Ni (1 232,00); Pb (I
220,35): Se (1 196,02); As (I 188,97); Cd (Il 214,44);
Mo (I 220,03); Cr (I 205,56) e Al (1 308,21).

(I):Linha de emissao atémica; (ll): Linha de emissao idnica

Elementos (A /nm) —
Leitura na posicao axial
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Tabela 8: Condicbes experimentais utilizadas na otimizacdo e determinacdo das
espécies metdlicas no ICP OES.

Al 1000 -1500
HOCAER CO IR, (1400: valor otimizado)
Fluxo de nebulizacao 0,3-0,8
(L min™) (0,6: valor otimizado)
Fluxo do argénio auxiliar 0,3-1,0
(L min™) (0,6: valor otimizado)
Fluxo do arg6nio 15
principal (L min™)
Vazao de bombeamento
. 1 1,0
(mL min™)
Correcao de fundo 2 pontos
Tempo de integracao (s) _
. 1-5; 30
e de leitura (s)
Numero de replicatas 3
Padrao Interno (A /nm) Y (1 371,029)

Al (Il 167,022); Al (I 308,215); Al (I 309,271); As (I
188,979); As (I 193,696); Ba (Il 233,527); Ca (Il
317,933%); Ca (Il 396,847%); Cd (Il 214,440); Cd (I
228,802); Co (Il 228,616); Co (Il 238,892): Cr (Il
205,560); Cr (Il 206,158); Cr (I 357,869); Cu (Il
224,700); Cu (I 324,752); Fe (Il 238,204); Fe (Il
239,562); Hg (Il 194,168); Hg (I 253,652); K (I
404,7219); K (I 766,490%); Mg (I 279,077%); Mg (I
280,2719); Mg (I 285,213%); Mn (Il 257,610); Mn (Il
260,568); Mn (I 279,482); Mo (I 202,031); Mo (I

I
I
Elementos (A /nm) —
Leitura na posicao axial.

203,845); Na (I 330,237%); Na (I 588,995%; Ni (Il

231,604); Ni (I 232,003); Pb (I 217,000); Pb (Il
220,353); Sb (I 206,836); Sb (I 217,582); Se (I
196,026); Se (I 203,985); V (Il 292,402); V (I

)
)
)
)
)
)

309,310); Zn (I 202,548) e Zn (1 213,857).

(I): Linha de emissao atémica; (ll) =: Linha de emiss&o i6nica: (%) Elementos

lidos também na posicao radial.
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Tabela 9: Condigdes instrumentais utilizadas no GF AAS.
Parametro Al? cd® Pb°

Comprimento de onda (nm) | 309,271 | 228,802 | 283,306

Corrente da lampada (mA) 25 210 430
Abertura da fenda (nm) 0,2 0,7 0,7
Volume de amostra (pL) 20 20 20

Volume de modificador (uL) 5 5 5

3 Lampada de Catodo Oco, ® Lampada de EDL

3.3 Tratamento da amostra

Cerca de 1,0000 g das amostras de nutricdo enteral liquidas foi pesada
diretamente no frasco de teflon de 100 mL de alta presséo juntamente com 2 mL de
HNO; (conc.) destilado e 1 mL de H>O, (30% v/v) e 5 mL de agua deionizada . As
amostras foram submetidas ao programa de aquecimento (Tabela 10) no micro-ondas
Milestone (modelo Ethos). As solucdes resultantes nos frascos de alta pressdo foram
avolumadas com agua desionizada para 25 mL.

Tabela 10: Programa de aquecimento utilizado no forno de micro-ondas fechado de
alta pressao.

Etapa Tempo (minutos) Temperatura (°C)
1 6 até 80
2 2 80
3 3 até 120
4 2 120
5 10 até 180
6 10 180
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3.4 Procedimento para ensaio in vitro da bioacessibilidade das

espécies estudadas

O ensaio de bioacessibilidade das espécies estudadas foi realizado seguindo o
método descrito por Corneau et al. [55]. Nesse procedimento 10 g de cada amostra
foram tratados com HCI 1,5 mol L™ até pH 1,9 e entdo 2 mL de solucdo de pepsina
foram adicionadas. As amostras foram incubadas a 37 °C em um banho de
aquecimento, com agitacdo Dubnoff (Quimis). Apdés 30 minutos, o pH da amostra foi
medido e reajustado para 1,9 com HCI 0,2 mol L. As amostras foram incubadas
novamente por um periodo adicional de 90 minutos. As amostras tiveram, entéo, seu
pH aumentado para 5,0 e, apés 1 hora, para 6,8 com NaHCO; 1 mol L. Foram
adicionados 3 mL da solucdo estoque de pancreatina-bile e as amostras em seguida
foram incubadas por 2 horas.

Apos a digestdo, uma aliquota da amostra foi retirada e centrifugada por 30
minutos a 3500 rpm em uma centrifuga microprocessada (Quimis). O sobrenadante foi
separado, transferido para outro frasco e mantido em geladeira até sua leitura.

3.5 Otimizacao dos parametros instrumentais do ICP OES

A otimizacao dos parametros poténcia do plasma, vazao de nebulizacdo da
amostra e vazao do gas auxiliar foi feita observando-se a robustez do plasma, isto €, a
razdo das intensidades de emissdo para as linhas ibnica (280,270 nm) e atbémica
(285,213 nm) do Mg [56]. Para este estudo, duas amostras de nutricdo enteral liquidas
de marcas diferentes, nomeadas como A e B, foram submetidas ao tratamento por
micro-ondas e a diferentes condicbes de poténcia (de 1,0 a 1,5 kW), vazdo de
nebulizagdo (de 0,4 a 1,0 L min™) e vazdo do gas auxiliar (de 0,3 a 1,0 L min™), de
forma univariada. Os resultados foram avaliados comparando-se a robustez obtida nas
diversas condicdes estudas. Com a condicdo robusta definida, a escolha do

comprimento de onda para cada espécie foi feita a partir de um estudo de adicéo e
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recuperacao e pela razao sinal/fundo (SBR) para os elementos em estudo. O SBR foi
calculado dividindo-se a intensidade de emissédo da espécie estudada na amostra, pelo

sinal do branco analitico.

3.6 Otimizacao das temperaturas de pirolise e de atomizacao do
GF AAS

A otimizacao das temperaturas de pirélise e de atomizagéo do Cd, Pb e Al nas
amostras submetidas a mineralizacdo em forno de micro-ondas fechado e nas
amostras diluidas em CFA-C foram feitas com as amostras enriquecidas com 1 pg L™
de Cd e 5 ug L de Pb. Para a otimizagdo do Al ndo foi necesséria a adicdo do analito,
pois o sinal analitico da amostra ja era suficiente para a otimizacao. As temperaturas
foram variadas como descrito na Tabela 11, mantendo as outras condicdes
recomendadas pelo fabricante.

Tabela 11: Temperaturas e modificadores quimicos utilizados para otimizagdo das

condi¢des para determinagédo de Cd, Pb e Al por GF AAS

Temperatura (°C)
Etapa Cd Pb Al
Pirdlise 300 - 1000 250 -1500 250 -1500
Atomizacao 1000 - 2000 1500 - 2000 1500 — 2000
5 ug Pd 50 pg NHsH.PO,4
Modificador quimico + + 15 pg Mg(NOs)2
3 ug Mg(NOs). 3 ug Mg(NOs).

26



4. Resultados e Discussao

4.1 Uso do ICP OES para determinacao dos elementos

metalicos de interesse nas amostras de nutricao enteral

4.1.1 Estudos preliminares

Usando as condi¢des default do ICP OES (Tabela 7), algumas medidas foram
feitas em duas amostras diferentes, mineralizadas segundo procedimento descrito em
3.3. Este estudo foi feito para verificar se seria necessario otimizar as condi¢des

operacionais do ICP OES para um melhor desempenho analitico.

Os resultados obtidos (Tabela 12) mostraram que para alguns elementos as
concentracdes determinadas por ICP OES estdo proximas aos valores declarados na
embalagem das amostras. Alguns dos valores declarados ndao puderem ser
determinados, uma vez que estao abaixo do limite de deteccao (LOD) para o ICP OES,
nas condi¢cdes estudadas. Entretanto, para outros elementos, mesmo estando acima do
LOD as concentragcées encontradas nao concordam com os valores declarados no

rotulo das embalagens.

As recuperagbes obtidas para os elementos também foram consideradas
inadequadas, pois, para a maioria dos elementos encontrava-se fora da faixa
considerada quantitativa, isto €, entre 90 e 110% [57].
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Tabela 12: Concentracbes encontradas nas amostras (Am.), concentracdes declaradas

(Conc decl.), média das recuperacgdes (Rec) e LOD.

