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Desenvolvimento de um procedimento analitico para determinacédo de Cr(lll) e
Cd(ll) em suplementos alimentares empregando a espectrometria de absorcao
atdmica com chama

Valéria Maria oliveira da silva
Prof2 Dr2 Sulene Alves de Araujo (Orientadora)

Prof2 Dr2 Anaildes Lago Carvalho (Co-Orientadora)

RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um método empregando a pré-concentracdo em
extracdo em ponto nuvem (EPN) e deteccdo por espectrometria de absorgéo
atdbmica com chama (F AAS) para determinacao de Cd(ll) e Cr(lll) em amostras de
suplementos alimentares comercializados na cidade de Jequié-BA. No presente
trabalho, para pré-concentracdo dos ions Cd(Il) e Cr(lll) utilizou-se como reagente
complexante o 1-(2-Piridilazo)-2-Naftol (PAN), o surfactante Triton X-114 5% (v;v)
utilizado para a formacao da micela, o eletrolito KCI 6% (m/v) para separacdo de
fases e HNO3s como solvente dispersor. A EPN é uma técnica de separacao e pré-
concentragdo amplamente difundida na Quimica Analitica devido a seguranca
operacional; baixa inflamabilidade do surfactante; baixa toxicidade para o analista e
para o ambiente. Estudos foram aplicados para otimizar as variaveis em estudo: pH,
concentracdo do PAN, temperatura do banho-maria, concentracdo doHNOs do
solvente dispersor. Sob condigbes otimizadas o método apresentou faixa linear
dinamica de 2,33 a 100ug g, LD de 0,080ug g, LQ de 0,233 ug g, um fator de
enriquecimento de 17,0 e um indice de consumo de 0,60 mL, para o Cd(ll). Para o
Cr (Il), a linearidade apresentou valores de 10,82 a 700 pug g*, LD de 0,361 ug g*,
LQ de 1,08 ug g, um fator de enriquecimento de 22,0 e indice de consumo de 0,5
mL. A exatiddo do método foi testada através da adicao e recuperacdo, variando de
84,2 a 108,5 % recuperados para Cd (II) e 509 a 4.094 % para Cr (lIl). A precisao foi
testada através de testes de repetitividade e reprodutibilidade, calculando o RDS (%)
das medidas e verificou que esta abaixo de 20 %, onde neste trabalho foi
encontrado com valores de RSD de 2,12 e 2,43 % para Cd(ll) e para Cr (lll) foram
0,86, 0,5 e 1,0 %. As concentracfes de Cd(ll) foram de 0,92 + 0,6 a 2,39 + 0,10 g
g eparao Cr (lll) foramde 1,69 +0,8 a35,35+0,4 ug.g>.

Palavras Chaves: Cadmio, Cromo, suplementos alimentares, Extracdo em Ponto
Nuvem e F AAS.

Development of an analytical procedure for determination of Cr (lll) and Cd (II)

in food supplements using the atomic absorption spectrometry with flame
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Prof2 Dr2 Sulene Alves de Araujo (Orientadora)

Prof2 Dr2 Anaildes Lago Carvalho (Co-Orientadora)

ABSTRACT

This research developed an approach using cloud point extraction (CPE) and
preconcentration of Cd(lll) and Cr (lll) as well the determination of these elements by
flame atomic absorption spectrometry in samples of food supplements traded in the
city of Jequié-Brazil. For the preconcentration of the ions Cd (II) and Cr (lll) were
used the 1- (2-Pyridylazo) -2-Naphthol (PAN) as the complexing reagent, the 5%
Triton X-114 surfactant V; v) used for the micelle formation, 6% KCI electrolyte (m / v)
for phase separation and HNOs as the dispense solvent. The CPE is a widely used
separation and preconcentration approach in Analytical Chemistry due to its
operational safety, low flammability of the surfactant, low toxicity to the analyst and
the environment. Studies were applied to optimize the variables under study: pH,
PAN concentration, water bath temperature, HNO3s concentration in the dispense
solvent. Under optimized conditions the method presented a linear dynamic range of
2,33 to 100 ug g*, LD of 0,080 ug g %, LD of 0,0080 ug g %, 0,2 of 0,233 ug g *, an
enrichment factor of 17,0 and a consumption index of 0,60 mL for Cd (Il). For the Cr
(1), the linearity presented values from 10,82 to 700 ug g*, LD of 0,361 ug g1, LQ of
1,08 ug g}, an indicator of 22,0 and consumption index of 0,5 mL. The accuracy of
the method was tested through addition and recovery, ranging from 84,2 to 108,5%
recovered for Cd (Il) and 509 to 4,094% for Cr (lll). The accuracy was tested by
repeatability and reproducibility tests, calculating the RDS (%) of the measurements
and it was verified that it is below 20%. In this paper, it was found RSD values of 2,12
and 2,43% for Cd (II) and Cr (lll) were 0.86, 0,5 and 1.0%. The concentrations of Cd
(1) were from 0,92 + 0,6 to 2,39+ 0,10 ug g and for Cr (lll) were from 1,69 + 0,8 to
35,35+0.4ug gt

Keywords: Cadmium, Chromium, food supplements, cloud point extraction and F
AAS.
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1. INTRODUCAO

Com o crescimento sécio econbmico e tecnoldgico, a sociedade atual tem se
preocupado muito com a forma fisica e a qualidade de vida. Porém, muitas pessoas
limitam-se apenas a busca do corpo ideal sem atentar-se com 0 que consomem
para alcancar tal objetivo, correndo riscos a saude por ingerirem substancias que

séo toxicas ao organismo.

Define como suplementos alimentares, produtos constituidos por fontes
concentradas de substancias tais como vitaminas, minerais, fibras, proteinas,
aminoacidos, acidos graxos (como o 6mega 3), ervas e extratos, probioticos, bem
como outras substancias, incluindo enzimas, carotenoides, fitoesterois, entre outras.
A partir de sua composi¢cdo, podem apresentar efeitos nutricionais, metabdlicos e/ou
fisiolégicos que se destinam a complementar a alimentacdo normal em casos em
gue a ingestdo desses componentes seja insuficiente. O produto pode ser
apresentado nas formas sélida, semi solida, liquida e aerossol, como tabletes,
drageas, poés, capsulas, granulados, pastilhas mastigaveis, liquidos e suspensoes.

Pessoas de diferentes faixas etarias fazem excessivas atividades fisicas e
consomem indiscriminadamente produtos alimentares suplementados para estarem
de acordo com os padrfes estéticos ditados pela industria cultural do momento. Os
seguimentos das industrias de suplementos nutricionais lucram muito com todo esse
culto, e a midia prop@e, indiretamente, solu¢des para a obtencdo de corpos belos e

esculturais em pouco espaco de tempo.

O habito de uma alimentacdo saudavel é de grande importancia para a
reducdo do risco de doencas e para a manutencao de uma saude étima. Por outro
lado, uma série de fatores pode representar grande desafio para a manutencéo de
uma alimentacdo balanceada e variada, por exemplo: falta de tempo para o preparo
de refeicbes; opcdo por conveniéncia e praticidade; omissdo ou substituicdo das
refeicOes principais; realizacao de refeicdes fora de casa [1].

Suplementos vitaminicos e minerais sao facilmente encontrados e
comercializados livremente sem uma necessidade de prescricdo e orientagao
médica, preocupando assim as unidades de saude. Pesquisas tém demonstrado que
uma inadequada ingestdo de suplementos pode ocasionar mais danos que

beneficios ao corpo humano [2].



Durante o processo de fabricacdo desses suplementos podem ocorrer
contaminacgdes, introduzindo elementos que séo prejudiciais & saude humana, ou a
adulteracao do produto com a adicao de drogas sintéticas [3].

Consumir suplementos nutricionais com o objetivo de melhorar o
desempenho, aumentar a massa muscular, entre outros motivos, virou uma febre no
meio dos praticantes de atividades fisicas em academias, com énfase para o0s
praticantes de musculagéo [4].

Ocorre que nem sempre se procura profissionais da area de nutricdo para
orientacdo e acompanhamento, sendo que 0 mais comum séo indicacdes variadas,
Oou mesmo a procura na internet ou em lojas de suplementos. Se esta préatica é
decidida e feita por conta propria, os consumidores ndo levam em conta as
possibilidades, por exemplo, do aparecimento de problemas hepaticos e renais. O
consumo de suplementos nutricionais € preocupante, visto que este segmento tem

crescido no mercado.

A orientacdo dietética individualizada € defendida por nutricionistas a fim de se
obter refeicdes adequadas e equilibradas, também somando a prética da atividade
fisica orientada e regular, pois, tais acbes podem levar a resultados satisfatérios

como a melhora do sistema imunoldgico.

Este trabalho esta dividido em tdpicos. O primeiro tépico envolve uma revisdo

bibliografica sobre a determinacdo de cromo e cadmio em suplementos , nesse mesmo

tépico é apresentado a toxicidade dos metais cadmio e cromo em amostras de BCAA’s e

termogénicos. Sdo apresentadas também as técnicas e métodos para determinacédo de

tais metais.

Nos topicos subsequentes sao apresentados objetivos, parte experimental e

os resultados e discussdo encontrados para o método proposto.



2. REVISAO BIBLIOGAFICA
2.1. SUPLEMENTOS

A alimentacdo através de suplementos pode ser Util quando a selecdo de
alimentos em uma dieta possui caréncias nutricionais. Os suplementos alimentares
contém diversas substancias em sua composi¢cdo. Destacam-se as vitaminas, sais
minerais, proteinas, carboidratos e fibras [4]. Podem ser usados com a finalidade de
atingirem as Doses Diarias Recomendadas (DDR). Com tudo, a Associacdo
Dietética Americana (ADA) preconiza que a melhor estratégia nutricional para
reduzir riscos de doencas cronicas e promover a saude é através da variacdo de
alimentos para obter nutrientes [5]. Segundo a ADA, os suplementos de nutrientes
nao devem ser utilizados como substitutos de uma dieta saudavel, pois algumas
evidéncias sugerem que pessoas consomem menos nutrientes do que aqueles que
ndo usam suplementacdo [5]. Segundo a Geréncia Nacional de Alimentos, 6rgao
que faz parte da ANVISA, existe uma auséncia de regulamentacdo especifica para
uma definicdo clara do que sejam suplementos alimentares. Além de existirem
diferentes abordagens de regulagdo e varias possibilidades de enquadramento
como: alimento ou medicamento, como mostrado na Figural (Geréncia Geral de

Alimentos).

Figura 1: Modelo regulatério brasileiro para varias possibilidades de enquadramento

de suplementos alimentares.
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(Fonte: Adaptada. [6])
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Atualmente, sabe-se que muitos sdo os fatores para a melhora da
performance em esportes e atividades fisicas. Além de programas de treinamentos e
caracteristicas psicolédgicas positivas, a adequacdo alimentar € um dos principais
fatores [7]. A literatura e meios de comunicacdo referenciam a importancia da
alimentacéo equilibrada, e cresce a preocupacdo com a adequacao da ingestdo de
nutrientes [8]. Muitos suplementos sdo comercializados com informagdes nos rotulos
sobre consequéncias da sua utilizacdo; no entanto, poucas sdo as comprovagoes

cientificas sobre os beneficios do uso destes produtos [4].

Os suplementos utilizados para este trabalho sao os proteicos Branch Chain
Amino Acids (BCAAS) e os termogénicos, pois trabalham com dois extremos, o
primeiro em ganhar massa corporal e o outro em perder peso principalmente

gordura.
2.1.1. BCAAs

Os BCAA’s, abreviacdo de “Branch Chain Amino Acids” ou “aminoacidos de
cadeia ramificada”, estdo entre os suplementos mais importantes para qualquer
programa nutricional esportivo. Constituem 35% da massa muscular corporal e sao
indispensaveis para manutencdo e crescimento dos musculos. Dentre o0s
aminoacidos essenciais, temos: leucina, isoleucina e valina (Figura 2). Esses trés
aminoacidos ndo sao produzidos pelo corpo, por isso, existe a necessidade de
serem ingeridos pela dieta. Eles sdo encontrados em fontes proteicas de origem
animal, como carnes, ovos, leite e derivados, porém a proteina isolada do soro do

leite € uma das fontes mais ricas.

Os Branch Chain Amino Acids ou aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA)
sdo amplamente utilizados para a pratica esportiva, sendo oxidados de forma rapida
e preferencialmente pelo musculo esquelético durante exercicios de intensidade
moderada/alta e de longa duracéo, situacdo na qual se observa na queda em suas
concentracfes plasmaticas, provocada pelo maior desvio desses aminoacidos para
a producdo de energia durante o exercicio. Sabe-se que eles atuam como
importante fonte de energia muscular durante o estresse metabdlico. Os BCAAs
estimulam a producgéo de insulina, fazendo com que os amino&cidos penetrem mais
facilmente nas células musculares para que possam servir de matéria-prima na

construcdo dos musculos.



