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RESUMO

Titulo: Avaliacdo da disperséo da matriz em fase sélida combinada com HR-CS
FAAS para a determinacéo de cobre em alimentos lacteos infantis
Autor: Lisliane Kickofel

Orientador: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

Este estudo propde, pela primeira vez, o desenvolvimento de um método
analitico utilizando a dispersédo da matriz em fase sélida (MSPD) para a extracdo de
cobre de formulas infantis e alimentos a base de leite para posterior determinagéo
utilizando espectrometria de absor¢do atdbmica com fonte de alta resolugdo com
atomizacdo em chama (HR-CS FAAS). O método proposto foi avaliado utilizando
formula infantil de seguimento (1 a 3 anos) e aplicado em amostras de férmulas
infantis de partida (0O a 6 meses) e de seguimento (6 a 12 meses), leite em pé e
composto lacteo. Os parametros da MSPD foram cuidadosamente investigados e ao
empregar 0,25 g amostra, 0,25 g de terra diatomacea como suporte solido, HNOs 1
mol L' como solucdo extratora e maceracdo por 1 min, foram obtidos valores
concordantes com os valores de referéncia. O limite de deteccdo do método foi de
0,35 ug g*. A preciséo foi avaliada comparando os resultados usando os seguintes
métodos: i) método proposto (MSPD/HR-CS FAAS) e ii) decomposicdo das amostras
por digestdo assistida por micro-ondas (MAD) e quantificacdo por espectrometria de
absorcao atdbmica de alta resolucdo com fonte continua com atomizacdo em forno de
grafite (HR-CS GF AAS). Os extratos da MSPD também foram quantificados usando
HR-CS GF AAS. Nao houveram diferencas significativas entre os resultados e as
concordancias variaram de 95 a 103%. As concentracdes de cobre variaram de 0,40
a 3,8 yg g* usando o método proposto, com RSDs inferiores a 10%. O método
proposto mostrou-se eficiente para a determinagédo de cobre em férmulas infantis e
leite em po, oferecendo vantagens como rapidez, simplicidade, baixo custo, baixo
consumo de energia, geracdo reduzida de residuos (devido ao uso de uma solucao
aguosa de extracao), utilizacdo de materiais de fontes renovaveis (terra diatomacea
como suporte soélido) e minimizagcédo da exposicao do analista. Esses atributos estao

alinhados com os principios da Quimica Analitica Verde.

Palavras-chave: Alimentos lacteos infantis, MSPD, HR-CS FAAS, Cobre, Preparo de

Amostra.



ABSTRACT

Title: Evaluation of matrix solid-phase dispersion combined with HR-CS FAAS
for copper determination in milk-based infant foods
Author: Lisliane Kickofel

Advisor: Prof. Dr. Bruno Meira Soares

This study proposes, for the first time, the development of an analytical method
using the matrix solid-phase dispersion (MSPD) for extraction of copper from infant
formulas and milk-based foods for further determination using high resolution-
continuum source flame atomic absorption spectrometry (HR-CS FAAS). The
proposed method was evaluated using follow-up infant formula (1 to 3 years), and
applied to samples of starting (0 to 6 mounths) and follow-up (6 to 12 mounths) infant
formulas, milk powder, and dairy compound. MSPD parameters were investigated, and
by employing a 0.25 g sample, 0.25 g of diatomaceous earth as a solid support, 1 mol
Lt HNOs as the extraction solution, and 1 min of blending, higher agreements with
reference values were obtained. The limit of detection of the method was 0.35 pg g.
Accuracy was assessed by comparing the results using the following methods: i)
proposed method (MSPD/HR-CS FAAS); and ii) decomposition of samples by
microwave-assisted digestion (MAD) and quantification by high-resolution continuum
source graphite furnace atomic absorption spectrometry (HR-CS GF AAS). The MSPD
extracts were also quantified using HR-CS GF AAS. No significant difference was
found between the results. The agreements ranged from 95 to 103%, and no significant
difference was observed between the results. Copper concentrations ranged from 0.40
to 3.8 ug g* using the proposed method, with RSDs lower than 10%. The proposed
method proved to be efficient for the determination of copper in infant formulas and
milk powder, offering advantages such quickness, simplicity, low cost, low energy
consumption, reduced waste generation (due to the use of an aqueous extraction
solution), utilization of materials from renewable sources (diatomaceous earth as a
solid support), and minimized analyst exposure. These attributes align with the

principles of Green Analytical Chemistry.

Keywords: Infant formula, Milk-based infant foods, MSPD, HR-CS FAAS, Copper,

Sample preparation.



1. INTRODUCAO

A fase mais importante para o desenvolvimento infantil sdo os primeiros 6
meses de idade, na qual a ingestdo de nutrientes adequados é essencial para o seu
desenvolvimento, crescimento e saude. Durante esse periodo, a amamentacao deve
ser a Unica fonte de nutricdo e é recomendado continuar amamentando por pelo
menos dois anos ou mais. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) séao os 6rgdos que regulamentam a ingestao
de nutrientes nos alimentos infantis no Brasil e no mundo, respectivamente. A ANVISA
e OMS estabelecem os indices de ingestédo diaria recomendada (IDR) para lactentes
(0 a 12 meses) e criancas de primeira infancia (1 a 3 anos), sendo recomendada a
ingestao de proteinas, vitaminas e minerais.

Os elementos essenciais que necessitam ser consumidos diariamente sédo o
Célcio (Ca), Cobre (Cu), Ferro (Fe), P (Fésforo), Fluor (F), Mg (Magnésio), Mn
(Manganés) e Zinco (Zn), vitaminas (A, B1 B2, B6, B12, C, D, E, K) e proteinas como
a caseina (ANVISA, 2018; ANVISA, 2005; ANVISA 2011). Um dos elementos que
exerce uma funcdo muito importante no desenvolvimento infantil € o Cu, o qual auxilia
no funcionamento do sistema imunolégico, no metabolismo energético, pigmentacao
do cabelo e pele, transporte de Fe no organismo, além de ser um antioxidante que
auxilia na protecdo dos danos causados por radicais livres e na manutencdo dos
tecidos conjuntivos (ANVISA, 2018). Sendo assim, a quantidade de IDR de Cu para
lactentes de 0 a 6 meses € de 200 pg, para lactentes de 7 a 11 meses é de 220 ug e
para criangas de primeira infancia de 1 a 3 anos é de 340 pg (ANVISA, 2005; KILIC et
al., 2018). Ap6s os primeiros seis meses de vida, é recomendado introduzir outras
formas de alimentos (de origem vegetal ou animal), além de continuar com a
amamentacao. Férmulas infantis sdo amplamente consumidas como suplementos
alimentares em todo o mundo e podem ser utilizadas sob avaliagdo e recomendacao
médica, principalmente quando a amamentacgdo néo € possivel. (PAIVA, MORGANO
& BRAGOTTO, 2019).

Existem diversos tipos de formulas infantis. Férmulas para prematuros ricas em
proteinas e gorduras essenciais para o desenvolvimento das fungdes neurais, visuais,
psicomotoras. Férmulas antirrefluxo para bebés que apresentam regurgitacéo,

contendo carboidratos e enriguecidas com Fe. Formulas infantis sem lactose, para



bebés com intolerancia a lactose. Férmulas para criangas com alergia a proteina do
leite de vaca (APLV). Além disso, existem as foérmulas infantis de partida (até os 6
meses) e de seguimento (apds os 6 meses). Portanto, € extremamente importante
monitorar a composi¢cdo dos alimentos consumidos por lactentes e criancas de
primeira infancia.

Muitos autores tém relatado o uso da espectrometria de emissédo oOtica com
plasma acoplado indutivamente (ICP OES) e da espectrometria de massa com plasma
acoplado indutivamente (ICP-MS) para andlise elementar, pois sdo técnicas que
permitem a determinag&o multielementar com a sensibilidade necesséria para analise
de tracos. No entanto, esses instrumentos tém um custo significativo de aquisicéo e
requerem vazdes substanciais de argdnio para manter o plasma (KORN et al., 2008;
YU et al., 2020). A espectrometria de absorcéo atbmica de alta resolugcdo com fonte
continua (HR-CS AAS) tem ganhado destaque na determinacdo de metais e ndo
metais, incluindo elementos majoritarios e tragos, em diferentes tipos de amostras. A
técnica permite determinagcdes mono e multielementares. Ao utilizar a HR-CS FAAS,
€ possivel realizar determinacbes rapidas e sequenciais de varios elementos
(GAMELA et al., 2019). J4 a HR-CS GF AAS é uma técnica altamente sensivel que
também permite a determinacdo simultdnea de dois ou mais elementos, desde que
estejam sendo monitorados na mesma janela espectral. Além disso, a partir de um
espectro tridimensional (3D), é possivel o monitoramento da regido espectral e a
aplicacdo de varias formas de correcdo de interferéncias espectrais, como correcao
de fundo por eventos continuos e o uso do método dos minimos quadrados (WELZ et
al., 2014). Embora a HR-CS GF AAS permita a amostragem de sélidos (SS), a maioria
das técnicas analiticas anteriormente descritas requer a introducdo da amostra na
forma de solucao para evitar interferéncias espectrais e ndo espectrais. Portanto, um
eficiente preparo da amostra é essencial.

Métodos de preparo de amostra, como decomposicdo por via seca,
decomposicdo por via Umida em sistema aberto (SARACOGULO et al. 2007),
decomposicéo assistida por micro-ondas (MAD) (KIANI et al., 2022; KILIC et al., 2018;
BARGELLINI et al., 2016) e extracao assistida por ultrassom (UAE) (GAMELA et al.,
2019), tém sido utilizados para a determinagcdo elementar em amostras de férmulas
infantis e alimentos para bebés, visando a determinacdo de elementos essenciais e
potencialmente toxicos. Portanto, estudos recentes tém se concentrado em reduzir o

consumo de solventes e reagentes toxicos, miniaturizar 0s processos, gerar menos



residuos e explorar materiais alternativos provenientes de fontes renovaveis. Além
disso, também tem como objetivo minimizar o tempo gasto na preparacdo das
amostras. Como resultado, as tendéncias atuais na Quimica Analitica enfatizam
métodos que estejam alinhados com os principios da Quimica Analitica Verde (GAC)
(GALUSZKA, MIGASZEWSKI e NAMIESNIK, 2013).

Um método de preparo de amostra que tem sido recentemente aplicado para a
determinacao elementar é a dispersdo da matriz em fase sélida (MSPD). A MSPD foi
introduzida por BARKER et al. (1989), para o preparo de amostras sélidas ou
semissdlidas visando a extracao de drogas e seus metabdlitos em tecidos (muasculo
bovino). A primeira MSPD proposta, consistia em macerar em um almofariz (de vidro,
porcelana ou agata) uma mistura contendo amostra e um suporte sdélido (material
abrasivo). Neste processo, ocorre a dispersdo da amostra na superficie do suporte
sélido pela forca mecanica aplicada na maceracao e o rompimento da estrutura fisica
da matriz, promovendo a diminui¢do da interacdo do analito com a matriz, formando
uma nova fase, além da diminuicdo do tamanho de particula. Depois da maceracao,
a mistura é transferida para cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) e empacotada
em uma coluna vazia. Apés, ocorre a eluicdo dos analitos usando um solvente
adequado (BARKER et al., 1989; CALDAS et al., 2013).

A MSPD sofreu algumas mudangas ao longo dos anos como no trabalho
desenvolvido por Sebastia et al. (2010), que propds a substituicdo da etapa de
empacotamento em cartucho de SPE pela transferéncia da mistura (amostra + suporte
so6lido) para tubos de fundo cobnicos de vidro, seguido de agitacdo em vortex e
centrifugacdo. Mais tarde, no trabalho de Caldas et al. (2013), os autores
implementaram essa modificagcéo e propuseram uma nova nomenclatura, a dispersao
da matriz em fase solida assistida por vortex (VA-MSPD). A MSPD tem sido
empregada em diversos trabalhos para a extracdo de compostos organicos em uma
variedade de amostras (DANEK et al., 2021; FRAMIL et al., 2010; LIANG et al., 2019;
MUJAHID et al., 2022; MOREDA-PINEIRO et al., 2009). No entanto, foram
encontrados poucos trabalhos na literatura que determinaram metais, ndo metais ou
espécies quimicas metéalicas empregando a MSPD (DENG et al., 2015; FERNANDEZ
et al., 2011; GUIMARAES et al., 2023; LUCKOW, 2023; MALINOWSKI et al., 2022;
PING et al., 2012; MOREDA-PINEIRO et al., 2012; WANG et al., 2018). Portanto, ha
um universo de possibilidades para explorar visando a extracdo de analitos

inorganicos empregando a MSPD como uma nova proposta no preparo de amostras.