Am. dec. A deal. o decl. | Rec. LoD
(mg L) | o o | (mg L) | o B | gLy | = 09| MO LD
Na 2,19 2,64 4,88 3,73 6,53 4,11 115 0,11
Ca 3,96 3,84 5,96 6,48 3,81 3,63 106 0,38
Fe 0,14 0,0864 0,12 0,088 0,078 0,053 155 0,011
Cu| 0,012 0,010 0,069 0,010 0,066 0,005 111 0,005
Mn | 0,015 0,013 0,024 0,025 0,013 0,010 84 0,0002
Zn 0,120 0,117 0,121 0,112 0,078 0,053 117 0,045
Co| <LOD n/d < LOD n/d < LOD n/d 102 | 0,0008
Ni | <LOD n/d < LOD n/d < LOD n/d 115 | 0,0008
Mg 1,47 1,44 1,14 0,98 0,96 1,05 233 0,02
Cd| <LOD n/d 0,012 n/d 0,013 n/d 106 | 0,0002
Cr| <LOD 0,0002 | <LOD n/d < LOD 0,0002 107 | 0,0047
Se | 0,0120 | 0,0002 | <LOD n/d < LOD 0,0002 120 | 0,0071
As | <LOD n/d < LOD n/d < LOD n/d 131 | 0,0010
K 8,14 7,20 5,06 513 6,44 6,53 109 0,29

LOD: 3 x SD para 10 leituras do branco da curva; n/d: concentragbées nao declaradas

As recuperagdes nao quantitativas observadas nesse experimento podem ser devidas

as seguintes caracteristicas: efeito de matriz: do acido ou soélidos totais dissolvidos,

configuragao da tocha, elementos facilmente ionizaveis (Na, K, Ca e Li) e comprimento

de onda inadequado.

Com esse estudo preliminar foi possivel concluir que as condi¢gbes experimentais

do ICP OES devem ser otimizadas para que sejam obtidos resultados mais exatos e

menor limite de deteccdo do método para que os micro-constituintes possam ser

determinados.
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4.1.2 Otimizacao de parametros instrumentais do ICP OES

O desempenho analitico de um espectrometro de emissdo O6ptica pode ser
avaliado através da robustez do plasma. O termo robustez representa quao eficiente é
a transferéncia de energia e a resposta do plasma para as mudancas nas condi¢oes de
atomizacdo e excitacdo devido a composigcdo quimica da amostra aspirada. Nas
condicdes robustas as interferéncias causadas pelo efeito da matriz, pelos elementos
facilmente ionizaveis (EIEs) — Na, K e Ca e pela matéria orgénica sdo minimizados. A
robustez é dada pela razdo de emissdo das linhas ibnica (280,270 nm) e atémica
(285,213 nm) do Mg, sendo robusta a condicdo que apresenta uma razdo Mg II/Mg |
maior do que 10 [56,58].

Inicialmente, para a otimizacdo da vazao de nebulizacdo da amostra, fixou-se a
poténcia do plasma em 1300 W variando-se a vazao de nebulizagcao de argbnio entre
0,4 e 0,8 L min". Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Razdes Mg Il/Mgl obtidas para as amostras “A” e “B” no estudo da vazéo de
nebulizagdo da amostra.
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As duas curvas de vazao de nebulizagdo para a razao Mg Il/Mg | mostraram o
mesmo perfil. As condi¢des consideradas robustas se apresentam na faixa de 0,5 a 0,6
L min~'. Apesar de a raz&o ser maior na vazdo de 0,5 L min™', o RSD nessas medidas
é maior do que na vazdo de 0,6 L min™'. Portanto, esta vazao foi estabelecida como a
mais adequada.

Com a vazao de nebulizagdo da amostra otimizada em 0,6 L min™', a poténcia do
plasma foi avaliada no intervalo entre 1000 e 1500 W.
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Figura 4: Razées Mg II/Mgl obtidas para as amostras “A” e “B” no estudo da poténcia
do plasma.

As curvas apresentadas na Figura 4 mostram que as razdes Mg II/Mg | foram
maiores que 10 para todas as poténcias avaliadas, ou seja, para qualquer uma dessas
poténcias as condicoes do plasma sdo robustas e o seu aumento é diretamente
proporcional ao aumento da robustez no equipamento. Entretanto, a maior robustez foi
obtida nas poténcias de 1400 e 1500 W, sendo que na poténcia de 1400 W os RSD
obtidos sdo menores para as duas amostras. Além disso, a poténcia de 1500 W ¢ a
poténcia limite do equipamento, o que sugere que a poténcia de 1400 W é a mais
adequada.
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Assim, empregando-se vazdo de nebulizagdo de 0,6 L min"' e poténcia do
plasma de 1400 W, avaliou-se a vazao do gas auxiliar. Os resultados obtidos constam
na Figura 5.
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Figura 5: Razbes Mg Il/Mgl obtidas para as amostras “A” e “B” no estudo da vaz&o do
gas auxiliar.

As curvas obtidas mostram que a robustez é maior que 10 para todas as condigdes
estudadas, porém vazdes superiores a 0,6 L min™ levam a uma diminuicdo na razéo
Mg II/Mg |. Na faixa de 0,3 a 0,6 L min™' os valores sdo praticamente constantes e os
valores de RSD sdo préximos, porém observa-se que na vazdo de 0,6 L min” as
razdes das duas amostras sdo muito proximas. Portanto, a vazdo de 0,6 L min™ foi

considerada a vazéo o6tima e foi usadas nos experimentos posteriores.

4.1.3 Avaliacao do uso de padrao interno

A avaliacdo da necessidade do uso de padrdo interno foi feita com um

experimento de adi¢cdo e recuperacdo dos analitos de interesse, com concentracdes
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suficientes para uma avaliagao critica desse parametro. Os analitos foram adicionados
a partir das solugdes padrao de cada elemento e as concentragdes finais esperadas

estao descritas na Tabela 13.

Tabela 13: Concentracdes finais adicionadas de analitos em mg L™.

Elementos ?;Ig aL<_>1; ?::g a:_(?1)2
Na 30 60
Ca 26 52
K 35 70
Mg 7.5 15
Zn 0,5 1
Fe 0,45 0,9
Cu, Mn, Co, Ni, Mo, Cd, Cr, Ba, V, 01 0.2
Se, As, Sb, Hg, Al e Pb

A escolha do itrio como padrdo interno deve-se ao fato de ser um elemento
inexistente na matriz, além de ser eficiente na corregdo de interferéncias provocadas
por elementos facilmente ionizaveis, como Na, K e Ca e, também, por corrigir variacdes

no processo de nebulizagdo [52, 59].

Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14: Valores de recuperacao, RSD e SBR para as amostras estudadas.

Amostras sem padrao

Amostras enriquecidas

com padrao interno

interno -
Y(1mglL)
Rec. RSD Rec. RSD
SBR SBR
(%) (%) (%) (%)
Na (588,99) 93 0,3 22 94 1,0 20
Ca (317,93) 94 0,6 326 95 0,0 307
K (766,49) 93 0,9 150 94 0,3 141
Mg (279,07) 93 0,7 630 94 0,6 594
Zn (213,86) 93 0,4 83 95 0,8 82
Fe (238,20) 94 0,7 57 95 1,0 54
(Cu 324,75) 98 0,8 2,7 100 1,1 2,5
Mn (257,61) 94 0,8 5,1 96 0,8 5,8
Co (228,61) 96 159 149 98 184 -140,5
Ni (232,00) 96 20 511 95 23 -252
Mo (220,03) 95 72 198 98 22 186
Cd (214,44) 93 71 2,3 96 45 2,2
Cr (205,56) 99 55 12 101 74 12
Ba (455,393) 93 2,2 9,3 94 2,9 8,7
V (309,31) 90 64 110 N/C N/C 95
Se (196,02) 90 63 154 51 79 145
As (188,97) 95 117 12 97 114 -24
Sb (206,833) 90 54 14 92 10 13
Hg (194,163) 100 16 46 102 13 43
Al (308,21) 92 10 8,9 N/C N/C 8,2
Pb (220,35) 89 14 14 N/C N/C 14

N/C: ndo foi possivel obter a curva de calibracdo para o elemento estudado

nessas condicoes.
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Nas determinagdes com padréo interno usa-se a razao de intensidades entre as
linhas espectrais do elemento de interesse e a escolhida para o padréo interno. O
padrdo interno age como uma testemunha em todo o processamento da amostra,
incluindo a nebulizagdo, o transporte e também no plasma. Na medida da razédo de
intensidades as possiveis flutuagcées ocorridas durante a analise sdo compensadas
[54].

Essas variacbes podem ser observadas numericamente por uma diminuicdo do
valor de RSD e aumento da relacao sinal/fundo, que indica uma maior precisao entre
as medidas, caracteristica direta de um processo de nebulizagdo e atomizacao
eficientes.