Figura 2: Aminoacidos essenciais: leucina, isoleucina e valina.
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Estudos com suplementacdo de BCAA demonstram que essa estratégia
nutricional pode ser efetiva na promocdo do anabolismo proteico muscular e na

diminuicao da lesdo muscular pds-exercicio [9].
2.2. TERMOGENICOS

Termogénicos sao substancias que tém a capacidade de acelerar o
metabolismo, promovendo uma queima maior de calorias e reduzindo o apetite. Por
iSso, essas substancias sao conhecidas como queimadoras de gordura, uma vez
gue sao Uteis na sua metabolizacdo, transformando-as em energia. Alimentos
termogénicos possuem um efeito térmico ou de termogénese, que induz o corpo a
gastar certa quantidade de energia durante o processo digestivo. A acao
termogénica significa a propriedade de transformar nutrientes em energia,
principalmente as calorias provenientes da gordura corporal. Estas caracteristicas
favorecem ndo s6 quem quer perder peso, mas auxiliam nos casos de falta de
energia. Os termogénicos otimizam o metabolismo para que a pessoa tenha uma
maior queima caldrica ao longo do dia, mesmo durante o descanso (metabolismo
basal), ndo permitindo depdsitos de outras reservas de gordura. Para entender o
gque sdo e como agem 0s termogénicos € necessario entender o que € 0

metabolismo.

Metabolismo é o conjunto de rea¢des quimicas que as substancias sofrem
no interior dos organismos vivos para manté-los funcionando. Ou seja: € a

guantidade de calorias que o0 corpo queima para se manter ativo. A velocidade na



qual o corpo queima essas calorias € chamada de “taxa metabdlica”, que é
determinada basicamente por fatores genéticos. Metabolismo lento significa que o
organismo reserva as gorduras e vai queimando-as aos poucos, 0 que resulta em
dificuldade para emagrecer. JA& um metabolismo rapido, comum a poucas pessoas,
resulta em melhor aproveitamento energético das substancias ingeridas, o que
ocasiona facilidade para emagrecer, ou até mesmo uma dificuldade em manter-se

com o peso ideal.

A importancia de se determinar cadmio e cromo em suplementos
alimentares decorre justamente pelo consumo de pessoas, em sua maioria
praticante de atividades fisicas, muitas vezes sem saber de fato o que estéo
ingerindo e as consequéncias que isso pode trazer ao organismo [10].

Neste trabalho, a determinacdo dos metais cadmio e cromo em
suplementos alimentares, mostra de forma quantitativa os niveis traco desses

elementos presentes nas amostras

2.3. TOXICIDADE DE CADMIO E CROMO EM AMOSTRAS DE
ALIMENTOS

Em 2011 foi publicado o regulamento técnico do MERCOSUL sobre os limites
maximos de contaminantes inorganicos em alimentos. Esse regulamento contempla
os limites de Cd em carnes de bovinos, ovinos, suinos, caprinos e aves de curral,
sendo iguais a 0,1 mg kg*. Quando se trata de amostras de figado desses animais,
os limites sdo iguais a 0,5 mg kg! para Cd , ja que se trata de um 6rgdo
reconhecidamente acumulador de toxinas [11]. O cadmio esta presente em todos 0s
alimentos e bebidas, mas, encontra-se mais concentrado em mariscos, ostras e
peixes de agua salgada, alguns tipos de cha e na fumaca do cigarro. Outras fontes
incluem pinturas, soldas, pigmentos, ripas galvanizadas, baterias, combustdo dos
automoéveis, e em alguns suplementos naturais, como: dolomita e medula 6ssea
(tutano). Aparentemente, ndo existe sistema que regule o metabolismo de absorc¢éo
e excrecdo de cadmio. Uma das formas que o cadmio entre no nosso organismo é
através dos pulmdes quando presente na fumacga do cigarro ou em forma de poé
oxidado. O cadmio inativa numeroso sistemas enzimaticos, por ligar-se aos grupos

sulfidril das moléculas de proteina [12].
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A toxicidade depende dos niveis organicos dos ions protetores zinco, cobre,
ferro e calcio, que pelas auséncias podem causar doencas como: fibrose e edema
pulmonar; enfisema pulmonar; doencas renais com proteintria e glicosuria;
hipertensdo arterial sistémica; diminuicdo da producdo de anticorpos; anemia;
diminuicdo da testosterona [12]. A concentragdo do metal nos rins €
aproximadamente 10 mil vezes mais alta que a da corrente sanguinea (PROC. N°
3254/13 PLL N° 360/13/ EXPOSIC}AO DE MOTIVOS em anexos).

O Programa para o Ambiente das Nac¢des Unidas incluiu o cAdmio em sua
lista dos dez contaminantes mais perigosos. Plantas como a alface, a espinafre e o
repolho absorvem facilmente o cadmio do solo. Também o pasto comido pelo gado é
absorvido com facilidade, assim as pessoas acabam ingerindo cadmio através das
saladas e da carne bovina consumidas [13]. O cadmio ainda se acumula no leite,
ovos e carne, sendo que sua concentracdo nos tecidos € proporcional a sua

ingestao [14].

Em decorréncia de sua meia vida longa, € essencial que tomemos atitudes
preventivas a exposicdo ao cadmio que é um metal pesado: uma adequada
alimentacdo, baseada em alimentos organicos, com niveis suficientes de zinco,
cobre, ferro, célcio e selénio, mostra-se efetiva na diminuicdo da absorcdo deste
metal pesado, jA que o Cd ocupa sitio de acdo das metalotioneinas, que,
inicialmente deveriam ser ocupadas por minerais. Portanto, se 0s seus niveis
estiverem adequados, a ligacdo do Cd a essas enzimas é impedida e com isso, sua
excrecéo, facilitada [15].

O cadmio foi responsavel por problemas renais em pacientes humanos,
induzindo osteomalacia pela atrofia no tubulo proximal com alteracbes na
reabsorcéo de fosforo [16].

A ANVISA (Agéncia Nacional De Vigilancia Sanitaria) determina o cadmio
como contaminante em alguns alimentos de acordo com o Decreto n° 55.871, de 26
de Marco de 1965. A comissédo do CODEX ALIMENTARIUS (1995) [17] (anexos)
definiu  contaminantes como sendo qualquer substancia adicionada
involuntariamente ao alimento e que esta presente nesse como resultado da
producao.

Entre os elementos considerados toxicos, alguns possuem atividades

biologicas essenciais para o funcionamento do corpo humano. Entre estes



elementos esta o cromo, sua forma i6nica Cr (Ill) [18 e 19]. No entanto, se estes
elementos ultrapassarem a faixa 6tima de concentracdo, tornam-se toxicos para o
organismo. O intervalo entre caréncia e toxicidade dos elementos considerados
essenciais, varia de elemento para elemento, dependendo da sua natureza e da

funcao fisiolégica que possuem no organismo [20].

O objetivo de se sugerir o cromo como componente do suplemento alimentar,
voltado para o esportista, ndo decorre apenas da preocupacdo da ocorréncia de
deficiéncia do organismo, mas principalmente porque o cromo pode favorecer a via
anabdlica por meio do aumento da sensibilidade a insulina, que, por sua vez,
estimula a captacdo de aminoacidos e, consequentemente, a sintese protéica,
aumentando a resposta metabdlica adaptativa decorrente do proprio treinamento.
Isto pode acarretar em aumento do componente corporal magro devido ao ganho de
massa muscular. Ainda existe a especulacdo de um efeito lipolitico causado pelo
cromo, porém os resultados de estudos em humanos ainda sdo controversos. Por
outro lado, a suplementacdo de cromo pode auxiliar no controle da glicemia de
individuos diabéticos engajados em atividade fisica [21-27]. A Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) [28], por outro lado, ndo estabelece um valor seguro exato para a
ingestdo de cromo, mas relata que dosagens de 125 a 200 pg/dia além da dieta
habitual podem favorecer o controle glicémico e melhorar o perfil lipidico.

O cromo é encontrado em baixas concentracbes em vegetais frescos, frutas,
carnes e graos, contudo métodos de processamento, armazenagem e preparacao
podem alterar tanto a forma quimica quanto as concentracdes deste elemento.
Alimentos em meio acido podem apresentar altos niveis de cromo quando em
contato com materiais de aco inoxidavel. Os vegetais frescos, por exemplo,
apresenta de 30 a 140 pg kg* de cromo, enquanto algumas amostras enlatadas
podem conter até 230 pug Kg?; frutas frescas apresentam de 90 a 190 pg Kg? de

cromo e frutas enlatadas podem chegar até 510ug. Kg™ [29].

Em seres humanos, a espécie trivalente atua como um nutriente essencial.
O Cr (lll) potencializa a agao da insulina desempenhando, assim, um papel
importante no metabolismo de compostos como a glicose, proteinas e gorduras. Um
complexo formado entre o Cr (lll) e 0 &cido picolinico, o picolinato de cromo (Ill), tem
sido usado como um suplemento alimentar devido as suas supostas propriedades

antidiabéticas e como acelerador do metabolismo [30]. Também é atribuido ao
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cromo um efeito lipolitico que, somado a seus possiveis efeitos anabdlicos, estimula
principalmente o publico esportista ao uso do cromo como suplemento na dieta para
obtencgédo de efeitos desejaveis sobre a composi¢ao corporal [22].

Segundo a RESOLUCAO 269, DE SETEMBRO DE 2015 da ANVISA [31],
define valores para Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de proteina, vitaminas e
minerais para adultos, a Tabela 15, em anexos, mostra valores permitidos pela
ANVISA para cromo e para outros elementos de 35 pg.g* de cromo.

Porém, ainda nao foi definido nenhum limite superior toleravel de ingestéao
(UL), ou seja, o valor mais alto de ingestédo diaria continuada de um nutriente que
aparentemente ndo oferece nenhum efeito adverso a saude em quase todos o0s
individuos de um estagio de vida ou género [32].

Durante o exercicio o cromo € mobilizado de seus estoques do organismo
para aumentar a captacdo de glicose pela célula muscular, mas sua secrecéo é
muito mais acentuada em presenca de insulina. O aumento da concentracdo de
glicose sanguinea induzida pela dieta estimula a secre¢do de insulina que, por sua
vez, provoca maior liberacdo do metal. Ele em excesso no sangue ndo pode ser
reabsorvido pelos rins, sendo, conseqiientemente, excretado na urina. E comum
observar concentracbes altas de cromo na urina ap0s grande ingestdo de
carboidratos, principalmente na forma de agucares [21].

O ion Cr (lll) ndo é a forma mais toxica encontrada, porém esta forma
guando oxidado na forma de Cr (VI) é extremamente toxica ao organismo quando
ingerida em dosagens elevadas, segundo a OMS 0,05 mg.K, pelo qual os graves
problemas de intoxicacdo estdo relacionados. Uma possivel contra-indicacdo da
ingestdo de altas doses de Cr (lll) para o organismo refere-se ao prejuizo no estado
nutricional relativo ao ferro, devido ao fato de o cromo competir com o ferro pela
ligacdo com a transferrina (proteina responsavel pelo transporte de ferro recém
absorvido) [32 e33].

2.4. DETERMINACAO DE METAIS EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Alguns trabalhos foram feitos para a determinacao de Cd (ll), Cr (lll) e de
outros elementos em suplementos alimentares e em amostras sanguineas de
pessoas que utilizavam suplementos, utilizando técnicas espectroanaliticas.

Referindo as necessidades e/ou toxicidade desses elementos para o ser humano.
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DOLAN et al (2003) [34], determinaram as concentracdes de Cd, Pb, As e
Hg em uma variedade de suplementos alimentares com um énfase sobre produtos a
base de extratos de plantas, com limite de deteccdo 18, 25, 8,2 e 140 ng/L,
respectivamente, através da Espectrometria de Massas Com Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP- MS). A ingestdo de arsénio, cadmio, mercurio e chumbo foram
avaliados e os niveis estdo dentro do que sdo considerados seguros e toleraveis
descritos por vérias organizacdes de saude publica e nacional.

TUMIR, et al, (2009) [35], determinaram Pb, Cd, As, Hg, Cr, Ni e Zn em
suplementos alimentares que contenham vitaminas e /ou minerais (14 amostras),
erva e medicamentos a base de ervas (14 amostras), produtos a base de mel (1
amostra), e produtos de origem animal (1 amostra) através do G FAAS e vapor frio.
Os valores encontrados ndo séo considerados altos e ndo afetam a saude humana.

Para a determinacéo de K, Na, Mg, Al, Ca, Mn, Fe, V, Cr, Co, Ni, Se, Cd, Hg e
Pb, AVULA et al (2010) [36], utilizaram a técnica de ICP-MS na andlise de amostras
de suplementos dietéticos e plantas. O LD foi encontrado na faixa de de 0,005-1,09
ng / mL . Entre os elementos, K foi 0 mais abundante com 30,2 ng/mL , seguido por
Na, Mg, Al, Ca, Mn, e Fe, enquanto que V, Cr, Co, Ni, Se, Cd, Hg, Pb e estavam
presentes em baixas concentra¢des na maioria das amostras.

