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RESUMO

DETERMINACAO DE IMPUREZAS ELEMENTARES EM SUPLEMENTOS
ALIMENTARES POR ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

AUTOR: Gabriela Camera Leal
ORIENTADOR: Carine Viana Silva

Este trabalho apresenta um estudo de determinacao de arsénio (As), cadmio (Cd) e chumbo
(Pb) em suplementos alimentares por espectrometria de absor¢do atdmica. Os suplementos
alimentares sao obtidos de forma sintética e derivados de plantas, podendo ocorrer a
contaminagdo de metais e metaloides devido ao ambiente industrial, caracteristicas
geoquimicas do solo, entre outras formas. Os métodos para a determinag¢do de Pb e Cd foram
desenvolvidos em espectrometro de absor¢ao atdmica de alta resolucdo com fonte continua
equipado com forno de grafite com amostragem direta (HR-CS SS GFAAS) e o método para
a determinacdo de As foi desenvolvido em espectrometro de absor¢do atdmica com geragao
de hidretos (HGAAS) com decomposicdo das amostras por digestdo acida. A quantidade de
Pb, Cd e As foram determinadas em 72 suplementos alimentares disponiveis no mercado
brasileiro. Para os métodos desenvolvidos em HR-CS SS GFAAS as plataformas foram
revestidas com zirconio e o uso de Pd(NO3), e Mg(NOs3)> como modificadores quimicos
aumentaram o desempenho analitico. Os parametros de desempenho dos métodos estavam de
acordo com as normas da Farmacopeia Americana para analise inorganica em suplementos
alimentares. A precisdo, expressa como desvio padrao relativo, foi de menor que 5% para os
métodos por HR-CS SS GFAAS e menor que 6,1% para o método por HG AAS. Os limites
de deteccao foram 2,16 pg para Pb, 0,47 pg Cd e 0,37 pg/L As. Os conteudos dos elementos
nas amostras variaram na faixa de 0,04 a 1,68 pg/g para o Pb, 0,01 a 0,37 pg/gparao Cde o
conteudo de As variou na faixa de 0,02 a 0,73 pg/g. A famacopeia americana preconiza limites
de 10 pg/dia Pb e 5 pg/dia Cd. Quatro produtos apresentaram quantidades de Pb acima do
permitido e uma amostra apresentou Cd acima das quantidades aceitaveis. A contaminagado de
suplementos alimentares por estes elementos € preocupante, mesmo em baixas concentracdes,
uma vez que a exposicao cronica pode causar graves efeitos deletérios a saude.

Palavra-chave: Absor¢dao Atdmica, Metais, Metaldide, Suplementos Alimentares.



ABSTRACT

DETERMINATION OF ELEMENTARY IMPURITIES IN FOOD SUPPLEMENTS
BY ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY

AUTHOR: Gabriela Camera Leal
ADVISOR: Carine Viana Silva

This work presents a study of the determination of arsenic, cadmium and lead in food
supplements by atomic absorption spectrometry. Food supplements are obtained in synthetic
form and derived from plants, and contamination of metals and metalloids may occur due to
the industrial environment, soil geochemical characteristics, among other forms. The methods
for the determination of Pb and Cd were developed in high resolution atomic absorption
spectrometer with continuous source equipped with graphite furnace with direct sampling and
the method for the determination of As was developed in atomic absorption spectrometer with
generation of hydrides with decomposition of the samples by acid digestion. The
concentration of lead, cadmium and arsenic were determined in 72 food supplements available
in the Brazilian market. For the methods developed in HR-CS SS GFAAS the platforms were
coated with Zr and the use of Pd(NOs3)> and Mg(NOs3), with chemical modifiers presented
better analytical performance. The performance parameters of the methods were in accordance
with the standards of the American Pharmacopoeia for inorganic analysis in food supplements.
The precision, expressed as relative standard deviation, was less than 5% for the HR-CS SS
GFAAS methods and less than 6.1% for the HGAAS method, and the detection limits were
2.16 pg for Pb, 0.47 pg Cd and 0.37 pg/L As. The content of metals and metalloids in the
samples ranged from 0.04 to 1.68 ng/ g for Pb, 0.01 to 0.37 pg/g for Cd and As content varied
from 0.02 to 0.73 pg/g. The American Famacopeia recommends limits of 10 ug / day Pb and
5 ng / day Cd. Four products had amounts of Pb above the allowed one and a sample had Cd
above the acceptable amounts. Contamination of dietary supplements by these elements is of
concern, even at low concentrations, since chronic exposure can cause serious deleterious
health effects.

Keyword: Atomic Absorption, Metals, Metalloids, Food Supplements.
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1 INTRODUCAO

O Food and Drug Administration (FDA) ¢é o 6rgao governamental dos Estados Unidos
responsavel pelo controle de alimentos e medicamentos, promovendo a protecao da satide da
populagdo. Segundo o FDA, dietary supplements sao produtos que podem conter multiplos
ingredientes, incluindo vitamina, minerais, ervas, aminoacidos, substancias dietéticas para
suplementar a dieta aumentando a ingestdo dietética total, concentrados, metabolitos,
constituintes e extratos, a combinagdo de um ou mais destes ingredientes (USA, 2016).

O uso de suplementos alimentares ¢ muito difundido no Brasil, porém pouco se discute
sobre a qualidade dos suplementos alimentares. A contaminagdo dos suplementos alimentares
por diferentes elementos pode ocorrer durante o processo de industrializagdo, podendo ser
causada por ambiente contaminado, poluentes antropogénicos ou armazenamento inadequado.
Com aumento da industrializacao e da polui¢do ambiental ¢ necessario controlar a quantidade
de alguns elementos que mesmo em concentragdes baixas, devido a ingestdao didria, podem
causar efeitos toxicos ao consumidor (AMSTER, TIWARY, SCHENKER, 2007; SZOK,
KURZAWA, SZLYK, 2015).

Certos paises estabelecem limites de contaminantes inorgédnicos para os dietary
supplements, como por exemplo a Farmacopeia Americana (USP) e o Comité Europeu (CE).
Em 2017, a Farmacopeia americana (USP) em seu capitulo 2232 definiu novos limites para
contaminantes elementares em suplementos alimentares, entre eles o cddmio, o chumbo e o
arsénio (USP, 20174d).

No Brasil, ndo existe uma categoria similar aos produtos definidos como “dietary
supplements” pelo FDA, portanto ndo existe uma legislacdo brasileira que determine os
limites de contaminantes inorganicos especificamente para estes produtos. Grande parte dos
suplementos sdo vendidos nas categorias de alimentos para atletas e suplementos vitaminicos
e/ou minerais (BRASIL, 1998; BRASIL, 2002). Este tipo de produto ndo precisa comprovar
a seguranga, podendo ser comercializado logo ap6s notificar o inicio de fabricacdo a agéncia
sanitaria (BRASIL, 2010 a; BRASIL, 2010 b). Os suplementos com registro obrigatorio sao
minoria, como por exemplo a categoria de novos alimentos, devem apresentar laudo de anélise
dos contaminantes inorganicos como o chumbo, arsénio e cadmio (BRASIL, 1965; BRASIL,
1999a; BRASIL, 2016 e).

O capitulo 233 da USP determina as técnicas de espectrometria de emissdao atdmica
com plasma indutivamente acoplado (ICP-AES do inglés Inductively Coupled Plasma Atomic

Emission Spectrometry) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-
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MS do inglés Inductively coupled plasma mass spectrometry) para avaliar os elementos (USP,
2017a). No entanto, os equipamentos de espectrometria de absor¢do atdmica apresentam alta
sensibilidade e especificidade para a analise de componentes inorganicos. Desta forma, as
técnicas de HR-CS GFAAS e HGAAS se tornam também uma alternativa viavel para esta
analise e ainda tem a vantagem de determinar chumbo e cddmio por andlise direta, a qual evita
contaminagdes cruzadas devido ao processo de digestdo da amostra e diminui o tempo de
andlise (KURFURST, 1998; NOMURA, SILVA, OLIVEIRA, 2008; WELZ et al., 2010).
Além de tornar a andlise possivel de ser adaptada a realidade de um maior nimero de
laboratérios analiticos. Devido a auséncia de uma legislacdo brasileira que determine os
valores permitidos destes elementos em suplementos alimentares serdo considerados os

valores de dose didria maxima determinados pela Farmacopeia Americana (USP, 2017d).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

O trabalho desenvolvido teve por objetivo determinar impurezas elementares em
suplementos alimentares comercializados no Brasil por Espectrometria de Absorcdo Atémica
de Alta Resolucdo com Fonte Continua equipado com Atomizador de Forno de Grafite (HR-
CS GFAAS) e por Espectrometria de Absor¢do Atdmica de Geragdo de Hidretos (HGAAS).

1.1.2 Objetivos especificos

Realizar amostragem (n > 70) de suplementos alimentares comercializados no
mercado virtual brasileiro e em lojas especializadas na cidade Santa Maria—RS;

Realizar uma andlise descritiva das amostras de suplementos adquiridas de acordo com
a composicdo declarada pelo fabricante;

Desenvolver e validar um método para a determinacgdo de Cd e Pb por HR-CS GFAAS,
em suplementos alimentares;

Aplicar o método validado para a determinacdo de Cd e Pb em amostras de
suplementos alimentares por HR-CS GFAAS;

Investigar um procedimento de digestdo de amostra eficiente para a técnica de
HGAAS;

Desenvolver e validar um método para a determinagdo de As por HGAAS em

suplementos alimentares
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Aplicar o método validado para a determinacdo de As em amostras de suplementos
alimentares por HGAAS.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Frequentadores de academia envolvidos em programas de exercicios com pesos
desejam modificagdes estéticas, principalmente emagrecimento e aumento da massa muscular.
Paralelo ao aumento do nimero de pessoas praticantes de atividade fisica, observa-se também
0 uso crescente e indiscriminado de suplementos alimentares e substancias com finalidades
ergogénicas. O consumo destes produtos € elevado em diversas regides do Brasil, assim como
nos Estados Unidos, paises da Europa e da Asia (NOGUEIRA et al., 2015).

Nos Estados Unidos a FDA regulamenta suplementos alimentares através da Lei Federal
de Alimentos, Medicamentos e Cosméticos, Dietary Supplement Health and Education Act de
1994 (DSHEA). De acordo com a DSHEA, os suplementos alimentares sdo produtos para
suplementar a dieta que pode conter os seguintes ingredientes: vitamina, aminodcido, mineral,
planta, metabolitos ou a combinagao de qualquer um desses ingredientes (GAO, 2009).

Na legislagao brasileira nao existe uma categoria definida como suplemento alimentar.
Os produtos conhecidos mundialmente como “dietary supplement” podem ser enquadrados em
algumas categorias de produtos como suplementos vitaminicos e/ou minerais (BRASIL, 1998),
alimentos para atletas (BRASIL, 2010a), novos alimentos (BRASIL, 1999a) e substancias
bioativas com alegacdes de propriedade funcional (BRASIL, 1999c). Sao produtos usados no
caso de a dieta nao atender a uma demanda do organismo em fun¢ao de uma situagao fisiologica
distinta ou mesmo para complementacdo das necessidades didrias. Geralmente estes produtos
apresentam-se em formas ndo convencionais de alimentos tais como cépsulas, comprimidos e
tabletes. E importante ressaltar que muitos dos produtos considerados como suplementos
alimentares, em outros paises, podem ndo ser considerados alimentos no Brasil por conterem
substancias terapéuticas ou medicamentosas, que ndo sdo admitidas em produtos alimenticios
(BRASIL, 2016a; BRASIL, 2016b).