Pode ser observado na Tabela 14 que o padrao interno itrio teve um
comportamento variavel, mas de forma geral sua presenga ndo melhorou os valores de
RSD, nem as porcentagens de recuperacao dos analitos. A relacao sinal fundo (SBR),
de forma geral, também ndo aumentou, indicando que o itrio ndo contribui para a

melhora do sinal analitico nas amostras de nutricao enteral.

4.1.4 Figuras de mérito para a determinacao de espécies metalicas
em nutricao enteral por ICP OES.

4.1.4.1 Exatidao do método

Um material certificado deve ser usado sempre que possivel para avaliar a
exatidao de um método, porém nem todos os tipos de amostras estdo disponiveis na
forma de material certificado. No caso de nutricbes enterais, ndao existe a
disponibilidade desse material, portanto, um estudo de adi¢do e recuperacao foi feito
para avaliar a exatidao do método. Neste experimento duas amostras diferentes foram
enriquecidas em dois niveis de concentracdes esperadas e mantidas por uma noite em
geladeira.

Elementos metalicos com concentragbes mais elevadas, como Na, K, Ca e Mg,

foram enriquecido com valores dos analitos correspondentes de 50 a 100% da sua
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concentracao declarada. Os elementos em concentragdes mais baixas ou nao
declarados pelos fabricantes foram adicionados de forma que atingissem o primeiro

ponto da curva de calibracao e o dobro desse valor.

As leituras também foram realizadas em mais de um comprimento de onda para
avaliar qual deles era o mais sensivel para as determinacdes. No caso dos elementos
presentes nas amostras em concentracdes mais baixas a avaliacdo do BEC
(background equivalent concentration) permite selecionar o comprimento de onda mais

sensivel, ja que 0s mesmos possuem 0s menores valores de BEC.

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos nesse experimento de adigcdo e

recuperacgao, para os diferentes elementos investigados.

Tabela 15: Resultados obtidos para o estudo de exatiddo do método, para as
determinagdes por ICP OES.

Valores Concentracao Concentracao
médios final adicionida: final adicionida: BEC_1
declarados 0,05mg L 0,10mg L (mg L")
Recuperacgao (%) | Recuperacao (%)

Al 394,394 n/d 110 110 108 98 3,23
Al 237,314 n/d 105 104 106 95 3,43
Al 309,309 n/d 107 110 107 102 0,29
As 188,979 n/d 90 108 104 98 0,98
As 197,199 n/d 95 94 101 89 2,88
Ba 233,525 n/d 102 107 105 100 0,09
Ba 455,393 n/d 104 111 103 99 0,05
Cd 228,804 n/d 97 99 97 91 0,12
Cd 214,428 n/d 97 101 101 94 0,06
Co 228,618 n/d 101 104 102 95 0,18
Co 238,892 n/d 89 85 105 97 0,26

0,0028 +
Cr 267,712 0,0017 97 100 97 91 0,30
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0,0028 +
Cr 205,558 0,0017 98 102 99 92 0,17
Cu 327,376 0,07 £ 0,03 102 107 105 102 0,83
Cu 324,758 0,07 £ 0,03 102 117 105 105 0,36
Hg 194,163 n/d 139 236 140 164 0,93
Mn 257,612 0,14 + 0,06 104 120 105 107 0,03
Mn 260,571 0,14 £ 0,06 105 120 106 107 0,05
0,0043 +
Mo 202,03 0,0027 109 110 109 100 0,31
0,0043 +
Mo 203,844 0,0027 111 109 110 100 0,63
Ni 231,604 n/d 97 104 97 95 0,42
Ni 221,646 n/d 119 96 111 96 0,36
Pb 220,351 n/d 95 104 99 98 1,58
Pb 217,00 n/d 108 96 95 91 4,50
Sb 206,833 n/d 99 117 101 104 1,20
Sb 217,581 n/d 111 114 104 100 2,38
0,0028
Se 196,027 +0,0010 112 99 109 97 1,94
0,0028
Se 203,985 +0,0010 109 104 105 97 4,70
Sr 407,763 n/d 106 119 106 108 0,58
Sr 421,54 n/d 83 105 68 87 0,12
V 310,233 n/d 116 103 120 101 2,99
V 309,31 n/d 108 117 111 106 0,30
Concentracao Concentracao
final adicionada: | final adicionada:
0,15mg L’ 0,22mg L™’
Recuperacao (%) | Recuperacao (%)
Fe 238,209 0,63+0,18 98 105 102 105 0,12
Fe 259,942 0,63+0,18 98 118 103 106 0,15
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Zn 206,201 0,69 + 0,24 100 113 102 104 0,09
Zn 213,856 0,69 £ 0,24 100 113 102 104 0,11
Concentracao Concentracao
final adicionada: | final adicionada:
5mg L’ 10 mg L’
Recuperacao (%) | Recuperacao (%)
Mg 285,214 10,87 + 3,51 103 117 104 107 0,11
Mg 279,081 10,87 + 3,51 102 115 104 106 2,34
Concentracao Concentracao
final adicionada: | final adicionada:
10 mg L™ 15mg L™’
Recuperacao (%) | Recuperacao (%)
P 213,62 32 102 117 105 108 2,26
P 178,225 32 103 119 107 110 2,14
Concentracao Concentracao
final adicionada: | final adicionada:
20mg L’ 30mg L’
Recuperacao (%) | Recuperacao (%)
Ca 317,933 (3540+10,17| 103 118 106 110 0,44
Ca 315,891 35,40 £10,17 | 104 115 105 106 0,73
K 766,596 57,84 + 14,53 | 104 106 105 106 2,44
K 404,703 57,84 +14,53| 103 128 108 113 1960
Na 330,242 |37,18+11,38| 104 124 108 115 137

n/d: valores nao declarados na embalagem

Os resultados expressos na Tabela 15 mostraram recuperac¢des quantitativas para
os elementos estudados [57]. Os comprimentos de onda selecionados apds esse

estudo serdo utilizados para as anélises posteriores das nutricbes enterais.
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4.1.4.2 Calculo do limite de deteccao e de quantificacao

O limite de deteccao (LOD) e do limite de quantificacao (LOQ) foram calculados
pela formula: LOD = (3 x RSD x BEC)/100; LOQ = 5 x LOD. Nesta férmula, o RSD
corresponde ao desvio padrao relativo de 10 medidas do branco analitico e o termo
BEC corresponde a quantificagdo, em unidades de concentracdo, do elemento da
intensidade de emissao correspondente ao fundo naquela linha espectral que se deseja
usar ( BEC = Cy/ SBR) [54]. Os resultados obtidos estao descritos na Tabela 16.

Tabela 16: Valores de LOD e de LOQ para o método proposto por ICP OES.

LOD LOQ LOQ (mg L™
(mgL") |[(mglL" método

Al (309,309) 0,003 0,010 0,253
As (188,979) 0,013 0,043 1,075
Ba (455,393) 0,001 0,003 0,082
Ca (317,933) 0,004 0,015 0,369
Cd (228,804) 0,001 0,002 0,048
Co (228,618) 0,001 0,004 0,105
Cr (205,558) 0,002 0,005 0,133
Cu (324,758) 0,004 0,014 0,346
Fe (238,209) 0,000 0,001 0,035
Hg (194,163) 0,007 0,023 0,578
K (766,596) 0,032 0,104 2,611
Mg (285,214) 0,001 0,003 0,063
Mn (257,612) 0,000 0,001 0,018
Mo (202,03) 0,002 0,006 0,155
Na (330,242) 1,774 5,855 1,460
Ni 221,646) 0,002 0,008 0,198

P (213,62) 0,011 0,037 0,936
Pb (220,351) 0,012 0,039 0,969

38



Sb (206,833) 0,011 0,036 0,895
Se (196,027) 0,019 0,064 1,608
Sr (421,54) 0,001 0,005 0,119
V (309,31) 0,003 0,011 0,264
Zn (206,201) 0,001 0,003 0,080

LOQ do método: 25 *LOQ

Comparando-se os limites de quantificagdo calculados para o método com as
médias das concentracdes esperadas nas amostras (Tabela 15) observamos que os
elementos Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn, que sao adicionados nas amostras, podem ser
quantificados pelo método proposto. Para as espécies que precisam atender a
legislacdo da ANVISA (Tabela 3), os limites de quantificagdo obtidos nédo sao
suficientes para as determinagdes de Pb, Cd, Hg e Se. Para esses elementos é
necessaria a utilizacado de uma técnica com melhor detectabilidade, como por exemplo
GF AAS ou ICP-MS.

4.1.5 Aplicacao do método desenvolvido para as amostras de
nutricao enteral

As amostras de nutricdo enteral adquiridas no comércio de Campinas, SP, foram
analisadas utilizando as condi¢6es definidas pelo método proposto. Todas as amostras
foram analisadas em ftriplicata e foi realizado um branco da digestdo com os reagentes
utilizados no preparo da amostra.