MELQUIADES, F.L et al (2010) [37], determinaram a sensibilidade de
deteccdo na forma de Oxidos mono elementares de Ca, Mn, Fe, Cu e Zn em
suplementos vitaminicos e minerais através do sistema portatil de fluorescéncia de
raio —X (PXRF). Fazendo a comparacdo dos resultados obtidos com os resultados
descritos na embalagem. Entdo se constatou que os valores encontrados estao
abaixo dos que estao no rétulo das amostras.

MORET.S et al (2011) [38], determinaram As, Cd, Hg e Pb em amostras de
suplementos de creatina, por meio de ICP-MS. Apenas o mercurio estava presente
em quantidades detectaveis (em niveis mais baixos do que 1 mg / kg).

PATLAR et al (2010) [39], determinaram Co, B,Cd, Cr, Ni, Mn, S, Zn, Fe e K,
utilizando a técnica de ICP OES em amostras de sangue de atletas praticantes de
Taekendor, onde relata os efeitos de 6 semanas a administracdo de 300 mg / dia de
vitamina E. Sete atletas do sexo masculino, pelos quais usavam suplementos

vitaminicos.
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KEATING et al (2011) [40], determinaram teores de chumbo em amostras de
sangue de criangas nigerianas que ingeriram suplementos a base de calcio, através
do ICP OES. Os niveis de chumbo encontrados nédo foram considerados téxicos.

No trabalho proposto por BOURGOIN et. al.[41] foram determinados Cd e Pb
em suplementos de calcio usando ICP-MS, F AAS, GF AAS e voltametria de
redissolucdo anddica (ASV). Os valores de concentracdo obtidos pelas diferentes
técnicas ndo apresentaram diferencas significativas. O LD para Cd foi 0,010, 0,024,
0,006 e 0,035 ug g* para ICP-MS, ASV, GF AAS e F AAS, respectivamente. Para
chumbo o LD foi 0,010; 0,120; 0,120 e 0,5 ug g* para ICP-MS, ASV, GF AAS e F
AAS, respectivamente.

SCELFO E FLEGAL (2000) [42], determinaram Cd em amostras de antiacidos
e suplementos de calcio empregando ICP-MS. O limite de quantificacdo obtido foi de

0,06 ug g*. Para o limite de detecgédo os valores encontrados foram baixos.

A Tabelal mostra maiores detalhes de trabalhos que foram realizados com
diferentes técnicas para a determinacao de Cd, Cr e outros metais em amostras de

suplementos.



Tabela 1: Estudos utilizando diferentes técnicas para determinacdo de metais em suplementos alimentares.
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Elementos

Tipo de Técnica de Método de LD Referéncia
suplementos determinacéo digestdo das
amostras
As, Cd, Hg e Vitamina A,D e ICP-MS Digestéo por 8,2; 18; 140; [34]
Pb Célcio microondas 25(ng/L)
Pb ,Cd, As ,Hg Vitaminas e GF AAS Digestéo por _ [35]
,Ni ,Cr e Zn minerais microondas
Cd, Co, Cr, Suplementos ICP-MS Digestédo por  0,005; 0,006; 0,007; [36]
Se, Mn, Hg, alimentares microondas 0,02; 0,08;0,011;
Rb, Pb, Sr, 0,013;0,015;0,026;
Cu, Ni, Ba, 0,028; 0,034; 0,038;
As, V, Zn, 0,079; 0,0104; 0,30;
Mg, Fe, Al, 033; 0,34, 0,53;
Na, CaeK 0,78; 1,09 e 30,23
(Mg/L)
Ca, Mn,Fe, Cu Vitaminas e Fluorescéncia de Raio-X Diluicdo em - [37]
eZn minerais acido borico
As, Cd, Hg e Creatina ICP-MS Digestéo por Somente o0 Hg esta [38]
Pb microondas dentro do Limite De
deteccgéo: 1,0 mg
/Kg. Os demais
elementos estao
abaixo do LD
Co, B, Cd,Cre Suplementos ICP-OES

[39]




Continuacado da Tabela 1: Estudos utilizando diferentes técnicas para determinacédo de metais em suplementos alimentares.
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Ni alimentares
Pb Suplementos Espectrofotometro de 11,1 + 7,8 pg/dL [40]
alimentares UV/Vis e ICP-OES
0,010; 0,024; 0,006
CdePb Suplementos de ICP-MS, ASV, GF AAS e [41]
. e 0,035; 0,010,
calcio F AAS
0,120, 0,120e 0,5
(Mg g7

Cd Suplementos de ICP-MS e [42]

calcio

*Digestao com HCI e submetida ao refluxo.
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A determinacao de impurezas em diferentes etapas do processo de obtencao
de produtos farmacéuticos € de fundamental importancia para garantir a qualidade do
produto final, bem como para prevenir riscos a saude humana. Entre as impurezas
que podem estar presentes nos farmacos estdo os metais pesados, que podem ser
introduzidos por diversas fontes durante o processo de fabricacdo dos medicamentos
[43]. Elementos tais como o chumbo, cadmio e mercurio apresentam toxicidade

mesmo quando presentes em baixas concentragoes [44].

2.5. DETERMINACAO DE Cr (Ill) E Cd (Il) POR F AAS UTILIZANDO O
METODO DE PRE-CONCENTRACAO POR EXTRACAO EM PONTO NUVEM

A extracdo em ponto nuvem (EPN) tem sido utlizada para a pré-
concentracdo de espécies de diferentes naturezas [45-47]. Este método se baseia
na propriedade de solucdes aquosas micelares de surfactantes tornarem-se turvas
guando alteradas algumas condi¢Bes, como temperatura, adicdo de sais [48]. Desta
forma, a solucdo micelar aquosa separa-se em duas fases isotrépicas: uma fase rica
em surfactante e de pequeno volume e uma fase pobre (aquosa). Qualquer
componente que se liga ao agregado micelar em solucdo pode ser extraido da

solucéo original, sendo assim concentrado no volume da fase rica [47].

Surfactantes sdo substancias tensoativas formadas por moléculas anfifilicas,
Ou seja, que possui em sua estrutura duas regides bem definidas: uma de carater
hidrofilico e outra de carater hidrofébico. A regido polar dessas moléculas é
usualmente conhecida como cabeca (hidrofilica) e a regido apolar é denominada

como cauda (hidrofébicas) [48].

Os surfactantes sao classificados segundo sua polaridade em: nao i6nicos
(ndo apresentam cargas), ibnicas ou anfoteros (com cargas positivas ou negativas
na molécula) e zwitteribnicos. A caracteristica oposta (cauda hidrofébica e cabeca
hidrofilica) em uma mesma molécula leva a um fendmeno de associacao
espontaneo, a partir de uma determinada concentracdo do tensoativo, que €
conhecida como concentracdo micelar critica (CMC) [49-51]. Acima dessa
concentracdo sao formados agregados conhecidos como micelas. Entre os
surfactantes, o mais empregado € o octilfenoxipolietoxietanol (Triton X-114, um

surfactante néo idnico) devido ao seu baixo custo.
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A CMC né@o é uma concentracdo unica, mas sim uma estreita faixa de
concentracdo acima da qua algumas propriedades sao alteradas. A estrutura do
surfactante (tamanho da cadeia hidrocarb6nica) € um fator que a CMC depende [52].
A presenca de eletrolitos pode interferir na formacéo das micelas, dependendo das

caracteristicas do eletrolito.

Dentre as vantagens da EPN pode-se citar que é um procedimento
experimental relativamente fécil, de baixo custo, com bons fatores de preé-
concentracdo e ecologicamente apropriados. Assim, a EPN visa o uso de métodos
analiticos envolvendo substéncias ndo toxicas e gera baixas quantidades de

residuos.

A espectrometria de absor¢do atbmica com chama (F AAS), é uma técnica
comumente empregada para a deteccdo dos elementos investigados apos a pré-

concentracdo com uso da EPN.

A espectrometria de absor¢cdo atbmica por chama é o mais utilizado de todos
0s métodos espectroanaliticos. E raro encontrar um laboratério de anélise de rotina
gue nao possua um espectrbmetro de absorcdo atdbmica com chama. Sua
popularidade decorre por caracteristicas como simplicidade, robustez, seletividade,
ampla faixa linear e baixo custo. Pode-se fazer uso de tal método diferentes formas
de leitura direta ou pré-concentracgao.

Diante das vantagens do método de pré-concentracdo da EPN, este método
foi utilizado para o desenvolvimento deste trabalho para obtencdo de resultados
satisfatorios na deteccdo dos ions metalicos Cd (II) e Cr (lll) e amostras de

suplementos alimentares.

A eficiéncia de nebulizacdo da técnica do F AAS, pode aumentar com 0s
surfactantes (raramente sdo téxicos) durante a EPN. Cujas vantagens sdo a
simplicidade, rapidez e eficiéncia na pré-concentracdo de ions metalicos em solucéo
[51]. A quantidade de reagentes utilizados € pequena, o que reduz 0s custos e a
guantidades de residuos produzidos. As maiores dificuldades estéo relacionadas a
escolha do complexante mais adequado para reagir seletivamente com o elemento

de interesse e ao controle de pH do meio.
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O trabalho publicado por Chen e Teo,( 2001) [52] descreve a determinacéo
de Cd, Pb, Cu e Zn por F AAS em diversas amostras de agua submetidas a EPN
utilizando como agente complexante o 1-(2-tiazolilazo)-2-naftol (TAN) e Triton X-114

como surfactante.

No trabalho proposto por KELKOLEVAI, et al, (1999) [53], foram
determinados Cd, Co, Ni e Pb em amostras de acUcares, sorbitol, manitol,
paracetamol, amidopirina, hidrato de cloral.

CHUAN et. al, (2000) [54], desenvolveram uma metodologia para a
determinacdo de Pb, Cd, As, Hg, Cu, Co e Mn em diversas plantas medicinais
chinesas utilizando diferentes técnicas espectrométricas (espectrometria de
absorcdo atbmica com chama - F AAS; espectrometria de absor¢do atdbmica com
forno de grafite - GF AAS; espectrometria de absorcdo atdmica com geracdo de
hidretos - HG AAS; espectrometria de absorcdo atdmica com geracédo de vapor frio -
CV AAS).

MATOS et al, (2009) [55], utilizaram a extracdo em ponto nuvem, com intuito
da especiacdo de cromo (Cr (llI)/Cr (VI)), complexando o Cr (lll) com o reagente
PAN , em seguida fez-se a extracdo com Triton X-114 e determinacéo por F AAS. A
concentracdo de Cr (VI) foi calculada pela diferenca entre a concentragcéo de Cr-total
e de Cr (lll). O método foi aplicado com sucesso para amostras de efluentes de
indastria de couro.

SUSSULINE & ARRUDA (1980) [56], determinaram cromo em amostras de
agua por FAAS ap6s EPN com 8-hidroxiquinolina como complexante e Triton X-114
como surfactante. Um limite de deteccdo de 0,21 pg.L? foi obtido utilizando uma

solucéo de 5% m/v de NaCl como agente de separacéo de fases.

PALEOLOGOS et al(2001) [57], aplicaram a EPN para a especiacdo redox
de cromo em amostras de agua por FAAS. Como agente complexante foi utilizado o
APDC, e como surfactante o Triton X-114. Variando o pH e a temperatura de
complexacdo e utilizando uma solugdo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)
para eliminar as interferéncias de alguns concomitantes,geralmente o Fe (lll), que
competem com o cromo na reacdo com APDC, foi possivel a determinagcao de Cr
(1l1) e Cr (VI) pela diferenca entre o teor de cromo total e Cr (VI) determinados pelo

método.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Desenvolver um método de extracdo e pré-concentracdo empregando o
ponto nuvem para determinacédo de Cd (llI) e Cr (lll), em suplementos alimentares,

através da espectrometria de absorcao atémica com chama (F AAS).

. 3.2. Especificos

" Otimizar as condi¢bes (pH da solucdo, concentragcdo do reagente
complexante PAN , temperatura do banho-maria, tempo de centrifuga e tempo de
resfriamento) do método de extracdo em ponto nuvem,;

" Validar a metodologia desenvolvida através da obtencdo de suas
figuras de mérito como limite de detecc¢éo, precisao, exatidao e robustez;

. Aplicar o método desenvolvido para determinacdo de Cd (1) e Cr (Ill)

em amostras de suplementos alimentares.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Equipamentos e materiais utilizados

o Espectrometro de absorgao atdmica com chama ar/acetileno, da marca
PERKIN ELMER, modelo Analyst 200;

o Chama: gas oxidante ar;

o Fontes de radiacao foram usadas lampadas de catodo oco de cadmio e
cromo, cujos comprimentos de onda (A) sao 288,8 nm e 357,9 nm, respectivamente;

. Slit (fenda): 2,7/0,8 nm;

. Fluxo de gas oxidante (L/min.): 10,00;

. Fluxo do gas acetileno (L/min.): 3,30;

o Balanca analitica SARTORIUS, modelo BL D105;

. Centrifuga BioEng, modelo BE 5000;

. Tubos de 10 mL para centrifuga;

o Micropipetas;

. Estufa EuroBras;

o Geladeira Consul Slim 170

. Medidor de pH digital QUIMIS;

o Equipamento para banho Maria Soc Fabel Ltda, modelo 110;

o Sistema para purificacdo de agua QUIMIS, Séo Paulo, Brasil;
4.2. Reagentes e solucdes

4.2.1. Solugdes de Cd (Il) e Cr (1)

. As solucbes de cadmio foram preparadas diariamente a partir de uma
solucdo estoque de 1.000 pg.mL* e a partir desta diluiu-se para 25 pg.L*de Cd (ll) e
500 pg.L* para o Cr (llI).