A Associacao Brasileira da Industria de Alimentos Para Fins Especiais e Congéneres
(ABIAD) realizou uma pesquisa para avaliar o consumo de suplemento no pais, foram
entrevistados 1007 familias de todo o pais. Conforme o levantamento, 54% dos lares possuem
pelo menos um individuo que consome algum tipo de suplemento, sendo que 75% utilizam para
complementar a alimentagdo (vitaminas, proteinas, minerais, etc) e 57% buscam promover o

bem-estar (aumento de massa muscular, energia, entre outros) (ABIAD, 2016).



Segundo a Associagdo Brasileira dos Fabricantes de Suplementos Nutricionais e
Alimentos para Fins Especiais (BRASNUTRI), a industria de suplementos alimentares teve um
crescimento de 12 % em sua produgdo em 2015, com um faturamento em torno de R$ 1,32
bilhdes (BRASNUTRI, 2016). O crescimento no consumo destes produtos acontece
principalmente devido a uma demanda induzida pelo forte apelo publicitirio, que ¢
caracterizado pela variedade de beneficios veiculados nos materiais promocionais. Além disso,
a facilidade no acesso, como por exemplo a venda em websites, e a crescente preocupagao da
populagdo com a saude contribuem para a popularizagdo dos suplementos alimentares
(BRASIL, 2016b).

Pesquisas realizadas em outros paises demonstram que os consumidores utilizam esses
produtos pelas mais variadas razdes, como por exemplo, para a promog¢ao da saude e melhora
do rendimento esportivo. Entretanto, segundo o Guia Alimentar da Populacdo Brasileira,
publicado pelo Ministério da Saude, ndo existe qualquer orientagdo para a ingestdo de
suplementos alimentares, pelo contrario, traz orientagdes para a adogdo de uma alimentagdo
balanceada capaz de fornecer todos os nutrientes necessarios (BRASIL, 2016b).

O consumo abusivo de suplementos alimentares pode representar um risco de saude
para os consumidores. O nimero de relatos de casos de efeitos adversos a satide decorrentes do
uso de suplemento nos Ultimos anos aumentou, os mais afetados sdo atletas amadores, € o
problema mais comum ¢ hepatotoxicidade (DERAVE; TIPTON, 2014).

Em 2012, a ANVISA emitiu um comunicado sobre o uso indiscriminado de suplementos
alimentares. A agéncia ainda ressaltou que alguns produtos apresentavam ingredientes que nao
sd0 seguros para o consumo ou que poderiam conter substancias com propriedades terapéuticas,
que nao podem ser consumidas sem acompanhamento médico (BRASIL, 2012a).

A diversidade de alimentos para atletas disponiveis no mercado vem crescendo no pais
a cada ano. Gragas ao avango tecnoldgico, novos ingredientes sao introduzidos rapidamente no
mercado, nem sempre com a devida comprovagao de seguranga de uso. O facil acesso a estes
produtos, aliado ao estimulo de consumo dentro de academias e a influéncia da midia, exigem
atencdo da Anvisa. A dificuldade para exercer o controle fiscal desta diversidade de produtos
no mercado, aliada a isencdo de registro obrigatorio desta categoria de alimentos, pode facilitar
a pratica de ilegalidades na produgdo e no comércio (ABE-MATSUTO; SAMPAIO; BASTOS,
2015).

O estudo de Silva e Ferreira (2014) comprovou que ¢ comum o descumprimento das

normas de rotulagem; a presenga de ingredientes ndo constantes na lista de ingredientes afeta

18



diretamente a pratica do nutricionista, que s6 pode se basear nas informagdes contidas no rotulo

(SILVA; FERREIRA, 2014).

2.2 LEGISLACAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES

No Brasil, o 6rgao responsavel pela regulamentacao dos suplementos alimentares ¢ a
Anvisa, que nos ultimos anos vem aumentando a sua atuacao através de determinagdes legais,
visando a qualidade e a seguranga desses produtos. Tanto os produtos importados como os
fabricados no Brasil, devem ser enquadrados em legislagdes especificas. O quadro 1 apresenta
as categorias de produtos que podem ser utilizados para complementar a dieta e as respectivas

legislacOes brasileiras que estes se enquadram.

Quadro 1 - Categoria de produtos que podem ser utilizados para complementar a dieta e as
respectivas legislagdes brasileiras pertinentes.

(continua)
Categoria Definicéo legal do produto Legislacao
Suplementos de Alimentos para o fornecimento da ingestéo diaria : o
L S . : Portaria MS n
vitaminas e/ou de vitaminas e/ou minerais de uma pessoa
o . 32/1998
minerais saudavel.
Sem histérico de consumo no pais, ou alimentos
Novos alimentos e | 12 consumidos, mas ,contendo substancias mais RDC Anvisa ne
. . elevadas do que esta presente normalmente na
novos ingredientes dieta 16/1999
Exemplos: lecitina de soja, Goji berry.
Propriedades funcionais: papel metabdlico ou
fisiolégico no crescimento, desenvolvimento e
. manutencdo de outras funcdes.
Alimentos com ~ P . . o
: AlegacOes de saude: indicar, sugerir ou implicar | RDC Anvisan
propriedades « ) . .
. . uma relacdo entre o alimento ou ingrediente com 18/1999
funcionais e saude - .
uma doenca ou uma condigdo relacionada com a
salde. Exemplos: Proteina de soja, polidextrose,
dextrina.
Substancias  bioativas: nutrientes ou ndo
nutrientes com acdo metabdlica ou fisioldgica
qustgnuas espeC|f|cz_i. Exemplos: Acido fendlico, 6mega 3 e RDC Anvisa n°
bioativas e 6, catequinas.
o o : : . 02/2002
probioticos Probidticos:  Microorganismos  vivos — que
melhoram o equilibrio microbioldgico intestinal.
Exemplo: Bifidobacterium sp.
Especialmente  formulado  para  atingir
Alimentos para necessidades nutricionais especificas e melhorar | RDC Anvisa n°
atletas 0 desempenho. Exemplos: Proteina do soro de 18/2010
leite, creatina e cafeina.
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Quadro 2 - Categoria de produtos que podem ser utilizados para complementar a dieta e as
respectivas legislacdes brasileiras pertinentes.

(continuacgao)

Medicamento Fitoterapico: sdo produtos obtidos
com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e eficacia sdo baseadas
em evidéncias clinicas e caracterizados pela
constancia de sua qualidade, passiveis de registro
e notificagdo. Considerado medicamento. RDC Anvisa n°
Exemplo: Zingiber officinale R. 26/2014
Produto Tradicional Fitoterapico: produtos
contendo matéria prima vegetal cuja seguranca e
efetividade seja comprovada. Concebidos para
serem utilizados sem a vigilancia de um médico.
Exemplo: Passiflora edulis S.

Fitoterapicos

Fonte: Autor

Os suplementos vitaminicos ¢/ou minerais servem para contemplar com estes nutrientes
a dieta de uma pessoa saudavel, em casos onde sua ingestdo a partir da alimentagdo seja
insuficiente. Esses suplementos devem conter pelo menos 25% e no maximo 100% da dose
diaria recomendada (DDR) de vitaminas e minerais para os brasileiros. Os suplementos ndo
apresentam funcdes curativas, sendo proibida qualquer expressao que se refira ao seu uso para
prevenir, aliviar ou tratar uma doenga (BRASIL, 1998).

No Brasil, a maioria dos produtos disponiveis no mercado sdao vendidos como alimentos
para atletas e suplementos vitaminicos e/ou minerais, categorias isentas de registro. Entretanto,
estudos relatam que existem produtos vendidos de forma irregular nestas categorias para se
favorecer da isen¢do de registro. Geralmente sdo produtos que deveriam estar registrados na
Anvisa como substancias bioativas (BRASIL, 2002), ou como novos alimentos
(BRASIL,1999a) e como alimentos com alegacao de propriedade funcional (BRASIL, 1999c)
(SILVA; FERREIRA, 2014).

Novos alimentos sdo alimentos sem tradicdo de consumo no pais, alimentos que
contenham novos ingredientes ou alimentos que contenham substancias ja consumidos, mas
que venham a ser adicionadas ou utilizadas em niveis muito superiores aos atualmente
observados nos alimentos que compdem uma dieta regular. Também se enquadram nesta
categoria alimentos com forma de apresenta¢do ndo convencional na area de alimentos, tais

como capsulas, comprimidos, tabletes e similares (BRASIL, 1999a).
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A existéncia de uma relagdo entre o consumo de determinado alimento ou seu
constituinte e a satide podem ser veiculadas somente se forem atendidas as diretrizes definidas
pela Anvisa para comprovagdo de propriedades funcionais ou de saude (BRASIL, 1999b). O
objetivo da norma, além da seguranga do alimento, ¢ que as alegagdes sejam comprovadas
cientificamente e ndo induzam o consumidor ao engano. As alegagdes podem descrever o papel
fisioldgico do ingrediente no crescimento, desenvolvimento ou mesmo nas fun¢des normais do
organismo. As alegacdes podem também fazer referéncia a manutencao geral da saude e a
redugdo do risco de doengas. Os alimentos que veiculem essas alegagcdes devem ser registrados
na categoria de alimentos com alegagdes de propriedades funcionais ou de satide ou na categoria
de substancias bioativas e probioticos (BRASIL, 1999a; BRASIL, 1999b; BRASIL, 1999c;
BRASIL, 2016c¢).

Alimentos com alegacdo de propriedade funcional sdo aqueles tem acdo sob o papel
metabolico ou fisioldégico no crescimento, desenvolvimento ou manuten¢do do organismo
humano. Por outro lado, os alimentos com propriedade de saude sdo os que possuem relacao
com doenca ou condi¢do relacionada a satide. Ambas alegagdes de propriedade funcional e de
satide devem estar baseadas em ensaios clinicos conduzidos com metodologia adequada ou em
estudos epidemioldgicos. Os resultados devem demonstrar a associagdo entre o alimento € o
efeito benéfico a satde, com pouca ou nenhuma evidéncia em contrario. E fundamental que a
substancia ou constituinte para o qual ¢ feita a solicitacdo de alegacdo tenha a mesma
especificagdo daquela utilizada nos estudos apresentados (BRASIL, 1999b).

As diretrizes que devem ser adotadas para a avaliacdo de seguranca, registro e
comercializacdo de substancias bioativas e probidticos isolados com alegacéo de propriedades
funcional ou de satde sdo previstas na RDC Anvisa n° 02/2002. Os produtos séo classificados
em: carotenoides, fitoesterois, flavonoides, fosfolipideos, organossulfurados, polifendis e
probiédticos. Os produtos se apresentam geralmente em formas farmacéuticas como cépsulas,
comprimidos, tabletes, pos, granulados, pastilhas, suspensdes e solucdes (BRASIL, 2002).

A RDC da Anvisa n° 18 de 2010 estabelece a classificagdo, designacao, requisitos de
composicao e de rotulagem da categoria “Alimentos para Atletas”. Esta resolu¢do se aplica aos
alimentos especialmente formulados para auxiliar os atletas a atender suas necessidades
funcionais especificas e auxiliar no desempenho do exercicio. Estes sdo classificados em seis
grupos: (I) suplemento hidroeletrolitico; (II) suplemento energético; (III) suplemento proteico;
(IV) suplemento para substituicdo parcial de refei¢des; (V) suplemento de creatina e (V)
suplemento de cafeina. Nao se aplicam nesta legislagdo substancias estimulantes, hormonios ou

outra substancia considerada como “doping” contido na lista de substincias proibidas pela
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Agéncia Mundial Antidoping e substancias com acdo ou finalidade terapéutica ou
medicamentosa, incluindo produtos fitoterapicos (BRASIL, 2010a).