Os elementos determinados incluem aqueles declarados na embalagem das
amostras de nutrigdo enteral, os elementos definidos como contaminantes segundo a

Anvisa [19] e outros elementos essenciais e contaminantes.

Os resultados obtidos estdo expressos nas Tabelas 17 a 23, onde as amostras
foram separadas em grupos, de acordo com as marcas estudadas. As marcas
nomeadas como NUT e SUP sdo produzidas no Brasil, e as restantes sao
comercializadas no pais, porém importadas.
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Tabela 17: Concentragdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mg L, para as
amostras da marca denominada como NUT.

NUTA NUT1 NUT2 NUT2 NUT3 NUT3
declarado declarado declarado
Al 0,383 n/d 0,413 n/d 0,336 n/d
As <LOQ n/d <LOQ <LOQ <LOQ < LOQ
Ba <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Ca 1410 1050 251 1050 548 650
Cd <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Co <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Cr <LOQ 0,095 <LOQ 0,120 <LOQ 0,100
Cu 1,00 2,00 0,64 2,00 1,33 2,00
Fe 10,3 17,0 4,68 17,0 8,03 20,0
Hg <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
K 1694 1700 1500 1700 634 550
Mg 269 400 105 400 214 250
Mn 3,33 5,00 1,00 5,00 3,30 5,00
Mo <LOQ 0,12 <LOQ 0,12 <LOQ 0,15
Na 2089 900 1267 900 3203 600
Ni 1,41 n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
P 1414 1000 363 1000 1246 650
Pb <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Sb <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Se <LOQ 0,100 <LOQ 0,095 <LOQ 0,040
Sr 9,34 n/d 1,31 n/d 2,36 n/d
\'} 0,394 n/d 0,430 n/d 0,348 n/d
Zn 8,78 15,0 2,39 15,0 9,65 15,0

n/d : ndo declarado
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Tabela 18: Concentracdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mg L™, para as

amostras da marca denominada como ABB.

ABB1 ABB2 ABB3
ABB1 declarado | ABB2 | declarado | ABB3 | declarado
Al | o586 n/d 0,400 n/d 0,382 n/d
As | oa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Ba | ;189 n/d <L0oQ n/d <LOQ n/d
Ca | i 1200 1419 1390 1452 1370
Cd | loa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Co | Lloa n/d <L0Q n/d <LO0Q n/d
Cr| oo | o120 | <o0q n/d <LOQ n/d
Cu | ;.4 2,00 2,50 2,10 2,62 2,10
Fe | 157 20,0 19,8 19,0 24,9 19,0
HI | _0q n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
K| 1600 1900 1094 1100 1159 1050
Mg | 45 400 259 210 249 210
Mn | 406 5,00 5,28 5,30 6,50 5,50
Mo | _loa | o150 | <Loq n/d <LOQ n/d
Na | 4545 1350 830 800 928 850
NI oa n/d 1,87 n/d 1,88 nid
Pl 1193 1200 757 730 880 700
Pb 1 _0q n/d <LOQ n/d <LOQ nid
Sb | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
S | Joa | 0070 | <oa | 0080 | <oa | 0,100
St | 409 n/d 3,41 n/d 2,97 n/d
V' 0600 n/d 0,412 n/d 0,393 n/d
20 | o0 20,0 05,2 24,0 32,5 24,0

n/d : ndo declarado
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Tabela 19: Concentragdes obtidas e declaradas na embalagem, em mg L, para as
amostras da marca denominada como ABB.

ABB4 ABB5
ABB4 | declarado | ABB5 | declarado
Al 1 0499 n/d 0,582 n/d
As | oa n/d <LOQ n/d
Ba | 051 n/d 0,283 n/d
Ca | 564 710 1222 1200
Cd | _oq n/d <L0OQ n/d
Co | Lloa n/d <L0OQ n/d
Cr | _loq n/d <L0Q | 0,120
Cu'l 190 n/d 2,14 2,00
Fe | 503 12,8 18,4 18,0
H | _0q n/d <LOQ n/d
K| 1613 1400 1579 1900
Mg | 565 285 407 400
Mn | 5.7 3,50 5,20 5,00
Mo | _oq n/d 0,178 | 0,150
Na | o7 850 1277 1350
NI o6 n/d <L0oQ n/id
Pl g3 710 1197 1200
Pb | _oa n/d <L0oQ n/id
Sb | _oq n/d <LOQ n/d
Se | soa | 0050 | <oa | 0070
St | 639 n/d 4,33 n/d
V.| osti n/d 0,597 n/d
Zn | g8 16,0 23,9 23,0

n/d : ndo declarado
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Tabela 20: Concentracdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mg L™, para as

amostras da marca denominada como NES.

NES1 NES1 NES2 NES2 NES3 NES3
declarado declarado Declarado
Al o n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
As | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Ba | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Ca | 40 670 1186 1000 1186 800
Cd | _oa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Co | _loa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Cr | Loa 0,040 <LOQ 0,030 <LOQ 0,040
Cu | -7 1,40 1,14 1,00 1,14 2,00
Fe | 125 12,0 21,0 14,0 21,0 18,0
He | _0q n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
K 961 1250 1296 1300 1296 1500
Mg | 55 260 205 200 205 300
Mn | 47 2,80 2,15 1,50 2,15 2,80
Mo | 479 0,120 <LOQ 0,030 <LOQ 0,120
Na | 705 900 510 450 510 550
NI oa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
P 679 670 855 800 855 700
Pb | _0q n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Sb | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Se | _oq 0,040 <LOQ 0,030 <LOQ 0,050
St | _loa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
V' | Jdoa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
A IRER 13,6 17,0 15,2 17,0 24,4

n/d : ndo declarado
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Tabela 21. Concentracdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mg L, para as
amostras da marca denominada como SUP.

SUED SUP1 SUE> SUP2 SUBs SUP3 SUEa SUP4
declarado declarado declarado declarado
= <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
As | Lloa n/d <LoQ |  nid <LOQ nd | <LOQ n/d
25 <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
— 723 800 636 910 607 600 656 600
Cd <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Co <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
e <LOQ 0,120 <LOQ 0,100 <LOQ 0,035 <LOQ 0,035
Cu 1,18 1,80 1,83 2,70 0,918 0,900 0,850 0,900
= 15,3 16,0 13,5 24,0 9,46 10,0 9,07 10,0
Hg <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
K 1336 1500 1394 1590 880 1100 1022 1100
Mg 214 230 227 230 106 110 110 110
AL 3,44 3,30 2,62 5,00 1,57 1,50 1,46 1,50
LS <LOQ 0,100 <LOQ 0,150 <LOQ 0,040 <LOQ 0,040
AE 965 1000 611 900 560 600 548 600
i <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
g 665 720 396 780 464 500 435 500
F <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Sb <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
e <LOQ 0,075 <LOQ 0,086 <LOQ 0,030 <LOQ 0,030
St | Loa n/d <LOQ n/d <LOQ nvd | <LoQ n/d
K <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
AL 11,1 12,0 10,8 18,0 9,85 10,0 9,83 10,0

n/d : ndo declarado
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Tabela 22: Concentragdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mg L, para as
amostras da marca denominada como NOV.

NOVA NOV2 NOV3
NOV1 | declarado | NOV2 | declarado | NOV3 | declarado
Al loa n/d <LOQ n/d 0,540 n/d
As | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Ba | _oq n/d <LoQ n/d 0,171 n/d
Ca | 545 613 376 670 2091 1100
Cd | _oa n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Co | Lioa n/d <LoQ n/d <LOQ n/d
Cr | _loa 0,1 <«LoQ | 0,100 | <toq | 0,101
Cu | 79 2,00 1,77 1,00 <LOQ 2,00
Fe | 108 12,0 12,2 12,0 18,4 15,0
H | _ g n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
K| gsg 950 1784 1700 1881 1772
Mg | L6 229 277 267 395 338
Mn | 40 2,00 2,26 3,00 2,65 2,00
Mo | _oa | o018 0,200 | 0200 | <loQ | 0,063
Na | 600 1600 1184 1050 | <LOQ 950
NI _oq n/d 1,77 n/d 1,37 n/d
P 65t 800 533 668 1324 1097
Pb | _oq n/d <LOQ n/d <LOQ n/d
Sb | _oa n/d <LOQ n/d <L0Q n/d
Se | _loa | o100 | <oa | o400 | <toa | 0,059
St o n/d 2,50 n/d 14,7 n/d
V' 0399 n/d 0,430 n/d 0,555 n/d
| o7 15,0 14,0 17,0 17,5 13,0

n/d : ndo declarado
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Tabela 23: Concentracdes obtidas e declaradas nas embalagens, em mgL™, para as
amostras da marca denominada como NOV.