4.2.2. Solugbes-tampao

Para fazer a pré-concentracdo dos metais Cd (ll) e Cr (Ill) variando os valores de
pH com as solucdes tampao acetato de sodio/ acido acético de pH 3,8; 4,5; 5,0; 6,0,

solucdo tampao borato de sodio de 7,5; 8,0 e 8,5 e solugdo tampao amoniacal preparado
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a partir do sal anidro NH4Cl e a solugéo de hidroxido de sédio, NaOH de pH 9,0; 9,5, 10 e
11, todos com na concentracdo 0,1 mol/L e o pH foi ajustado com as solu¢cées de NaOH e
HCI.

4.2.3. Solugdes do reagente complexante PAN

A solucéo de do agente complexante PAN foi preparada a partir da pesagem
de 0,0797664 g. Esta massa foi solubilizada em etanol P.A, e transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL, diluindo até obter as concentragées 6,4x102 para o Cr
(1) e 1,28 x 102 mol.L* para o Cd (Il).

4.2.4. Solucéo do surfactante Triton X-114 a 5%(v/v)
Preparou-se uma solucdo de Triton X-114 a 5%(v/v) a partir de uma solucéo
de 100% e diluiu-se para 100 mL.

4.2.5. Solucéo do eletrélito KCl a 6% (m/v)

Preparou-se uma solugéo de KCl a 6%(m/v), para isso pesou-se 6,073 g do
reagente solido em um béquer, solubilizou-se e transferiu-se quantitativamente para
um balédo volumétrico de 100 mL, em seguida transferiu-se para um recipiente com o

mesmo volume.
4.3. Amostras de suplementos alimentares

As amostras dos suplementos alimentares, BCAA e Termogénicos, foram

adquiridos em diferentes estabelecimentos comerciais da cidade de Jequié-BA.
4.4. Preparo das amostras de suplementos alimentares

As amostras dos BCAA’s e termogénicos, foram devidamente pesadas
aproximadamente 0,1 g, em seguida adicionando 2 mL do acido nitrico a 4,0 mol.L!
e logo adicionando 0,5 mL de H202 em bombas de teflon. Passando por
aguecimento na estufa por 4 horas na temperatura de 160° C. Ao serem retiradas da
estufa, deixou-se esfriar a temperatura ambiente e depois ajustou-se o pH e fez-se a

pré-concentracdo com as condigdes ja otimizadas.
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4.5. Procedimento para extragdo no ponto nuvem

Uma solucdo de 100 mL, contendo Cd (II) ou Cr (lll) tendo seu pH ajustado
para 8,5 e 9,5, respectivamente, foi retirada aliquotas em tubos com volume final de
10 mL. A esses tubos foi acrescentado 200 e 300 pL do reagente PAN,
posteriormente 500 pL do surfactante Triton X-114 a 5% (v/v), e 500 e 700 pL do
eletrdlito KCI a 6% (m/v) para Cd (Il) e Cr (lll), em seguida, o tubo foi submetido ao
banho-maria por 10 e 20 minutos respectivamente, logo apos foi levado a centrifuga,
A rotacao utilizada pela centrifuga foi de 3500 rpm, por 10 minutos para o Cd(ll) e 20
minutos para o Cr (lll). O tubo foi levado ao sistema de refrigeracdo por 7 e 18
minutos para o Cd (IlI) e Cr (lll), respectivamente. Em seguida, descartou-se a fase
aguosa e a fase rica em surfactante foi adicionada com 700 pL de HNOs a 0,1 mol/L.
Para realizacdo dos brancos seguiram o0 mesmo procedimento ja descrito acima.
Todos os procedimentos foram realizados em triplicata. O procedimento da EPN é

mostrado através do esquema na Figura 3.

Figura 3: Representacdo esquematica de uma extracdo em ponto nuvem
convencional: (A) Solucéo original com o analito em baixa concentracéo, (B) Adi¢ao
de surfactante na solucéo da amostra para a formagcéo do meio micelar e captura do
analito no nucleo hidrofébico, (C) Separacdo da fase micelar ap6s aquecimento e

centrifugacéo [58].
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4.6. Validagcéo dos métodos analiticos
4.6.1. Faixa dinamica linear

As faixas de estudo para a construcdo das curvas analiticas tiveram as
seguintes concentragdes: 0,0; 10; 15; 25; 40; 50; 75 e 100 ug g, para Cd (ll) e 0,0;
100; 200; 300; 400; 500; 600 e 700 ug gt para Cr (llI).
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As faixas dinamicas lineares do método proposto obtiveram o0s seguintes
valores: para o Cd (l) 2,33 a 100 ug glcom (R?=099901) e Cr (lll) 10,85 a 700 ug g
1, com (R2=0,9993).

4.6.2. Limites de detecc¢éo e quantificacao
Limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) sdo utilizados para
demonstrar a habilidade do método em quantificar e/ou detectar a quantidade

minima do analito.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados de acordo com
as equacdes 01 e 02 através do método baseado em parédmetros da curva analitica
[57].

LD =3,3 X z (Equacdo 01)
LQ =10 X E (Equacéo 02)

Sendo s é a estimativa do desvio padrdo do coeficiente linear e S das médias o

coeficiente angular das curvas analiticas.
4.6.3. Preciséo

A precisdao do método proposto foi avaliada através da repetividade e da
precisdo intermediaria. Para a repetitividade, 10 replicatas da amostra de
suplemento foram analisadas pelo mesmo analista utilizando o mesmo procedimento
e 0 mesmo equipamento no mesmo dia. Ja para avaliar a preciséo intermediaria, as
amostras foram analisadas por diferentes analistas utilizando o mesmo
procedimento (1°, 5° e 8° dia para o Cd, 1°, 3° e 9° dia para o Cr). Os resultados

obtidos foram expressos como desvio padrao relativos.

RSD (%) ou CV(%):i: % 100 (Equacéo 03)

A estimativa do desvio padréo (s) ou desvio padrao relativo (RSD).
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4.6.4. Exatidao
4.6.5. Adicao e recuperacao

A exatiddo do método foi avaliada através da adicéo e recuperacao de Cd e
Cr em concentracdes conhecidas nas amostras de suplementos. Com adi¢céo de 20,
40 e 60 pg/L para Cd (Il) e 200, 400 e 600 pg/L de Cr (l1I).

4.6.6. Estudo de interferentes

As solucdes utilizadas para teste de interferentes foram preparadas pela
dissolucéo das solucbes padrao dos ions interferentes em frascos de 100 mL cada
com acido nitrico 5% (v/v) e completadas com agua desionizada. Onde foram
adicionados as solucdes de Cd (II) e Cr (lll) a 25 pg/L e 500 pg/L, respectivamente.
Variando as concentracdes nas proporcdes de 1: 1 até 1: 10.000.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Otimizacdes para os metais Cd (II) e Cr (llI)
5.1.1. Otimizacdes do pH

A influéncia do pH na complexacéo dos ions metalicos com o reagente PAN
critica em EPN. Geralmente os agentes complexantes sdo bases de Lewis (doam
pares de elétrons) ou bases de Bronsted (recebem prétons), logo o pH controla a
interacdo dos ions metélicos com o agente complexante. Assim otimizacao na EPN,
o pH foi variado na faixa de 3,0 a 11, utilizando solu¢des-tampéo acetato (3,0 - 6,0),
borato (7,0 - 8,5) e amoniacal (9,0 - 11,0). A Tabela 2, mostra o resultado do efeito
do pH na extracéo de Cd (Il) e Cr (lll) pelo qual se observou a formacéo da turbidez

da solucéo.

Tabela 2: Estudo do pH para pré-concentragdo dos ions Cd (ll) e Cr (lll) na

EPN na formacgéao da turbidez com o uso do reagente PAN.

Tampéo
(" acetato

6,0 Nao Nao

- - 74
7,0 Sim Sim
7,5 Sim Sim

: : Tampéo
8,0 Sim Sim 4 B io
9,0 Sim Sim
9,5 Sim Sim "

Tampao

10,0 Sim Sim amoniacal
11,0 Sim -
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Foram feitos testes, em triplicata, para encontrar o pH ideal para a pré-
concentracdo dos ions Cd (II) Cr (lll) na EPN. Com o intuito de estudar qual o
melhor para a extracdo dos metais em ponto nuvem. O pH o6timo foi 8,5 e 9,5,
nesses pH promoveram uma melhor extracdo do analito. Isso pode ser observados
através das Figuras 4 e 5 onde foram obtidas as extragbes maximas dos analitos
estudados. Escolheu-se 9,25 para Cr (Ill) porque assim garantiu uma maxima
sensibilidade. Observa-se um decréscimo da extracdo em pHs abaixo de 9,0 e

acima de 9,5.

Figura 4: Otimizac&o do pH para a pré-concentracdo do ion Cd (II).
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Figura 5: Otimizacao do pH para a pré-concentracdo do ion Cr (ll1)
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5.1.2. Otimizacdo da concentracdo do reagente complexante 1-(2-
Piridilazo)-2-Naftol (PAN)

O reagente complexante 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN), foi escolhido pela
ampla faixa de pH entre 2,5 e 12 e complexa com muitos elementos, formando
complexos coloridos onde muitos insollUveis em agua. A otimizacédo da concentracao

de PAN para extracdo de Cd (ll) e Cr (lll), € mostrada nas Figuras 6 e 7.

O estudo da quantidade do agente complexante na EPN para extracdo dos
ions metélicos de interesse foi realizado variando-se a concentracdo do reagente
complexante na faixa de 4,5x102 mol L' a 5,12x10! mol L*. As maiores
quantidades de metal extraidas foram observadas quando as concentracdes do PAN
foram de 6,4x10?mol L para Cd (Il) e 1,28x10 " mol L para Cr (llI).

Uma diminuicdo da extracdo foi observada quando utilizados valores
superiores a 6,4x102 mol L e 1,28x10 " mol L. Este resultado pode ser explicado
pela diminuicdo da solubilidade do agente complexante PAN. A solubilidade do PAN
pode ser influenciada pelo pH, temperatura, e a concentracdo do sal utilizado. A
esse efeito denomina-se salting in.

. Em quantidades menores, observa-se uma extracdo menor, pois ndo ha
uma concentracdo do agente complexante suficiente para complexar todos os ions

metalicos em solucéo.
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Figura 6: Otimizacdo do complexante PAN para a pré-concentracao do ion
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Figura 7: Otimizacéo do complexante PAN para a pré-concentragdo do ion Cr
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5.1.3. Otimizacao do volume do reagente PAN

Para se estabelecer o volume 6étimo para o volume do reagente complexante

PAN para os ions Cd (Il) e Cr (lll) para melhor extracdo dessas espécies, foram
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feitos testes em triplicata. Observou-se que (Figuras 8 e 9), foi o volume de 300 pL
considerado o Otimo para ambos os ions. Pois, as melhores extracbes foram
referentes a esse volume. Volumes menores que 300 pL obtiveram extracbes
inferiores, isso devido ao fato de ndo conter quantidade de reagente suficiente para
complexar os ions metalicos em solucdo. Para volumes maiores que o escolhido, a
guantidade de reagente estava em excesso na solucdo e com isso estava
adicionando alcool, causando maior solubilidade e como consequéncia aumentando

a viscosidade (efeito salting in).

Figura 8: Otimizac&o do volume do reagente PAN para a pré-concentracao
dos ions Cd (II).
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Figura 9: Otimizacao do volume do reagente PAN para a pré-concentracao
dos ions Cr (lII).
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5.1.4. Otimiza¢cdes da temperatura e o tempo de banho-maria

Os procedimentos de extragdo no ponto nuvem que geralmente utilizam,
Triton X-114 como surfactante, necessitam de uma etapa de aquecimento para
atingirem o ponto nuvem, pelo qual é conduzido por banho-maria utilizando uma
chapa de aguecimento, microondas doméstico ou ainda o proprio sistema de banho
maria.