Nos rétulos dos produtos classificados como Alimentos para Atletas, deve constar a
seguinte frase em destaque: "Este produto ndo substitui uma alimentacao equilibrada e seu
consumo deve ser orientado por nutricionista ou médico". Nao pode constar imagens ou
expressoes que induzam o consumidor a engano quanto a efeitos que nao possuam referentes a
perda de peso ou ganho de massa muscular; nem imagens ou expressoes que facam referéncias
a hormonios ou outras substancias farmacologicas; as expressoes "anabolizantes", "hipertrofia
muscular”, "massa muscular”, "queima de gorduras", "fat burners", "aumento da capacidade
sexual", "anabdlico" (BRASIL, 2010a).

Os vegetais sdo fontes de minerais e compostos bioativos, desta forma fitoterapicos
também podem ser usados como suplementos alimentares. No Brasil, os medicamentos
fitoterapicos sdo considerados produtos obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
vegetais cuja seguranga ¢ eficacia sdo baseadas em evidéncias clinicas e caracterizados pela
constancia de sua qualidade (BRASIL, 2016d). A regulagdo destes produtos nos ultimos anos
tem se tornado mais rigorosa e, atualmente, os medicamentos fitoterdpicos devem ser
obrigatoriamente registrados na Anvisa. Entretanto, os produtos tradicionais fitoterapicos e os
chas medicinais que possuem longo historico de uso seguro e efetivo, podem ser colocados a
venda sob notificagdo (BRASIL, 2014). A diferenga ¢ que enquanto o registro requer a
apresentacdo de testes cientificos, a notificagdo ¢ um procedimento simplificado em que ndo
exige tais comprovagdes (BRASIL, 2016d).

A Portaria da Anvisa n° 269/2005 estabelece a ingestdo diaria recomendada (IDR) para
vitaminas, minerais € aminoacidos. Os produtos que contém estas substancias acima da IDR
sdo caracterizados como “Medicamentos Especificos” e regulados pela RDC Anvisa n°
132/2003 (BRASIL, 2003). Todavia, estes produtos podem também ser usados como
suplementos alimentares pelos consumidores uma vez que muitos sao medicamentos isentos de
prescrigao (MIPs), conforme regulamentado pela RDC da Anvisan® 98/2016 (BRASIL, 2016f).

Aregulamentagdo sanitdria brasileira permite que pessoas fisicas importem suplementos
alimentares para consumo proprio, mesmo que esses produtos ndo estejam regularizados na
Anvisa. Todavia, esses produtos nao podem ser importados com finalidade de revenda ou conter
substancias sujeitas a controle especial ou proscritas no pais. Caso sejam importados para
comercializacdo, devem obedecer as legislagdes brasileiras para a categoria do produto

(BRASIL, 2002; BRASIL, 2012b).
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Em 2010, tendo em vista o elevado numero de pedidos de registro em relagdo a sua
capacidade de inspecdo, a Anvisa dispensou o registro de 15 categorias de alimentos prevendo
reduzir 47% do nimero de registros de alimentos (SILVA; FERREIRA, 2014). A partir de entdo,
ficaram isentos de registro os alimentos para controle de peso e alimentos para dietas com
restricdo de nutrientes, alimentos para atletas e os suplementos vitaminicos ou minerais
(BRASIL, 2010b). Contudo, independente da necessidade de registro, os fabricantes devem
atender as normas técnicas especificas de fabricacdo e comercializagdao do alimento de acordo
com a categoria na qual o produto se enquadra, bem como produzi-los conforme estipulado pela
legislagdo sanitaria (SILVA; FERREIRA, 2014).

Na analise de Silva & Ferreira (2014), a exigéncia do registro dos alimentos para atletas
atendia preceitos da seguranca alimentar do consumidor, de modo que esta decisdo da Anvisa
flexibiliza e torna menos rigido o controle destes produtos. Varios estudos demonstram que a
fiscalizagdo da Anvisa ndo ¢ suficiente e existem muitos produtos sendo comercializados de
forma irregular, ainda que a maioria dos fabricantes ignora ou perverte as normas para
comercializacdo no Brasil (SILVA, FERREIRA, 2014).

Em 2017, a Farmacopeia americana (USP) definiu no seu Capitulo 2232 limites para
contaminantes elementares em suplementos dietéticos. Os limites fixados para os quatro
contaminantes elementares em suplementos dietéticos sdo: arsénio (As), cadmio (Cd), chumbo

(Pb) e o merctrio (Hg), conforme descrito na Tabela 1 (USP, 2017d).

Tabela 1 - Limites de impurezas elementares em suplementos alimentares, de acordo com a
Farmacopeia americana.

Elemento PDE (pg/dia)
Arsénio (inorganico) 15
Cadmio 5
Mercdrio (total) 15
Metilmercurio 2
Chumbo 10

* Exposi¢ao Diaria Permitida (PDE) ¢ derivado da dose semanal toleravel provisoria (PTWI) que é recomendado
pela Organizacdo para a Alimentacdo e Agricultura das Nagdes Unidas e Organizagdo Mundial de Saude
(FAO/OMS) subtraindo a exposicao didria (pg/dia) a cada contaminante elementar do ar, alimentos e 4gua potavel.
Um peso corporal de 50 kg e um fator de segurancga sdo utilizados para calcular o PDE.

Fonte: General Chapter 2232 USP, 2017.

No Brasil, somente os suplementos com registro obrigatorio, devem apresentar laudo de

analise de contaminantes inorganicos de acordo com o Decreto Lei n® 55871/1965 (BRASIL,
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1965; BRASIL 2016¢). Os alimentos isentos de registro, ou seja, os alimentos para atletas e
suplementos vitaminicos e/ou minerais, ndo precisam tal comprovacgdo. Entretanto, a maioria
dos suplementos comercializados no pais ¢ vendida nestas categorias, sem apresentar analise

da contaminacao, colocando em risco a satide do consumidor.

2.3 IMPUREZAS ELEMENTARES EM SUPLEMENTOS ALIMENTARES

Incidentes com suplementos alimentares t€ém sido descritos, principalmente relatos
quanto aos efeitos secundarios inerentes aos proprios componentes da formulagdo e interagao
destes com medicamentos. Também podem ser citados casos associados a contaminagdes com
metais pesados, dioxinas, microrganismos, ¢ ainda adulteracdes com farmacos adicionados
intencionalmente, como forma de garantir o efeito anunciado no rétulo (CAMPOS;
OLIVEIRA, 2012).

Inimeras técnicas analiticas e abordagens experimentais podem ser usadas para
identificar ¢ medir metais ¢ metaloides, a fim de obter resultados confiaveis e avaliagcdes
corretas no campo da analise de suplementos alimentares. A selecdo de uma técnica para analise
elementar neste tipo de amostra dependera de varios fatores como, o elemento que se deseja
determinar, concentracdo do elemento na amostra, capacidade de deteccdo, interferéncias
analiticas, precisdo, faixa linear, custo e manutencdo do instrumento (SMICHOWSKI;
LONDONIO, 2018).

Uma das técnicas mais utilizadas para determinacdo de elementos inorganicos em
suplementos alimentares ¢ a ICP-MS. Szok e colaboradores (2015) analisaram Cd e Pb em
suplementos dietéticos através de ICP-MS. Os resultados demonstraram que teores de Cd e Pb
variam de acordo com a regidao de producao. Uma das amostras apresentou niveis de 9,27 pug/g
de Pb, resultado acima do permitido pela Comissdo Europeia para estes produtos (3,00 pg/g).
Os metais toxicos como Pb e Cd, podem ocorrer nas plantas devido, a adversidades do
ambiente, atividade bioldgica da planta e fontes antropogénicas como produtos agricolas e
industriais (SZOK; KURZAWA; SZLYK, 2015).

O chumbo ¢ um elemento téxico ndo essencial que se acumula no organismo, a
toxicidade do chumbo gera desde efeitos claros, ou clinicos, até efeitos sutis, ou bioquimicos.
O chumbo afeta varios 6rgdos e sistemas, sendo que as alteracdes celulares e os efeitos
neurologicos sobre o desenvolvimento parecem ser os mais criticos. Esse metal produz efeitos

sobre muitos processos bioquimicos; em particular, afeta a sintese da heme, o sistema
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hematopoiético e a homeostase do célcio, interferindo em outros processos celulares
(MOREIRA; MOREIRA, 2004).

A exposi¢ao ao cadmio produz uma extensa variedade de efeitos adversos envolvendo
muitos orgdos e sistemas. Do ponto de vista da medicina preventiva, a detec¢ao de efeitos
adversos nos rins ¢ de fundamental importancia, a fim de impedir efeitos mais sérios nos
pulmdes ou nos ossos. Uma consequéncia da disfun¢do tubular renal ¢ o distirbio do
metabolismo do célcio e da vitamina D. De acordo com alguns estudos, isto pode levar a danos
na calcificagdo 6ssea (MUNIZ; FILHO, 2006).

Hedegaar e colaboradores (2013) analisaram a presenca de arsénio em suplementos
dietéticos a base de ervas, de origem chinesa e dinamarquesa. O teor de arsénio inorganico foi
determinado em 16 suplementos dietéticos, por ICP-MS e Cromatografia Liquida de alta
eficiéncia com espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (High
Performance Liquid Chromatography with Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry,
HPLC-ICP-MS). Os resultados obtidos foram de 0,03 a 3,2 mg/kg de arsénio inorganico, de
acordo com a Farmacopeia Americana apenas um suplemento excedia o limite de arsénio (1,5
mg/kg para componentes individuais) (HEDEGAAR; ROKKJAER; SLOTH, 2013).

A exposi¢do ao As em longo prazo pode causar aterosclerose, hipertensdao, doengas
1squémicas do coragdo e arritmias. A exposi¢do cronica ao As pode induzir o estresse oxidativo,
levando ao aumento da pressao arterial (SINGH; GOEL; KAUR, 2011). Uma vez introduzido
no organismo, o As ¢ distribuido para todos os tecidos ou 6rgdos ricos em compostos com
grupamentos sulfidrilas, sendo facilmente detectavel em elevadas concentragdes na pele, unhas
e cabelos (SOUZA et al., 2015; FOWLER et al., 2007).

Moreta e colaboradores determinaram arsénio, mércurio, chumbo ¢ cadmio em 32
suplementos de creatina por ICP-MS. Apenas o Hg apresentou limites quantificaveis em 24
amostras, os outros elementos estavam em concentra¢des abaixo do limite de deteccao.
Nenhuma das amostras que continham Hg apresentava concentracdo acima da legislagdao
europeia (MORETA; PREVARIN; TUBARO, 2011).

Outro estudo de Marrero e colaboradores determinou 15 elementos em suplementos
alimentares comercializados na Argentina e nos Estados Unidos. Os elementos foram
determinados por ICP OES (Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente do inglés Inductively Coupled Plasma - Optical Emission Spectrometry). Os
elementos chumbo, cddmio, arsénio e mercurio, ndo foram quantificados nas 5 amostras
analisadas, as concentracdes foram menores que as limite de detec¢do (MARRERO et al.,

2013).

25



Krawczyk (2014) determinou elementos tragcos em suplementos multivitaminicos por
HR-CS GFAAS, as amostras foram analisadas na forma de pasta, apds serem digeridas com
acido nitrico. As concentracdes dos elementos nas amostras analisadas foram 0,0001 a 0,002
mg As/comprimido, 0,0004 a 0,002 mg Cd/comprimido e 0,004 a 0,008 mg Pb/comprimido.

Existem poucos estudos que analisaram a presenca de contaminantes inorganicos em
dietary supplements, tdo poucos em alimentos para atletas e suplementos comercializados no
Brasil. Além disso, a maioria das técnicas empregadas necessita digerir as amostras,
aumentando as chances de ocorrer contaminagdes cruzadas e tornando o processo de analise

mais lento.

2.4 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA

O principio desta técnica se baseia na absorcdo de radiagdo eletromagnética de
frequéncia especifica por dtomos livres no estado gasoso. O 4tomo, no estado fundamental,
absorve quantidade especifica de energia, ou seja, uma radiagdo de frequéncia definida, emitida
por uma fonte de radiagdo, sendo assim excitado. A atenuacdo da intensidade de radiagdo
emitida pela fonte é proporcional a quantidade de analito presente, sendo utilizada para
quantificar o analito (WELZ, 1999).