Além disso, o0 emprego de suportes solidos oriundos de fontes renovaveis e/ou
guimicamente mais verdes e solventes ndo toxicos podem contribuir para atender aos
principios da GAC (GALUSZKA et al., 2013; HUANG et al., 2010). Com isso, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a MSPD para a extracdo de Cu em alimentos lacteos infantis
visando a posterior quantificacdo por HR-CS FAAS.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nutricao infantil

A fase mais importante do desenvolvimento infantil € do nascimento até os 6
meses de idade, pois nesse periodo a ingestdo de nutrientes € essencial para o
desenvolvimento. A ANVISA e a OMS sao os 6rgaos que regulam e estabelecem os
parametros ideais para a nutricdo infantil e definem que o leite materno atende os
niveis de IDR e deve ser a Unica fonte de alimentacado a ser introduzida nos primeiros
meses de vida (KILIC et al., 2018). No Brasil, o Ministério da Saude estabelece
algumas classificagbes acerca da saude da crianca, aleitamento materno e

alimentacdo Complementar, como segue:

e Aleitamento materno exclusivo — quando a crianca recebe apenas leite materno,
direto da mama ou leite humano de outra fonte, sem outros liquidos ou sélidos,
apenas com a excecao de medicamentos, ao qual o leite fornece todos os

nutrientes necessarios.

e Aleitamento materno predominante — quando a crianca recebe, além da
amamentagdo, adgua ou outros tipos de bebidas a base de agua ou sucos de

frutas.

e Aleitamento materno — quando a crianca recebe o leite materno diretamente da

mama, independentemente de estar recebendo outro tipo de alimento.

e Aleitamento materno complementado — quando a crianca recebe além do leite
materno, a introducdo de outros alimentos soélidos ou semissolidos para

complementacgao e nao substituicdo do leite materno.

e Aleitamento materno misto ou parcial — quando a crianga recebe leite materno e

outros tipos de leite.

Apds os 6 meses de vida recomenda-se a introdugdo complementar de outras
formas de alimentos de origem vegetal ou animal para atender aos niveis de IDR, mas
€ recomendada a amamentacdo até 2 anos ou mais (PAIVA, MORGANO &

BRAGOTTO, 2019). Quando ha a impossibilidade do consumo de leite materno, por



fatores associados a salude da mae (incluindo o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), virus T-linfotrépico humano (HTLV), ou hepatites AB e C) (SAGER,
MCCULLOCH & SCHODER, 2018) pode ser recomendado o uso das férmulas
infantis, as quais sao consumidas mundialmente e possuem 0s nutrientes
recomendados para o desenvolvimento infantil. Algumas sociedades cientificas
Nacionais e Internacionais recomendam o0 seu uso em casos especificos, como a
Sociedade Europeia de Gastroenterologia Pediatrica, Hepatologia e Nutricdo
(ESPGHAN), a Academia Americana de Pediatria (AAP) e a Sociedade Brasileira de
Pediatria (SBP).

Os compostos lacteos ndo sédo produtos considerados leite, e sim produtos
comercializados na forma de po6 resultante da mistura do leite ou de substancias
alimenticias lacteas (como soro de leite, leite fermentado, manteiga e creme de leite),
ndo lacteas (como acgucares, edulcorantes nutritivos, chocolate, café e frutas) ou
ambas. Os ingredientes lacteos devem representar uma mistura cerca de no minimo
51% do total de ingredientes de produtos, como Oleos vegetais, leite reconstituido,
canola, soja, agcucar e outras substancias quimicas que influenciam no sabor e aroma.
Além disso, esses compostos sao classificados como ultraprocessados. Portanto, nao
sdo recomendados para criangas menores de 2 anos, devido a presenca de altos
teores de acucares e aditivos alimentares em sua composi¢do (MAPA, 2007). Ja o
leite em po, leite em po instantaneo e os demais destinados ao consumo humano, sao
produtos obtidos através da desidratacdo do leite de vaca integral, desnatado ou
parcialmente desnatado apto para consumo, mediante processos industriais
adequados. Esses produtos podem ser classificados de acordo com o teor de gordura

e/ ou proteinas correspondentes (MAPA, 2018).

2.2 Formulas infantis

As formulas infantis sdo produtos industrializados feitos a partir do leite de vaca
e/ou outros animais, vegetais, soja ou proteinas hidrolisadas. As formulas infantis que
sao derivadas do leite de vaca sdo as que mais se assemelham com o leite materno
(ALMEIDA et al., 2022). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Ministério da
Saude do Brasil (MS) recomendam o uso exclusivo do leite materno nos 6 primeiros
meses de vida. Entretanto, quando a amamentacdo nao pode ser realizada, existe a

necessidade de suprir o leite materno com as férmulas infantis, devido a problemas



de salde da lactante (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). As formulas de partida s&o as
férmulas infantis comercializadas na forma liquida ou em po, utilizadas, quando
indicadas, para os primeiros 6 meses de vida, contendo na sua composicdo 0s
nutrientes necessarios para a suplementacdo da crianca (ANVISA, 2011a,b,c). J4 as
férmulas infantis de seguimento sao produtos, em forma liquida ou em pé, utilizado,
guando indicado, para lactentes e criancas de primeira infancia sadias. Lactentes sao
criancas de zero a 12 meses de idade incompletos (11 meses e 29 dias). Criancas de
primeira infancia séo criancas de 12 a 36 meses de idade. As formulas infantis de
seguimento para lactentes podem ser alteradas ou preparadas para atender as
necessidades recomendas pelo acompanhamento do pediatra, devido a alteracdes
fisiologicas ou doencas temporarias ou permanentes, a fim de atender a criangcas com
algum tipo de alergia (ANVISA, 2011). Na Tabela 1, constam algumas classificagcoes

para alguns tipos de formulas infantis.

Tabela 1 - Tipos de férmulas infantis (Adaptado de BRANDAO, 2015; MANARINI,
2017).

Tipo Funcgéo/indicagao

Suprir as caréncias nutricionais de bebés prematuros. Rica
em proteinas, gorduras, adicdo de acidos graxos
Para prematuros especificos, essenciais para o desenvolvimento cerebral,
visual e psicomotor e com modificacdes para facilitar a

decomposicao (teor proteico e gorduras de 6leos vegetais)

Atuar na remediacao do refluxo gastroesofagico (RGE em

bebés que apresentam regurgitacdo. Composicao rica em

Anti-refluxo
carboidratos (amido de arroz ou de milho), gorduras e
proteinas, com enriquecimento de Fe e aminoacidos.
Para bebés com intolerancia a lactose. Sua formula contém
nucleotideos e &cidos graxos, baixo teor de lactose,
Sem lactose Vitamina B12, Vitamina B1, Vitamina D, Vitamina B6; KI,

Vitamina K, Selenito de Sdédio, Vitamina C, Vitamina E,
FeSOse ZnS0Oa.




Para bebés que exibem alergia ao leite de vaca (APLV).
Hipoalergénica Formulas infantis a base de proteina do soro do leite

parcialmente hidrolisada.

Para bebés a partir dos 6 meses, que contenham algum tipo
A base de soja de intolerancia a lactose ou proteina do leite de vaca
(APLV).

7

O refluxo gastroesofagico, € um quadro comum na primeira infancia,
caracterizado por um movimento involuntario e repetitivo do conteddo do estémago
ao eso6fago. Nos recém-nascidos, o0 RGE apresenta-se na forma de regurgitacdes que
ocorrem apdés a amamentacao ou ingestdo de outros alimentos. As férmulas infantis
anti-regurgitacdo tém por sua composi¢do os hidratos de carbono distribuidos em
lactose, amido de milho, amido pré-gelatinizado, carboidratos, proteinas, gorduras,
caseina, Oleos vegetais, entre outros. Os nutrientes necessarios, como vitaminas e
metais essenciais, sdo adaptados a formulacdo conforme a necessidade da crianca
(PENNA et al., 2003).

No caso do nascimento de criancas prematuras que necessitem de alimentagéo
por férmula, esta deve ter a mesma composicao do leite materno, contendo todos os
nutrientes necessarios para o desenvolvimento do prematuro, incluindo proteinas,
gorduras, carboidratos derivados de polimeros de glicose e baixas concentracfes de
lactase, pois 0 seu intestino ainda ndo possui a maturidade necessaria para fazer a
degradacéo da enzima (SILVA, 2019).

As formulas sem lactose sdo recomendadas para criangcas com alergia a
lactose, carboidrato que se encontra no leite materno ou no leite de vaca. Por essa
razao, estas formulas tém por base carboidratos como a glicose (CORDERO, PRADO
& BRAVO 2018).

Para criancas que possuem alergia a proteina do leite de vaca (APLV),
especialmente as proteinas do coalho (caseina) e do soro (alfa-lacto albumina e beta-
lactoglobulina) do leite, a recomendacédo pediatrica € a dieta alimentar restrita (sem os
alergénicos) a mdae, para que seja mantida a alimentacdo com leite materno,
especialmente nos 6 primeiros meses. No entanto, em casos graves e ap0s 0s 6
primeiros meses, pode ser recomendado o uso de formulas a base de soja, que séao

adaptadas contendo aminoacidos, carboidratos, polimeros de glicose e/ou sacarose,



Ca, Fe, Mg, P, Zn e suplementos de aminoacidos (CORDERO, PRADO & BRAVO
2018).

2.3 Composicao das formulas infantis

As composic¢des das férmulas infantis sdo variadas, mas geralmente contém
nutrientes essenciais como o Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Zn, proteinas, gorduras,
vitaminas e sais minerais, os quais desempenham um papel fundamental no sistema
biol6gico do ser humano, mas quando ingeridos em excesso podem ser toxicos (KILIC
et al., 2018; KIANI et al., 2022; PAIVA, MORGANO & BRAGOTTO, 2019). A

ESPGHAN classifica alguns dos componentes das formulas infantis.

e Gordura: mistura de 6leos vegetais que fornecem os acidos graxos essenciais
(AGE), dentre eles acido linoleico e o alfa-linolénico.

e Carboidratos: as formulas contém lactose apenas ou associacdo de lactose
com polimeros de glicose (maltodextrina).

e Proteinas: polimérica (soro do leite/caseina) ou parcialmente hidrolisada (soro).

e Minerais: ha modificacdo nos teores dos minerais, tentando aproximar os seus

teores aos do leite materno.

O termo limite superior de referéncia (LSR) € um limite para nutrientes e outras
substancias, obtido a partir das necessidades nutricionais dos lactentes ou criancas
de primeira infancia e do historico de uso estabelecido aparentemente seguro, nao
devendo ser interpretados como valores a serem alcangados (ANVISA, 2011). Na
Tabela 2, estdo demonstrados o contetdo de vitaminas, minerais e outras substancias
gue devem fazer parte da composicao das formulas infantis de seguimento, de acordo
com a Resolucdo RDC N° 44 de 19 de setembro de 2011 da ANVISA.

Tabela 2 - Contetdo de vitaminas, minerais e outras substancias para formulas de
seguimento (adaptado de ANVISA, 2011).

Nutriente Unidade Minimo Méaximo LSR
Acido Folico 1g/100 kcal 10 - 50
Acido Pantoténico g /100 kcal 400 - 2000

Biotina Hg/100 kcal 15 - 10




10

Niacina
Riboflavina
Tiamina

Vitamina A

Vitamina B6
Vitamina B12

Vitamina C

Vitamina D3

Vitamina E
Vitamina K
Célcio
Cloreto
Cobre
Ferro
Fosforo
lodo
Magnésio
Manganés
Potéassio
Selénio
Sadio
Zinco
Colina

Mio-Inositol

Hg/100 kcal
pg/100 kcal
Kg/100 kcal
png RE /100 kcal
Kg/100 kcal
Hg/100 kcal
mg/100 kcal
pg/100 kcal
mg alfa-TE /100 kcal
1g/100 kcal
mg/100 kcal
mg/100 kcal
Kg/100 kcal
mg/100 kcal
mg/100 kcal
Hg/100 kcal
mg/100 kcal
Kg/100 kcal
mg/100 kcal
Kg/100 kcal
mg/100 kcal
mg/100 kcal
mg/100 kcal
mg/100 kcal

300
80
60
60
35
0,1
10

0,5

50
50
35
0,9
25
10

60

20
0,5

180

60

1500
500
300

175
0,5
30

27
140

120

100
60
15

100

9
15
50
40

Para o Cu, o LSR € 120 pg/100 kcal. A ingestdo de Cu € fundamental no

desenvolvimento da crianga. Por isso, o cobre é um elemento essencial para o
organismo, fazendo parte de varios processos metabdlicos no organismo, como nos
processos de oxidacao-reducdo, auxiliando no sistema imunol6gico, ho metabolismo
energético, pigmentacdo do cabelo e pele, transporte do Fe no organismo,

antioxidante na protecdo de danos causados pelos radicais livres, além de atuar na
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manutencdo dos tecidos conjuntivos e na producdo de energia celular através da
respiracédo (ANVISA, 2018).

As fontes de Cu na alimentacdo humana s&o diversas, como em carnes,
cereais, frutos do mar, sementes e nozes, graos integrais, leguminosas e frutas secas.
A quantidade de ingestao diaria recomendada de cobre pode variar com base em
fatores individuais, como idade, sexo e estado de saude. Com isso, a ANVISA (2005)
recomenda a IDR para proteinas, vitaminas e sais minerais para lactentes e criancas,
como demonstrado na Tabela 3 (SARACOGLU et al. 2007).

Tabela 3 - Ingestdo Diaria Recomendada para Lactentes e Criancas (Adaptado de
ANVISA, 2005).

Lactente Criancas
Nutrientes Unidade
0 - 6 meses 7-11 meses 12 - 36 meses
Proteina (1) g 9,1 11 13
Vitamina A (2) (a) Mg (RE) 375 400 400
Vitamina D (2) (b) Mg 5 5 5
Vitamina C (2) mg 25 30 30
Vitamina E (2) (c) mg 2,7 2,7 5
Tiamina (2) mg 0,2 0,3 0,5
Riboflavina (2) mg 0,3 0,4 0,5
Niacina (2) mg 2 4 6
Vitamina B6 (2) mg 0,1 0,1 0,5
Acido folico (2) ug 48 48 95
Vitamina B12 (2) ug 0,4 0,5 0,9
Biotina (2) Hg 5 6 8
Vitamina K (2) Hg 5 10 15
Célcio (2) mg 300 400 500
Ferro (2)(d) mg 0,27 9 6
Magnésio (2) mg 36 53 60

Zinco (2)(e) mg 2,8 41 4,1
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lodo (2) Hg 90 135 75
Fdésforo (1) mg 100 275 460
Flaor (1) mg 0,01 0,5 0,7
Cobre (1) Hg 200 220 340
Selénio (2) Mg 6 10 17
Cromo (1) ug 0,2 55 11
Manganés (1) mg 0,003 0,6 1,2

(a) 1 micrograma retinol = 1 micrograma RE; 1 micrograma betacaroteno = 0,167 micrograma RE; 1
micrograma de outros carotendides provitamina A = 0,084 micrograma RE; 1 Ul = 0,3 micrograma de
retinol equivalente (2).