Os valores obtidos para a otimizacao da temperatura do banho-maria para o
cadmio e cromo, foram estabelecidos através de testes e triplicata. Variando a
temperatura de 0 a 120 °C para ambos 0s metais. Os valores considerados 6timos
foram de 35°C para o Cd (Il) e de 40°C para o Cr (lll), pois obtiveram as melhores
extracbes. Para temperaturas inferiores as percentagens de extracdo foram
inferiores, pois ndo foram suficientes para se alcancar o ponto nuvem. Ja as
temperaturas maiores aumentam a formacgdo das micelas e isso aumenta a

viscosidade. Os valores otimizados sdo demonstrados nas Figuras 10 e 11.
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Figura 10: Otimizacdo da temperatura do banho-maria para Cd (II).
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Figura 11: Otimizacdo da temperatura do banho-maria para Cr (ll1).
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Para o estudo do tempo do banho maria, foram estudados e o0s valores
o0timos estudados para Cd (Il) e Cr (lll). Eles foram 10 e 20 minutos,
respectivamente, pois apresentaram maiores extracfes dos dois ions. Além disso,
tempos mais elevados poderiam decompor as amostras com a elevagao do tempo e

da temperatura e consequentemente perder os analitos, além de aumentar a
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temperatura do ponto nuvem, formando mais micelas e aumentando a viscosidade
da solugdo. Tempos inferiores poderiam nao ser suficientes para alcancarem o
ponto-nuvem e obter as extracfes necessarias. As Figuras 12 e 13 mostram 0s

valores ja otimizados.

Figura 12: Otimizagéo do tempo do banho maria para o Cd (II).
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Figura 13: Otimizacdo do tempo do banho maria para o Cr (lll).
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5.1.5. Estudo do tipo e do volume de eletrdlito

A adicdo de eletrélitos a solucdo pode interferir na formacédo das micelas,
dependendo das caracteristicas do eletrolito. Neste método de extracao por ponto
Nuvem a adicdo de eletrélito € muito importante, j& que, sem em adi¢ao do eletrdlito,
a temperatura do sistema diminui e apds a centrifugacao, toda a solucao volta a ser
monofasica, onde o surfactante e o complexo metalico regressam para o0 meio
aguoso, fazendo com que a eficiéncia da extracdo diminua [58]. O eletrélito pode
interferir na formacéo das micelas, dependendo de suas caracteristicas. Eletrolitos
como cloretos, sulfatos e carbonatos possuem efeito salting-out, o que faz reduzir a
temperatura do ponto nuvem, consequentemente facilitando o processo de
separacdo de fases. Testes com eletrélitos foram feitos para observar qual agiu
como agente separador de fases. Assim foram o KCI, NaCl, Na2SO4 e sem adicao
de sal, todos realizados em triplicata.

Para ambos os metais o melhor eletrdlito estudado foi o KClI,pois
apresentou melhores, pois 0os demais sais ndo aumentaram a forca idnica o
suficiente para que haja separacdo de fases. As Figuras 14 e 15 mostram o0s
resultados da otimizagéo.

Figura 14: Otimizag&o do estudo do eletrdlito para o Cd (II).
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Figura 15: Otimizacdo do estudo do eletrélito para o Cr (l11).
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O estudo do volume do eletrdlito, foi feito variando os volumes de 100 a
1000 pL na concentracdo do KCl a 6 % (m/v) para os metais Cd (Il) e Cr (lll), este
experimento foi feito em triplicata. As Figuras 16 e 17 mostram que os volumes
otimos do eletrdlito para o Cd (Il) e Cr (lll) foram 800 e 500 pL, respectivamente.
Volumes maiores se observou a queda na extracdo devido ao aumento da
viscosidade da solucdo, pois houve um excesso de eletrélitos na solucéo,
aumentando a salinidade. Enquanto que volumes menores que o estabelecido néo
teve 0 mesmo efeito, pois nao teriam forca idnica suficiente para separar as fases e

NAao ocorreria uma extragao eficiente.

Figura 16: Otimizacdo do volume do eletrélito para o Cd (ll).
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Figura 17: Otimizac&o do estudo do volume do eletrélito para o Cr (lII).
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5.1.6. Estudo do tipo e volume do solvente dispersor

Foram escolhidos cinco tipos de solucdes dispersivas, para o teste para
ambos os metais, Etanol/HNOs 0,1 mol/L, Etanol/HCI 0,1 mol/L, HNOs 0,1mol/L,
Etanol e HCI 0,1 mol/L. A Figura 18 mostra que o melhor solvente dispersor para
diminuir a viscosidade foi o HNO3 0,1mol/L para Cd (Il) e Cr (lll), pois apresentou
melhores extracdes dos ions metalicos. A utilizagdo do HNOs como solvente
dispersor, favoreceu a dissolucao e reduziu o efeito negativo, ou seja, a viscosidade,

homogeneizando a solucdo para fazer a leitura no equipamento, pois caso houvesse



34

residuos solidos poderia comprometer o sistema de nebulizacdo do equipamento

entupindo os capilares e o proprio sistema.

Figura 18: Otimizacado do tipo do solvente dispersor para os metais Cd (ll) e Cr (llI).
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O volume do solvente foi otimizado através de testes para os dois metais,
onde se concluiu que o volume do solvente dispersor foi 0 mesmo para Cd (Il) e Cr
(1l1). O aumento da extracéo foi observada devido a dispersdo da fase rica, 0 que
favoreceu uma melhor dissolucéo. A queda da extracdo dos analitos se deu com o
aumento do volume do solvente, dispersando ainda mais a fase rica,
consequentemente aumentando a viscosidade. A Figura 19 mostra o valor

otimizado para 700 pL.
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Figura 19: Otimizacéo do volume do solvente dispersor para Cd (ll) e Cr
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5.1.7. Otimizacao do tempo na centrifugacéo

O estudo do tempo de centrifugacdo foi importante para otimizar uma
melhor separacdo das fases e determinacdo das espécies escolhidas. Os tempos
estudados variaram de 5 a 30 minutos para ambos 0os metais. As Figuras 20 e 21
mostram os estudos de otimizacdo para os valores escolhidos para o Cd e o Cr,
sendo 15 e 20 minutos, respectivamente. Tempos menores nao proporcionaram
uma separacdo tdo eficaz quanto aos tempos 6timos. Um aumento no tempo de

centrifugacdo ndo tem um efeito significante na extragcdo do analito. Porém,
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observou-se uma ligeira queda na extracdo, isso porque houve uma separagao

demasiada de fases, aumentando a viscosidade da solugao.

Figura 20: Otimizacdo do tempo de centrifugacao para o Cd (Il).
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Figura 21: Otimizacéo do tempo de centrifuga para o Cr (Il).
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5.1.8. Otimizag&o do tempo de resfriamento

A separacao fisica das fases segregadas é facilitada pela diferenca de
densidade entre ambas. O estudo do tempo de resfriamento variou de 0 a 40
minutos para Cd (II) e Cr (lll). Mesmo o tempo 0, ou seja, que n&o foi submetido ao
banho de resfriamento, para o Cd (ll), as melhores extracdes foram observadas no
tempo de 3 minutos. Ja para o Cr (Ill) o melhor tempo foi de 20 minutos. Onde os
brancos também obtiveram o mesmo tratamento. Tanto para Cd quanto para Cr, se
observou que as extracdes cairam com o aumento do tempo em que as amostras
foram submetidas ao banho de resfriamento, isso porque a medida que as amostras
ficaram submersas no banho de resfriamento, a temperatura do ponto nuvem
diminuiu e causou um aumento na viscosidade da solugcdo. As Figuras 22 e 23

mostram os resultados ja obtidos.

Figura 22: Tempo de otimizacao de resfriamento da fase micelar do surfactante para
o Cd (IN).
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Figura 23: Tempo de otimizagdo do resfriamento da fase micelar do surfactante para
o Cr (ll).
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5.1.9. Otimizacao da concentracdo de HNOs para digestao das amostras

O processo de digestdo das amostras deve apresentar simplicidade, rapidez,
utilizar pequenos volumes de acidos, permitir a dissolucdo de grande numero de
amostras e produzir resultados precisos e exatos, € importante a obtencdo no
preparo de amostras em menos tempo, podendo conter a minima contaminagéo

possivel e baixa geracdo de residuos [59 e 60].
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A etapa mais critica e que apresenta maior custo da analise é o preparo das
amostras. Pois, consome aproximadamente 60 & 80% de todo o processo analitico,
entdo, esta tdo vulneravel a 30% dos erros totais nos procedimentos [59, 61-63].

Com elevadas concentragdes e grandes volumes do acido, muitos sdo 0s
problemas encontrados, como residuos gerados pelos quais podem levar a danos
ao meio ambiente. Assim, novas metodologias sdo desenvolvidas com o intuito de

reduzir o volume e a concentracdo do acido.

5.2. Digestao das amostras

Foram ajustados os pH’s das amostras em aproximadamente 8,5 a 9,5 com
solucdes de NaOH com pH elevado e NaOH 0,5 mol.L (padronizado) e HCI diluido.
Posteriormente, foram adicionados os tampdes borato e amoniacal, com pH entre
8,0 a 9,5, para Cd (Il) e Cr (lll), respectivamente, sendo preparados para a pré-

concentracao.

Foram estudados parametros para a obtencdo da melhor concentracdo do
HNOs para a digestdo das amostras, variando as temperaturas de digestdo. A

Tabela 3 mostra os valores estudados.

Tabela 3: Parametros estudados para otimizacdo da concentracdo do HNO3 para
digestdo de amostras.

Concentracao Avaliacéo da Concentracao Avaliacao da
de HNOs a 110°C Digestéo de HNOs a 160°C Digestao
(mol.L?) (mol L)

3 N&o houve 3 N&o houve
digestao digestao
completa completa

4 Nao houve 4 Houve digestao
digestao completa
completa

7 Nao houve 7 Houve digestao
digestao completa

completa
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O tempo definido e fixo para a digestdo foi de 4 horas. Concluindo que a
concentracdo de 7,0 molL' na temperatura de 160°C , apesar de digerirem
completamente a amostra, agridem demasiadamente o meio ambiente, pois diminui
o pH, causando estragos na natureza. Além da maior acidez residual e ha um maior
gasto de solucdo. Sendo que a concentracdo de 4,0 mol L obteve os melhores
sinais analiticos, menores brancos analiticos e com menor gasto de solucdo e

menores agressdes ao meio ambiente.
5.3. Volume da solugao tampao

Para a otimizacdo da quantidade do tamp&o adicionada na amostra foi
estudada, para o Cd (Il) tampéao borato com pH 8,5 e para o Cr (lll) 9,25, ambos com
concentracdo de 0,1 mol/L. Variou-se os volumes de 5 a 25 mL em um baldo de 100
mL do qual se retirou aliquotas e as transferiu para o tubo cujo volume final foi de 10
mL, sendo em triplicata o procedimento, para estudar qual o volume capaz de
tamponar o meio para formar complexos dos metais. O melhor valor encontrado foi o
de 20 mL para ambos os metais, pois obteve as melhores extracbes dos analitos.
Volumes menores ndo obtiveram boas extracfes, devido a uma pequena quantidade
da solucdo tampado presente. J4 volumes maiores ficaram em excesso e as
quantidades do agente ligante ndo foram suficientes para complexar os ions, o que
causou uma queda nas extraces do ion Cr (lll). Os resultados estdo expressos nas
Figuras 24 e 25.

Figura 24: Otimizacdo do volume adicionado do tampéao borato para o Cd
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Figura 25: Otimizacdo do volume adicionado do tampao amoniacal para o Cr
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6. CARACTERISTICAS ANALITICAS E DETERMINAGCAO DE Cd (Il) E Cr
(1) NAS AMOSTRAS DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES
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A ANVISA determina que os niveis de metais pesados como Cd (Il) e Cr (lll)
devem ser mantidos no limite ou abaixo do determinado. Segundo o Informe Técnico
n. 64, de 02 de dezembro de 2014 (em anexo), pelo qual fala sobre esclarecimentos
sobre o uso de minerais quelatos em alimentos. Onde diz que: “Recentemente, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) [64] tem recebido diversas
dendncias acerca da comercializagdo de produtos contendo determinados minerais

quelatos, especialmente em suplementos minerais e vitaminicos.”

As condicbes de comparacfes sao feitas pelo Painel Cientifico dos
Contaminantes da Cadeia Alimentar (painel CONTAM) da Autoridade Europeia para
a Seguranca dos Alimentos (AESA) [65].

Através do método desenvolvido neste trabalho, foi possivel determinar
Cd(Il) e Cr(lll) nas amostras de suplementos alimentares. Os resultados da pesquisa

estdo disponiveis na Tabela 4 com as caracteristicas analiticas.

Tabela 4: Caracteristicas Analiticas do Método Proposto para o Cd (ll) e Cr

(.
Caracteristicas Cd (1) Cr (lln)
Faixa dinamica linear 0,233 a 10,0ug. g* 1,08a 7,0 ug. gt

Limite de Deteccgéo (LD) 0,08 pg.g* 0,361 pg.g*
Limite de Quantificacdo (LQ) 0,233 ug.g? 1,08 pug.g?
Fator de Enriquecimento (EF) 17 22

indice de Consumo (IC) 0,60 mL 0,50 mL

Equacéao de Calibracao Y=0,002040x + 0,000719 Y=0,0002x + 0,0009

Linearidade (coeficiente de R2=0,99901 R2=0,9993

determinacao)

As faixas lineares do método proposto foram avaliadas de acordo com a

preparacéo das curvas analiticas na faixa de 0 a 10,0 ug g'parao Cd (Il) e 0 a 7,0
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ug.g?! para o Cr (lll). Foram escolhidas as faixas de linearidade diferentes para os
dois metais devido a sensibilidade do equipamento do F AAS, onde ndo mostrou
muito sensivel ao Cr (ll), tendo assim uma concentracéo maior que a do Cd (ll).