Quando utiliza uma fonte de radiag@o especifica a técnica ¢ denominada espectrometria
de absor¢do atdmica com fonte de linha (LS AAS). A LS AAS utiliza 1ampadas de c4todo oco,
as quais emitem radiacdo especifica para cada elemento, tornando a técnica altamente seletiva
e dispensando o uso de monocromadores de alta resolucdo (BORGES; CURTIUS; WELZ,
2005). Apesar dessas vantagens a técnica apresenta diversas limitagdes, entre elas a andlise
monoelementar, dificultando a determinagao de diversos elementos devido a necessidade de ter
uma lampada para cada elemento, e principalmente, devido a falta de informagdo obtida na
regido da analise; como uma estreita faixa do espectro ¢ utilizada na andlise se obtém uma
limitada informag¢do da regido espectral (WELZ, 1999; BORGES et al., 2005; WELZ et al.,
2003).

A espectrometria de absor¢do atdmica de alta resolucdo utilizando fonte continua ¢
composta por uma lampada de arco curto de xendnio de alta pressao, formada por dois eletrodos
de tungsténio, operando em modo kot spot, a partir da qual ¢ emitida uma radiacdo de alta
intensidade e na faixa da regido do UV-visivel. A radiagdo emitida ao passar pelo atomizador
chega a um monocromador duplo de alta resolugdo, constituido por um prisma pré-dispersor,

com a fun¢ao de separar o espectro da radiacdo incidente, na regido de interesse, e também uma
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rede de difragao Echelle, sendo responsavel pela alta resolucdo do intervalo selecionado. Por
fim, a radiag¢do emitida, transmitida e selecionada atinge o detector. Este ¢ constituido por um
arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD) contendo 512 pixels fotossensiveis
independentes, dos quais 200 sdo destinados a fins analiticos, permitindo a visualizagdo de 200
a 500 pm da regido espectral na qual esta contida a linha analitica (BORGES et al., 2005; WELZ
et al., 2003).

Assim, a espectrometria de absor¢ao atdomica de alta resolugdo com fonte continua,
possui vantagens quando comparada com a tradicional, como por exemplo, a alta intensidade,
0 que oferece a técnica limites de detecgdo menores devido a uma maior razao sinal/ruido;
visualizacdo de todo o ambiente espectral no qual a linha analitica estd contida, permitindo,
assim a melhor correcao de fundo e principalmente um avangado e eficiente sistema de corre¢ao
de fundo (WELZ, 1999; BORGES et al., 2005; WELZ et al., 2003).

Diferentes atomizadores podem ser empregados para obter atomos no estado
fundamental, por isso a técnica de espectrometria de absor¢ao atdomica pode ser subdividida de
acordo com o tipo de atomizador utilizado: (I) a FAAS (do inglés Flame Atomic Absorption
Spectrometry), na qual a amostra ¢ convertida em um aerossol no nebulizador para ser entdo
transportada para o atomizador que ¢ a propria chama; (IT) a GFAAS (do inglés Grafite Furnace
Atomic Absorption Spectrometry) onde € utilizado um forno de grafite como atomizador; e (I1I)
o HGAAS (do inglés Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry) que se baseia na
conversao do analito a seu hidreto volatil no atomizador, que pode ser fornos de grafite ou tubos

de quartzo (WELZ et al., 2003).

2.4.1 Analise direta de so6lidos por Espectrometria de absorcao atoémica com
forno de grafite (HR-CS GFAAS)

A técnica GF AAS ¢ muito empregada para a determinagdo de baixas concentragdes de
elementos em matrizes diversas, pois apresenta alta sensibilidade e seletividade necessitando
de reduzido volume de amostra, além de possibilitar amostragem direta. Apresenta algumas
vantagens em relacdo a outras técnicas como a FAAS e ICP OES, pois além da eliminagdo da
matriz nas etapas de aquecimento (secagem e pirolise), o tempo de residéncia do analito durante
a atomizagdo € maior, isto torna a técnica menos sujeita aos efeitos do tamanho e da volatilidade
das particulas e confere uma maior sensibilidade (WELZ; SPERLING, 1999).

A maioria das amostras submetidas para a determinagdo elementar por GF AAS

encontra-se na forma so6lida. Usualmente, as amostras sdo convertidas em solugdes aquosas por
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meio de procedimentos por via seca ou por via umida (KINGSTON; HASWELL, 1997). Esses
procedimentos apresentam caracteristicas favoraveis e limitacdes que dependem do tipo de
amostra, dos analitos e de suas concentra¢des. Erros sistematicos devido a contaminacao ou
perdas por volatilizagdo estdo entre os mais frequentes, podendo afetar diretamente a exatidao
e a precisao dos resultados analiticos. Considerando que a GF AAS ¢ uma técnica destinada a
determinagdo de tragos e ultratracos de elementos, os cuidados no preparo das amostras tornam-
se cruciais para o sucesso do método empregado (WELZ; SPERLING, 1999; JACKSON, 1999;
KURFUST, 1998). Desta forma, a determinagdo elementar a partir da analise direta da amostra
solida, com o minimo de manipulagdo se torna uma alternativa adequada e recomendada.

Na analise direta de solidos por Espectrometria de Absor¢do Atdmica com Forno de
Grafite (HR-CS GFAAS, do inglés direct solid sampling with graphite furnace atomic
absorption spectrometry) as amostras podem ser introduzidas de duas maneiras, na forma de
suspensdo ¢ na forma direta de sélido. A escolha da forma de introducdo de amostra solida
depende do tipo de amostra a ser analisada (BENDICHO; LOOS-VOLLEBREGT, 1991). Para
a analise direta, a amostra ¢ pesada e introduzida no atomizador, sem a necessidade de
tratamento prévio. As vantagens da andlise direta da amostra sdlida sdo: simplificacdo no
tratamento da amostra; minimiza¢ao dos riscos de contaminagao devido ao uso de quantidades
reduzidas de reagentes; minimizacdo das perdas do analito de interesse; ndo utilizagdo de
reagentes tOxicos ou corrosivos; minimizacao de geracdo de residuos; maior detectabilidade,
uma vez que as amostras ndo sdo diluidas; e possibilidade de analisar uma pequena quantidade
de amostra (KURFUST, 1998; BENDICHO; LOOS-VOLLEBREGT, 1991).

Em amostragem direta de solidos desvios da ordem de 5 a 10% sdo aceitaveis para
elementos presentes em ug/g, enquanto que desvios entre 10 a 30% sdo aceitaveis para niveis
de ng/g (LANGMYHR, 1985). Geralmente altos desvios sdo atribuidos a baixa homogeneidade
da amostra. Amostras solidas que naturalmente sdo heterogéneas, pequenas quantidades tendem
a comprometer a representatividade em determinagdes de baixas concentragdes. A
homogeneidade ¢ uma caracteristica particular do tipo de amostra e depende da quantidade de
analito presente, bem como de sua distribuicdo no material solido. Neste contexto, torna-se
entdo necessario estabelecer as menores massas representativas capazes de serem analisadas
sem comprometer a precisao e exatidao dos resultados (PAUWELS, et al.,1994).

Em decorréncia da falta de informagdes provindas das propriedades da amostra, Kurfiist
e colaboradores, introduziram na década de 80, o conceito de fator de homogeneidade (He), o

qual busca caracterizar amostras sélidas quanto a homogeneidade para pequenas massas de
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amostras, se tornando mais uma ferramenta util a andalise direta de sélidos (KURFUST et al.,

1993). O qual pode ser calculado segundo a equagao 1:

He=SyVm

onde, Sy = desvio padrdo relativo de todas as medidas e m=massa média.

A homogeneidade de um material pode ser determinada através dos erros de
amostragem (Sy) de uma massa m (mg). Considerando que a massa normalmente empregada ¢
em torno de 1 mg, H.corresponde ao erro de amostragem para 1 mg de massa, sendo que valores
de H. menores que 10 indicam um material homogéneo. Segundo Kurfiirst, sob determinadas
condigdes, em que o procedimento analitico ¢ relativamente livre de outras fontes de erros, esta
equacdo pode ser aplicada com certa confianca para estimar a homogeneidade em uma larga
escala de amostras (KURFURST, 1998).

Apesar das vantagens caracteristicas da amostragem direta de sélidos, a calibragdo
sempre foi considerada problematica, pois o processo de atomizacao do analito depende da
forma na qual o analito se encontra na amostra s6lida e o quanto este processo pode ser
influenciado pela matriz (BELARRA; RESANO; VANHAECKE, 2002; KNAPP, 1991). Na
GFAAS sao usados trés tipos de calibragdo: adigdo de padrdo, calibracdo com materiais de
referéncia certificados e calibracdo com solugdes de referéncia (BELARRA et al., 1999). Na
adi¢do de padrdo pode-se manter constante a massa da amostra e variar a concentra¢do das
solucdes de referéncia, no entanto ha dificuldade na pesagem e transferéncia de massas
idénticas.

Muito autores relatam que a utilizagdo de materiais de referéncia certificados (CRMs) ¢
a forma de calibragdo mais apropriada para a amostragem direta de solidos na espectrometria
de absorc¢ao atomica (BELARRA et al., 1999; KNAPP, 1991; SEBY et al., 2003). O seu uso
permite compensar os efeitos da matriz, desde que as amostras e 0 CRM sejam afetados da
mesma maneira. Para isso, devem possuir matriz ¢ concentracdo do analito semelhantes
(KNAPP, 1991). Entretanto, além de ndo existir para todos os tipos de amostras sélidas, os
CRMs sdo relativamente caros devido a complexidade da sua produgao.

Em relacao aos métodos citados anteriormente, as solugdes de referéncia para calibragao
possui as vantagens de serem facilmente disponiveis, terem menor custo, além da calibracao
ser mais rapida e facil de executar. Através da integrag@o do sinal analitico e adequado controle
das temperaturas de atomizagdo ou vaporizacao do analito resultados exatos podem ser obtidos

(BELARRA; RESANO; VANHAECKE, 2002).



Para avaliar se a técnica de calibragdo aquosa pode fornecer resultados exatos e precisos,
estudos demonstraram que a massa caracteristica ¢ um bom indicativo. Para isso, a massa
caracteristica do analito na solugdo de referéncia e na amostra deve possuir a mesma magnitude.
Quando a massa caracteristica do analito na solugdo de referéncia for diferente daquela do
analito na amostra, os efeitos da matriz podem ser mais pronunciados (BELARRA; RESANO;
VANHAECKE, 2002; DONG; KRIVAN, 2001; KURFURST, 1998).

Mesmo ocorrendo etapas distintas no programa de temperatura a fim de proporcionar
as melhores condi¢des para a determinagdo do analito, podem ocorrer perdas de analito na etapa
de pirdlise. Com a finalidade de aumentar a estabilidade térmica do analito e/ou ainda a
eficiéncia da etapa de pir6lise sdo utilizadas substancias denominadas modificadores quimicos.
O modificador quimico pode atuar de duas formas: combinando-se com o analito, aumentando
sua estabilidade térmica ou combinando-se com a matriz ¢ aumentando a sua volatilidade
(WELZ; SPERLING, 1999; FROES; WINDMOLLER; DA SILVA, 2003).

Os elementos utilizados como modificadores quimicos sdo geralmente metais e devem
apresentar as seguintes caracteristicas: estabilizar o analito a pelo menos 1000°C para garantir
a total eliminagdo da matriz na etapa de pirolise; ndo diminuir a vida util do tubo de grafite;
estar disponivel em alto grau de pureza para evitar contaminagdes; ser raramente determinado
por GF AAS; nao afetar negativamente a sensibilidade da técnica; ndo contribuir para a
absor¢do de fundo; os limites de detec¢cao ndo devem ser aumentados pelo uso do modificador;
e deve possibilitar a aplicacdo a uma ampla variedade de matrizes (WELZ; SPERLING, 1999;
FROES; WINDMOLLER; DA SILVA, 2003).