(b) 1 micrograma de colicalciferol = 40 UI.

(c) mg alfa-TE; 1,49 Ul = 1 mg d-alfa-tocoferol (1).

(1) INSTITUTE OF MEDICINE. Food and Nutriton Board. Dietary Reference Intakes. National
Academic Press, Washington D.C., 1999- 2001.

(2) FAO/OMS. Human Vitamin and Mineral Requirements. In: Report 7th Joint FAO/OMS Expert
Consultation. Bangkok, Thailand, 2001. xxii + 286p.

2.4 Métodos analiticos empregados para determinacdo elementar

2.4.1 Técnicas de determinacgao

As técnicas analiticas comumente empregadas para a determinacédo elementar
sdo a espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama (FAAS), a espectrometria de
absorcdo atbmica com forno de grafite (GF AAS) e a espectrometria de absorcdo
atbmica com geracdo de hidretos (HG-AAS), as quais permitem, na maioria das
aplicacOes, determinacdes monoelementares. As técnicas analiticas multielementares
como a ICP OES e a ICP-MS permitem a determinacdo de varios elementos em uma
mesma analise com sensibilidade adequada para a analise de tragos. Entretanto, os
espectrometros ICP OES e ICP-MS possuem elevado custo relativo de aquisicéo e as
técnicas demandam experiéncia do operador para contornar possiveis interferéncias
espectrais e ndo espectrais (KORN et al., 2008; TAVAKOLI, JAMALI & NEZHADALI,
2021). Outras técnicas como a voltametria de redissolucdo anddica com pulso
diferencial (DPASV), a voltametria de redissolucdo anddica de varredura linear e a
voltametria redissolucdo anodica de onda quadrada (SWASV), também tém sido
aplicadas em diferentes areas para a determinagcdo elementar com destaque para a
sua elevada sensibilidade e seletividade (OLIVEIRA et al., 2022; MACIEL et al., 2019;
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HEINEMAN et al., 2019; ALMEIDA et al., 2016). A andlise por ativacdo neutrdnica
(NAA) € uma técnica analitica capaz de determinar a composicdo elementar de
diversos tipos de amostras, sem precisar de um pré tratamento e pouca quantidade
de amostra para analise. A NAA estd baseada na emissdo de radiagdo gama
caracteristica dos elementos presentes na amostra e se caracteriza por ndo ser uma
técnica destrutiva da amostra, além de ser uma técnica multielementar com elevada
exatiddo (COSTA & MENEZES, 2012; MAYR, 2021).

A HR-CS AAS é uma técnica que difere das técnicas de espectrometria de
absorgcéo atbmica com fonte de linhas (LS-AAS) pela fonte de radiacdo e pela alta
resolucdo do monocromador. A fonte de radiacdo é uma lampada de arco curto de Xe.
Para a selecdo dos comprimentos de onda, a técnica utiliza um monocromador duplo
de alta resolucdo (DEMON) contendo um prisma para pré-selecdo de ordens
espectrais e uma rede de difracéo do tipo Echelle com correcéo simultanea do fundo
(background) nas proximidades da linha analitica. A técnica permite analises em
baixas concentracdes (na ordem de até pug L e ng g') em amostras sélidas, liquidas
ou suspensdes. A atomizacdo em forno de grafite permite a determinacdo de 2 ou
mais elementos, desde que possam ser monitorados na mesma janela espectral. A
técnica também permite 0 monitoramento de interferéncias espectrais através de um
espectro 3D e a resolugéo de interferéncias por diferentes métodos de correcdo de
fundo. Adicionalmente, entre as suas aplicacdes destacam-se a analise direta de
sélidos e a determinacédo elementar utilizando espectros moleculares com estrutura
rotacional fina (WELZ et al., 2003; BORGES et al., 2005). No entanto, a maioria das
técnicas analiticas demandam a introducdo da amostra na forma de solucao
(digeridos, extratos ou suspensodes), necessitando de um eficiente preparo de amostra

para eliminar as interferéncias na etapa de determinacéo.

2.4.2 Métodos de preparo de amostras

No geral, os métodos de preparo de amostras visando a posterior determinacao
elementar envolvem a decomposi¢cdo da amostra empregando acidos concentrados e
aquecimento em sistemas abertos ou fechados, através da queima ou pirélise da
amostra por métodos baseados na combustao da amostra ou através da extracao dos

analitos para uma fase aquosa envolvendo ou ndo uma etapa de pré-concentracao.
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A decomposicdo por via seca se baseia na queima/pirélise de materiais
organicos ou inorganicos em elevadas temperaturas a pressao atmosférica. A amostra
€ colocada em um cadinho de platina ou porcelana e a decomposicéao é feita em fornos
do tipo mufla. Apés a decomposicdo, podem ser obtidos 6xidos e/ou sais que podem
ou ndo ser solaveis em 4gua ou solugbes acidas. Porém, a decomposicdo em forno
mufla ndo é recomendada para elementos volateis, além de ser um método moroso e
passivel de contaminacéo (FLORES et al., 2019).

A decomposicédo por via Umida de amostras organicas em sistemas abertos ou
fechados geralmente é feita utilizando acidos minerais concentrados e oxidantes
auxiliares com aquecimento. A escolha do método esta ligada ao tipo de amostra, a
concentracdo e volatilidade do analito, entre outros fatores. Na decomposi¢cdo em
sistemas abertos utiliza-se uma maior massa de amostra e demanda um maior
consumo de reagentes comparado a sistemas fechados. Como principais
desvantagens, elementos volateis podem ser volatilizados durante o aguecimento,
além do maior risco de contaminacao e longos tempos de decomposicéo (BARIN et
al., 2019).

Ja a decomposicdo em sistemas fechados, especialmente com aquecimento
por radiagdo micro-ondas, é o estado da arte do preparo de amostra para a
determinacdo elementar, pois minimiza os problemas associados aos sistemas
abertos, fornece maior seguranca ao operador e uma maior eficiéncia de
decomposicdo por atingir maiores temperaturas e pressdes nos frascos de
decomposicdo. No entanto, em sistemas fechados utiliza-se uma menor massa de
amostra comparada aos sistemas abertos e os fornos micro-ondas sédo equipamentos
gue possuem um elevado custo de aquisicdo (BARIN et al., 2019).

A decomposicao assistida por micro-ondas (MAD), foi proposta no final da
década de 70, mas ndo houveram avangos em sua utilizagdo durante a primeira
década, somente a partir da década de 80, 0 avanc¢o das técnicas de determinagéo
com elevada sensibilidade, exigiu que os métodos de preparo de amostras passassem
a ser mais eficientes. Entdo, passou a ser investigado o emprego da decomposicao
da amostra sob altas temperaturas e pressdes, aumentando a eficiéncia de
decomposicéo, total ou parcial da amostra. A decomposi¢cao da amostra baseia-se na
oxidacdo da matéria organica com auxilio de acidos minerais (como o HNO3) e
oxidantes auxiliares (como o H202), 0s quais tem 0 seu poder oxidante maximizado

sob o efeito da temperatura que aumenta através da interacdo da radiacdo micro-
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ondas com a amostra, a qual é absorvida e convertida em energia térmica. O
aguecimento ocorre por dois mecanismos: (i) rotacédo dipolar, onde a interacdo entre
as moléculas com momento dipolar e a radiacdo eletromagnética resulta em um
movimento intermitente, o qual € convertido em energia térmica e (ii) migracao idnica,
onde os ions presentes na solugcdo séo influenciados pelos campos magnético e
elétrico das micro-ondas, resultando em dissipacdo da energia na forma de calor.
Portanto, a aplicabilidade da decomposicdo por radiacdo de micro-ondas para o
preparo de amostras com matrizes complexas, muitas vezes tem sido um atrativo e
tem sido melhorada ao longo dos anos. As amostras sao inseridas em frascos
(geralmente de quartzo ou Teflon) resistentes a altas temperaturas e pressdes
(podendo chegar até 300 °C e 100 bar, respectivamente). A massa de amostra e 0
tipo de acido concentrado devem ser considerados fatores importantes para uma
decomposicdo completa (MORAES et al., 2019).

2.5 Métodos analiticos empregados para a determinacdo elementar em

alimentos infantis

Neste trabalho, foi feita uma revisédo sobre métodos analiticos empregados para
a determinacéo elementar em alimentos infantis, como pode ser visualizado na Tabela
4. Métodos de preparo de amostra como a decomposi¢ao por via seca (SARACOGLU
et al., 2007), decomposicdo por via umida em sistema aberto (PARKER et al., 2022;
JANNAT et al., 2017; SILVA, 2015; SADEGHI et al., 2014; DABEKA et al., 2011,
SARACOGLU et al., 2007), MAD (KIANI et al., 2022; BASARAN, 2022; KILIC et al.,
2018; SAGER, MCCULLOCH & SCHODER, 2018; BARGELLINI et al., 2016; SILVA
et al., 2013; ZAND et al., 2012; ZAND et al., 2011; CASTRO et al., 2010; KAZI et al.,
2009; SARACOGLU et al., 2007; VINAS, MARTINEZ E CORDOBA, 2000) e extraco
assistida por ultrassom (UAE) (GAMELA et al., 2019) tém sido aplicados para
determinacdo elementar em amostras de formulas infantis e alimentos para bebés
visando a determinacgao tanto de elementos essenciais como potencialmente toxicos.
No entanto, como ja foi relatado anteriormente, os sistemas abertos sdo métodos
morosos, com grande consumo de reagentes e passiveis de perda dos analitos por
volatilizagdo. A MAD é baseada em sistemas modernos e bastante eficientes, mas
demandam instrumentacdo de custo elevado. A tendéncia da Quimica Analitica esta

baseada no desenvolvimento de métodos rapidos, simples, miniaturizados e de baixo



16

custo. Métodos que gerem menos residuos, que utilizem reagentes obtidos de fontes
renovaveis, reagentes diluidos e, preferencialmente, aquosos e que sejam capazes
de substituir solventes toxicos por alternativas ambientalmente amigaveis
(GALUSZKA et al., 2013). Portanto, neste trabalho esta sendo proposto o emprego da
dispersdo da matriz em fase solida (MSPD) como método alternativo de preparo de

amostra para a determinacdo elementar em alimentos infantis.



Tabela 4 - Trabalhos sobre determinacéo elementar em alimentos infantis.
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Técnica de Limite de A
Amostra Elementos Preparo de amostra determinacio deteccdo (LOD) Referéncias
Alimentos
para bebés Digestdo &cida em bloco
(fruta, digestor (0,4 a5 g de (mg kg?) PARKER et al.,
leguminosa, As, Cd, Pb e Hg amostra, 8 mL de HNOs3, 1 ICP-MS 0,003 2022
vegetais de mL de H202, 5 mL HCI)
raiz ou graos)
(Hg kg™)
As: 0,018
Al: 0,04
Cd: 0,04
Pb: 2,17
Co: 0,043
Leiteempbée Al As, Cd, Pb, Co, Cu, Cr, MAD (2 g de amostra, 10 mL ICP OES Cu: 0,31 KIANI et al.,
papinhas Fe, Mn, Hg, Ni, Se e Zn de HNOs e H202 (9:1, viv)) Cr: 0,096 2022
Fe: 0,16
Mn: 0,066
Hg: 0,3
Ni: 0,29
Se: 1,15
Zn: 0,27
Férmula MAD (0,2 g de amostra, 5 mL (g L) BASARAN,
infantil As, Cd, Pb e Hg de HNOs 65%) GF AAS Al: 0,009 2022

Cd: 0,036
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Pb: 0,042
Hg: 0,078
Formulas (ug LY
infantis e MAD (0,4 g da amostra, 8 mL i As: 0,09 KILIC et al.,
alimentos As, Cd e Pb de HNO3, 2 mL de H202) ICP-MS Cd: 0,10 2018
para bebés Pb: 0,11
, MAD (0,25 g de amostra, 3,8
:il?;m‘;;ajleite mL de HNOs, 0,1 mL de HF SAGER,
. - 40% .
em po Bi, Cd, Pb, Co, Ni, TieY 2 ICP-MS N&o informado M%%LljlbLgé:RH &
gntegrtal de MAD (1 g de amostra, 8 ml 2018
esnatado) KCIO3 7%, HNO3 4,5 mol L)
Lgltienﬁgsng € Digestédo via umida (2 g de
Eage de arroz Fe amostra, 10 ml. de HNOs, DPASV Nao informado JANNAT etal.,
R 450°C por 24 h, HCI 0,2 mol 2017
e a base de L)
trigo)
(Mg L)
Cd: 0,04
. Pb: 0,04
Férmulas Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, MAD (2 mL de amostra, 7 mL ICP-MS Cu: 0,23 BARGELLINI et
infantis SeeZn de HNOs e 1 mL de H20y) Cr: 0,18 al., 2016
Fe: 0,27
Mn: 0,14