NOV4 Nov4 NOV5 NOVS
declarado declarado
Al | 0q n/d <LOQ n/d
As | 00 n/d <LOQ n/d
Ba | .00 n/d <LOQ n/d
Ca | 797 750 477 670
Cd | -loq n/d <LOQ n/d
Co | 400 n/d <LOQ n/d
Cr | <LoqQ 0,040 <LOQ 0,100
Cu | 132 1,00 1,19 1,00
Fe | 1056 11,0 11,7 12,0
Hg | <loq n/d <LOQ n/d
K | 1372 1350 1641 1800
Mg | 209 218 259 267
Mn | 254 2,00 2,58 3,00
Mo | -loQ 0,070 <LOQ 0,200
Na | 1149 850 1165 1150
Ni | 204 n/d 1,48 n/d
P 789 754 473 668
Pb | _Loq n/d <LOQ n/d
Sb | _Loq n/d <LOQ n/d
Se | <L0Q 0,050 <LOQ 0,100
Sr | 3,00 n/d 2,58 n/d
V | 0,350 n/d 0,428 n/d
Zn | 120 11,0 14,1 17,0

n/d : ndo declarado
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Pelos resultados obtidos pode ser observado, de forma geral que existe uma
variagao da concentracdo dos elementos declarados nas embalagens das amostras e
nos resultados obtidos pelo método proposto, em algumas marcas. E importante
ressaltar também que, de uma forma geral, os contaminantes possiveis de serem
determinados, de acordo com o LOQ, n&o foram detectados nessas andlises. Além
disso, foi possivel quantificar os elementos Ba, Sr, Al e V, que ndo sdo declarados nas
embalagens, mas que também nao sado regulados pela ANVISA [19].

Considerando que alguns elementos, importantes pelo seu potencial téxico, nao
podem ser quantificados por ICP OES, devido ao limite de quantificacdo do método, foi
utilizada a técnica de espectrometria de absorcao atdmica com forno de grafite (GF
AAS).

4.2 Uso de GF AAS para a determinacao das espécies de

interesse nas amostras de nutricao enteral

4.2.1 Determinacao direta de espécies metalicas por GF AAS
empregando reagente alcalino (CFA-C)

A maioria das técnicas utilizadas na determinacdo de elementos metalicos
envolve o preparo da amostra, para eliminar a matriz organica. O procedimento,
entretanto, pode envolver varias etapas, aumentando o tempo de analise, o gasto de
reagentes, além de ser uma fonte de contaminacao, levando a obtencao de resultados

pouco confiaveis.

O uso de aminas terciarias (CFA-C) e reagentes alcalinos como forma de
tratamento da amostra pode ser uma boa alternativa para a determinagdo de alguns
analitos em diversos tipos de matrizes [60,61,62].

O CFA-C foi utilizado com sucesso em determinacées de elementos metélicos
utilizando GF AAS. Cadmio, Cu e Pb foram determinados em amostras de cabelo [60].
Aleixo et al. determinaram Fe e Se [61] e Vanhoe et al. determinaram iodo total [62],

47



ambos em amostras de leite. Na maioria dos casos estudados foi encontrada uma

melhora de exatidao, performance analitica e preciséo.

Nesse sentido, a determinacdo direta de espécies metdlicas por GF AAS
utilizando um reagente alcalino é uma alternativa para a quantificacao das espécies
que estao abaixo do LOQ para a quantificagcao por ICP OES.

Os elementos escolhidos foram aqueles declarados nas embalagens das nutricdes
enterais, mas que nao foram possiveis de serem determinados por ICP OES: Cr, Se e
Mo, além do Al, que é uma espécie metalica frequente em alimentos. Esse elemento
apresenta grande interesse, uma vez que estd relacionado a doengas degenerativas
como Alzheimer, Parkinson e esclerose. O aluminio tem efeitos téxicos acumulativos e

nao ha relatos de necessidade bioldgica estabelecida em humanos [63, 64].

Nos estudos iniciais a amostra foi diluida a uma porcentagem de 50 % (m/m),
conforme estudos sugeridos para a determinacao por ICP OES [65]. A introducao da
amostra nesse fator de diluicao resultou na formacao de grande quantidade de residuo
carbonaceo no forno de grafite, apos a etapa de pirdlise, gerando grande desvio entre
as medidas. Apds varios testes de diluicao, o fator de diluicdo que nao apresentou a
formacao de residuo, foi de 4% (m/m). Nessas condigdes o Unico entre os elementos
propostos que apresentou sinal analitico na analise da amostra foi o aluminio. Desta
forma, foi feito um estudo detalhado para este elemento, visando sua quantificacdo nas
amostras de alimentagéo enteral.

4.2.1.1 Estudo da concentracao de CFA-C

Embora os estudos publicados na literatura utilizem a concentragado de CFA-C 10%
(m/m), foi feito um estudo para verificar o efeito da concentragdo de CFA-C na
determinacdo de aluminio. Para isso, foi construida uma curva analitica de Al até 70
ug L' em diferentes concentracdes de CFA-C, no intervalo de 2 a 10% (m/m). Os
resultados obtidos estdo mostrados no grafico da Figura 6.
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Figura 6: Curvas de calibracdo até 70 pg L' de Al em diferentes concentragdes de

CFA-C utilizando o modificador quimico Mg(NO3).

Observa-se pelos valores do coeficiente angular (Tabela 24) que um aumento na
concentracdo de CFA-C leva a uma diminuicdo de aproximadamente 20% da

inclinacao da curva.

Tabela 24: Coeficientes angulares das curvas de calibracdo em diferentes

concentracoes de CFA-C.

Concentracao Coeficiente
CFA-C angular (ug L™)
0% 0,00378
2% 0,00287
4% 0,00283
5% 0,00272
6% 0,00279
8% 0,00261
10% 0,00228
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Pelos resultados obtidos um valor de concentracao mais baixo de CFA-C deveria
ser utilizado para obter uma melhor detectabilidade, porém na pratica a utilizacdo da
concentracdo mais baixa de CFA-C produziu resultados com maiores valores de RSD
para as amostras e uma menor estabilidade da amostra em suspensao. Isto ocorre
porque a utilizacdo do CFA-C evita o acumulo de gordura no capilar do auto-
amostrador, melhorando a repetibilidade do sinal analito. Desta forma, a utilizagao do
CFA-C na concentragcédo 10% (m/m) foi selecionada como a mais adequada e utilizada

nos experimentos posteriores.

4.2.1.2 Influéncia do uso de CFA-C nas determinacoes de Al

A influéncia do uso do CFA-C nas determinacdes do Al foi avaliada por um estudo
para verificar o comportamento da amostra frente a diferentes condigbes, tais como
diluicaio em H.O ou CFA-C e presenca de modificador quimico. Nesse estudo a
amostra foi diluida em 4% m/m, tanto em CFA-C quanto em 4gua e suas temperaturas
de pirdlise e de atomizacado foram variadas nas diferentes condicées de diluicdo da
amostra, na auséncia e na presenga do modificador quimico Mg(NOs3)a.
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Figura 7: Curvas de pirdlise e atomizagao do Al em diferentes diluigbes da amostra.
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Na Figura 7 pode ser visualizado que as amostras na presenca de Mg(NOs)2, 0
modificador quimico mais recomendado para este tipo de elemento, apresentaram um
sinal de absorbancia mais alto tanto em meio aquoso quanto em CFA-C. A diluicdo das
amostras em CFA-C causou uma maior estabilidade térmica do Al aumentando a
temperatura de pirdlise de 1600 °C para 1750 °C. As temperaturas de atomizagao
tiveram comportamento semelhante as curvas de pirélise, porém sofreram menor
interferéncia do meio. De forma geral, a utilizagdo do CFA-C evita o acumulo de
gordura no capilar do amostrador, melhorando a repetibilidade do sinal analitico,
aumenta a temperatura de pir6lise da amostra e melhora a estabilidade da amostra em

suspensao.

Portanto, a utilizacdo do CFA-C, juntamente com o modificador quimico
Mg(NOs)2, aumentou o sinal analitico, permitiu uma maior estabilidade térmica e

melhorou a precisao dos resultados.

4.2.1.3 Otimizacao multivariada das condicoes do GF AAS para
determinacao de Al utilizando CFA-C 10%.

Na técnica de GF AAS os parametros frequentemente otimizados séo: uso de
modificador quimico, tempo de pirélise e temperatura de pirélise e de atomizacédo. O
estudo desses parametros geralmente € demorado, sendo necessaria a construcao das
curvas de pirdlise e de atomizacdo para cada modificador investigado. Com a
otimizacdo multivariada é possivel variar todos esses fatores com menos experimentos
do que em uma otimizagdo univariada. O planejamento fatorial é uma ferramenta
estatistica simples que pode ser usada para verificar os efeitos das variaveis e suas
interacdes, com poucos experimentos [66]. Essas intera¢des influenciam diretamente a

resposta, ou seja, a absorbancia integrada.