Existem dois tipos de modificadores quimicos: os modificadores quimicos
convencionais € os modificadores quimicos permanentes. Os modificadores quimicos
convencionais sdo inseridos simultaneamente com a amostra na plataforma, no caso de anélise
de solidos. Uma vez que a quantidade de amostra inscrita ¢ limitada, também podem ser
previamente secos na plataforma, antes da inser¢cdo da amostra no atomizador. A mistura de
nitratos de paladio e magnésio (Pd/Mg) em solugdo ¢ conhecida como o “modificador
universal”, pois atua eficazmente para um amplo nimero de analitos e em diversas matrizes
(SCHLEMMER; WELZ, 1986).

Ja os modificadores permanentes sao solugdes que fazem o recobrimento da superficie
da plataforma, ou da parede do forno de grafite, quando submetidas a um tratamento térmico.
Este recobrimento possui a vantagem de permanecer por varias queimas subsequentes, podendo
até chegar ao final da vida util do tubo sem precisar de uma nova aplicag¢do. Sdo muito utilizados

os elementos do grupo da platina como iridio, ruténio e o rédio que sdo elementos formadores
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de 6xidos, e também elementos formadores de carbetos zirconio, tungsténio, nidbio e tantalo.
Combinac¢des de modificadores que formam carbetos e Oxidos como tungsténio/rddio,
tungsténio/iridio e tungsténio/ruténio também sao aplicadas. Os modificadores permanentes
apresentam algumas vantagens sobre os modificadores convencionais, uma vez que podem
aumentar consideravelmente a vida 1til do forno e diminuir os valores de brancos (WELZ;

SPERLING, 1999).

2.4.2 Espectrometria de Absor¢iao Atomica de Gerac¢ao de Hidretos (HGAAS)

A geracdo de hidretos se baseia no principio de que alguns elementos podem gerar
hidretos volateis (As, Bi, Ge, Pb, Sb, Sn, Se, Te) na presen¢a de um 4cido com um agente
redutor forte (HOLAK, 1969). Hidretos sdo ions negativos de hidrogénio, existem vérias classes
conhecidas, sendo a mais conhecida os covalentes como os de arsénio, selénio, estanho e
chumbo, todos gasosos a temperatura ambiente (HURD, 1952).

A geracdo de hidretos envolve a conversdo do analito presente na amostra liquida em
um composto volatil através de uma reacdo com um agente redutor. Apods a separagdo do
hidreto volatil na solugdo em um separador gés-liquido, ele € transferido com o auxilio de um
gas carreador para uma cela de atomizacdo, sendo posteriormente detectado o elemento
correspondente.

Comumente, como agente redutor para a geragdo hidreto sdo utilizados sais de
tetrahidroborato, como o de sodio (NABH4), em meio 4cido. O uso do NaBH4 como redutor
diminui o sinal do branco, garante a obtencao de sinais reprodutiveis e diminui o tempo de
reacdo, devido a sua elevada reatividade. Contudo, por ser instavel, a solu¢do do redutor deve
ser preparada e utilizada dentro de algumas horas. A solu¢do de NaBH4 ¢ preparada em meio
alcalino, geralmente contendo NaOH de 0,05 a 2% (m/v), para aumentar a estabilidade e
prevenir sua decomposicao (LEE, 1996; DEDINA; TSALEV, 1995).

O mecanismo envolvido na reacdo de geracao do hidreto ¢ complexo. O hidreto ¢ gerado
a partir da transferéncia do hidrogénio ligado diretamente ao boro. Isso ocorre pela formacao
de complexo intermedidrio entre o analito e o tetrahidroborato, confirmado experimentalmente
pelo uso de reagentes deuterados (D’ULIVO et al., 2007; D’ULIVO, 2010).

As principais variaveis quimicas avaliadas na geracdo dos hidretos sdo concentragdo e
tipo de acido e a concentragdo do redutor (NaBHa), elas interferem diretamente na sensibilidade

do método (ANAWAR, 2012).



As principais vantagens associadas a geracdo de hidretos sdo a separacdo do analito da
matriz, a elevada eficiéncia do transporte do analito para o atomizador, a melhor sensibilidade
e melhores limites de detec¢do em comparagdo com a nebulizagdo pneumatica. No entanto, a
técnica possui algumas limitagdes uma vez que a presenga de constituintes da amostra, o pH e
concentragdes dos reagentes podem interferir na geracao do hidreto (DEDINA; TSALEYV, 1995;
TAKASE et al., 2002). Outra questao importante € que a eficiéncia da geragao de hidretos pode
ser diferente para cada espécie, dependendo do estado de oxidagdo da espécie. Isso pode ser
contornado através do uso de agentes oxidantes (como o H>O:) ou através de uma etapa prévia
de redugdo do analito por 4cido ascorbico/iodeto de potassio ou L-cisteina (PETURSDOTTIR
et al., 2014; DEDINA; TSALEV, 1995).

A HG AAS (do inglés Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry) ¢ a técnica
mais utilizada para a determinagdo de arsénio, por ser relativamente simples, de baixo custo
operacional e possuir boa sensibilidade (HENDEL et al., 2011). O sistema de geragdo de
hidretos de arsénio pode ser classificado em 4 etapas: (I) Geragao dos hidretos (equagdo 1 ¢ 2),
através de um agente redutor em meio acido, promovendo a formacdo de AsHs (arsina); (II)
separacdo (através de um separador gas-liquido); (III) transporte até o atomizador, através de
um gas de arraste inerte (como nitrogénio ou argonio); (IV) atomizagao (equagdo 3). Que pode
ocorrer em um tubo de quartzo aquecido eletricamente, ou por um chama de ar/acetileno, com
temperaturas em torno de 800-1000 °C. Apo6s o aquecimento, acontece a decomposi¢ao da
arsina pela temperatura e pelas colisdes com radicais hidrogénio (H®), isso gera dtomos livres
em fase gasosa no estado elementar, estes vao absorver a radiacdo eletromagnética que
futuramente ird gerar o sinal analitico (CARRERO et al., 2001; DEDINA; TSALEV, 1995;
FENG et al., 1998).

BH4 + 3H20 + H" >H3BO; + 8H' (Equagéo 1)
As + 3H" 2 AsH3 + Ha (excesso) (Equagdo 2)
H Ho He

AsHs = AsH> + H, & AsH + H> = As + H» (Equag@o 3)

O acoplamento HGAAS apresenta menos interferéncias que a técnica de espectrometria
de absor¢do atdbmica convencional, ja& que acontece a separacdo das espécies de interesse na
forma de hidretos. Apesar de apresentar menos interferéncias, ainda podem ocorrer algumas,
principalmente na fase liquida, durante a formagdo ou transferéncia do hidreto da solugao

(RASMUSSEN et al., 2012), interferentes podem afetar a eficiéncia da geracdo do hidreto
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devido a competi¢do pelo agente redutor e também pode acontecer precipitagdo ou co-
precipitagdo da espécie de interesse (WELZ; MELCHER, 1984). As interferéncias ocorrem de
varia maneiras, pode haver reagdao de outros elementos contaminantes que gerem hidreto com
o agente redutor, ainda pode ocorrer reagdes simultaneas entre o interferente e o redutor
(RASMUSSEN et al., 2012). Altas concentragdes de HCl podem reduzir as interferéncias da
fase liquida por metais de transicdo (DEDINA; TSALEV, 1995).

Ainda podem ocorrer interferéncias na fase gasosa, estas sao ocasionadas por espécies
volateis, que na sua maioria também sao formadoras de hidretos. Estas podem interferir durante
o transporte do hidreto, tornando o lugar do analito durante a passagem do mesmo até o
atomizador, diminuindo a eficiéncia na atomizagao e atrasando a coleta do sinal analitico. Em
menor escala, o mercirio, também pode causar interferéncias na fase gasosa, competindo pelos
radicais hidrogénio na célula de atomizagao (WELZ; MELCHER, 1984).

Um tubo de quartzo pode eliminar alguns interferentes espectrais e ndo espectrais da
fase gasosa devido a elevada eficiéncia de transporte. Entretanto, ainda podem ocorrer
limitagdes devido a presenca da matriz durante a reagdo de formagao, liberacao e atomizagao

do hidreto (STRIPEIKIS et al., 2001).
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3. METODOLOGIA
3.1 INSTRUMENTACAO

Todas as medidas realizadas para a determinacdo de Cd e Pb foram conduzidas em um
espectrometro de alta resolucdo com fonte continua, modelo ContrAA 700 (AnalytikJena®,
Alemanha), equipado com amostrador solido automatico SSA600. A fonte de emisséo é
composta de uma lampada de arco curto de xendnio (GLE, Berlim, Alemanha), operando em
modo “hot-spot”. O sistema inclui um duplo monocromador composto de um prisma como pré-
monocromador associado a um monocromador de alta resolucdo com rede de echelle. O
detector CCD possui 588 pixels, sendo 200 deles usados com finalidade analitica e o restante
utilizado para correcBes internas do equipamento. As linhas analiticas utilizadas foram
283,3060 e 228,8018 nm, para o Pb e o Cd respectivamente. A quantificacdo do sinal analitico
foi realizada através da medida de absorvéncia proveniente da area do pico, considerando dois
ou trés pixels adjacentes (CP £ 1). O atomizador utilizado foi o forno de grafite aquecido
transversalmente para anélise direta de sélidos sem o orificio dosador (Analytik Jena, Jena,
Alemanha). O gas argonio utilizado como gas de protecdo e purga possui pureza 99,999%. Os
fornos e as plataformas para analise de solidos utilizadas foram recobertos piroliticamente. As
plataformas foram inseridas ao forno de grafite através do amostrador sélido automatico
(AnalytikJena, Jena, Alemanha, SSA 600), a qual possui uma microbalangca com precisdo de
0,001 mg.

As medidas de As foram realizadas em um Espectrémetro de Absorcdo Atbmica novaA
300 (Analytik Jena, Jena, Alemanha), equipado com gerador de hidretos HS60 (Analytik Jena,
Jena, Alemanha) e amostrador automéatico modelo As52S (Analytik Jena, Jena, Alemanha).
Uma célula de quartzo aquecida a 920 °C foi utilizada como atomizador. A fonte de radiacéo
foi uma lampada de catodo oco de As operando com uma corrente de 10 mA. A absorvancia do
As foi medida em 193,7 nm, sendo a abertura da fenda do monocromador 0,8 nm e o tempo de

integracdo do sinal 40 s.

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico. Agua deionizada de alta pureza

(resistividade 18,2 MQ/cm) foi obtida usando um sistema de destilagao/deionizacao seguida de
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Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). Todas as solugdes foram estocadas em tubos de
polietileno previamente descontaminados.

As solucdes estoques individuais de Pb, Cd e As foram preparadas em 0,1% (v/v) de
HNO:s destilado, através da diluicdo de uma solugdo padrao de 1000 mg/L (Sepcsol, USA). Os
modificadores de nitrato de magnésio (Mg(NO3)2) e nitrato de palddio (Pd(NO3)z) foram
preparados na concentracdo de 1 g/L.. O volume utilizado do modificador foi de 3 pL. PA(NO3)>
e 2 uL Mg(NQO3), para determinagdo de Pb e 5 puL (Pd(NO3)> para determinacao de Cd. A
solucao de zirconio 0,5 g/L foi preparada a partir de Cloreto de Zirconio (Merk).

O material de referéncia certificado SRM 3260 (Bitter Orange-Containing Solid Oral
Form) fornecido pelo Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST), Gaithersburg, EUA

foi utilizado para avaliar a exatidao do método desenvolvido para determinagao de Pb.