Ni: 0,11
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Se: 0,15
Zn: 0,55
Férmula Digestéo por via umida (0,5 g
infantil e Ca, Fe, P, Mg, Mn, Se, Nae de amostra, 5 mL de HNOs e ICP OES (ng gt) SILVA. 2015
cereais (arroz, Zn 2 mL de H202, 140 °C por 5 ET AAS 3,74 '
milho e aveia) h)
Alimentos de Digestédo por via umida (2 g
desmame e Cd, Cu, Pb e Zn de amostra, 5 mL de HNOs, DPASV N&o informado SADEZCE)I;Let al,
Leite em pé 450-500 °C por 24 h)
Formulas
infantis & base Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Nae MAD (0,4 g de amostra, 6 mL ICP OES N0 informado SILVA et al.,
. Zn de HNO:3) 2013
de leite
Alimentos Ca, Fe, Mg, K, Na, Zn, Se, MAD (0,5 g de amostra, 5 mL
infantis (aves Mo, Co, Cu, Cr, As, Ba, Ni, HNOgs, 1,7 mL HCI, 0,5 mL de IICé:PP_OMESS N&o informado ZA’;%S al,
e peixe) Cd, Sh, Pb, Hg e Al H202)
. MAD (0,5 g de amostra, 5 mL
Alimentos Ca, Cu, Fe, K, Mg, Se,Nae 0 HiNOs 70%, 0,5 mL de ICP OES NZoinformado  ZAND etal,
infantis Zn 2011

H202 30%, 20 min)




Digestéo &cida (20 g de
eletrdlito, 20 g de férmula
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pronta para uso, 25 mL de - (hgg™)
HNO3 e 20 mL de HCIO4) A base de leite
Al: 440
5 Digestdo &cida (20 g de Cd: 0,23
:;?;m?;as Al, Cd e Pb eletrdlito, 10 g de formula ICP-MS _ Pb:0)9 DABEZIéﬁlet al,
liquida conc., 25 mL de A base de soja
HNO3 e 20 mL de HCIO4) Al: 730
Cd: 1,18
Digestédo acida (20 g de Pb: 1,45
eletrdlito, 10 g de férmula
em po conc., 25 mL de
HNO3z e 20 mL de HCIO4)
MAD (0,4 g amostra em po, 5
mL HNOs, 2,5 mL H20z) (bg L)
Formulas Ca: 0,206
infantis e Ca, Cd, Pb e Zn AVS Cd: 0,62 CASTZI(?)Cl)Oet al,
leites MAD (1,0 mL de amostra Pb: 2,71
liquida, 5 mL HNOgs, 2,5 mL Zn: 1,89
H202)
| ( | (ulg L)
Formula MAD (0,2 g de amostra, 2 mL Al: 1,2
infantil Al, Cd e Pb de HNO3-H202) GF AAS Cd: 0.05 KAZI et al., 2009
Pb: 0,55
. , Decomposicao por via seca (mg L
Formulas Al, Co, Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, gL?) SARACOGLU et
Infantis Se e 7n (1 g de amostra,1-2 mL de GF AAS Cu: 0,013 al., 2007

HNO3)

Zn: 0,019
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Digestéo por via umida (1 g Fe: 0,011
de amostra e 16 mL Mn: 0,010
HNO3:H20:2 6:2)
Digestéo por micro-ondas (1
g de amostra, 6 mL de HNOs
e 2 mL de H20>)
ng g VINAS,

. MAD (1-2 g de amostra, ( ! :
Alimentos Cd: 0,4 MARTINEZ E
infantis Cd, Pb e Se 3 mL de HlN_IOSE)z 0,5 mL de ET AAS Pb: 3.4 CORDOBA.

22 Se: 5,2 2000
(mg kg
Ca: 96
Férmulas Ca EFe Ma. K. Na e 7n UAE (0,25 g de amostra, FAAS MF?:0128 GAMELA et al.,
Infantis BRI HNO3 ou HCI 50% (v/v)) % 14 2019
Na: 137

Zn: 12
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2.6 Disperséo da matriz em fase sélida

2.6.1 Principios basicos

A MSPD foi proposta por Barker et al. (1989) para a extracéo de drogas e seus
metabdlitos de musculo bovino, sendo uma alternativa para o preparo de amostras
viscosas, sélidas ou semissolidas. A MSPD baseia-se na macera¢do da amostra com
um suporte solido abrasivo. Logo ap0s a maceracdo, a mistura (amostra e suporte
solido) é empacotada em uma coluna vazia ou em cartuchos empregados na SPE.
Em seguida, a mistura é eluida com um solvente que tenha interacdo com o analito
empregando um sistema sob vacuo. Na Figura 1, estdo representadas as etapas da
MSPD original (BARKER et al., 1989).

Figura 1 - Esquema da MSPD original.
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e
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—— papel frit

Fonte: Adaptado de Barker et al. (1989).

Durante a maceracao ocorre a dispersdo da amostra na superficie de um
suporte solido, promovendo a ruptura da estrutura fisica da amostra e diminuindo a
interacdo entre o analito e os demais constituintes da matriz expondo a matriz ao
solvente de extracdo (BARKER et al., 1989; BARKER, 2007; HOFF et al., 2022). Na

Figura 2, é possivel visualizar o efeito da dispersédo da matriz na superficie do suporte
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sélido. Nas Figuras 2a e 2c, estdo representadas imagens de microscopia eletronica
de varredura (MEV) dos suportes sélidos florisil e silica, respectivamente. Nas Figuras
2b e 2d estdo demonstrados os suportes solidos apdés a etapa de maceracao
juntamente com amostras de sedimento marinho. E possivel observar as pequenas
particulas de amostra dispersas na superficie dos suportes sélidos apds 5 min de

maceracao.

Figura 2 - Imagens de MEV representando a etapa de dispersdo da MSPD,
empregando amostras de sedimento marinho: (a) florisil; (b) florisil +

amostra; (c) silica; (d) silica + amostra.
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Fonte: Adaptado de Caldas et al. (2013a).

2.6.2 Modificacdes da MSPD

Algumas modificacdes tém sido propostas na MSPD original, como a MSPD
utilizando esferas em um tubo de polipropileno (BiT-MSPD) (KEMMERICH et al.,
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2020), MSPD assistida por ultrassom (UA-MSPD) (GUIMARAES et al., 2023), o
emprego de nanotubos de carbono de paredes mdultiplas na etapa de disperséo
(MWCNTs-MSPD) (DENG et al., 2015), agitacdo em vortex na presenca do solvente
de extracdo (CALDAS et al., 2013b; DUARTE et al., 2012; MALINOWSKI et al., 2022;
LUCKOW, 2022), entre outras. As modificacées tém por objetivo a redugéo de tempo,
reagentes, custos e minimizar o niumero de etapas de preparo de amostra.

Sebastia et al. (2010) sugeriram uma modificagcdo na MSPD original, através
da substituicdo da etapa de empacotamento da mistura em cartuchos de SPE pela
transferéncia da mistura para tubos de vidro de fundo cOnico. A etapa de eluicédo
também foi substituida pela adicdo do solvente de extracdo no tubo de vidro com
posterior agitacdo em vértex e centrifugacdo. Caldas et al. (2013b), empregaram a
mesma modificacdo e utilizaram a nomenclatura dispersdo da matriz em fase solida
assistida por vértex (VA-MSPD), com o objetivo de reduzir o tempo de extracao,
melhorar a eficiéncia de extracdo devido o maior tempo de contato da amostra com o
solvente, além da diminui¢cdo do niumero de etapas. Na Figura 3, estdo representadas

as etapas envolvidas na VA-MSPD.

Figura 3 - Esquema com as etapas da VA-MSPD.

suporte sélido

amostra D
‘ ; tra e
\ & amos ‘
t‘u‘m&e solvente vortex L4
i centrifugagdo extrato pronto
homogeneizagio s

Fonte: Adaptado de CALDAS et al. (2013b).

A eliminacéo da etapa de empacotamento da amostra (apds a sua maceracao
com o suporte solido) melhora, em tese, os RSDs das extracdes, pois 0
empacotamento pode gerar caminhos preferenciais durante a eluicdo. Além disso, o0s
empacotamentos ndo sao reprodutiveis por ser uma etapa manual. Desde entdo, a
substituicdo do empacotamento pela transferéncia da mistura para tubos de PP
juntamente com a substituicdo da etapa de eluicao pela etapa de agitacdo em vortex
tem sido bastante empregada (CALDAS et al., 2013b; DUARTE et al., 2012;
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MALINOWSKI et al., 2022; LUCKOW, 2022; ROMBALDI et al., 2015; HERTZOG et
al., 2015; VIEIRA et al., 2018).

2.7 MSPD e a Quimica Analitica Verde

Pensando em um meio ambiente mais limpo e seguro, a Quimica tem se
dedicado a minimizar os impactos ambientais causados pelo descarte indevido de
residuos, incluindo induastrias, laboratérios, hospitais, entre outros. Com isso, foi
proposto por Gatuszka, Migaszewaki & Namiesnik (2013), o desenvolvimento de
métodos buscando a prote¢do do meio ambiente, principalmente na area da Quimica
Analitica. Para isso, foram estabelecidos os 12 principios da Quimica Analitica Verde
(GAC). Todos os principios sdo importantes do aspecto quimico, mas vale ressaltar
alguns que tém ganhado destaque como: Integrar processos e operacdes analiticas
visando reduzir o consumo de energia e reagentes (principio nimero 4); automatizar
e miniaturizar os métodos (principio nimero 5); reduzir o volume de residuos e dispor
adequadamente aqueles que sdo gerados (principio nimero 7); priorizar o uso de
reagentes de fontes renovaveis (principio numero 10) e eliminar ou substituir
reagentes toxicos (principio nimero 11).

Visando seguir os principios da GAC, o emprego de suportes sélidos (verdes),
menos etapas no preparo de amostra, utilizacdo de menor massa e/ou volume de
amostra e menor volume e concentracao de reagentes, levando a uma menor geracao
de residuos, utilizacao de solventes menos téxicos, a MSPD pode ser uma alternativa
viavel de aplicacdo como método de preparo de amostra para determinacao
elementar.

Dessa forma, propostas de trabalhos recentes tém investigado o emprego de
diversos suportes solidos, sendo eles sintéticos ou naturais (oriundos de fontes
renovaveis). Entre os sintéticos, destacam-se C18, C8, alumina, florisil, silica
(CAPRIOTTI et al., 2010; DUARTE et al., 2012) e MWCNTs (DENG et al., 2015). Entre
os naturais, terra diatomacea (RADISIC et al., 2013; MOREDA-PINEIRO et al., 2012),
areia do mar (FERNANDEZ et al., 2011; LUCKOW, 2022; MALINOWSKI et al., 2022),
guitosana, quitina e concha de mexilhdo (CALDAS et al., 2013; ROMBALDI et al.,
2015; HERTZOG et al., 2015; VIEIRA et al., 2018) tém sido reportados na literatura.
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2.8 Aplicagcdes da MSPD

Existem muitos trabalhos na literatura que aplicam a MSPD como método de
preparo de amostra para a extracdo de compostos organicos. Em uma pesquisa na
plataforma Web of Science pelas palavras-chave “matrix solid-phase dispersion” e
‘“MSPD” foram encontrados 720 trabalhos, incluindo artigos de revisdo e artigos
originais. Na Figura 4, estdo apresentados os trabalhos que empregaram a MSPD

como método de preparo de amostra nos ultimos 24 anos.

Figura 4 - Publicagdes na plataforma Web os Science, contendo as palavras-chave
“matrix solid-phase dispersion” e “MSPD”, nos ultimos 24 anos.
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Ano de publicagcao

De 1999 até 2012 houve um crescimento no numero de publicacdes
envolvendo o tema MSPD, se mantendo constante até 2015 e posteriormente houve
uma ligeira queda. Entretanto, a grande maioria dos trabalhos que empregam a MSPD
o fazem para a extracdo de compostos organicos, como agrotoxicos, hormonios,
micotoxinas, drogas, entre outros. Até o momento, poucos estudos tém aplicado a
MSPD como preparo de amostras para a determinacdo elementar ou analise de
especiacdo. Na Tabela 5, constam os trabalhos que empregaram a MSPD para a

determinacdo elementar ou analise de especiacéo.
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Tabela 5 — Trabalhos reportados na literatura empregando a MSPD e suas derivacdes para a determinacédo elementar ou analise

de especiacéo.

Elementos ou

Técnica de

Amostras o o Preparo de amostra L LOD Referéncia
espécies quimicas determinacao
UA-MSPD (50 mg 1 .
Ervas (hg g™) GUIMARAES et
o As amostra, AADES 2, 40 ICP-MS
medicinais . 0.039 al., 2023
kHz, 4000 rpm 10 min) '
MSPD (0,25 g de
Algas As(lll), As(V), DMA, amostra, 0,25 g de 1
J _ (I, AsV) _ J LC-ICP-MS (g o) LUCKOW, 2023
comestiveis MMA areia, 10 mL de agua DMA: 0,10
ultrapura)
-1
MSPD (0,1 g de (g 97
) Br: 19
Algas amostra, 1 g de areia do MALINOWSKI et
_ Br,Cl,Fel IC Cl: 26
marinhas mar, (NH4)2CO3 50 £ 27 al., 2022

mmol L?)