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) para a determinacao de
Cd (I) e Cr (Ill) em amostras de suplementos alimentares foram calculados com os

parametros citados Na sessao 4.6.2.

7. Precisao

Neste trabalho, foi utilizado o calculo do desvio padréo relativo (RSD) para
avaliar a repetitividade e a precisdo intermediaria. Onde sua expresséo € dada na

Equacédo 3 do item 4.6.3.

7.1. Repetitividade

Para estabelecer o critério de validacdo deste trabalho, utilizou-se o desvio
do padrao relativo (RSD), menor ou igual a 15%, que est4 de acordo com o pré-
estabelecido pelo Guia da ANVISA, para quantificacdo em métodos bioanaliticos
[66]. Avaliando os resultados para repetividade verificou-se que os resultados estao

abaixo de 15%, confirmando ser um método repetitivo.

O analista fez o procedimento, como descrito na sessao 4.5, de repetitividade
em um Uunico dia, repetindo 10 vezes, realizando o mesmo método de pré-
concentracéao utilizando as concentracdes de 25 ug/L para Cd (1) e 500 ug/L para Cr
(1) (Tabela 5).

Tabela 5: Coeficiente de variacdo da repetitividade do método para os metais Cd(ll)
e Cr(ll).

Metal RSD (%)
Cd (1) 1,32%
Cr (1) 0,79 %

7.2. Precisdo Intermediaria
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A precisdo intermediaria das amostras foi avaliada em diferentes dias. Neste
trabalho variou as condi¢cdes de dois analistas, em dias diferentes. Os resultados de
precisdo intermediaria estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.

Tabela 6: O RSD obtido para avaliacdo da precisédo intermediaria na determinacao
de Cd (II).

Amostras Analistas Dias RSD (%)
1
1 2 1° 2,12 %
1
2 2 5° 2,43%

Em métodos de andlise de tracos ou impurezas sdo aceitos RSD de até
20%, dependendo da complexidade da amostra [67]. Os resultados obtidos neste
trabalho tiveram valores de RSD de 2,12 e 2,43 %, o0 método desenvolvido possui
precisdo intermediaria adequada para determinacdo de Cd (ll) em amostras de

suplementos alimentares.

Tabela 7: O RSD obtido para avaliacdo da precisédo intermediaria na determinacao
de Cr (Ill).

Amostras Analistas Dias RSD(%)
1
4 2 1° 0,86 %
1
7 2 6° 0,5%
1
8 2 9o 1,0 %

Para a determinacdo do Cr (Ill) em amostras de suplementos, o método se mostrou
também apresenta precisdo intermediaria adequada. Onde os valores de RSD

Variaram de 0,5 a 1% ou seja, dentro dos parametros permitidos.

8. ROBUSTEZ
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A avaliacdo da robustez a 10% de modificacdo dos valores nominais do
sistema de extracdo no ponto nuvem para determinacdo de cadmio e cromo em
amostras de suplementos alimentares foi realizada através de um planejamento
fatorial completo (23) e os resultados interpretados a partir do Gréafico de Pareto. O
ponto central do planejamento foi corrido em triplicata pelo sistema para possibilitar
uma estimativa do erro e para verificar se as modificacdes causam curvatura no
modelo. As Tabelas 8 e 9 apresentam as varidveis experimentais e seus valores,
obtidos através da variacdo de £ 10% em torno dos valores criticos. Os resultados
obtidos foram tratados no programa STATISTICA 8.0 com nivel de confianca a 95 %
[68].

Tabela 8: Matriz do planejamento fatorial completo (2%) com valores reais e codificados e

respostas obtidas na realizacdo do experimento para Cd (ll).

Experimento pH Concentracdo Temperatura Absorbancia
PAN, mol/L (°C)
1 -1 (8,3) -1(5,4 x10?) -1(35) 0,042
2 1(8,7) -1(5,4 x107?) -1(35) 0,055
3 -1 (8,3) 1(7,4 x107?) -1(35) 0,050
4 1(8,7) 1 (7,4 x107?) -1(35) 0,057
5 -1 (8,3) -1(5,4 x10?) 1(45) 0,053
6 1(8,7) -1 (5,4 x107?) 1(45) 0,050
7 -1 (8,3) 1(7,4 x102) 1(45) 0,056
8 1(8,7) 1(7,4 x102) 1(45) 0,055

Ponto Central
9 0 (8,5) 0(6,4 x10?) 0 (40) 0,054

10 0 (8,5) 0(6,4 x102) 0 (40) 0,051

11 0 (8,5) 0(6,4 x102) 0 (40) 0,052
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Tabela 9: Matriz do planejamento fatorial completo (23) com valores reais e codificados e

respostas obtidas na realizacao do experimento para Cr (lll).

Experimento pH Concentracao Temperatura (°C) Absorbancia
PAN, mol/L
1 -1 (9,0) -1(1,18 x10%) -1(35) 0,024
2 1(9,5) -1(1,18 x10%) -1(35) 0,028
3 -1 (9,0) 1(1,38 x10) -1(35) 0,027
4 1(9,5) 1(1,38 x102) -1(35) 0,025
5 -1 (9,0) -1(1,18 x10'%) 1(45) 0,026
6 1(9,5) -1(1,18 x10%) 1(45) 0,018
7 -1 (9,0) 1(1,38 x10) 1(45) 0,023
8 1(9,5) 1(1,38 x10) 1(45) 0,028

Ponto Central

9 0 (9,25) 0(1,28 x10Y) 0 (40) 0,033
10 0 (9,25) 0(1,28 x10Y) 0 (40) 0,035
11 0 (9,25) 0(1,28 x10Y) 0 (40) 0,034

Os diagramas de Pareto (Figuras 26 e 27) indicaram que as modificacGes a
10% realizadas no procedimento de pré-concentracdo de cadmio e cromo nao
apresentaram efeitos significativos para as variaveis pH, concentracdo de PAN,
temperatura. Revelando, assim, que essas variaveis sdo robustas a percentagem

estudada.

Figura 26 — Diagrama de Pareto para avaliagdo da robustez, utilizando absorvancia

como variavel dependente para Cd (II).
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Figura 27— Diagrama de Pareto para avaliacdo da robustez, utilizando absorvancia

como variavel dependente para Cr (ll1).
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9. APLICACAO DO METODO PROPOSTO
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A Tabela 10 mostra os resultados das concentracbes de Cd (II) e Cr (llIl)
obtidos através da determinacdo do método proposto nas amostras de BCAA e

termogénicos.

Os resultados encontrados de Cd (Il) nas amostras estdo abaixo do limite
estabelecido pela Farmacopéia Européia, pela qual determina concentracdes de 3,0

ug.g! (Tabela 14 anexos).

A resolucdo da ANVISA, RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005 na
ementa n&o oficial: O "REGULAMENTO TECNICO SOBRE A INGESTAO DIARIA
RECOMENDADA (IDR) DE PROTEINA, VITAMINAS E MINERAIS" ( em anexos),
mostra os resultados obtidos através da determinacdo nas amostras com os valores
pré-estabelecidos pela ANVISA. A Figura 28, em anexos, demonstra que em uma
das marcas de termogénicos analisadas obteve-se 0 resultado que estava dentro
dos valores de Cr (lll) contidos na embalagem e dentro dos valores permitidos pelo

regulamento acima citado, ou seja, 35 ug g*.

Tabela 10: Determinacdo de Cd (lI) e Cr (lll) nas amostras de suplementos

alimentares, BCAA’s e termogénicos.
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Amostra Concentracao de Cd (I1) Concentracao de Cr (lll)
(Mg 9 (Mg 9™
BCAA (1) 1,59 + 0,20 2,02 £ 0,40
BCAA (2) 1,86 + 0,01 1,69 + 0,80
BCAA (3) 1,74+ 0,10 4,25 + 0,20
BCAA (4) 0,92 + 0,60 3,72 £ 0,50
BCAA (5) 1,42 + 0,10 2,09 + 0,30
TERMOGENICO (1) 1,98 £ 0,10 26,95 + 1,10
TERMOGENICO (2) 1,72+0,10 35,35+ 0,40
TERMOGENICO (3) 2,39 + 0,10 21,91 + 1,00
TERMOGENICO (4) 1,99 + 0,04 30,17 + 3,20
9.1. Exatidao

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sao:
materiais de referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacdo; adicdo
padréo [67].

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada por meio dos testes de

adicao e recuperacao. A faixa de 77,2 a 108,2% para o Cd (ll) [57].

9.2. Teste de Adicdo e Recuperacao

Para avaliar a recuperacdo do método proposto, as amostras também foram
analisadas com a adicao de quantidades conhecidas de Cd (ll) e Cr (lll), adicionadas
as amostras apos as digestdes, pois acarretaria em perdas significativas durante o

processo de digestdo, devido a volatilidade dos metais.

Esse teste foi feito adicionando nas amostras, concentragdes conhecidas de
cada analito e posterior a digestdo. Concluiu-se que apenas para Cd (Il) pode-se

observar uma boa recuperacdo da adicdo do padrdo, ja para o Cr (Illl) ndo se
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observou uma recuperacao tao eficiente, onde ndo houve perdas do Cr (lll) para a

recuperacédo, obtendo assim valores muito altos de recuperacao.
O caélculo do teste de recuperacgéo € expresso através da seguinte equacao:

R%= ((C1—C>2)/C3) x 100 (Equacao 06)

Sendo Ci1 a concentracdo determinada da amostra com adi¢éo do analito, C2
a concentragao determinada da amostra que néo foi acrescentada os padrbes e Cs a
concentracdo conhecida dos padrdes adicionados a amostra.

Nas Tabelas 11 e 12, resultados dos ensaios de adicdo e recuperacdo sao
expressos e concluidas neste trabalho. Péde se observar que houve uma boa
recuperacédo da adicao do padréo para o cadmio, assim pode-se comprovar exatidao
do método desenvolvido. Ja para o Cr (Ill), os valores de recuperacdo estdo muito

altos.

Tabela 11: Resultados do ensaio de recuperagdo de Cd(ll) nas amostras de
suplementos, para os BCAA’s (1 e 5) e termogénicos (2 e 5) para avaliar a exatidao

do método.

Concentracio (ug g%)




51

Amostra Adicionada Encontrada Recuperacéao (%)
BCAA (1) 0,0 1,69+004 -
2,0 3,72+0,24 100,8
4,0 4,81+0,72 90,5
6,0 8,19 £ 0,05 108,2
0,0 1,21 £ 0,02
BCAA (5) 4,0 5,46 + 0,07 89,0
6,0 7,96 £ 0,33 103,0
0,0 239+0,07 -
TERMOGENICO 2,0 3,86 + 0,04 77,2
(2) 4,0 574 +0,18 84,2
6,0 7,43 +0,33 85,1
0,0 1,93+0,02 -
TERMOGENICO 4,0 4,62 +0,78 98,1
(5) 6,0 8,05+ 0,28 102,3

Tabela 12: Resultados do ensaio de recuperacdo de cromo nas amostras de
suplementos, para os BCAA’s (1, 3 e 4) e termogénicos (1, 2 e 4) para avaliar a

exatiddo do método.

Concentracao

(ug/9)
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Amostra Adicionada Encontrada Recuperacéao (%)
BCAA (3) 0,0 1,57£0,02 e
20 5,15 +0,12 509,0
40 15,34+5,36 829,8
60 22,20+0,94 9714
BCAA (4) 0,0 3,74+0,27 -
20 19,66+13,31 1946,5
40 20,96+0,70 1908,3
60 20,49+0,65 1857,5
TERMOGENICO 0,0 20,47+0,36 = -
(1)
20 38,70+0,58 3767,4
40 40,49+0,35 3400,2
47,03+0,15 3478,3
60
TERMOGENICO 0,0 30,15+0,70 -
(4)
20 42,46+1,17 4094,1
40 43,18+2,69 3713,7
60 45,81+0,11 3682,9

9.3. Efeito de ions interferentes

Na etapa de pré-concentracdo podem ocorrer interferéncias como reacdes
de um cétion interferente com o complexante, o que afeta somente a concentracdo
do complexante, pois a etapa de deteccao é seletiva, porém esta concentracdo pode

ser aumentada. A técnica da extragcdo no ponto nuvem reduz muitas interferéncias
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de espécies ibnicas presentes nas amostras, pois elas ndo sao extraidas, ou 0 sdo

em pequenas quantidades, na fase micelar [69].

Diversos estudos utilizando processos de separacdo e pré-concentracao
baseados na extracdo no ponto nuvem tém sido desenvolvidos. A matriz da amostra
pode conter componentes que interferem no desempenho das analises. Os
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também
pode depender da concentragdo desses elementos.