3.3 PREVENCAO DA CONTAMINACAO

Todos os frascos plésticos utilizados foram lavados com agua corrente, em seguida
enxaguados com agua deionizada e imersos em solugao 10% de HNOs (v/v) em etanol diluido
(50% etanol e 50% agua) por 48 horas. Na vidraria utilizada foi colocada solugdo de HNO3 1%
(v/v) em agua por 48 horas. Na sequéncia, a vidraria foi lavada com agua ultrapura
abundantemente. O HNOjs utilizado foi destilado em um destilador de acidos, para reduzir a sua

contaminagdo por metais e impurezas.

3.4 AMOSTRAS

De acordo com o or¢amento disponivel para o desenvolvimento do presente trabalho,
foi possivel a aquisicdo de 72 amostras de suplementos alimentares. As amostras foram
adquiridas no periodo de 2015 a 2016, através da insercao de palavra-chave como “suplementos
alimentares”, “suplementos emagrecedores” e “suplementos vitaminicos e minerais” na
ferramenta de pesquisa Google. Todos os suplementos alimentares eram provenientes de
websites brasileiros, a fim de demonstrar a facilidade de acesso a estes produtos por parte do
consumidor brasileiro.

As formulagdes adquiridas foram analisadas e classificadas de acordo com o pais de
procedéncia, composi¢do declarada pelo fabricante (material vegetal, nutrientes, aminoacidos
e outros aditivos) e de acordo com a classificagdo do produto segundo a legislacédo brasileira.

Por razdes legais 0 nome das amostras, independentemente do resultado, ndo sera divulgado,
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procedendo-se assim a codificagcdo do nome das amostras (Al- A72). No quadro 3 encontram-

se descritas as caracteristicas das 72 amostras que foram analisadas durante este trabalho.
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Quadro 3- Caracteristicas das amostras de suplementos alimentares em estudo.

37

(continua)
Forma Pais de . Posologia/Modo de S't“?“?ao do
Amostra Farmacéutica | origem Ingredientes declarados usar Registro na
g ANVISA
Guarand, cha mate, mix de vitaminas e minerais Registro da
Al Cépsula Brasil (célcio, colina, cromo, niacina, acido pantoténico, 4 capsulas por dia Anvisa/MS
vitamina B2 e vitamina B1) 493770077
A2 Cépsula Brasil Guarané em pd, didxido de silicio 2 capsulas por dia -
A3 P6 a granel Brasil Maltodextrina, fenilalanina 409 de po em 250 -
mL de agua
, Maltodextrina, guarana, laranja amarga, cha verde, 4gem250mL, 2 | Dispensado pela
Ad Po a granel EUA cromo, niacina, vitamina C vezes ao dia RDC n° 27/2010
Extrato de acerola, extrato de café verde, extrato de
AB Cansula Brasil chéa verde, extrato de Goji berry, vitamina C, 1 capsula, 2 vezes ao | Dispensado pela
P vitamina A, vitamina E, picolinato de cromo, quelato dia RDC n° 27/2010
de selénio, quelato de zinco
Extrato de acerola, café verde, picolinato de cromo, 2 capsulas. 2 vezes | Dispensado pela
A6 Cépsula Brasil vitamina C, amido de milho, vitamina A, vitamina E, P g’ P o P
A . ao dia RDC n° 27/2010
quelato de selénio, quelato de zinco
A7 Cépsula Brasil Cafeina anidra 1 cépsula por dia Registro da
. . Fibra de laranja, Psillium, quitosana enriquecido com | 2 cépsulas, 2 vezes Anvisa/MS
Cépsula Brasil P A g’ 625750032001-
vitaminas e minerais. ao dia )
, . Proteina isolada, chocolate gourmet, amido de milho | 30 g em 250 mL de
A8 P6 a granel Brasil ) . -
Ceroso agua, 2 vezes ao dia
A9 P6 a granel EUA Proteina hidrolisada e |sola(_ja, cacau em po, lecitina | 4 doses de 25,g em x
de soja. 125 mL de agua

- Ndo informado.

* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.
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(continuacao)

. o . i Dispensado pela
AL0 P6 a granel Estz_;ldos Proteina do soro de leite |sollao!a e hidrolisada. cacau, | 31¢ em 300 mL de RDC n° 27/2010
Unidos sal, cloreto de potéassio, sucralose. agua
All Comprimido Brasil Cafeina 220 mg 1 comprimido/ dia -
Registro da
. Estados . . - o 2 capsulas, 2 vezes Anvisa/MS
Al2 Cépsula Unidos Guarand, colina, Psillium, vitaminas 20 dia 509690131001
1
Maltodextrina, colina, magnésio, vitaminas, cromo, 2 capsulas. 2 vezes
Al3 Cépsula Brasil acido fdlico, extrato de cha verde, extrato de guarand, P 20 d1ia -
extrato de laranja amarga, extrato de canela
. Estados . . .
Al4 Capsula X Cafeina 1 cépsula 1 x ao dia *
Unidos
Registro da
, . . . . 2 capsula, 2 vezes ao Anvisa/MS
Al5 Cépsula Brasil Quitosana, Psyllium, farelo de aveia dia 621660018001
0
, . Guarana em po, citrus, café verde, picolinato de . . Dispensado pela
Al6 Cépsula Brasil cromo, 4 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
Psyllium, abacaxi, acerola, acai, amora, ameixa,
banana, laranja, maca, mamao, morango, maracuja, Registro da
, . tamarindo, uva, berinjela, beterraba, brécolis, , . Anvisa/MS
AlT Capsula Brasil cenoura, espinafre, tomate, guarana, cogumelo 223 capsulas ao dia 666600015001-
Agaricus blasei, gérmen de soja, aveia, trigo, linhaca, 4
gergelim, cacau, alho

- Ndo informado.

* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.
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(continuacao)

L-valina, L-leucitina, L-isoleucina, vitamina B6,

Dispensado pela

Al8 Cépsula Brasil arginina 4 cépsulas ao dia RDC n° 27/2010
. . Cromo,colina, célcio, silicio, zinco, magnésio, café . . Dispensado pela
Al9 Capsula Brasil verde, vit. C, vit. B3, &cido fdlico 3 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
. . - : o 5gem 200 mL de .
) . Cha verde, colageno, inulina, gengibre, vitaminas e . ] Dispensado pela
A20 Pé a granel Brasil minerais agua apos as RDC n° 27/2010
refeicbes
Cafeina, fosfato dicalcico, dioxido de silicio, cha I .
A21 Comprimido Estados |\ o\ e Jeucina, tirosina, extrato de casca de pinheiro 4 comprimidos por | Dispensado pela
Unidos ’ ' éarcinia ’ dia RDC n° 27/2010
A22 Pé a granel Brasil Colégeno, betacaroteno, vitamina C 10 g em 200 mL -
. . ) . 2 capsulas, 2 vezes | Dispensado pela
A23 Cépsula Brasil fibra de laranja amarga 20 dia RDC n° 27/2010
A24 Capsula Estados Cafeina anidra 2 capsulas, 2 vezes *
Unidos ao dia
A25 Capsula Estados Cafeina anidra 2 capsulas, 2 vezes *
Unidos ao dia
, . o o 10 g em 150 mL de | Dispensado pela
A26 Pé a granel Brasil Triglicerideos de cadeia média liquido RDC n° 27/2010
A27 Capsula Brasil Aminopolissacarideo 2 capsn;:)az,is vezes 663270;) 14001-
A28 P6 a aranel Brasil Proteina do soro do leite, albumina, caseina, L- 24,7 gem 300 mL | Dispensado pela
g leucina, L-valina, L-isoleucina de agua RDC n° 27/2010
A . . . . . 5gem 200 mL de RDC n°
A29 Saché em po Brasil Cha branco, colageno, Phaseolus vulgaris,cromo Agua 278/2005

- Ndo informado.
* Importado regulado pelo FDA,
Fonte: Autor.
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(continuacao)

2 comprimidos por

Dispensado pela

A30 Comprimido Brasil Cafeina anidra dia RDC 1n° 27/2010
. . : , . Di do pel
A3l Cépsula Brasil Cafeina anidra 1 capsula por dia 1spensaco petd
RDC n° 27/2010
A32 Cépsula Brasil Cafeina anidra 2 capsulas por dia -
A33 P6 2 aranel Estados Proteina do soro de leite isolada, peptideos do soro 32 gem 300 mL de | Dispensado pela
g Unidos do leite agua ou leite por dia | RDC n° 27/2010
Rooi
5g em 60 mL de egl.Stm da
A34 Pé a granel Brasil Glutamina agua junto com as Anvisa/MS
9 gua o 626620010001-
refeicOes 5
A35 Cépsula Brasil Cafeina anidra 2 capsulasaodia | RDC n° 18/2010
A36 Pé a granel Brasil Triglicerideos de cadeia média 10 gem 200 mL -
Citrus aurantium, cha verde colina, cromo, Dispensado pela
A37 Cépsula Brasil magnésio, vitamina Bf%l?c?)& vitamina C e acido 4 cépsulas ao dia RDC n° 27/2010
Ché verde, laranja amarga, guarand, vitaminas e 1 sacheé em 300 mL Registro da
A38 Pé a granel Brasil ' J mingra’ig ’ de agua antes das Anvisa/MS
refeicbes 605426-4
, . . - . . , . Dispensado pela
A39 Cépsula Brasil Colina, cromo, magnesio e Citrus aurantium 2 capsulas ao dia RDC n° 27/2010
A40 Pé a granel Brasil Aminoacidos de cadeia ramificada 13:37gem 350 mL | Dispensado pela

por dia

RDC n° 27/2010

- Néo informado.
* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.
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(continuacao)
, . Proteina de carne bovina hidrolisada e isolada, 31,3 g em 200-300
A4l P6 a granel Brasil ) . . -
maltodextrina mL de agua por dia
A4D P6 a aranel Brasil Cafeina, taurina, cha verde, Citrus aurantium, 12 gem 200 mL de | Dispensado pela
g gengibre e pimenta vermelha agua por dia RDC n° 27/2010
A43 Cépsula Brasil Quitosana 3 caps;(l)e;séii vezes 648450024
abaixo de 70 kg: 8
capsulas ao dia,
. . Creatina, arginina, extrato de guarand com alto teor entre 70 e 90 kg: 9 | Dispensado pela
Ada Capsula Brasil de cafeina capsulas ao dia, RDC n° 27/2010
acima de 90 kg: 10
capsulas ao dia
) . Dextrose, maltodextrina, creatina, guarana, calcio ,15 ge 200 mL de
A45 Pé a granel Brasil L e P agua e consumir 45 | RDC n° 18/2010
arginina guelato, calcio ornitina quelato, taurina min antes do treino
Registro da
. . . 1 a 2 capsulas por Anvisa/MS
A46 Cépsula Brasil Carnitina dia 621660107001-
3
A47 Cépsula Brasil Cafeina anidra 182 capsulas ao dia RDC n° 18/2010
antes do treino
Maltodextrina, soro de leite, leite em p6 desnatado,
L s Y 3 1/2 colheres de
, . proteina isolada de soja, fibra de aveia, vitaminas e
A48 P6 a granel Brasil NI A sopa em 250 ml de -
minerais, &cido pantoténico, 6leo vegetal de coco em .
06 leite desnatado
. . . 1 capsulas ao dia Dispensado pela
A49 Cépsula Brasil Cafeina 420 mg antes do treino RDC n° 27/2010

- N&o informado.

* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.
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(continuacao)
. Estados . I .| Dispensado pela
A50 Comprimido Unidos Cafeina 420 mg 1 comprimido ao dia RDC n° 27/2010
. Estados . . : N
A51 Cépsula Unidos Cafeina 420 mg 2 capsulas ao dia
Registro da
, . .\ , . Anvisa/MS
A52 Cépsula Brasil L-carnitina 1 capsula por dia 655700027001-
4
) . . . ) . Dispensado pela
A53 Cépsula Brasil Cafeina anidra 300 mg 1 cépsula por dia RDC n° 27/2010
Vitamina B1, vitamina B2, vitamina C, Vitamina B5, Registro da
A5 Cansula Brasil Vitamina B3, vitamina B9, vitamina H, vitamina 4 capsulas por dia Anvisa/MS
P B12, picolinato de cromo, bitartarato de colina, P P 655700014001-
extrato de guarana, cha verde 3
ABS P6 a granel Brasil Taurina, c_afelna, plcollr]ato de cromo, guarana, 5¢ em 200 m!_ de i
laranja amarga, cha verde, café verde agua por dia
Registro da
2 capsulas, 3 vezes Anvisa/MS
A56 Cépsula Brasil Psyllium (plantago ovate) P 20 d’ia 623580078001-
7
. . Guaran, citrato de colina, cromo, nicotinamida, 4 capsulas, 1 vez por | Dispensado pela
AST Capsula Brasil pantenoato de célcio, tiamina dia RDC n° 27/2010

- Ndo informado.

* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.
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(continuacao)
Colageno, pola de frutas de Bromelia ananas L.,
flores de Hibiscus sabdarriffa L., folhas de
Cymbopagon citratus Stapf, folhas e talos de llex
. . paraguariensis, folhas de carqueja, folhas e talos de 4 gem 400 mL de | Dispensado pela
AS8 PO a granel Brasil ché verde, folhas e talos de cha branco, 6xido de agua por dia RDC n° 27/2010
magnésio, nicotinamida, matodextrina, pantotenato
de calcio, cianocobolamina, picolinato de cromo,
biotina
1 comprimido por
A59 Comprimido Brasil Cafeina 220 mg dia, 30 min antes do -
treino
. . . . 1 cépsula, 1 vez por | Dispensado pela
A60 Capsula Brasil Cafeina anidra 210 mg dia RDC n° 27/2010
Registro da
A61 Cépsula Brasil Quitosana, spirulina, acerola e biotina 7 capsulas por dia Anvisa/MS
653300007
Registro da
AB62 Cépsula Brasil Picolinato de cromo 200 mg 1 cépsula por dia Anvisas/MS
655700016001-
4
Laranja amarga, guarand, cha verde, erva mate,
AB3 Pé a granel Brasil canela do ceildo, gengibre, abacaxi, framboesa, > em’240 mi de -
maltodextrina agua
, . Maca peruana, acerola, vitamina E, vitamina A, . . Dispensado pela
Ab4 Capsula Brasil zinco, picolinato de cromo, selénio 2 capsulas por dia RD?: n° 27/2p010

- Ndo informado.

* Importado regulado pelo FDA,;

Fonte: Autor.
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(continuacao)
Proteina do leite concentrada, proteina de soro do
leite isolada, albumina, leite desnatado, triglicerideos
] Estados L . ! .y 32,1449 com 1 copo
A65 P6 a granel X de cadeia média, cloreto de sodio, caseinato de sodio, . *
Unidos . . . . . de 4gua
6leo de girassol, 6leo de canola, caseina, cacau em po
com Alcalis
AB6 P6 a aranel Estados Mistura de proteinas do soro do leite, glicina, creme 37,8 gem 200 mL | Dispensado pela
g Unidos de leite vegetal, cacau de agua fria RDC n° 27/2010
, Estados | Laranja amarga, beterraba, cha verde, mate, guarana, 3g em 250 ml de
AG7 P6 a granel X « . . *
Unidos feno grego, acafréo, alecrim agua
2 capsulas antes do
Quitosana, composto de laranja, guaranpa, Psyllium cafe da manhd, 2 Registro da
A68 Cépsula Brasil ’ pvi tamina C érc’)r%o pa, Fsy ’ capsulas antes do Anvisa/MS
' almocgo, 1 capsulas | 649530020001-
antes do jantar 8
5,6 g em 150 mL de Dispensado pela
AB69 Pé a granel Brasil Creatina, beta-alanina agua 30 min antes da P o P
S - RDC n° 27/2010
atividade fisica
A70 Capsula Estados 360 mg de cafeina por capsula 1 caps ula o dia de *
Unidos preferéncia em jejum
Vit. C e picolinato de cromo, aromatizantes naturais | 2 capsulas ao dia, 30 Dispensado bela
A7l Cépsula Brasil (cha verde, guarana, laranja amarga, ginseng e min antes da P o P
. .. .. RDC n° 27/2010
gengibre) atividade fisica
AT2 Cépsula Brasil Cafeina, carbonato o!e_calc_lg, _maltode_x,tr!na, estearato 3 capsulas i
de magnésio, dioxido de silicio

- N&o informado.

* Importado regulado pelo FDA,

Fonte: Autor.



3.5 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE HGAAS

Para decomposicdo das amostras por digestdo dacida foi pesado uma amostra
representativa do peso médio, um comprimido, uma capsula ou de 0,5 g a 1,0 g das amostras a
granel. A massa pesada foi transferida para um frasco Kjedahl, adicionado 4 mL de H2SO4
concentrado (95%) e levado para aquecimento em bloco digestor (100 °C). Foram adicionados
1,5 mL de H20; 30% toda vez que a solugdo apresentava coloragdo marrom ou preta. A adi¢ao
de H>O; foi realizada até obter-se uma mistura limpida. Para analise de As foi adicionado 2,0
mL de HCI a mistura apds obter-se uma solugdo limpida, foi deixado por mais 24 horas no
bloco digestor. Ao final da digestdo, as amostras foram aferidas a 20 mL em tubos cdnicos com
agua ultra pura. O controle foi um frasco Kjedahl com todos os reagentes, porém sem a adigao

da amostra.

3.6 DETERMINACAO DE Pb e Cd POR HR-CS SS GFAAS

A determinacdo de metais pesado Pb e Cd foi realizada em espectrometria de absorcao
atdmica de alta resolucdo com fonte continua equipado com atomizador de forno de grafite,
lampada de arco curto de xendnio e o gas inerte foi o argonio ultrapuro.

A curva de calibracdo foi construida utilizando solugdes padrdo aquosas. A massa
caracteristica (mo) ¢ definida como a massa de analito necessdria para produzir um sinal de
absorvancia integrada de 0,0044 s. A mo foi calculada por regra de trés utilizando um dos
padrdes da curva de calibragao.

Para escolher a melhor temperatura de pirdlise e atomizagdo, foram realizadas curvas
de pir6lise e atomizagdo para as amostras do estudo, a utilizagdo de modificadores foi testada
de acordo com o elemento.

O comprimento de onda, modificador e o programa de temperatura estabelecido apods a

otimizagdo dos métodos estao descritos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Parametros de operagdo do equipamento HR-CS GFAAS e programa de temperatura

para a determinagdo de Pb e Cd apos otimizagao.

Comprimento - o Atomizacao
Elemento Modificador Pirolise (°C)
de onda (nm) (°C)
Cd 228,8018 Pd(NO3)2 700 1700
Pb 283,3060 Pd(NO3)2+Mg(NO3)2 1300 2100

Fonte: Autor.

3.7 DETERMINACAO DE As POR HGAAS

Para a determinagdo do As foi utilizado um espectrometro de absor¢ao atomica novAA
300 (Analytik Jena®, Jena , Alemanha), equipado com o gerador de hidretos HS60 e amostrador
automatico modelo As52S. Foi utilizada lampada de catodo oco mono elementar de arsénio
(Photron®, Australia). Para a medida do sinal de fundo foi utilizada uma fonte de deutério

(Analytik Jena®, Jena, Germany). As condi¢des do equipamento estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros de operagdo do equipamento HG AAS para a determinagdo de As.

Parametros As
Comprimento de onda (nm) 193,7
Fenda (nm) 0,8
Corrente da lampada (mA) 10
Temperatura de célula de quartzo 920 °C
Agente Redutor NaBH; 0,8% (m/v) em NaOH 0,15%
Vazao da solucdo do agente redutor 1 mL/min
Gas de arraste Nitrogénio

Fonte: Autor



3.8 VALIDACAO DO METODO

Os métodos foram validados conforme os seguintes capitulos da Farmacopeia
Americana: Capitulo <233> (USP, 2017 a), Capitulo <1225> (USP, 2017 b) e Capitulo <852>
(USP, 2017 c¢). Os parametros avaliados foram especificidade, linearidade, faixa de
concentragdo, limite de quantificacdo, limite de detecgdo, exatiddo e precisdo. Além disso,
diferentes curvas analiticas preparadas em diferentes dias (n=3) foram analisadas por Analise

de Variancia (ANOVA).

3.8.1 Especificidade

Sabendo-se que as técnicas de AAS s3ao baseadas na absor¢do de radiacdo de um
comprimento de onda, que ¢ caracteristico para cada elemento, emitido por uma lampada de
catodo oco monoelementar ou uma lampada de arco curto de xendnio, a especificidade das
técnicas de AAS ¢ muito alta. Para comprovar essa especificidade, foram adicionados 10 pg/L

de todos os elementos em estudo a amostra.

3.8.2 Linearidade e faixa de concentracao

A linearidade do método foi determinada através da constru¢ao de curvas analiticas
confeccionadas automaticamente pela diluicdo de padrdes aquosos de cada elemento. Os
resultados foram usados para obter uma equagdo linear usando o método dos minimos
quadrados, no software Excel. A comprovagao da linearidade foi dada através do coeficiente de
correlagdo (r).

As faixas de concentracdo testada para os elementos em estudo foram de 0-400 ng/L

para o Pb e 0-20 pg/L para o As e Cd.

3.8.3 Limite de quantificacio e limite de deteccio

Os limites de quantificagcdo (LOQ) e detec¢ao (LOD) foram obtidos através do método
do branco. Desta forma, o branco (obtido no Item 3.5 para a determinacdo de As e para
determinagdo de Cd e Pb foi utilizado a “massa zero”, que consiste na introducao da plataforma

vazia no forno de grafite) foi analisado 11 vezes, o desvio padrao do branco (DP) € obtido e
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aplicado a formula: LOD = 3 x DP/IC e LOQ = 10 x DP/IC. Onde IC ¢ a inclinac¢do da curva
de calibragao.

O limite de deteccao e de quantificacao nao ¢ exigido para os métodos das categorias 1
(determinacao de impurezas elementares), porém optou-se em realizar a analise desses

parametros de valida¢do no presente estudo.

3.8.4 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo método de recuperacdo do padrdo na amostra, através
da adicao de trés concentragodes distintas do elemento em estudo antes do processo de digestao
acida para a andlise de As, e para a analise direta de Pb e Cd foi adicionado trés concentracdes
distintas na plataforma apds a pesagem da amostra. A recuperacao (R) ou fator de recuperagdo

foi expresso em porcentagem.

3.8.5 Precisao

A precisdo dos métodos foi comprovada através da repetibilidade. O teste foi realizado
com seis amostras independentes do mesmo lote, com a adi¢ao de 10 pg/L de padrao certificado
de cada elemento estudado. Para a determinagcdo da precisdo intermedidria o teste de
repetibilidade foi realizado novamente em dia diferente. Os resultados desta analise sdo
combinados com os resultados do teste de repetibilidade, totalizando 12 determinacdes. O

resultado foi expresso através do desvio padrao relativo (DPR).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DECOMPOSICAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE

O procedimento de preparagdo da amostra depende muito da natureza das substancias
que serao investigadas. Entre as técnicas utilizadas esté a calcificacdo imida realizada em frasco
Kjeldahl com 4&cido nitrico, sob pressao, ou com assisténcia de micro-ondas (WELZ;
SPERLING, 1999).