I: 28
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MSPD (0,21 g de
FT-IR

amostra, 0,13 g de PEl, WANG et al.,
Frutos do mar Cd SEM/EDAX (Mg kg
8 mL HNO3 50%/H:0> 2018
DRX 25
(VIVv)) '
MWCNTs-MSPD (1 g de
peixe, 0,5 mg MWCNTSs,
_ 5 min de maceragéo, (ug L) CHEN et al.,
Peixe Hg SD-SEGD-CVG
0,15 g C18, 100 pL (0,5 0,01 2017
% L-cisteina:
4%HCOOH))
MSPD (50 mg de (ng mL™Y)
Algas amostra, 50 mg SBA- KI: 3.7
_ Kl, MIT, DIT UHPLC-UV - CAO et al., 2016
marinhas 15, 0,4 mL de 0,2 mM IL MIT: 9,1
[C12 mim]Br) DIT: 16,7
MSPD (1 mg de
amostra, 2 mg de (ng g?)
_ DENG et al.,
Peixe CHsHg* e Hg?* MWCTNSs, 100 uL de LC-ICP-MS Hg2*: 0,00099 2015

2% HCI (v/v) e 1,5% L-

cisteina (m/v))

CHsHg* 0,0084
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MSPD (0,2 g de peixe, -1
_ _( Jcep (g 97) DUARTE et al.,
Peixe CHsHg* e Hg?* 0,5 g SiO2, HCI 4,2 mol GC-MS Hg?* 0,06 0013
L-1, NaCl 0,5 mol L) CHsHg* 0,12
-1
MSPD (0,25 g de (g )
As(ll): 0,0064
As(lll), As(V), amostra, 1,75 g (de MOREDA-
. , As(V): 0,0233 5
Frutos do mar MMA, DMA, AsB e terra diatomacea, 2 mL ICP-MS PINEIRO et al.,
MMA: 0,0174
AsC metanol e 3 mL de 2012
DMA 0,0135
agua)
ASC 0,0097
MSPD (0,5 g de (ng g™) MARTINEZ-
Cd: 0,0057
Sediment Cd, Co, Cr, Mn, Ni, sedimento, 1 g de areia S Co: 0,133 FERNANDEZ et
edimento - .
Sre Zn do mar, 10 mL de Cr: 2,99 al., 2011
Sr: 1,22
CHsCOOH 0,11 mol L) Mn: 1,71
Ni: 0,498

Zn: 39,8
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Malinowski et al. (2022) empregaram a MSPD modificada para a determinagéo
de halogénios (CI, F, Br e I) em algas comestiveis (Nori, Hijiki, Wakame e Kombu) por
cromatografia de ions (IC). Neste trabalho, uma areia coletada na Praia de Bojuru no
municipio de S&o José do Norte - RS foi utilizada como suporte sélido e uma solugéo
de (NH4)2COz 50 mmol L* foi empregada como solucédo extratora. Luckow (2023)
empregou a MSPD modificada para a extracdo de espécies de As (arsenito, As(lll);
arseniato, As(V); acido monometilarsénico (MMA) e acido dimetilarsénico, DMA) em
algas comestiveis para posterior determinacéo por cromatografia a liquido acoplada a
espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (LC-ICP-MS). Neste
trabalho, foi utilizada a mesma areia do trabalho supracitado (como suporte sélido) e
apenas agua foi utilizada como solvente extrator. Wang et al. (2018) empregaram a
MSPD original para determinacdo de Cd em amostras de frutos do mar (lula e surumi)
através das técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR), microscopia eletrénica de varredura/analise de energia dispersiva de raios X
(SEM/EDAX) e difracdo de raios X (DRX). Neste estudo, foi empregado uma
modificacdo da atapulgita com a polietilenoimina (PEI) como suporte solido, com uma
solucédo de 8 mL HNO3s e H20:2 1:1 (v/v), aquecido a 95 °C e diluido a 25 mL. Cao et
al. (2016) empregaram a MSPD para determinacdo de iodeto de potéssio (Kl),
monoiodotirosina (MIT) e diiodotirosina (DIT) em algas marinhas, utilizando como
suporte solido Santa Barbara Amorfo-15, para posterior determinacdo por
cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a detector ultravioleta (UV-
HPLC).

Guimaraes et al. (2023) empregaram a UA-MSPD para determinacao de As em
amostras de ervas medicinais por ICP-MS. Deng et al., (2015) empregaram a MSPD
para determinacédo de espécies de mercurio (CHsHg* e Hg?*) em tecidos de peixe,
utilizando MWCNTs como suporte sélido. Para elui¢do, foi utilizado 100 pL de HCI 2%
(v/v) e L-cisteina (m/v) 1,5%, com posterior determinagéo por LC-ICP-MS. Duarte et
al. (2013), empregaram a MSPD (modificada através do uso de vortex), para a
extracdo de espécies de mercurio (CHsHg* e Hg?*) em tecidos de peixe, utilizando
SiO2 como suporte solido, solugéo contendo HCI 4,2 mol L e NaCl 0,5 mol L como
solucdo extratora e determinacdo por GC-MS. Moreda-Pifieiro et al. (2012)
empregaram a MSPD como método de preparo de amostra para determinagédo de
As(lll), As(V), MMA, DMA, arsenobetaina (AB) e arsenocolina (AC) em amostra de

frutos do mar (peixe branco, peixes de agua fria e moluscos), utlizando terra
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diatoméacea como suporte sélido na MSPD, as espécies de arsénio foram eluidas com
10 mL metanol/agua ultrapura (50/50) e a determinacdo por ICP-MS. Martinez-
Fernandez et al. (2011) determinaram Cd, Co, Cr, Mn, Ni, Sr e Zn por ICP-MS em
amostras de sedimentos, utilizando areia do mar como suporte solido verde.

Estes foram os trabalhos encontrados na literatura até o momento que
investigaram a MSPD para a extracdo de elementos ou espécies quimicas. Em
comparacao com a aplicacdo da MSPD como método de preparo de amostra para
analise organica, verifica-se poucos trabalhos na literatura e, até o presente momento,
nao foi encontrado nenhum trabalho aplicando a MSPD para extracdo de Cu em

alimentos infantis.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentagéo

As determinacdes de Cu foram realizadas em um espectrometro de absorcao
atdbmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS), modelo ContrAA 700
(Analytik Jena, Alemanha) equipado com atomizadores por forno de grafite e por
chama. O equipamento conta com uma lampada de arco curto de Xendnio (Analytik
Jena), cuja emissao de radiacdo compreende a faixa continua de 185 a 900 nm. O
monocromador de alta resolucédo (DEMON, do inglés double-echelle monochromator)
€ constituido por um prisma para pré-selecado de ordens espectrais, seguido de uma
fenda intermediaria ajustavel e uma rede Echelle. Nas determina¢cdes de Cu por HR-
CS FAAS (empregada no método proposto) e HR-CS GF AAS (empregada no método
comparativo), foi utilizada a linha de ressonéncia principal em 324,754 nm. Todas as
medi¢cOes de Cu por HR-CS AAS foram feitas monitorando o pixel central (CP) + 1.
Nas Tabelas 6 e 7, estdo apresentadas as condi¢cdes instrumentais utilizadas nas
determinacdes de Cu por HR-CS GF AAS e por HR-CS FAAS, respectivamente.

Tabela 6 - Programa de temperatura empregado nas determina¢cdes de Cu por HR-

CS GF AAS.
Nome Temperatura Rampa Permanéncia Tempo Vazéolde
(°C) (°Cls) (s) (s) Ar (L min't)
Secagem 1 80 6 20 29,2 2,0
Secagem 2 90 3 20 23,3 2,0
Secagem 3 110 5 10 14,0 2,0
Pirdlise 1 350 50 20 24,8 2,0
Pirdlise 2 1100 300 10 12,5 2,0
Auto zero 1100 0 5 5,0 0
Atomizacao 2000 1500 4 4,6 0

Limpeza 2450 500 4 4,0 2,0




33

Tabela 7 - Condig¢bes instrumentais empregadas nas determinacdes de Cu por HR-

CS FAAS.
Comprimento  Vazao de CzH:2 a-gg)i(rzlg;o Altura da leitura
_ -1
de onda (nm) Ar (L h?) (mL minY) (nm)
324,754 50 5 6

Para a decomposi¢éo das amostras, foi utilizado um forno micro-ondas modelo
Mars Xpress Techonology Inside (CEM, USA), com capacidade para 40 tubos de
Teflon®. Para as determinacdes de carbono organico total (TOC) nos extratos da
MSPD foi utilizado um analisador de TOC modelo TOC-L-CPN (Shimadzu, Japao).
Para a pesagem das amostras foi utilizada uma balanca analitica modelo AG220A
(Gehaka, Brasil), com resolucao de 0,0001 g e carga maxima de 220 g. Para a filtracéo
dos extratos da MSPD foram utilizadas seringas de polipropileno, com capacidade de
5 mL (Luer Lock DESCARPACK, Brasil) e filtros de Nylon com 0,45 um de didmetro
de poro (Unichros, China). Os extratos da MSPD foram submetidos a agitacdo em
agitador vortex modelo K45-2810 (KASVI, Brasil) e centrifugacdo em centrifuga
modelo Q222T (QUIMIS, Brasil) com capacidade para 12 tubos de 15 mL e velocidade
maxima de 4000 rpm. Para a secagem de vidrarias (ap0s descontaminacdo) e
suportes solidos (ap0s descontaminacao) foi utilizada uma estufa modelo EASY
(Solidsteel, Brasil). Para as andlises por microscopia eletronica de varredura (MEV)
dos suportes soélidos e amostra, foi utilizado um microscépio eletrébnico de varredura
modelo SM 6610 LV (Jeol, Japado) acoplado com microssonda de espectroscopia de
energia dispersiva (EDS).

Para a determinacédo de lipideos pelo Método de Geber, foi utilizada uma
centrifuga modelo 8BTF (ITR, Brasil) com capacidade para 8 tubos de butirbmetro e
um sistema de aquecimento em banho-maria modelo NI 1248 (NOVA, Brasil). Para
determinacao de proteinas fez se o uso do Método de Kjeldahl e a decomposicao das
amostras foi feita em um bloco digestor com 40 provas modelo LUCA 23/02

(Lucadema, Brasil) e um destilador de nitrogénio modeloTE - 036/1 (Tecnal, Brasil).
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3.2 Reagentes

As solucdes de referéncia foram preparadas com agua ultrapura purificada em
um sistema de purificagdo (resistividade 18,2 MQ cm) modelo Direct-Q UV3®
(Millipore, USA). As solugdes extratoras da MSPD foram preparadas a partir de HNO3
65% (Merck, Alemanha), o qual foi destilado em um destilador de acidos sub-boiling
modelo DuoPUR® (Milestone, Itdlia). O mesmo reagente destilado também foi
empregado nas digestdes assistas por micro-ondas. Para o preparo das solucdes de
calibracéo, foram feitas diluicGes a partir de solucdes estoque de Cu 1000 mg L+
(SpecSaol, Brasil). Os suportes sélidos avaliados foram alumina (Sigma Aldrich), C18
(Sigma Aldrich), florisil 100-200 mesh (Sigma Aldrich), silica (Sigma Aldrich), terra
diatoméacea (Sigma Aldrich) e areia (coletada na Praia do Bojuru, localizada na cidade
de Séo José do Norte-RS, Brasil). Para descontaminacdo e limpeza das vidrarias
utilizadas durante o trabalho, foram utilizados uma solugdo de HNO3z 20% (v/v) e
detergente Extran® neutro (Merck). Para o método de Gerber foram preparadas
solucdes a partir H2.SO4 (Alphatec, Brasil) 88% (v/v) e alcool isoamilico (Synth, Brasil).
Para o método de Kjeldahl, foi utilizado H2SO4 98% (Isofar, Brasil) e peroxido de
hidrogénio (H202) 35% (Exodo Cientifica, Brasil) para a decomposi¢éo das amostras.
Ainda no método de Kjeldahl, fenolftaleina P.A. (Exodo Cientifica), vermelho de metila
0,1% (Exodo Cientifica) e verde de bromocresol P.A. 0,1% (Exodo Cientifica)
(indicador misto) foram empregados como indicadores, além de solucdo de NaOH
40% preparada a partir de NaOH (Sigma Aldrich), solucdo de H3BOz 4% preparada a
partir de HsBOs (Exodo Cientifica) e solucdo de HCI 0,11 mol L preparado a partir de
HCI 37% (Synth).

3.3 Amostras

As amostras de alimentos infantis foram obtidas no comércio local da cidade
de Rio Grande - RS. A escolha foi feita considerando alimentos enlatados
industrializados como férmulas infantis para alimentacéo de lactentes (0 a 12 meses)
e criancas de primeira infancia (12 a 36 meses), além de alimentos enlatados para
criancas com idades superiores como leite em p6 e composto lacteo. Na Tabela 8,

estdo apresentadas as amostras utilizadas neste trabalho.


https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/diatomaceous-earth
https://www-sciencedirect.ez40.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/diatomaceous-earth
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Tabela 8 - Amostras de alimentos infantis utilizadas no desenvolvimento do trabalho.

Amostra Tipo Indicacdo/composicao
Amostra 1 Formula infantil de partida Para criancas de 0 a 6 meses
Amostra 2 Foérmula infantil de seguimento Para criancas de 6 a 12 meses

Amostra3  Férmula infantil de seguimento Para criangas de 12 a 36 meses

Amostra 4 Leite em po6 Integral
Amostra 5 Leite em pé Semidesnatado
Amostra 6 Composto lacteo Zero lactose

3.4 Determinag¢éo da composicao centesimal das amostras

3.4.1 Determinacao do teor de umidade

A determinagéo do teor de umidade foi feita através de secagem em estufa,
utiizando 3 g de amostra (pesadas em capsula platina), a qual foi submetida a
aguecimento a 105 °C por 3 h. Apés, as amostras foram resfriadas em dessecador
(até atingir a temperatura ambiente), pesadas e submetidas novamente a
aguecimento e resfriamento até atingir massa constante (INSTITUTO ADOLF LUTZ,
2008).