O planejamento escolhido para a otimizacdo foi um 2* com ponto central,
resultando em 18 experimentos. Os niveis mais altos e mais baixos selecionados para

o estudo estdo mostrados na Tabela 25 , e foram selecionados para obter uma
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determinagcao mais efetiva das condi¢des 6timas para a quantificacao do aluminio. Para
a escolha dos parametros foram consideradas as temperaturas que levaram a um
menor sinal de absorgao de fundo, associado a uma maior absorbancia integrada, além

de se considerar também o perfil do pico obtido para cada condigdo estudada.

Tabela 25: Niveis escolhidos para o planejamento fatorial.

(A) (B) (C)
(D)
Temperatura Tempo Temperatura .
o o o Modificador
Pirolise (°C) | Pirdlise (s) | Atomizacgéo (°C)
- 1600 15 2200 nao
Ponto
1700 20 2250 nao/sim
central
+ 1800 25 2300 sim

Os resultados obtidos foram tratados usando o software estatistico Statgraphics

Plus. Os resultados obtidos para o design fatorial estdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8: (a) Grafico de Pareto para otimizagao das condicées para determinacao
de Al em amostras de nutricdo enteral por GF AAS. (b) Grafico de efeitos
principais na otimizagdo das condi¢des para determinagéao de Al em amostras de

nutricao enteral por GF AAS.
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O gréfico de Pareto (Figura 8 (a)) apresenta as varidveis que tem efeito
significativo no nivel de confianga de 95%. Observa-se que o uso de modificador
quimico e as interacbes AC (temperaturas de pir6lise e de atomizacdo) e AB (tempo
de pirdlise e uso de modificador) sdo estatisticamente significantes para a resposta

analitica, no intervalo estudado.

Pelo gréafico de efeitos principais (Figura 8 (b)) observa-se que a temperatura de
pirdlise de 1800 °C é melhor que a temperatura de 1600 °C. Quanto a temperatura de
atomizacdo a diferenca de ganho de sinal nao foi significativo, ocorrendo ligeiro
aumento da absorbancia a 2300 °C. Ja para a etapa de pirdlise, um aumento no tempo
ocasionou uma diminui¢cdo do sinal de absorbancia, porém no tempo de 15 segundos
o RSD das medidas era maior que 10%, portanto, o valor intermediario de 20 segundos
foi escolhido. O fator que apresentou maior diferenca foi o uso de modificador quimico.
Assim, as condi¢des otimizadas que serdo utilizadas no restante do trabalho serdo:
temperatura de pirdlise a 1800 °C, temperatura de atomizagdo a 2300 °C, tempo de

pirélise de 20 segundos e uso do modificador quimico Mg(NOs)s.

4.2.1.4 Figuras de mérito para determinacao de Al por GF AAS
usando CFA-C

Para a avaliacdo da exatiddao do método foi feito um estudo de adicdo e
recuperacao de Al nas amostras, adicionando-se duas concentragdes finais esperadas
diferentes: 5 pg L™ e 10 ug L' de Al. As amostras foram preparadas na diluicio de 4%
v/v.em CFA-C 10%. Os resultados das recuperagdes obtidas estao descritos na Tabela
26, mostrando recuperacdes quantitativas para ambos os niveis de adi¢ao.

Os limites de deteccao e de quantificacao foram calculados utilizando 10 leituras
do branco da curva analitica. O LOD foi calculado a partir da formula 3*SD e o LOQ
10*SD [67]. A massa caracteristica encontrada para o método foi de 25 pg, enquanto o

limite de deteccdo foi 1,81 ug L' e o limite de quantificacdo 6,02 ug L.
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Tabela 26: Média das recuperacdes obtidas para amostras de nutricdo enteral diluidas
em CFA-C 10%.

Concentracao final Concentracao final
adicionada: adicionada:
5ug L™ 10 pg L™
Amostra | Recuperacao (%) Recuperacao (%)
A 102 £ 8,0 96 + 2,3
B 106 +4,3 102 +2,8

4.2.1.5 Determinacao de Al nas amostras de nutricao enteral

Ap6s os estudos de otimizagdo das condigbes instrumentais e experimentais,
amostras de nutricao enteral foram analisadas. Cada amostra, analisada em duplicata,
foi diluida em CFA-C 10% na concentracdo de 4% v/v. Em seguida, as solugdes foram
sonicadas por 5 minutos. ApGs esse processo, as amostras foram submetidas a analise
por GF AAS, nas condigdes otimizadas. Os resultados obtidos estdo mostrados na
Tabela 27.

Os resultados encontrados nas amostras mostram que as concentragdes
independem do tipo de embalagem em que sdo estocadas para a comercializagao.
Exemplo disso sdo as amostras NES3 e NES4, que sdo acondicionadas em latas de
aluminio, mas que possuem uma concentragao de Al menor que as amostras SUPP3 e
ABB5, que sao acondicionadas em vidro e plastico, respectivamente. J& para um
mesmo tipo de nutricdo enteral (ABB1 e ABB5) a amostra acondicionada em lata (ABB
1) apresenta uma concentragcdo ligeiramente maior que a amostra ABBS,
acondicionada em plastico. Percebe-se, portanto, que a concentracdao de Al é mais
dependente do fabricante das nutricbes do que das préprias embalagens, indicando
que essa contaminacao pode ocorrer durante a fabricagdo ou é proveniente da matéria

prima utilizada.
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Tabela 27: Concentragdo de Al encontrado nas amostras de nutricdo enteral

analisadas.
Concentracao média
Amostra Tipo de Embalagem encontrada de Al

(hg L)
NOV3 Tetra Pak® 2234 + 78
NOV4 Tetra Pak® 1017 + 46
NOV6 Tetra Pak® 1033 +11
SUP3 Vidro 325+ 32
SUP2 Tetra Pak® 357 + 36
NUT1 Tetra Pak® 651 +17
ABB1 Lata de Al 883 + 88
ABB5 Plastico 831 + 41
NES3 Lata de Al 154 +13
NES4 Lata de Al 64 +8

A toxicidade em relagdo ao aluminio é relativa a exposigao excessiva, porém os
aspectos toxicolégicos de aluminio consumido oralmente sdo poucos conhecidos. O
elemento € pouco absorvido nos intestinos e as pequenas quantidades absorvidas das
dietas normais sdo excretadas pelos rins saudaveis, de modo que nenhum acumulo
ocorra. O JECFA (Joint Expert Commitee on Food Additives) estabelece a ingestao
semanal toleravel de 1mg/kg de aluminio [68]. Porém, no Brasil ndo existe legislacao
para o limite de aluminio nos alimentos [30].

Observando-se as concentragdes obtidas nas amostras estudadas (Tabela 27),

alguns tipos de nutricbes enterais seriam consideradas inadequadas para 0 consumo.
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4.3 Determinacao de Pb e Cd por GF AAS em amostras de

nutricao enteral

Os elementos Pb e Cd foram selecionados para um estudo mais aprofundado,
utilizando a técnica de GF AAS, pois essas duas espécies sao reguladas pelo érgao de
fiscalizacdo Anvisa, que estabelece uma concentragcdo maxima permitida nos
alimentos. Segundo a Anvisa a concentracdo maxima permitida para Cd é 1 mg L' e
para Pb 0,8 mg L™ [19].

Como a determinacao por ICP OES néao atingiu os limites estabelecidos pela
Anvisa e a introducao direta da amostra na determinagao por GF AAS nao foi possivel
devido a formagdo de residuo carbonaceo, um método foi desenvolvido para as
amostras preparadas no forno de micro-ondas fechado. O mesmo programa de
aquecimento utilizado para a digestdo das amostras, para a determinacao por ICP
OES, foi utilizado antes da quantificagcdao por GF AAS.

4.3.1 Otimizacao das temperaturas de pirdlise e atomizacao para
CdePb

O programa de aquecimento do forno de grafite foi otimizado de forma univariada,
partindo das condi¢des propostas pelo fabricante utilizando uma amostra de nutricao
enteral digerida previamente no forno de micro-ondas fechado. Para a otimizagéo de
Cd as amostra foram enriquecidas com 1 pg L' e para o Pb as amostras foram
enriquecidas com 5 pg L' do analito. As temperaturas de pirdlise e de atomizagéo
foram variadas na auséncia e na presenga dos modificadores quimicos descritos
anteriormente. A Figura 9 e a Figura 10 descrevem os perfis das temperaturas de
pirélise e atomizacdo encontradas para os elementos estudados.
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Figura 9: Perfil das temperaturas de pirdlise e de atomizagcdo para Cd, utilizando o

modificador quimico: Pd/ Mg(NOs3)2

A Figura 9 mostra que a temperatura de pir6lise para o Cd varia muito na

auséncia e na presenca do modificador quimico. Na presenca de modificador quimico a

temperatura de pirdlise é de 900 °C enquanto que na auséncia de modificador quimico

o Cd é rapidamente perdido durante a pirdlise, mesmo em temperaturas abaixo de 600

°C. Essa é uma caracteristica de elementos menos estaveis a temperatura e por isso o

uso de modificadores quimicos, mesmo em amostras mineralizadas, € necessario. Nas

curvas de atomizagdo a temperatura 6tima é semelhante em 1200 °C.
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Figura 10: Perfil das temperaturas de pirdlise e de atomizacao para Pb utilizando o
modificador quimico: NH4H2PO4/ Mg(NO3)2

A Figura 10 mostra, para o chumbo, um perfil das temperaturas de pirélise e de
atomizacao semelhante aquele para Cd. Observamos que a temperatura de pirdlise é
mais alta na presenga do modificador quimico, em 950 °C, enquanto que na auséncia
de modificador quimico a diminuicdo do sinal analitico do Pb ocorre em temperaturas
abaixo de 650 °C. A temperatura de atomizagéo étima encontrada foi de 1200 °C.