Para avaliar a tolerancia do método para ions presentes nas amostras de
suplementos alimentares, uma selecdo de ions foram adicionados em varias
concentracdes em solucdes, variando de 25 a 250.000 pg L para o Cd (ll) e de 500
a 5.000.000 pg L* para Cr (lll). A determinacdo destes elementos foi realizada sob
as condicbes otimizadas. O intuito de adicionar os ions foi para observar se causa
interferéncia, quando ocorre interferéncia ha uma variacao significativa (+ 10%) na
percentagem de extracdo, comparando as solucdes puras de Cd (ll) a 25 ug L e de
Cr (111) 50 pg L.

De acordo com a Tabela 13, as espécies Cu?*, Co?*, Fe3*, Ca?*, Mg?*, Ba?*,
Na*, K "NOs ,NH4*, SO« 103-, ClI, NO2 sdo aquelas que interferem em menores
concentracfes no método aplicado. Possivelmente porque estes cations e anions
ocupam sitios ativos, formando complexos com o reagente PAN, assim reduzindo a
extracdo de Cd (). Essas espécies competem com o Cd?* na solugédo, saturando a
mesma e provocando uma diminuicdo na quantidade de Cd (Il) extraido. Enquanto
que para o Cr (Ill) em concentragées abaixo de 5.000.000 pg L.

Entretanto, estas quantidades de ions interferentes sao relativamente

elevadas se comparado as quantidades dos ions Cd (II) em solucéo.

Tabela 13: Efeito de varios ions que interferem na determinacdo de Cd (IlI) e Cr (lll) usando o

fon Quantidade toleravel (ug LY Quantidade toleravel (ug L)
para Cd(Il) para Cr(lll)
Pb (II) 2500 5.000.000
Cu (Il 250 5.000.000

Co (Il) 250 5.000.000




54

Ni (Il) 25.000 5.000.000
Mn (1) 250.000 5.000.000
Cr (1) 250.000 e
caay 5.000.000
Cr (V1) 250.000 5.000.000
Ca () 250 Acima de 5.000.000
NOs 250 Acima de 5.000.000
Na* 250 Acima de 5.000.000
NO2 250 Acima de 5.000.000
Fe (I 250 Acima de 5.000.000
NH4* 250 Acima de 5.000.000
S04 250 Acima de 5.000.000
Ba (II) 250 Acima de 5.000.000
Cl 250 Acima de 5.000.000
Mg (I1) 250 Acima de 5.000.000
Br- 250 Acima de 5.000.000
K+ 250 Acima de 5.000.000
103 250 Acima de 5.000.000

10. CONCLUSAO

O método desenvolvido para a extragdo em ponto nuvem de Cd (II) e Cr (lll)
se mostrou eficiente, viavel e econ6mico na determinagdo desses metais em
amostras de suplementos alimentares. Além disso, o Triton x-114 pois apresenta
baixa toxicidade, podendo trabalhar na bancada sem equipamentos de seguranca e

sem agredir o meio ambiente. As condigbes 6timas foram estabelecidas com éxito.
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O reagente PAN mostrou-se uma excelente alternativa como complexante
para extrair cadmio e cromo em amostras de suplementos alimentares, sendo de

grande facilidade para a formacgéo de quelatos estaveis e altamente hidrofébicos.

A quantificagdo de cadmio e cromo com a EPN apresentaram boas
caracteristicas analiticas, apresentando suficientes para determinacdo desses

metais nas amostras de suplementos.

Com o método desenvolvido foi possivel determinar as concentracdes de Cd
(I e Cr (lll) nas amostras analisadas, e 0s resultados obtidos estdo abaixo dos
limites maximos estabelecidos pelas regulamentacdes da Farmacopéia Européia e
da ANVISA, onde os tipos de suplementos, BCAA e termogénicos, podem ser

consumidos adequadamente com acompanhamento de um profissional de saude.

A metodologia desenvolvida validou com sucesso as figuras de mérito de
LQ, LD, IC, EF, precisao, robustez e exatiddo. Onde a exatidao foi avaliada atraves
do teste de adicdo e recuperacdo variando entre 77,2 a 108,5% para Cd (ll) e de
509,0 a 4094,1 % para Cr (lll). A precisao foi avaliada atreves da repetitividade e
precisao intermediaria, e 0 método se mostrou preciso para a determinacdo de Cd
(I e Cr (lll) em amostras de suplementos, uma vez que os resultados estao dentro

dos valores permitidos, ou seja, abaixo ou igual de 15%.

O método se mostrou eficiente para os interferentes, pois ndo modificaram

significamente nas andlises pretendidas para Cd (Il) e Cr (ll1).

Os objetivos do trabalho foram alcancados, através de testes de otimizacdes
de varidveis como: pH da solugdo, concentracdo do reagente complexante PAN ,

temperatura do banho-maria, tempo de centrifuga e tempo de resfriamento.
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12. ANEXOS

ANEXO A- Tabela 14: Painel Cientifico dos Contaminantes da Cadeia Alimentar
(painel CONTAM) da Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (AESA).
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13.5.2014 Jornal Oficial da Unio Europeia L 138/79

3.2.15 | Parte comestivel dos seguintes peixes (¥) (¥) 0,25
biqueirdo (espécie Engraulic)
espadarte (Xiphias gladius)

sardinha (Sardina pilchardus)

3216 Crustaceos (**): musculo dos apéndices e do abdomen (¥). No caso 0,50
dos caranguejos e crusticeos similares (Brachyura e Anomum), a
parte comestivel dos apéndices

3.2.17 Moluscos bivalves (*) 1,0
3.2.18 | Cefalopodes (sem visceras) (*%) 1.0

3.2.19 Foérmulas para lactentes e formulas de transicio (%) (%)
— Formulas em p6 fabricadas a partir de proteinas ou hidrolisadoz | 0,010 2 partir de 1 de janeiro de

de proteinas do leite de vaca 2015

— Formulas liquidas fabricadas a partir de proteinas ou hidroli- | 0,005 a partir de 1 de janeiro de
sados de proteinas do leite de vaca 2015

— Formulas em po fabricadas a partir de isolados de proteina de | 0,020 a partir de 1 de janeiro de
soja ou de uma mistura destes com proteinas do leite de vaca 2015

— Formulas liquidas fabricadas a partir de izolados de proteina de | 0,010 a partir de 1 de janeiro de
soja ou de uma mistura destes com proteinas do leite de vaca 2015

3220 | Alimentos 3 base de cereais transformados e alimentos para bebéz | 0,040 a partir de 1 de janeiro de

destinados a lactentes e criangas jovens (%) (%) 2015
3.2.21 Suplementos alimentares {*%), com exce¢io dos suplementos refe- 10
ridos no ponto 3.2.22
3.2.22 | Suplementos alimentares (*) que consistam exclusiva ou principal- 3,0s.

mente em algas secas, produtos derivados de algas ou moluscos
bivalves secos

ANEXO B- Figura 28: Embalagem de um termogénico indicando a quantidade de

cromo presente no produto.
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Quantidade por porgéo %VD [*] .
1 A (Retinol) _ 600 ug 100% ||

7 mg

sianificativas de valor energético, yarboidratos,
duras saturadas, gorduras trans, fibra alimeriiar ¢ sadio.
com base em uma dieta de 2.000Kcal ou 8.400kJ.

- maiores ou menores dependendo de suas 1

|

|

————————————————

ANEXO C- PROC. N° 3254/13
PLL N° 360/13
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EXPOSICAO DE MOTIVOS

Este Projeto de Lei visa a impedir sérios problemas de saude a nossa populagéo
advindos do uso inadvertido de brincos, pulseiras, anéis, corddes, gargantilhas ou
outras bijuterias, artigos e utensilios confeccionadas na China com o metal cadmio,
conforme veiculado em reportagem nacional.

Um teste mostrou o alto nivel de cadmio presente em diversos itens de bijuterias
vindas da China. Em alguns dos itens examinados, a concentragdo do metal chegou
a 40% (quarenta por cento), enquanto o nivel toleravel na Europa € de 0,02% e, nos
Estados Unidos, € de 0,03%. O cadmio € um metal toxico, que pode causar Ssérios
problemas de saude. Brincos, pulseiras, anéis e corddes com esse metal podem ter
ido parar em lojinhas e camelés em todo o Pais.

Até o momento, inexiste legislacéo federal ou estadual que regule ou proiba a venda
de artigos como bijuterias com a utilizacdo de cadmio. O cadmio, apesar das
inmeras aplicagdes industriais e na vida do ser humano, em elevada quantidade
pode provocar diversos problemas ambientais, uma vez que é um elemento do
grupo dos metais pesados toxicos e € organocumulativo. A sua contaminag¢do pode
ocorrer pela poluicdo da agua e do solo, e, assim, nas minas ou nas industrias de
fundicao.

O cadmio é um metal pesado que produz efeitos tOxicos nos organismos Vivos,
mesmo em concentracfes muito pequenas. A exposicdo ao cadmio nos humanos
ocorre geralmente através de duas fontes principais: a primeira € por via oral (por
agua e ingestéo de alimentos contaminados), e a segunda por inalacao.

[...]

Alguns ¢6rgdos vitais sdo alvos da toxicidade do cadmio. Em organismos
intensamente expostos, o cadmio ocasiona graves enfermidades ao atuar sobre
estes Orgaos.

[...]

De qualquer forma, uma vez que o cadmio é absorvido é fortemente retido, inclusive
baixas doses deste metal podem constituir um nivel significativo no organismo se a
exposicdo se prolonga durante um longo periodo de tempo.

[...]
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A concentracdo do metal nos rins é aproximadamente 10 mil vezes mais alta que a
da corrente sanguinea.

Em pessoas que tém sido expostas a um excesso de cadmio se tém observado
danos nos rins. Esta enfermidade renal pode ocasionar a formacdo de calculos e

seus efeitos no sistema 6sseo se manifestam através de dor e debilidade.

[...]

Em trabalhadores de fabricas, onde o nivel de concentracédo de cadmio no ar € alta,
tém sido observados severos danos aos pulmdoes, tais como enfisema pulmonar.

[...]

Outros tecidos também sdo danificados por exposicdo ao cadmio em humanos,
incluindo o figado, o sistema imunoldgico, o sistema nervoso e o sangue.

[...]

E importante tomar medidas preventivas para proteger as pessoas e evitar que
sejam expostas a este metal. Também deve-se considerar aumentar a informacéo
acerca do cadmio para a populacdo em geral. E possivel que alguns dos nossos
males, tais como céancer, enfermidades renais, hepaticas, pulmonares e outras,
estejam ligados com a exposi¢ao prolongada ao cadmio. A toxicidade que o cadmio
apresenta é similar a do mercurio.

Diante do exposto e da gravidade que a exposicao das pessoas a este metal
representa, mostra-se necessario que o Municipio de Porto Alegre tenha legislacéo
que proiba sua comercializacdo em forma de bijuterias ou similares, o que
pretendemos ver aprovado por nossos pares vereadores por meio deste Projeto de
Lei.

Sala das Sessoes, 18 de novembro de 2013.

VEREADOR DELEGADO CLEITON

1 FONTE: Wikipedia. Disponivel em: <http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%Aldmio>.
Acessado em 2 dez. 2013.
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Proibe a venda de artigos que contenham na sua composicado o metal cadmio,
tais como aderecos de bijuteria, por estabelecimentos comerciais,

vendedores autdbnomos, formais ou informais, e camelds.

Art. 1° Fica proibida a venda de artigos que contenham na sua composicao o metal
cadmio, tais como aderecos de bijuteria, por estabelecimentos comerciais,
vendedores autbnomos, formais ou informais, e camelds.

Art. 2° O ndo cumprimento do disposto nesta Lei sujeita o estabelecimento infrator
as seguintes penalidades:

| — a apreensdo das mercadorias para posterior destruicao;

[l — multa de 500 (quinhentas) Unidades Financeiras Municipais (UFMs) por

infracdo cometida; e

lll — a cassacao do Alvara de Localizacdo e Funcionamento.

Art. 3° Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacéo.

1IM
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Nutriente Unidade Valor
Proteina (INSTITUTE OF g 50
MEDICINE)
Vitamina A (FAO/OMS) (a) micrograma RE 600
Vitamina D (FAO/OMS) micrograma 5
(b)
Vitamina C (FAO/OMS) mg 45
Vitamina E (FAO/OMS) (c) mg 10
Tiamina (FAO/OMS) mg 1,2
Riboflavina (FAO/OMS) mg 1,3
Niacina (FAO/OMS) mg 16
Vitamina B6 (FAO/OMS) mg 1,3
Acido félico (FAO/OMS) micrograma 240
Vitamina B12 (FAO/OMS) micrograma 2,4
Biotina (FAO/OMS) micrograma 30
Acido pantoténico mg 5
(FAO/OMS)
Vitamina K (FAO/OMS) micrograma 65
Colina (INSTITUTE OF mg 550
MEDICINE)
Célcio (FAO/OMS) mg 1000
Ferro (FAO/OMS) (d) mg 14

Magnésio (FAO/OMS)

mg 260
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Zinco (FAO/OMS) (e) mg 7
lodo (FAO/OMS) micrograma 130
Fosforo (INSTITUTE OF mg 700
MEDICINE)
Fltor (INSTITUTE OF mg 4
MEDICINE)
Cobre (INSTITUTE OF micrograma 900
MEDICINE)
Selénio (FAO/OMS) micrograma 34
Molibdénio (INSTITUTE micrograma 45
OF MEDICINE)
Cromo (INSTITUTE OF micrograma 35
MEDICINE)
Manganés (INSTITUTE mg 2,3
OF MEDICINE)

(&) 1 micrograma retinol = 1 micrograma RE; 1 micrograma beta-caroteno = 0,167
micrograma RE; 1 micrograma de outros carotenoides provitamina A = 0,084
micrograma RE; 1 Ul = 0,3 micrograma de retinol equivalente (FAO/OMS).