3.4.2 Determinacao do teor de cinzas

A determinacao do teor de cinzas nas amostras foi feita com base no método
oficial (AOAC 945.46, 1995) da Associacao Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC),
descrito para leites e derivados, utilizando 3 g de amostra, pesadas em cadinhos de
porcelana, os quais foram colocados no interior de um forno tipo mufla a 550 °C por 4
h. Apds, os cadinhos foram colocados em dessecador para resfriamento (até a
temperatura ambiente), pesadas e submetidas novamente a aquecimento e

resfriamento até atingir massa constante.
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3.4.3 Determinagédo do teor de proteinas pelo método de Kjeldahl

A determinacao do teor de proteinas nas amostras foi feita com base no método
oficial (AOAC 991.20, 1995) da AOAC, descrito para formulas infantis a base de leite,
utiizando o método de determinacdo de nitrogénio total por Kjeldahl. Para a
decomposicédo das amostras, foi preparado o catalisador contendo 3 g de K2SO4 e
0,03 g de Se metélico. Apds, 0,2 g de amostra foram pesadas e 0,7 g da mistura
catalitica, os quais foram adicionados nos tubos de digestao juntamente com 7 mL de
H2S0498% e 3 mL de H202 35%. O programa de aquecimento utilizado foi: i) 100 °C
por 10 min; ii) 200 °C por 10 min; iii) 250 °C por 30 min e iv) 350 °C por 1 h. Em
seguida, os tubos e foram resfriados a temperatura ambiente. A segunda etapa foi a
destilacdo. Apdés a decomposicdo, foram transferidas as solucbes dos tubos
digestores para os tubos de destilacdo e foram adicionadas de 3 a 4 gotas de
fenolftaleina. O tubo de destilacao foi posicionado com a amostra e foram adicionados
40 mL de NaOH 40% no recipiente superior do destilador. Em seguida, foi aberto
lentamente o recipiente contendo o NaOH e 50 mL de agua destilada foram
adicionados. Na saida do destilador, utilizou-se um erlenmeyer contendo 10 mL de
H3BO3 4% e 4 gotas de indicador misto. Apés, foi iniciado o aquecimento, recolhendo
125 mL de amostra, a qual foi titulada com HCI 0,11 mol L1 Na dltima etapa da
titulacdo, apOs a destilacdo, foi utilizada uma solucdo de H3BO4 4% e com uma
solucdo de HCI 0,11 mol L. Os calculos para determinagdo de nitrogénio total e a

guantificacao de proteina utilizou as seguintes Equacdes 1 e 2, respectivamente.

% NT =

(Va-Vb) x F x 0,014 x 100 1
- 1)

onde, NT: teor de nitrogénio total na amostra (em %); Va: volume da solucédo de
HCI 0,11 mol L gasto na titulacdo (em mililitros); Vb volume da solugdo de éacido
cloridrico gasto na titulacdo do branco (em mililitros); F fator de correcdo do acido

cloridrico 0,11 mol L''; P1 massa de amostra (em gramas).
% Proteina = % NT x FN (2

onde, % Proteina teor de proteina bruta na amostra (percentagem); %NT teor

de nitrogénio total na amostra (percentagem) e FN fator de conversédo. A Tabela 9
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apresenta uma lista de alimentos e o fator de conversdo do nitrogénio total em
proteinas (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008).

Tabela 9 — Fator de conversdao de nitrogénio total em proteinas em diferentes
amostras de alimentos.

Alimento Fator
Leite e produtos lacteos 6,38
Trigo e derivados 5,70
Gelatina 5,55
Ovos 6,68
Arroz 5,95
Soja 5,71
Aveia, cevada, centeio 5,83
Nozes 5,46

Fonte: adaptado Instituto Adolf Lutz (2008).

3.4.4 Método de Gerber

Para a determinacéo de lipideos nas amostras foi utilizado o Método de Gerber,
0 qual se baseia na emulséo do 6leo e agua pela adicdo de H2SO4 e alcool isoamilico,
em uma vidraria denominada Butirdmetro (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 2008). O
método de Gerber consistiu na adicdo de 11 mL de amostra homogeinizada, 10 mL
de H2SO4 88% (v/v) e 1 mL de alcool isoamilico no Butirdmetro. Apos a adi¢cdo dos
reagentes e amostra, o Butirometro foi fechado com uma rolha e envolvido com um
pano, o qual foi submetido a agitacdo manual, a fim de promover a mistura completa
dos reagentes e amostra. Em seguida, as misturas foram centrifugadas por 5 min a
1200 rpm e, ap0s, as misturas foram submetidas a aquecimento em banho-maria a
65 °C por 3 min. Posteriormente, os tubos foram deixados na posicao vertical, para a
leitura do menisco. A densidade das amostras foi determinada utilizando um
lactodencimetro (em graus Quevenne), com escala graduada de 15 a 40 °Q,
compreendendo a densidade entre 1,015 a 1,040 g cm3. A transformacéo de unidades

foi feita empregando a Equacéo 3.
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2Quevenne = (densidade — 1) x 1000 3)

3.4.5. Determinacao do teor de carboidratos

A determinagéo de carboidratos nas amostras foi baseada no método oficial
(AOAC 986.25, 1995) da AOAC descrito para férmulas infantis a base de leite, a partir
da Equacéao 4.

Carboidrato = solidos totais — (proteinas + gorduras + cinzas) (4)

3.5 Descontaminacao das vidrarias

Os materiais utilizados no desenvolvimento do trabalho foram enxaguados
incialmente com agua ultrapura e, posteriormente, imersos em banho de HNO3 20%
(v/iv), por no minimo 24 h. Apés, foram retirados, lavados com agua ultrapura e
posteriormente secos em estufa antes do uso novamente, exceto baldes volumétricos,
pipetas graduadas e volumétricas, além de tubos de polipropileno que foram secos a

temperatura ambiente.

3.6 Descontaminacgéo dos suportes solidos

Durante a avaliacéo do tipo de suporte sélido na MSPD, os suportes soélidos
naturais avaliados nesse estudo foram descontaminados a fim de reduzir os valores
dos brancos analiticos. Inicialmente, pesou-se 5 g de terra diatomacea e 8 g de areia
de praia em tubos de PP de 50 mL e adicionou-se 20 mL de agua ultrapura. Logo
apos, agitou-se em vértex por 3 min e centrifugou-se por 5 min a 6000 rpm. O
procedimento foi repetido 3 vezes. Repetiu-se o procedimento de limpeza com HNOs
2 mol L. Os suportes sélidos foram colocados em placa de Petri e secos em estufa
a 50 °C por 24 h.

3.7 Procedimento da MSPD

Para a avaliacdo da MSPD, utilizou-se como referéncia os trabalhos
desenvolvidos por Malinowski et al. (2022) e Luckow (2023), com algumas
adaptacdes. O procedimento MSPD foi realizado através da mistura da amostra (0,05,
0,1, 0,15, 0,2 e 0,25 g) com 0,25 g de suporte solido (alumina, C18, terra de
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diatoméceas, florisil, areia do mar ou silica). Apds, a mistura foi macerada usando um
almofariz e pistilo de vidro (por 1, 3 ou 5 min) para obter uma mistura homogénea, a
gual foi entdo transferida para um tubo de polipropileno (PP) de 15 mL. Em seguida,
foram adicionados 5 mL de uma solucdo de extracdo (agua ultrapura, HNOs 0,1, 0,5,
1 ou 2 mol L?). O volume desta solucéo extratora foi dividido em duas partes: i) 2,5
mL foram adicionados diretamente ao tubo de PP, e ii) 2,5 mL foram usados para lavar
a superficie do almofariz para remover qualquer residuo de amostra. A mistura foi
submetida a agitagdo em voértex por 1 min e centrifugada 4000 rpm por 10 min. O
sobrenadante foi cuidadosamente removido e transferido para outro tubo de PP de 15
mL. Por fim, os extratos foram filtrados utilizando filtracdo simples e, posteriormente,
filtrados novamente com filtros de seringa de Nylon com 0,45 um de diametro de poro

para posterior determinag¢do de Cu por HR-CS FAAS.

3.8 Determinacé&o do teor de carbono organico total

A determinacado do teor de carbono organico total (TOC) foi feita nos extratos
da MSPD, ap6és a avaliacdo do tipo de suporte solido. O analisador de TOC utiliza o
método de oxidacdo por combustao catalitica na temperatura de 680 °C. Todo carbono
presente na amostra liquida passa a ser oxidado a dioxido de carbono (CO2), que é
detectado no detector de infravermelho néo dispersivo (NDIR). A &rea do pico de CO:
detectada € proporcional a concentracdo de carbono total na amostra. Para as
andlises, foi utilizado um amostrador automético. Para a calibragdo do instrumento, foi
preparada uma curva de calibracédo de 20 a 1000 mg L de C organico. Durante as
analises dos extratos, foram utilizados 4 mL de amostra, com um fator de diluicdo de

12,5 vezes.

3.9 Procedimento de decomposigdo por MAD

Com a finalidade de comparar os resultados obtidos pelo método proposto, foi
feita a decomposicdo das amostras por MAD e a determinacdo de Cu por HR-CS GF
AAS. O método de decomposicao foi adaptado a partir do trabalho de Bizzi et al.
(2011), ao qual foram pesados 500 mg de amostra e transferidos para os tubos de
Teflon® com a adicdo de 7 mL de HNOs concentrado. Logo ap6s, as amostras foram
submetidas ao seguinte programa de irradiacdo: i) 1600 W (rampa de 5 min) por 5
min; ii) 1600 W por 10 min; iii) 400 W (rampa de 20 min); e iv) 0 W por 20 min (etapa
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de resfriamento). Apoés o resfriamento, os digeridos foram aferidos a 35 mL com agua

ultrapura para posterior determinacao de Cu por HR-CS GF AAS.

3.10 Fluxograma dos procedimentos empregados

Na figura 5, esta apresentado um fluxograma contendo as etapas de
desenvolvimento do trabalho.

Figura 5 - Fluxograma das etapas de desenvolvimento deste estudo.

Métodos de preparo de amostra

|
| |

MSPD MAD
| |

‘ Avaliacéo do tipo de suporte sélido ‘ ‘ Massa de amostra ‘

Alumina, Areia de praia, C18, Florisil, Silica e Terra 500 mg
diatomacea

‘ ‘ Solucéo de digestado ‘
‘ Avaliacao do tipo de solucgdo extratora ‘ ‘ 7 mL de HNO; 14 mol L-! ‘
‘ Agua ultrapura, HNO5 0,1; 0,5; 1 e 2 mol L ‘ ‘

‘ ‘ Programa de irradiagao ‘

’ Avaliagdo da proporgdo massa de amostra ‘ i) 1600 W (rampa de 5 min) por 5 min
e T - ii) 1600 W por 10 min
[ 11:1:1.25:11.7: 125 e 15 | i) 400 W (rampa de 20 min)
’ iv)O W (etaga de resfriamento)

‘ Avaliacédo do tempo de maceracéo ‘

Determinagaode Cu por HR-CS GF AAS

1,3 e 5min

Determinagao de Cu por HR-CS FAAS Validagdao do método

3.11 Anéalise estatistica

O tratamento dos dados relativos a avaliacdo dos parametros da MSPD e
durante a validacdo do método analitico foram executados com auxilio do software
Microsoft Excel 2016. Ao longo da otimizacdo da MSPD e na comparacdo dos
resultados obtidos na validagdo do método, foi feito o teste Tukey-Kramer, com nivel
de confianca de 95%. Para a comparacao entre 2 ou mais meédias, utilizou o teste t.
Os testes de comparacdo de médias foram realizados com auxilio do software InStat
GraphPad verséo 3.1.
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3.12 Validagdo do método analitico

Segundo a ANVISA, a validacdo dos métodos analiticos por uma série de
estudos experimentais, em que o método utilizado esteja dentro das exigéncias das
aplicac6es analiticas, fornecem confiabilidade aos resultados obtidos (ANVISA, 2017;
INMETRO, 2020). Dessa forma, nesse trabalho foram avaliados os parametros de

LOD, LOQ, linearidade, exatidao e precisao.

3.12.1 Limite de deteccao e quantificacao

O valor de LOD é a menor concentracdo do analito na amostra que se consegue
detectar durante uma andlise, mas nao necessariamente quantificar sobre o
experimento proposto (ANVISA, 2017). O LOD pode ser determinado pelo método
visual, da razdo sinal ruido, através dos parametros da curva de calibracdo ou
determinacdo do branco. Ja o valor de LOQ representa a menor concentracdo do
analito presente na amostra que pode ser quantificada com exatiddo e preciséao
(ANVISA, 2017; INMETRO, 2020). Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos
pelos parametros da curva de calibragéo, considerando 3o (n = 10) e 100 (n =10) para
10 leituras do branco dividido pelo coeficiente angular da curva de calibracéo,

conforme a equagao 5.

S

LOD = 33x % (5)

onde, s: é a estimativa do desvio padrdo das leituras do branco analitico e S: o

coeficiente angular da curva de calibragéao.

3.12.2 Linearidade

A linearidade € um procedimento analitico que avalia se as respostas analiticas
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra. A curva
analitica, foi construida a partir das analises de solu¢cdes com concentracdes
conhecidas, normalmente diferentes diluicdes de uma solugdo padrao, podendo ser
avaliada e a relacao linear e toda a faixa estabelecida para o método (ANVISA, 2017;

INMETRO, 2020). A linearidade do método foi avaliada através de curva de calibracdo
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na faixa de 0,1 a 5,0 mg L™%. A partir dos dados da curva, foi estimado o coeficiente de

determinacéo (R?).