4.3.2 Perfil dos picos nas condicoes otimizadas

Os perfis dos picos na auséncia e na presenca de modificadores quimicos foram
obtidos usando as condi¢des étimas encontradas durante a etapa de otimizagdo das
condi¢cdes experimentais. A Tabela 28 resume as condicbes estudadas para a
determinagédo de cadmio e de chumbo em amostras de nutricdo enteral, na presenca e

na auséncia dos modificadores quimicos.
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Tabela 28: Condi¢cdes otimizadas para Cd e Pb, utilizadas para obter os perfis dos
picos, na auséncia e na presenca do modificador quimico (Mg(NO3)a.

Sem modificador Com modificador
Elemento | T pirdlise T atomizacao o T atomizacao
oc - T pirdlise °C -
Cd 300 1200 900 1200
Pb 450 1200 950 1200

Na Figura 11, observamos o perfil do sinal analitico para uma amostra

enriquecida com uma concentracdo final de 1 pug L' de Cd. O sinal para o Cd,

observado na presenca do modificador quimico, € mais bem definido, apesar de

apresentar uma area menor que o sinal sem modificador quimico, 0,0604 e 0,0835 s,

respectivamente. Esse perfil mostra a necessidade da utilizagdo do modificador

quimico para a quantificacdo de Cd nas amostras de nutricdo enteral mineralizadas.

0,15

o

N

o
|

Absorbancia

0,05

0,00

—e— Pico com modificador
—x— Pico sem modificador

Background com modificador

Background sem modificador

R

Tempo (s)

Figura 11: Perfis dos sinais para Cd, em amostra de nutrigéo enteral.

A Figura 12 mostra que na auséncia do modificador quimico o perfil do sinal

analitico para o Pb é prejudicado, enquanto que na presenga do modificador o sinal se
mostra mais definido. Os valores de absorbancia sao prejudicados pela auséncia de
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modificador, diminuindo de 0,0416 para 0,0353 s'. Conclui-se, entdo, sobre a
necessidade de utilizar o modificador quimico nas quantificacées de Pb em amostras

de nutricdo enteral mineralizadas.

0,20

0,15 [’

I ]/ Background com modificador

\. —+— Pico com modificador
\ —x— Pico sem modificador

0,10

Absorbancia

Background sem modificador

0,05 y \ 7
0,00 | ' %&—

Figura 12: Perfil do pico para Pb, em amostra de nutricdo enteral.

Como é esperado para amostras submetidas a um processo de digestdo ou em
meio aquoso as temperaturas de pirdlise e de atomizagcdo nao diferem
significativamente dos valores sugeridos pelo fabricante e, portanto, ndo é necessaria
uma otimizacdo multivariada para melhorar as condicbes do equipamento para as

amostras deste tipo.

4.3.3 Influéncia da acidez

As amostras submetidas a digestao acida em forno de microondas sempre estao
em uma concentracédo de acidez acima da concentracdo habitual de trabalho. No caso
das amostras mineralizadas, a acidez final encontra-se em torno de 8%, levando-se em
conta apenas o volume de 4cido adicionado nas amostras e o volume final da solugéo.
Em geral, as curvas analiticas no forno de grafite séo realizadas em um meio acido de

0,2%. Por isso, é necessario avaliar se as curvas analiticas em meio acido de diferente
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concentragcao apresentam a mesma sensibilidade. Para isto foram construidas curvas

comparativas em meio acido 0,2% (v/v) e 10% (v/v) do analito desejado, para Pb e

Cd., cuja as curvas estao mostradas nas Figuras 13 e 14, respectivamente.

0,025

0,020

0,015

0,010

0,005

Absorbancia Integrada (s)

0,000

B Curva de Pb em meio 0,2% HNO,
/A Curva de Pb em meio 10% HNO,

Concentragio (ug Lt

)

Figura 13: Comparacao das curvas de Pb em diferentes concentragdes finais de acido

nitrico.
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0,20
0,15
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0,05
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0,00

B Curva de Cd em meio 0,2% HNO,
A\ GCurva de Cd em meio 10% HNO,

T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5

Concentracgao (ug L'1)

Figura 14: Comparacdo das curvas de Cd em diferentes concentragbes de acido

nitrico.
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As curvas obtidas mostram que o valor mais discrepante de detectabilidade
entre as duas concentracdes acidas estudadas é observado para o Pb (Tabela 29).
Isso indica que é necessaria a utilizacdo da curva na mesma porcentagem de acidez

que as amostras para a andlise de Pb.

Tabela 29: Valores de inclinagdo encontrados para as diferentes curvas analiticas.

Inclinacao
Cd(mgL") | Pb(mgL™)
0,2 % HNO; 0,05262 0,00237
10% HNO; 0,05112 0,00525

4.3.4 Figuras de mérito

4.3.4.1 Exatidao do método

A exatiddao do método foi avaliada em um estudo de adigdo e recuperagao,
usando duas amostras de nutricdo enteral que foram enriquecidas com dois niveis de
concentracoes diferentes. As adigdes foram feitas de acordo com as concentragdes
maximas permitidas pela legislagdo. Como o limite méximo tolerado para o Cd é de
1000 pg Kg™' [19] e o fator de diluicdo das amostras é de 25 vezes as adigdes foram
realizadas para atingir uma concentracéo final de 20 ug L™ e 40 pg L™ e para o Pb,
como o limite é 800 ug kg as adicdes foram realizadas para atingir a concentragdo
final de 16 e 32 pug L. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 30.

62



Tabela 30: Resultados obtidos para a exatidao do método para determinagédo de Cd e
Pb por GF AAS.

Cd Pb
Concentragdo final Concentragéo
ici final
adicionada: M
20 L adicionada:
o 16 ug L™’
Recuperacao
perae o5 ”
meédia (%)
Concentragdo final Concentragéo
ici final
adicionada: o
40 ug L’ adicionada:
o 32uglL’
Recuperacao
perag o6 .
meédia (%)

Os resultados do teste de adicdo e recuperagdao mostram que a exatiddo do

método é apropriada, situando-se entre 92 e 98% [57].

4.3.4.2 Calculo do limite de deteccao e de quantificacao

Os limites de deteccao e de quantificacao foram calculados utilizando 10 leituras
do branco da curva analitica. O LOD foi calculado a partir da formula 3*SD e o LOQ
10*SD [67]. Os valores de LOD e LOQ estao descritos na Tabela 31.

Tabela 31: Valores de LOD, LOQ e LOQ do método, obtidos para Pb e Cd, na
quantificacao por GF AAS.

LOD LOQ LOQ método
(mgL") | (mgL™) | (ng L")
Pb 0,21 0,69 17,3
Cd 0,09 0,31 7.72
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O limite de quantificacdo do método atinge os valores estabelecidos pela Anvisa
para os elementos Cd e Pb, podendo assim ser determinados pelo método proposto.

4.3.5 Determinacao de Pb e Cd em amostras de nutricao enteral
usando GF AAS

Usando o método desenvolvido para a determinacao de Pb e Cd nas amostras de
nutricdo enteral com a técnica de GF AAS, foram analisadas as amostras comerciais ja
previamente tratadas pelo procedimento descrito no item 3.3. As faixas de trabalho
para a curva analitica foram definidas de forma a atingir os limites maximos tolerados e
se estendendo até 50% acima da concentracdo permitida. Para as amostras de Pb, a
faixa de trabalho variou de 8 a 40 ug L e para as amostras de Cd a faixa variou de 10
a50pgL™.

Apb6s as andlises das amostras estudas observou-se que todas as amostras
apresentam concentragdo de Pb e Cd abaixo do LOQ do método. Portanto, essas
amostras analisadas estariam aptas para o consumo, pois o0 LOQ do método atinge o

limite maximo de contaminantes permitido nos alimentos [19].