(b) 1 micrograma de colicalciferol = 40 Ul.

(c) mg alfa-TE/dia; 1,49 Ul = 1mg d-alfa-tocoferol (INSTITUTE OF MEDICINE).

(d) 10% de Biodisponibilidade

(e) Biodisponibilidade moderada - calculada com base em dietas mistas contendo

proteina de origem animal
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ANEXO E- Informe Técnico n. 64, de 02 de dezembro de 2014.
Assunto: Esclarecimentos sobre o uso de minerais quelatos em alimentos.

l. Introducéo

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem
recebido diversas denuncias acerca da comercializagdo de produtos contendo
determinados minerais quelatos, especialmente em suplementos minerais e
vitaminicos. Durante a apuracdo dessas denuncias, a GGALI verificou que
existem davidas do setor regulado e dos 6rgaos locais do Sistema Nacional de
Vigilancia Sanitaria (SNVS) sobre os compostos de minerais permitidos pela
legislacé@o sanitéria de alimentos.

Embora a legislacdo sanitaria de alimentos ndo estabeleca uma lista
positiva dos compostos de nutrientes autorizados para uso nos alimentos em
geral, existem regras especificas que devem ser obedecidas a fim de garantir
gue esses ingredientes sejam seguros, biodisponiveis e tenham um nivel
adequado de qualidade. Desta forma, diversos minerais quelatos presentes
em produtos disponiveis no comércio brasileiro foram avaliados com base nas
referéncias regulatérias e técnico-cientificas disponiveis a fim de orientar os

setores envolvidos sobre o uso desses ingredientes.

Il. Objetivos

Esclarecer os requerimentos legais relacionados ao uso de compostos
de vitaminas e minerais em alimentos, informar sobre a regularidade da
utilizacdo de minerais quelatos na produgdo de alimentos e disponibilizar,
para fins de orientacdo, uma lista dos compostos de minerais que atendem aos
requisitos estabelecidos na legislacdo no tocante a seguranca de uso pela

populacao brasileira, biodisponibilidade e qualidade.



[l
=L anvisa

—| i— Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

lll. Legislagdo aplicavel ao uso de compostos de vitaminas e
minerais em alimentos.

A Portaria SVS/MS n. 31/19981, gue trata dos alimentos adicionados de
nutrientes essenciais, estabelece os critérios gerais para fortificacdo dos
alimentos com compostos de vitaminas e minerais. De acordo com esse
regulamento, os minerais adicionados devem ter comprovada seguranca e
biodisponibilidade e estar presentes em quantidades que nao impliguem em

ingestao insignificante ou excessiva.

Entretanto, o referido regulamento ndo traz uma lista positiva de
compostos de vitaminas e minerais autorizados para uso, 0 que gera duvidas
sobre quais ingredientes poderiam ser empregados em alimentos. Além
disso, observa-se que outros regulamentos técnicos estabelecem
requisitos especificos para adicdo desses ingredientes que complementam

aqueles previstos na Portaria SVS/MS n. 31/1998.

Nesse sentido, a Portaria SVS/MS n. 32/19982, que trata de
suplementos vitaminicos e minerais, embora também ndo defina uma lista
positiva de compostos de vitaminas e minerais autorizados, estabelece que esses
ingredientes devem atender as especificacbes da Farmacopeia Brasileira, outras

Farmacopeias oficialmente reconhecidas ou do Food Chemical Codex.

A Resolucdo n. 37/20093, gue trata da admissibilidade das
Farmacopeias estrangeiras, determina que na auséncia de substancias quimicas
de referéncia certificadas pela Farmacopeia Brasileira podem ser utilizadas as
substancias quimicas de referéncia certificadas pelas seguintes Farmacopeias:
Alem&, Americana, Argentina, Britdnica, Europeia, Francesa, Internacional
(OMS), Japonesa, Mexicana e Portuguesa. No entanto, esclarecemos que o fato
da substancia estar presente nessas Farmacopeias nao significa
necessariamente que 0 seu uso esta autorizado para alimentos, pois esse tipo de
publicacdo define apenas os parametros de qualidade dos ingredientes sem
considerar sua finalidade de uso e, consequentemente, sua seguranga de uso

como alimento.
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S listam os

J4 a Resolucdo RDC n. 42/2011* e suas atualizacoes
compostos de nutrientes autorizados para os alimentos destinados a lactentes e

criancas de primeira infancia e as respectivas referéncias de pureza que devem

ser atendidas. Adicionalmente, a Resolugéo n. 16/19996, gue dispde sobre os
procedimentos de registro de novos alimentos e ingredientes, determina que
ingredientes que ndo tenham histérico de consumo no Brasil s6 podem ser

disponibilizados no mercado ap6s comprovacao da seguranca.

Considerando o0s critérios gerais estabelecidos para a adicdo de
compostos de vitaminas e minerais em alimentos, as condi¢des de seguranca e
gualidade definidas na legislacdo e as duavidas existentes sobre os
compostos de minerais que podem ser utilizados em alimentos, a ANVISA
elaborou, para fins de orientacdo, uma lista de compostos de minerais que

atendem aos requisitos estabelecidos na legislacado (Anexo).

IV. Denominagéo dos ingredientes minerais quelatos

Foi identificado que existe certa confusdo em relacdo ao uso do termo
minerais quelatos. Algumas empresas utilizam essa terminologia, de modo mais
geral, para descrever os compostos formados pela ligagdo de um metal a
compostos organicos em mais de um sitio de ligagéo, outras utilizam o termo,
de forma mais especifica, para denominar o composto formado pela ligacdo de

um metal a aminoacidos.

Ressalva-se que, conforme Resolucdo RDC n. 259/20027, na
lista de ingredientes devem ser declarados os nomes dos ingredientes
adicionados aos produtos e ndo o0s nutrientes, pois estes estdo declarados na
tabela nutricional. Por exemplo, na lista de ingredientes do produto deve

constar “bisglicinato de zinco” e néo “zinco quelato” ou “zinco”.
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V. Finalidade de uso

Durante a apuracado das denuncias, foi argumentado pelas industrias de
alimentos que 0s minerais quelatos com amino&cidos possuiriam maior
biodisponibilidade do que seus analogos inorganicos, pois a estrutura quimica
dessas substancias conferiria propriedades fisico-quimicas similares aquelas
dos compostos formados pelo organismo durante o processo de absorcédo de
minerais, facilitando sua absor¢cdo. Nesse sentido, alguns estudos indicaram

maior biodisponibilidade de minerais quelatos em comparacdo com seus

respectivos sais®’ 210 (LAYRISSE et al., 2000; PAIK, 2001; SZARFARC,
2001). Contudo, ha pouca evidéncia cientifica indicando que minerais
aminoacidos quelatos tém biodisponibilidade superior aos quelatos minerais

ascorbatos, citratos, fumaratos, gluconatos, lactatos e malatos.

Cabe salientar que a European Food and Safety Authority ndo foi capaz
de concluir sobre a seguranca de uso de alguns quelatos de aminoé&cidos (ex.

nicotinato glicinato de cromo) devido a falta de dados cientificos1? (EFSA,
2008).

VI. Avaliacao de seguranca

Caso uma empresa queira utilizar um composto que ndo possua histoérico
de uso ou especificacbes de qualidade estabelecidas nas referéncias
previstas na legislacdo, deve ser comprovada a seguranca de uso desse

ingrediente, nos termos da Resolucédo n. 17/199912, por meio da peticdo de

avaliacao de seguranca de novo ingrediente.

Para informacdes adicionais sobre a comprovagcdo de seguranca de
novos ingredientes em alimentos, consultar o Guia para Comprovagcdo da
Seguranga de Alimentos e Ingredientes, disponivel no seguinte link:

http://s.anvisa.qov.br/wps/s/r/ev.
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VII. Consideragdes Finais

Face ao disposto, os compostos de minerais listados no Anexo podem
ser utilizados em alimentos sem necessidade de comprovacao de seguranca,
desde que atendidos aos requisitos de qualidade estabelecidos nas referéncias
reconhecidas pela legislacdo. Devem ser observados, ainda, os requerimentos
de composicao relativos ao uso de compostos de minerais estabelecidos nos
regulamentos técnicos das categorias de produtos. Por exemplo, a lista de
compostos de minerais do Anexo n&do serve como referéncia para os alimentos

infantis que ja possuem regulamentos que definem os compostos autorizados.

Os fabricantes de alimentos contendo compostos de minerais diferentes
daqueles listados no Anexo sao orientados a adotar as medidas
necessarias para retirar os produtos do mercado e alterar a formulacdo dos
mesmos. Caso as empresas tenham interesse em utilizar compostos de
minerais néo listados, deve ser protocolada a peticAo de avaliagdo da
seguranca de novos alimentos e ingredientes, previamente a comercializacao

do produto.

VII.
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Anexo. Lista de substancias minerais ja aprovados para uso em
alimentos constantes nas referéncias oficiais reconhecidas pela Anvisa.

1. Fonte de céalcio

2. Fonte de magnésio

Acetato de calcio

Alginato de célcio

Ascorbato de célcio (L-ascorbato
de calcio)

Bisglicinato de
calcio Carbonato
de célcio Citrato de
calcio

Citrato malato de calcio
Cloreto de calcio

Dicitrato tricalcico (citrato de
calcio) Difosfato tricalcico (fosfato
de calcio tribasico)

Dihidrogénio fosfato de célcio (fosfato

de calcio monobasico)
Fosfato de calcio dibasico

Fosfato de célcio
monobasico Fosfato de
calcio tribasico
Glicerofosfato de calcio
Gluconato de calcio

Hidrogénio fosfato de célcio (fosfato
de calcio dibasico)

Hidréxido de calcio

Lactato de célcio (L-lactato de
calcio) Lisinato de calcio (L-lisinato
de calcio) Malato de calcio

3. Fonte de ferro

Acetato de magnésio

Acetiltaurato de magnésio

Ascorbato de magnésio (L-
ascorbato de magnésio)

Bisglicinato de magnésio

Carbonato de hidréxido de magnésio
Carbonato de magnésio

Citrato de magnésio e potassio
Cloreto de magnésio

Fosfato de magnésio

Fosfato trimagnésico (fosfato
de magnésio)

Glicerofosfato de magnésio
Gluconato de magnésio

Hidrogénio fosfato de magnésio
(fosfato de magnésio dibasico)

Hidroxido de magnésio
Lactato de magnésio

Lisinato de magnésio (L-lisinato
de magnésio)

Malato de magnésio
Oxido de magnésio

Pidolato de magnésio (L-pidolato
4. Fonte de cobre




=L anvisa

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

5. Fontedeiodo 6. Fonte de zinco

7. Fonte de manganés 8. Fonte de sédio
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Aspartato de manganés (L-aspartato de
manganés)

Bisglicinato de
manganés Carbonato
de manganés Citrato
de manganés Cloreto
de manganés

Glicerofosfato de
manganés Gluconato de
manganés Pidolato de
maganés

Sulfato de manganés

9. Fonte de selénio
Acido selenioso

Hidrogenosselenito de sédio
(selenito hidrogénio de sédio)

Levedura enriguecida em selénio
Selenato de sédio

Selenito de sodio
11. Fonte de potassio

Bicarbonato de potéassio (hidrogénio

carbonato de
potassio) Carbonato
de potassio

Citrato de potassio (citrato
tripotassico) Cloreto de potassio

Fosfato de potassio dibasico
(Hidrogénio fosfato dipotassico)

Fosfato de potassio
monobasico (Dihidrogénio
fosfato de potassio) Fosfato de
potassio tribasico

Glicarnfnefatn de notiscin

carbonato de sodio)

Carbonato de sdédio

Citrato de sodio (citrato
trissédico) Cloreto de sodio

Difosfato férrico de sodio

Dihidrogénio fosfato de sddio (fosfato

de sbédio monobasico)
Fluoreto de sodio

Fosfato trissodico (fosfato de
sodio tribasico)

Gluconato de sodio
Hidrogénio carbonato de sodio

(hicarhnnatn de Qédin\
10. Fonte de flGor

Fluoreto de sdédio

Fluoreto de potéssio
Fluoreto de calcio
Monofluorofosfato de
sodio

12. Fonte de cromo
Cloreto de cromo (llI)

Lactato de cromo (ll) tri-hidratado

Nitrato de cromo
Picolinato de cromo
Sulfato de cromo

()




13. Fonte de molibdénio 14. Fonte de boro

15. Fonte de fosforo