3.12.3 Exatidao e precisao

A exatiddo do método proposto foi avaliada através da comparacdo dos
resultados obtidos pelo método proposto com os obtidos por HR-CS GF AAS apoés a
decomposicdo das amostras por MAD. Todas as determinagfes foram realizadas em
triplicata e avaliadas as concordancias entre os valores obtidos pelo método aplicado
com os valores de referéncia. A precisdo foi avaliada através da repetibilidade das

concentracdes obtidas nas analises supracitadas.

3.13 Tratamento de residuos

Os residuos gerados durante a elaboracdo desse trabalho foram armazenados
em frascos devidamente rotulados de acordo com as normas definidas pela Comissao
de Residuos da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), sendo posteriormente
guardados em local adequado para o recolhimento pela Instituicdo e enviados para

uma empresa responsavel que fara o recolhimento e o tratamento.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1 Avaliacao dos parametros da MSPD

4.1.1 Efeito do tipo de suporte solido

Para a avaliacdo do tipo de suporte sélido e em todos 0s experimentos
envolvendo a otimizacdo da MSPD, a concentracao de Cu foi determinada por HR-CS
FAAS em amostras de formula infantil de seguimento (para criancas de 12 a 36
meses). Os suportes solidos avaliados foram alumina, areia, C18, florisil, silica e terra
diatomacea, com o objetivo de avaliar o efeito do suporte sélido na extracdo de Cu.
Também foi avaliada a nao utilizacdo de suporte solido durante a maceracao.
Inicialmente, foi feita a descontaminacdo dos suportes solidos terra diatoméacea e

areia. Na Figura 6, estao apresentados os resultados obtidos.

Figura 6 - Influéncia do tipo de suporte solido na extracdo de Cu em amostras de
féormula infantii empregando a MSPD. As barras representam a
concentracdo de Cu (ug g?'), os marcadores (quadrados brancos)
representam a concentracdo de TOC (g L?') e as barras de erros

representam os desvios padrao.
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Condicoes: 0,25 g de amostra; 0,25 g de suporte solido; maceragéo por 5 min; 5 mL de HNO3 2 mol L

1. agitacdo em vortex por 1 min e centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min.
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Inicialmente, para a avaliacao do tipo de suporte solido foi utilizada a propor¢ao
de 1:1 entre massa de amostra (0,25 g) e massa de suporte solido (0,25 g), pois
conforme descrito por Barker (2007), na MSPD esta propor¢cédo pode variar de 1:1 a
1:4, dependendo do tipo de amostra e do tipo de suporte soélido empregado. A solugéo
extratora empregada nos experimentos iniciais foi HNOz 2 mol L e o tempo de
maceracao foi fixado em 5 min. A escolha do tipo de suporte sélido foi realizada com
base no célculo da concordancia (em %) entre a concentracdo de Cu obtida nos
extratos da MSPD por HR-CS FAAS e a concentracdo de Cu obtida na mesma
amostra digerida ap6s a MAD, por HR-CS GF AAS. A concentragdo de Cu obtida pelo
método de referéncia foi 2,91 + 0,097 ug g*.

A partir da Figura 6, pode-se verificar que os valores de concordancia variaram
de 27 a 90%, com relac&o ao valor de referéncia de MAD por HR-CS GFAAS. Para a
alumina, areia e C18, os valores de concordancia (70 a 72%) foram proporcionais, nao
apresentando diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05). Para a silica, foi obtida uma
concordancia de 27%, demonstrando a menor extracdo de Cu entre 0s suportes
avaliados. O emprego da terra diatoméacea e florisil mostrou os resultados mais
promissores, com valores de concordancia de 90 e 82%, respectivamente. Na
avaliacédo feita sem a presenca do suporte sélido na maceracao obteve-se o valor de
61% de concordancia, mostrando que a presenca de suporte solido influencia na
extracdo de Cu em formulas infantis empregando a MSPD.

A ruptura e dispersdo da amostra na MSPD podem ser melhor demonstradas
por micrografias eletronicas de varredura (MEV) (Figuras 7a-l). Todas as imagens
estdo ampliadas em x1000, exceto as Figuras 7a (apenas amostra) e 7i (florisil), que
estdo ampliadas em x350. De acordo com Barker (2000), suportes soélidos com
arestas afiadas e superficies rugosas podem aumentar o cisalhamento durante a
mistura mecanica de uma amostra. Isso € corroborado pelos resultados obtidos, uma
vez que as particulas de florisil (Figura 7i) possuem arestas mais afiadas, enquanto
as particulas de terra diatomacea (Figura 7m) sdo bastante rugosas. A silica, que
apresentou a menor eficiéncia de extracdo de Cu, é uma particula que ndo possui as
caracteristicas mencionadas anteriormente. As Figuras 7b, 7d, 7f, 7h, 7}, 71 e 7n
demonstram os aspectos fisicos das amostras apos a mistura, e é possivel observar
0s suportes soélidos e amostras fragmentadas e a ruptura da arquitetura da amostra,
como observado pelos aglomerados de amostras distribuidos na superficie dos

suportes solidos (exceto na Figura 7b, que ndo contém suporte solido).
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Figura 7 - Imagens obtidas por MEV representando a etapa de dispersdo do MSPD,
empregando amostra de formula infantil: (a) apenas amostra; (b) apenas
amostra (ap0s mistura); (c) alumina; (d) alumina + amostra (apds mistura);
(e) areia; (f) areia + amostra (ap6s mistura); (g) C18; (f) C18 + amostra
(ap6s mistura); (i) florisil; (j) florisil + amostra (ap6s mistura); (k) silica; (1)
silica + amostra (apdés mistura); (m) terra diatomacea; e (n) terra

diatoméacea + amostra (apos mistura).
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Outro parametro que foi usado para escolher o tipo de suporte sélido foi a
determinacdo do TOC nos extratos com o objetivo de avaliar os extratos com menor
teor organico nas amostras. Como pode ser visualizado na Figura 6, os extratos com
menor teor de carbono foram os oriundos da maceragédo da amostra com silica (3,6 =
0,42 g L), terra diatoméacea (6,1 + 0,20 g L) e sem suporte sélido (5,7 + 0,187 g L
1). Os demais suportes soélidos, alumina (9,7 + 0,98 g L?), areia (11,3 + 1,20 g L),
C18 (12,7 + 0,140 g LY) e florisil (12,3 + 2,02 g L), apresentaram concentragdes de
carbono mais elevadas. Na comparagdo entre florisil (2,4 £ 0,29 ug g?) e terra
diatomacea (2,6 + 0,071 ug g1), nédo foi observada diferenca significativa (ANOVA, p
> 0,05) nas concentracfes de Cu. No entanto, o florisil apresentou valores de TOC
mais altos que a terra diatomacea, além de fornecer maiores RSDs (12% para florisil
e 3% para terra diatoméacea). E importante destacar, que durante os experimentos
envolvendo a escolha do tipo de suporte sélido, os extratos foram inicialmente filtrados
usando apenas filtragcdo simples e foram observados problemas com o entupimento
do sistema de nebulizacéo e falhas de chama, como pode ser visualizado na Figura
8.

Figura 8 - Imagens demonstrando o aspecto de uma chama C2Hz2-Ar em um HR-CS
FAAS no momento da aspiracdo de extratos da MSPD (oriundos de

amostras de férmula infantil) (a) apenas com filtracdo simples e (b) com

filtracdo simples + filtros de seringa com diametro de poro de 0,45 pum.
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Na Figura 8a, estd demonstrada a imagem de uma chama Cz2Hz-ar em um HR-
CS GF AAS no momento da aspiracao de extratos da MSPD (oriundos de amostra de
formula infantil) e é possivel visualizar falhas na chama, possivelmente ocasionadas
por particulas ou conteldo organico presente nos extratos. No entanto, quando os
extratos passaram a ser filtrados usando filtros de seringa com diametro de poro de
0,45 um (com duas filtracdes consecutivas: filtracdo simples e apos filtro de seringa),
0s problemas associados ao entupimento e falhas na chama foram resolvidos.

Também ¢é importante salientar, que foi observado um efeito de clean up
simultdneo com a quebra da estrutura fisica da amostra empregando a silica e terra
diatomécea, pois 0s extratos provenientes da MSPD forneceram valores de TOC (3,6
gL'e6,1gLlL?, respectivamente) inferiores em comparagdo com os demais suportes
sélidos (de 9,7 g Lta 12,7 g L'!) avaliados. Em uma solucdo aquosa de HNOz 2,0 mol
L1, espera-se a extracdo ndo apenas de ions metalicos, mas também de compostos
polares como proteinas e carboidratos. A férmula infantii de acompanhamento
utilizada neste estudo foi caracterizada (ver Tabela 10) quanto a sua composi¢cao
centesimal, contendo 55% de carboidratos, 13% de proteinas, 17% de lipidios, 5,9%
de umidade e 3,0% de cinzas. A terra diatomécea é um sedimento amorfo, formado a
partir de rocha sedimentar biogénica de algas aquaticas, marinhas e lacustres. Na sua
composicdo, tem-se majoritariamente SiO2 (aproximadamente 66%) e Oxidos
(especialmente Al203 e Fe203) (aproximadamente 19%), além de matéria organica,
hidréxidos e carbonatos de célcio e magnésio presentes em menor proporcao
(SOUZA et al., 2003). Portanto, o seu emprego na MSPD como material abrasivo esta
associado a sua composi¢cdo quimica contendo Oxidos e o efeito de clean up
observado na MSPD (juntamente com a silica) pode estar associado a presenca de
SiO2 na sua composicgao, retendo compostos polares como carboidratos e proteinas,
0 que ndo ocorre quando os demais suportes sélidos florisil (MgSiOs), alumina (Al203),
C18 (SiO2-octadecila) e a areia empregada nesse trabalho (CaO, TiO2 e Fe203)
caracterizada no estudo de Salcedo et al. (2020) foram utilizados.

Portanto, com base nas observacfes supracitadas, a terra diatomacea foi
selecionada como suporte solido para 0s experimentos posteriores. A terra
diatomacea também foi reportada na MSPD para a extracdo de pesticidas em frutas
(RADISIC et al., 2013). Da mesma forma, para a extracéo das As(lll), As(V), MMA,
DMA, AsB e AsC em frutos do mar (MOREDA-PINEIRO et al., 2012).
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Tabela 10 - Composicdo centesimal (g/100g) das amostras de alimentos lacteos

infantis.
Amostra Umidade Cinzas Proteinas Lipideos Carboidratos
Férmula infantil (0 a 6 meses) 3,8 2,7 11 24 55
Férmula infantil (6 a 12 meses) 3,9 3,6 11 22 56
Férmula infantil (12 a 36 meses) 5,9 3,0 13 17 55
Leite em po (integral) 2,7 7,4 25 25 40
Leite em po (semidesnatado) 4,2 8,5 31 13 43
Composto lacteo (zero lactose) 6,9 7,2 18 18 54

4.1.2 Efeito da solucao extratora

Para a avaliacdo do tipo de solucédo extratora, foram avaliadas diferentes

concentracdes de HNO3 (0,1; 0,5; 1 e 2 mol L) e apenas agua ultrapura, de acordo

com a Figura 9.

Figura 9 - Influéncia da solugéo extratora na extracdo de Cu em amostras de férmula

infantil empregando a MSPD. As barras representam a concentragéo de Cu

(ug g?) e as barras de erros representam os desvios padréo.
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Condicdes: 0,25 g de amostra; 0,25 g de terra diatomacea; maceracgao por 5 min;

por 1 min e centrifugacéo a 4000 rpm por 10 min.
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Quando foi avaliada apenas agua ultrapura como solucdo extratora, observou-
se a formacdo de uma solucdo turva, e durante as etapas de filtracdo simples, nao
houve alteracéo na aparéncia da solucao. Além disso, ao utilizar filtros de seringa com
uma membrana de 0,45 pm, a filtracdo ndo pdde ser realizada devido ao entupimento
do meio filtrante. Portanto, os extratos com agua ultrapura néo foram analisados para
evitar o entupimento do sistema de nebulizacdo do HR-CS FAAS.

Na avaliacédo das demais condicdes (solucdes de HNO3 0,1; 0,5; 1 e 2 mol L?),
os valores de concordancia variaram entre 5 e 94%. Na Figura 9, observa-se que a
concentracdo de HNO3 0,1 mol L'! apresentou uma concordancia de 5% (0,14 ug g1),
sendo observada uma tendéncia de aumento da concordéncia com o aumento da
concentragdo de HNOs. A concentracdo de HNOs 0,5 mol L' apresentou uma
concordancia de 66% (1,9 ug g*) sendo diferente estatisticamente (ANOVA, p < 0,05)
na comparacdo com as concentracdes de HNOs 1 e 2 mol L1, as quais apresentaram
as maiores concordancias com valores de 83% (2,4 ug g?') e 94% (2,7 ug gd),
respectivamente. Na comparacédo entre HNOs 1 e 2 mol L ndo houve diferenca
significativa (ANOVA, p > 0,05). Portanto, para dar seguimento na otimizacdo da
MSPD, optou-se pela solu¢do de HNOs 1 mol L't como solucéo extratora, optando-se
pela escolha de menores concentrages de &cido, seguindo os principios da GAC.