4.4 Avaliacao da bioacessabilidade in vitro das espécies
metalicas na nutricao enteral

O termo biodisponibilidade tem diversas definicdes, dependendo da éarea de
pesquisa. Do ponto de vista nutricional, biodisponibilidade se refere a fracdo do
nutriente ou composto bioativo ingerido, que esta disponivel para uso nas funcoes
fisioldégicas ou a ser estocado pelo organismo. A bioacessibilidade € definida como a
fracdo de um composto que esta livre de sua matriz no trato gastro intestinal e se

torna disponivel para a absorgao intestinal, entrando na corrente sanguinea [69].

Os estudo in vitro s@o desenvolvidos para simular as condigdes fisioldgicas e a
sequencia de eventos que ocorrem durante a digestdo no trato gastrointestinal

humano, considerando as trés areas do sistema digestivo humano: boca, estomago e
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intestino. As principais caracteristicas dos métodos in vitro sdo a temperatura,
agitacao, composicao quimica ou enzimatica da saliva, suco gastrico, duodenal e bile.
Quando o processo fisico que ocorre in vivo nao sao reproduzidos (peristaltismos,
mistura, hidratacdo, mudancas nas condicdbes com o tempo) o modelo in vitro é
chamado de estatico ou bioquimico [70, 71]. Os modelos dindmicos imitam os
processos fisicos que ocorrem levando em conta novas variaveis, como por exemplo,
as mudancgas de viscosidade, reducado do tamanho de particulas, difusdo e particao
de nutrientes [72,73].
Os trabalhos de biodisponibilidade e bioacessabilidade estdo voltados para o
estudo dos compostos organicos [74, 75] e das espécies metélicas [76,77].
O estudo em nutrigdes enterais visa em geral observar a biodisponibilidade dos
nutrientes em relacao as diferentes composicoes das nutricdes enterais [55,78].
Utilizando o procedimento de digestdo in vitro descrito no item 3.4 foram
estudadas algumas amostras para avaliar a bioacessibilidade. A fracao bioacessivel foi

calculada utilizando a seguinte formula:

Fracao bioacessivel (%) = concentracao bioacessivel x 100
concentragao encontrada

As Tabelas 32 e 33 apresentam os resultados obtidos para as fra¢cdes disponiveis

das amostras estudadas.
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Tabela 32: Concentragdes disponiveis encontradas (mg L) (Conc) e fragdo
bioacessivel (%) para as amostras NUT3, NOV3,NOV4 e ABB1.
NUT3 NOV3 NOV4 ABB1
Conc. | Fracao Conc. Fracao Conc. Fracao Conc. Fracao
Ca 548 210 2091 52 797 52 1126 56
Cr | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cu 1,33 95 <LOQ <LOQ 1,32 75 2,2 75
Fe 8,03 123 18 67 10,6 68 18,7 72
K 634 327 1881 89 1372 82 1600 86
Mg 214 134 395 73 209 75 415 66
Mn 3,3 77 2,7 42 2,54 69 5,0 58
Mo | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
P 1246 142 1324 84 789 88 1193 88
Se | <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Zn 9,65 75 18 29 12 49 24 47

Tabela 33 Concentracdes disponiveis encontradas (mg L) (Conc) e fragdo
bioacessivel (%) para as amostras ABB2, SUP1 e SUP3

ABB2 SUP1 SUP3
Conc. Fracao Conc. Fracao Conc. Fracao
Ca 1419 48 723 47 607 44
Cr <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Cu 2,5 68 1,18 113 0,918 88
Fe 19,8 60 15,3 53 9,46 73
K 1094 74 1336 84 880 96
Mg 259 65 214 74 106 82
Mn 5,3 47 3,44 38 1,57 62
Mo <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
P 757 75 665 74 464 88
Se <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Zn 25,2 45 11,1 9 9,85 47
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Para os elementos P e Mg as fracbes disponiveis encontradas, cujos valores
excedem 100%, coincidem com as concentragées mais altas encontradas para essas
espécies nos estudos com as amostras mineralizadas e também s&o influenciadas pelo
branco do método de digestdo, que é altamente concentrado nessas espécies. Em
geral, as fragcGes disponiveis tem valores bem dispersos, de acordo com cada tipo de
amostra, isso devido aos diferentes constituintes de cada nutricdo enteral. Essa alta
dispersdo também se deve ao fato de que nesse estudo se obteve uma precisdo mais
baixa, variando entre 5 e 10%. Essa baixa precisdo ocorre, pois os estudos de
bioacessibilidade in vitro envolvem a utilizacdo de enzimas digestivas que sdo mais
suscetiveis a erros.

Alguns valores de absorgao dos elementos metalicos, que podem ser encontrados
na literatura, estao descritos na Tabela 34.

Tabela 34: Absorgao dos elementos metalicos descritas na literatura [30].

Absorcao

Cu 30%
Fe 5-30%
Mg 30 -50%
Mn 2-5%
P 55 -70%
Zn 20 -30%
Ca 20 — 35%
K 85%

Os valores da literatura (Tabela 34) ndo sao coerentes com os valores
encontrados nas amostras de nutricdo enteral, entretanto, esses valores declarados
foram obtidos por diferentes métodos de estudo e, especialmente, para outros tipos de
amostras. A biodisponibilidade de um elemento é afetada por ligacdes desse elemento
com proteinas, lipideos, etc., o que pode ser um fator diferencial neste tipo de
amostras. Outro fator a ser observado € que nas nutricdes enterais existe um equilibrio

de concentragéo entre todos os elementos, fazendo com que esse tipo de alimentagéo
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se aproxime de um alimento ideal fornecendo todos os nutrientes necessarios ao ser

humano.

5. Conclusoes

Utilizando a técnica de ICP OES, apds a otimizacdo das condicbes robustas do
equipamento, foi possivel obter recuperagbes quantitativas dos elementos
investigados, nas concentracdes estudadas. Com os limites de quantificagcao obtidos é
possivel a determinacao de Fe, K, Mg, Mn, Na e Zn nas amostras de nutricdo enteral.

As espécies contaminantes Pb, Cd, Hg e Se ndo puderam ser quantificadas pelo

método, pois ndo atingiram o LOQ necessério.

A analise de amostras de nutricao enteral por GFAAS utilizando CFA-C s6 foi
possivel com uma diluicdo da amostra de 25 vezes, possibilitando apenas a
determinacao de Al. Em fatores de diluicao menores que 25 vezes ocorreu a formacao
de grande quantidade de residuo carbonaceo no forno de grafite, que nao era

eliminado com a temperatura de limpeza do programa de aquecimento.

A analise de diferentes amostras de nutricdo enteral, provenientes de diferentes
fabricantes, mostrou que a quantidade de aluminio independe da forma de estocagem,
sugerindo que a presenca do elemento esta relacionada ao processo de fabricacao ou

a matéria-prima empregada.

O método desenvolvido para a andlise das amostras tratadas por radiagao micro-
ondas permite a quantificagdo de Cd e Pb por GF AAS. Os estudos de exatidao, nos
testes de adigdo e recuperagdo dos analitos, mostraram recuperacao quantitativa dos

mesmos.

O estudo de bioacessibilidade realizado pelo método in-vitro mostrou que as
espécies metdlicas nesse tipo de alimento tem uma absor¢do tem uma alta absorgcéao
de acordo com as caracteristicas desses tipos de alimentos.
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6. Tratamento dos residuos gerados

As solucdes de amostras enriquecidas e 0s residuos das solugdes-padrao foram
estocados em galbes de polipropileno para que o tratamento e o descarte fossem feitos
de uma Unica vez, ao término deste trabalho.

O procedimento utilizado é adotado em nosso laboratério (GEAtom) para tratar
residuos aquosos que contém varios elementos metéalicos e consiste em separa-los da
fase aquosa, por precipitagcdo controlada. Os residuos foram neutralizados com uma
solugdo de NaOH 1 mol L™ e o pH foi mantido entre 7 — 8, até ocorrer & precipitacdo
completa das espécies que formam hidroxidos nesta faixa de pH (Ca, Cd, Co, Cu, Fe,
Mg, Mn, Ni, Pb, Zn). Os sais precipitados foram separados da fase aquosa por filtracao
comum, empregando-se papel de filtro qualitativo.

A solucédo resultante foi acondicionada em pH 7, aproximadamente, com o
auxilio de H2SO4 1 mol L™ e a ela se adicionou uma solugdo de NazS (78 g L™"). Nesta
etapa, foram precipitados arsénio e selénio, na forma de sulfetos e que, por filtragéo,
também foram retirados da fase aquosa. Por fim, os residuos sélidos obtidos foram
mantidos nos respectivos papéis de filtro e enviados para o depédsito de residuos
sélidos do Instituto de Quimica da UNICAMP. A solugao residual, contendo Na,S foi
tratada com solugédo de NaOCI (5,25 % m/m) para eliminar o sulfeto na forma de H,S,

que é volatil.
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