No trabalho de Luckow (2023), também foi avaliada a extragdo de espécies de
As em algas comestiveis empregando a MSPD, onde foram avaliadas solu¢cbes de
HNOs (0,01 a 1,0 mol L), além do uso de agua ultrapura como solugdes extratoras.
No entanto, a melhor eficiéncia de extragéo foi obtida com agua ultrapura (utilizando
um volume de 10 mL). No estudo de Vecchia (2022), também foi avaliada a MSPD em
moinho de bolas para extracdo de espécies de As em arroz, onde também foram
avaliadas solugdes de HNOs (0,035 a 1,12 mol L), &gua ultrapura e solucdo de
(NH4)2HPO4 10 mmol Lt como solugGes extratoras e o melhor resultado foi obtido

para a solucdo de HNO3z 0,14 mol L* (utilizando um volume de 20 mL).

4.1.3 Efeito da propor¢cdo massa de amostra/suporte solido

A propor¢cdo entre a massa da amostra e a massa do suporte solido é um
parametro importante na MSPD, pois é necessario estabelecer a proporc¢éo ideal para
uma dispersao eficiente da amostra. Para avaliar a razdo entre a massa da amostra e

a massa do suporte solido, a massa de terra diatoméacea foi fixada em 0,25 g e as
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massas de amostra de 0,05, 0,10, 0,15, 0,20 e 0,25 g foram avaliadas, com razdes
variando de 1:1 a 1:5 entre a massa da amostra e a massa do suporte solido, como

mostrado na Figura 10.

Figura 10 - Influéncia da proporgcdo entre massa de amostra e suporte solido na
extracdo de Cu em amostra de férmula infantil empregando a MSPD. As
barras representam a concentragdo de Cu (ug g*) e as barras de erros

representam os desvios padréo.
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Condigbes: 0,25 g de terra diatomacea; maceracdo por 5 min; 5 mL de HNOs 1 mol L, agitacdo em

voértex por 1 min e centrifugacdo a 4000 rpm por 10 min.

Os valores de concordancia variaram entre 68 e 94%. Ao comparar as médias,
a razao 1:5 mostrou uma diferenca significativa (ANOVA, p < 0,05) em relacdo as
outras, enquanto néo houve diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) entre as razbes
1:1 e 1:2,5. Essa diferenca pode ser explicada por 0,05 g ser uma massa de amostra
muito baixa, o que torna as perdas de amostra inerentes ao processo de transferéncia
da mistura (ap6s a mistura) para recipientes de PP de 15 mL mais significativas. Além
disso, os sinais de absorbancia para a amostra de 0,05 g estavam muito préximos dos
sinais do branco analitico, o que também aumenta o erro durante a quantificagdo. Ao
avaliar a faixa de 1:1 a 1:2,5, foi escolhida a massa de amostra de 0,25 g (razdo 1:1)
para garantir a aplicabilidade do método proposto em amostras com diferentes

concentragdes de Cu. Barker (2007) recomenda uma razéo de 1:4 entre a massa da
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amostra e a massa do suporte solido no MSPD. No entanto, diferentes razées tém
sido relatadas na literatura. No trabalho de Malinowski et al. (2022), uma razdo de
1:10 foi empregada para a determinacéo de halogénios por cromatografia de ions (IC),
apos extracao por MSPD em algas comestiveis. Duarte et al. (2013), aplicaram a
MSPD para a determinacdo de CHzHg* e Hg?* em tecidos de peixes por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), usando uma razéo de 1:2,5.

4.1.4 Avaliagéo do tempo de maceracao

O tempo de maceracdo pode ser um parametro significativo na MSPD,
dependendo da natureza da matriz, suporte sdlido e analito. Portanto, foram avaliados

0s tempos de maceracao de 1, 3 e 5 min, de acordo com a Figura 11.

Figura 11 - Influéncia do tempo de maceracdo na extracdo de Cu em amostra de
férmula infantii empregando a MSPD. As barras representam a

concentragdo de Cu (ug gt) e as barras de erros representam os desvios

padréo.
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Condigdes: 0,25 g de amostra; 0,25 g de terra diatomacea; 5 mL de HNOs 1 mol L™, agitagdo em vértex
por 1 min e centrifugacao a 4000 rpm por 10 min.

Na comparagao entre os tempos de maceracgdo avaliados, ndo foi observada

diferenca significativa (ANOVA, p > 0,05) nas concentracbes de Cu e as
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concordancias estiveram entre 76 e 88% com o método de referéncia. Portanto, foi
escolhido o tempo de maceracdo de 1 min para aplicacdo nos experimentos
posteriores, visando um menor tempo durante o preparo da amostra e, assim,
contribuindo com os principios da GAC.

Apés a otimizagdo da MSPD, as condi¢des otimizadas foram 0,25 g de amostra,
0,25 g de terra diatoméacea como suporte soélido, 5 mL de HNOz 1 mol L* como solugéo
extratora, 1 min de maceracao, agitacdo em vortex por 1 min e centrifugacéo a 4000

rpm por 10 min.

4.2 Performance analitica do método

A linearidade do método foi avaliada utilizando uma curva de calibracédo externa
na faixa de concentracédo de 0,1 a 1,0 mg L* de Cu utilizando solucéo de referéncia
de Cu aquosa. Na Figura 12, esta apresentada a curva de calibracdo externa e os

parametros de regressao.

Figura 12 - Curva de calibracdo externa para a avaliacdo da linearidade.
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A faixa de concentracdo avaliada no estudo da linearidade foi escolhida
considerando a concentracdo de Cu que geralmente encontra-se presente em
alimentos infantis enlatados. O método se mostrou linear na faixa avaliada, com

coeficiente de determinacéo (R?) de 0,998.
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A exatidao e precisdo do método foram avaliadas por meio de uma comparagao
de métodos em amostras de férmulas infantis, leite em pé e compostos lacteos. A

precisao foi avaliada em termos de repetibilidade, conforme mostrado na Tabela 11.

Tabela 11 - Determinacdo de Cu (ug g?) por HR-CS FAAS (ap6és MSPD) e por HR-
CS GF AAS (ap6s MSPD e MAD) (resultados expressos como média +

desvio padréo, n = 3).

MSPD/HR-CS MSPD/HR-CS  MAD/HR-CS

Amostra FAAS GF AAS GF AAS
Formula infantil (0 a 6 meses) 3,6 £0,079 3,4+0,29 3,8+0,143
Férmula infantil (6 a 12 meses) 3,8+0,124 3,3+0,093 3,7+0,24
Formula infantil (12 a 36 meses) 2,810,156 3,1+0,29 2,9+£0,097
Leite em po (integral) <0,35 0,16 £ 0,009 0,20 £ 0,019
Leite em po (semidesnatado) 0,40 £ 0,041 0,43 £ 0,010 0,39 £ 0,028
Composto lacteo (zero lactose) <0,35 0,28 £+ 0,016 0,25 +0,019

As concentragdes de Cu variaram de 0,40 a 3,8 ug g* usando o método
proposto, com concordancia variando de 95 a 103%, com RSDs inferiores a 10%. No
entanto, para amostras de leite em po integral e de compostos lacteos sem lactose,
as determinagdes pelo método proposto foram abaixo do LOD. Portanto, também foi
feita a quantificacdo nas amostras por HR-CS GF AAS (ap6és MSPD) e as
concentracées de Cu foram de 0,16 e 0,28 ug g* para as amostras de leite em p6
integral e de composto lacteo sem lactose, respectivamente. Nao houve diferenca
significativa entre as médias (ANOVA, p > 0,05) para todos os métodos.

Os valores de LOD e LOQ foram estabelecidos considerando 30 e 100 (0
sendo o desvio padrdo do branco analitico, n = 10), respectivamente, ambas divididas
pelo slope da curva de calibracdo. Os valores de LOD e LOQ dos meétodos

empregados neste trabalho estdo apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores de LOD e LOQ (ug g*?) para MSPD/HR-CS FAAS (método
proposto), MSPD/HR-CS GF AAS e MAS/HR-CS FAAS.

~ MSPD/HR-CS MSPD/HR-CS MAD/HR-CS
Parametro

FAAS GF AAS GF AAS
LOD 0,35 0,041 0,071
LOQ 1,14 0,14 0,24

Para o célculo do LOD e LOQ do método, foram consideradas a diluicédo e
massa de amostra para ambos 0os métodos, o método proposto (MSPD/HR-CS FAAS)
e meétodo comparativo (MAD/HR-CS GF AAS). Os LODs e LOQs estdo mostrados na
Tabela 12. O LOD e 0 LOQ do método proposto (MSPD/HR-CS FAAS) foram de 0,35
e 1,14 ug g, respectivamente. O LOD e o LOQ do método MSPD/HR-CS GF AAS
foram de 0,041 e 0,14 pg g?, respectivamente. Para esses célculos, a massa da
amostra e o volume do extrato foram de 250 mg e 5 mL, respectivamente. O LOD e o
LOQ do método comparativo (MAD/HR-CS GF AAS) foram de 0,071 e 0,24 ug g*
respectivamente. Para esses calculos, a massa da amostra e o volume final do
digestato foram de 500 mg e 35 mL, respectivamente. O LOD e o LOQ do método
proposto foram os mais altos entre os métodos empregados neste estudo. Isso esta
relacionado a sensibilidade da técnica HR-CS FAAS em comparacdo com a técnica
HR-CS GF AAS. No entanto, o LOD e o LOQ do método proposto sao adequados
para a deteccao de Cu na maioria dos alimentos infantis a base de leite, especialmente
férmulas infantis de partida e seguimento, que sdo o0s Unicos regulamentados em
relacdo ao IDR (200 pug - 0 a 6 meses; 220 ug - 7 a 11 meses e 340 ug - 12 a 36
meses), conforme estabelecido pela ANVISA (ANVISA, 2005).

4.3 Métrica AGREE

A métrica AGREE (Analytical GREEnness) fornece uma avaliacdo do quéo
verde sdo os métodos analiticos. A calculadora AGREE produz uma pontuacéo final
variando de 0 a 1 por meio de um software, que gera uma representacéo visual na
forma de um pictograma dividido em doze sec¢des. Cada se¢do do pictograma €
codificada por cores de acordo com uma escala verde-amarelo-vermelho, indicando o

desempenho de cada principio da Quimica Analitica Verde (GAC). A pontuacéao geral
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do AGREE ¢é exibida no centro do pictograma (PENA-PEREIRA, WOJNOWSKI e
TOBISZEWSKI, 2020). O software permite ao usuario atribuir pesos a cada principio.
No entanto, nesta avaliacdo, todos os principios foram ponderados igualmente e a
métrica AGREE foi aplicada tanto ao método proposto (MSPD/HR-CS FAAS) quanto
ao método de referéncia (MAD/HR-CS GF AAS), como pode ser visto na Figura 13.

Figura 13 - Pictograma obtido pelo software AGREE representando o (A) MAD/HR CS
GF AAS (método comparativo) e (B) MSPD/HR CS FAAS (método
proposto).

(A) (B)

1,0

0,8

O método proposto (0,68) apresentou uma pontuacdo mais alta em
comparac¢ao com o método comparativo (0,48), indicando ser um método mais verde.
Essa diferenca pode ser atribuida a varios fatores alinhados com os principios da
GAC: i) tamanho minimo da amostra (principio 2): o0 método proposto requer apenas
250 mg de massa de amostra em comparagao com 500 mg no método comparativo
(MAD); ii) quantidade de residuos gerados (principio 7): no método comparativo, o
volume do digerido final por amostra é de 35 mL, enquanto no método proposto
(MSPD), o volume do extrato € reduzido para 5 mL por amostra, reduzindo
significativamente a geracao de residuos; iii) minimizacéo do uso de energia (principio
9): 0 método comparativo (HR-CS GF AAS) consome mais energia devido ao pico de
corrente em cada atomizacdo no forno de grafite; iv) reagentes obtidos de fontes

renovaveis (principio 10): o método proposto utiliza terra de diatomacea, composta de
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diatoméceas fossilizadas, alinhando-se com o uso de reagentes derivados de fontes
renovaveis; e v) toxicidade dos reagentes e seguranca do operador (principios 11 e
12, respectivamente): no método comparativo, HNOz concentrado é utilizado para
digestao, representando potenciais riscos para o operador e o meio ambiente. Em
contraste, 0 método proposto utiliza uma solucédo diluida de HNOs 1 mol L para

extracdo, melhorando a seguranca do operador e reduzindo o impacto ambiental.



5. CONCLUSOES

Uma alternativa ecologicamente sustentavel empregando MSPD e HR-CS
FAAS foi proposta com sucesso (pela primeira vez) para a extracdo e determinacéo
de Cu em amostras de alimentos lacteos infantis. Os principais parametros do MSPD
foram avaliados e valores em concordancia com o método de referéncia foram obtidos
utilizando 0,25 g de amostra, 0,25 g de terra diatomacea como suporte solido, 5 mL
de HNOz 1 mol L't como solugéo extratora e 1 min de maceracdo. A MSPD apresentou
uma série de vantagens, incluindo o uso de terra diatomacea como suporte solido
verde, uma solucdo aquosa diluida como solugdo extratora e tempo reduzido de
maceracdo. Comparado aos métodos de preparo de amostras assistidos por radiacédo
micro-ondas e/ou aquecimento convencional em sistemas abertos, a MSPD mostrou
vantagens como rapidez, simplicidade, baixo custo, baixo consumo de energia,
reducdo na geracao de residuos, diminuicdo da exposi¢do do analista e um namero
reduzido de etapas, contribuindo para os principios da Quimica Analitica Verde. Além
disso, o estudo contribui para o desenvolvimento de métodos visando a garantia de

qualidade de alimentos lacteos industrializados voltados para o consumo infantil.
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