Neste trabalho, em um primeiro momento, foi testada a decomposi¢ao das amostras por
digestdo 4cida utilizando a combina¢do de acido nitrico e perdxido de hidrogénio, porém a
amostra nao foi totalmente digerida. Por esse motivo, optou-se por a digestdo de acido sulfurico
e peroxido de hidrogénio para obter uma melhor digestdo das amostras.

Para a determinacdo de arsénio total é necessario realizar a pré-reducdo, a fim de
garantir que todo o arsénio presente esteja no estado trivalente. Varios agentes redutores tém
sido usados para realizar a pré-redugdo, tais como iodeto de potéssio, L-cisteina, tioureia,
tiossulfato, sulfito de s6dio ou cloreto de titanio. Além dos agentes redutores citados, o uso de
altas concentragdes de acido cloridrico também ¢ recomendado (WELZ; SPERLING, 1999).

Por esse motivo, ao fim da digestao foi adicionado acido cloridrico as amostras.

42 OTIMIZACAO DAS CONDICOES INSTRUMENTAIS PARA A
DETERMINACAO DE Pb POR HR-CS SS GFAAS

Inicialmente, foram feitos estudos para a otimizagdo das condi¢cdes de trabalho para
analise direta de solidos por GFAAS. As condicdes estudadas foram: temperatura de pirolise e
de atomizagao, necessidade de uso de modificador quimico, influéncia da massa introduzida no
atomizador e fator de homogeneidade.

As interferéncias espectrais sdo um problema comum para as medidas espectrais,
podendo comprometer a precisdo do método. No caso da AAS, essas interferéncias sdo
comumente relacionadas a moléculas ou 4&tomos que absorvem a radiagdo no comprimento de
onda do analito desejado ou na presenca de particulas que podem causar espalhamento de
radiagdo (WELZ; SPERLING, 1999). Na analise de amostras solidas diretas, todos os
constituintes da matriz da amostra estdo presentes € podem ser uma fonte de interferéncia

espectral. Na regido espectral do chumbo pode ocorrer interferéncia espectral oriunda de
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moléculas de SiO e PO, podendo ocasionar um aumento da absor¢cdo de radiacdo
eletromagnética, bem como sub e sobre corre¢des na linha base do espectro, o que interfere
erroneamente nas quantificagdes do analito, necessitando de corre¢dao (WELZ et al, 2010).

Na determinag¢ao de chumbo, foi observado um fundo estruturado. Desta forma, foi
gerado o espectro da molécula de SiO, através da introducao de 10 pL. de uma solugdo de 10
g/L SiO2 e 5 uL do modificador quimico contendo Pd(NO3), e Mg(NO3).. Na Figura 1, estd
ilustrado o espectro tridimensional da estrutura de fundo observada e oriunda da molécula de

Si0.

Figura 1 - Espectro obtido a partir da solugdo de 10 g/L SiO> e do modificador quimico
contendo Pd(NO3)2 e Mg(NO3)..
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Fonte: Autor.

A partir do espectro de SiO gerado, o sistema de correcdo de fundo por minimos
quadrados (LSBC) corrige a interferéncia de fundo origindria destas moléculas de SiO,
eliminando-a totalmente. A Figura 2 mostra que os sinais de fundo desaparecem e comprova a
eficiéncia desse método de corregio (ANDRADE et al., 2017; JACKSON, 1999; KURFURST,
1998; NOMURA et al., 2008).



Figura 2 - Corregdo de fundo com o sistema LSBC em uma amostra de suplemento alimentar:
(A) espectro sem corregdo e (B) espectro submetido a corregdo LSBC.
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Uma das maiores dificuldades envolvidas na analise direta de s6lidos consiste na falta
de homogeneidade das amostras a serem analisadas (NOMURA et al., 2008; WELZ et al.,

2010). Para avaliar esta propriedade especifica, a otimizacdo da massa do suplemento alimentar
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a ser introduzida no interior do forno de grafite foi conduzida com uma massa de 0,2 a 1,8 mg.
Neste teste, foi escolhida uma amostra contendo uma composi¢do complexa, incluindo espécies
vegetais (Amostra 64), e o material de referéncia certificado do NIST contendo Citrus
Aurantium (SRM 3260 Bitter Orange-Containing Solid Oral Form). O intervalo de sinal obtido
foi normalizado para 1 mg e o desvio padrdo relativo (DPR) entre trés medidas sucessivas foi
avaliado.

Os resultados expostos na Figura 3 mostram que para massas pequenas de suplemento
alimentar (0,2 mg) obteve-se um DPR maior (30,5), mostrando que a micro heterogeneidade ¢
critica para esta quantidade de amostra de suplementos. A introducdo de massas maiores que
1,4 mg também resulta em aumento do DPR, além da matriz ndo ser eliminada adequadamente
durante a pir6lise. Amostragens contendo em torno de 1 mg das amostras de suplementos e do
padrao de referéncia (Figura 4) foi considerada 6tima para o procedimento, resultando em
adequada precis@o (DPR<6) e eliminagdo eficiente da matriz da amostra a uma temperatura de
pirélise de 1300 °C. Resultados semelhantes foram observados por Gunduz e Akman, que
realizaram andlise direta de graos de arroz por HR-CS GFAAS. Neste estudo, também foi
observado que massas maiores que 1,5 mg diminuiam a precisao do método, a qual atribuiram

a atomizagio inadequada da matriz (GUNDUZ; AKMAN, 2013; KURFURST, 1998).

Figura 3 - Estudo da massa de amostra para determinagdo de Pb em amostra de suplemento
alimentar por CS-HR SS GFAAS. As barras verticais indicam o desvio padrdo relativo
calculado para n=3.
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Figura 4 - Estudo da massa de amostra para determinacdo de Pb no material de referéncia
certificado do NIST contendo Citrus Aurantium (SRM 3260) por CS-HR SS GFAAS. As barras
verticais indicam o desvio padrdo relativo calculado para n=3.
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Para avaliacdo da homogeneidade das amostras utilizou-se o fator de homogeneidade
relativa (He), j& discutido anteriormente. Os valores de He foram calculados a partir do DPR e
da massa média utilizada nas determinac¢des de Pb em amostras de suplemento alimentares por
HR-CS SS GFAAS.

Para o Pb observou-se uma boa homogeneidade utilizando massas de 0,6 a 1,4 mg em

amostra de suplemento alimentar (Figura 5).



Figura 5 - Estimativa do fator de homogeneidade (H.) para Pb em amostras de suplemento
alimentar.
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Para avaliar se a técnica de calibrag@o aquosa pode fornecer resultados exatos e precisos,
estudos demonstraram que a massa caracteristica (o) ¢ um bom indicativo (DONG; KRIVAN,
2001). Para isso, a massa caracteristica do analito na solug¢dao de referéncia e na amostra deve
possuir a mesma magnitude. Quando a massa caracteristica do analito na soluc¢do de referéncia
for diferente daquela do analito na amostra, os efeitos da matriz podem ser mais pronunciados
(BELARRA et al., 2002; GUNDUZ; AKMAN, 2013; KURFUST et al., 1993).

A analise foi realizada pelo calculo da mocomo 0,0044 m/A, onde m € a massa do analito
(pg) e A ¢ a medida da area do pico. Para a solucao de Pb pipetada diretamente na amostra de
suplemento alimentar, obteve-se uma massa caracteristica (10,70 £0,02 pg) muito proxima da
obtida para a solucdo aquosa (10,87 +0,26 pg). Os perfis dos sinais obtidos para a amostra de

suplemento alimentar e da solu¢do contendo Pb sdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6 - Perfil dos sinais de Pb (A) para amostra de suplemento alimentar mais 10 pg/L Pb; e
(B) para solucao aquosa de 10 pug/L Pb.
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A otimizagao foi realizada para o Pb a partir das amostras solidas. Para escolher a melhor
temperatura de pirdlise e atomizacdo, foram realizadas curvas de variagdo dessas temperaturas.
Além disso, a influéncia de modificadores quimicos também foi investigada, conforme descrito
a seguir.

A otimizacdo do programa de aquecimento foi realizada com uma amostra de

suplemento alimentar contendo plantas e minerais (Amostra 64), a linha analitica utilizada foi



de 283,3 nm para o chumbo. Para aumentar a vida util do forno de grafite, houve a necessidade
de modificagdes de sua superficie. Todos os fornos de grafite, utilizados nesse estudo, foram
recobertos com solugdo de zirconio 0,5 g/L, conforme programa de aquecimento da Tabela 4.
O recobrimento foi realizado a cada 80 queimas, através da injecao de 20 uL cada vez por 25
vezes, ocorrendo a deposi¢ao de 500 pg Zr no forno. Apesar dos residuos solidos poderem ser
removidos manualmente com cotonetes ou pincéis, esta pratica ndo ¢ recomendada em analise
de rotina. Neste trabalho, optou-se por uma etapa adicional de pir6lise para melhor decompor

a matriz.

Tabela 4 - Programa de aquecimento para o recobrimento do forno de grafite com Zr.

56

Etapa Temperatura Rampa Tempo (s)
((®) (°C/s)
Secagem 90 7 15
Secagem 140 10 15
Pirolise 1000 100 10
Atomizagao 2000 FP 5

*FP=Poténcia Maxima
Fonte: Autor.

As curvas de pirdlise e atomizagdo para avaliar o comportamento térmico do chumbo
em amostras solidas com e sem modificadores podem ser observadas na Figura 7. As
temperaturas entre 700 e 2300 °C foram investigadas. O chumbo se mostrou mais termicamente
estavel, na amostra s6lida, na presenc¢a dos modificadores quimicos Mg(NO3)2 e PA(NO3)2, com
temperatura de 1300 °C e 2100 °C, de pir6lise e atomizacao respectivamente. Na amostra solida
sem os modificadores quimicos, os sinais analiticos mostraram perfis de absorvancia
assimétricos. Utilizou-se uma etapa adicional de pirdlise a 600 °C para decompor a matriz, 20

s foram suficientes para decompor a matriz.
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Figura 7 - Curvas de atomizagao e pir6lise para o chumbo em amostra de suplemento alimentar.
(m) absorvancia normalizada integrada para 1 mg de amostra de suplemento alimentar com 2
uL Mg(NOs3)2 e 3 uL Pd(NOs)»; (@) absorvancia normalizada integrada para 1 mg de amostra
de suplemento alimentar sem modificador.
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4.3 VALIDACAO PARA A DETERMINACAO DE Pb

Para validar o método de quantificacdo de Pb foram determinados os parametros de
validagdo estipulados pelo Capitulo <233> da USP, que sdo: especificidade, linearidade, faixa
de concentragdo, limite de quantificacdo, precisdo e exatidao.

A especificidade do método foi comprovada ao constatar que o sinal obtido pela amostra
com a adi¢ao dos demais elementos em estudo nao diferiu do resultado obtido da amostra sem

adicao dos elementos, conforme mostra a Figura 8.
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Figura 8 - Especificidade de uma amostra de suplemento alimentar: (A) 10 pg/L Pb e (B) 10
ug/L As, Pb e Cd.
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A faixa de concentracdo testada para o método foi de 0 a 400 pg/L, esse intervalo
demonstrou possuir relagdo linear com o sinal analitico, observado pelos valores do coeficiente
de correlagao proximo de 1. O coeficiente de correlagdo atendeu a exigéncia de r>0,99,
demonstrando a linearidade do método. Os dados de linearidade validados por andlise de
variancia (ANOVA) demonstraram regressdao linear ¢ nenhum desvio significativo da
linearidade (P <0,05).

O LOD e o LOQ foram determinados pelo método do branco, onde LOD ¢ calculado de
acordo com 3 vezes o desvio padrao dividido pela inclina¢ao da curva de calibracdo e LOQ 10
vezes o desvio padrdo dividido pela inclinagdo da curva de calibragdo. A massa caracteristica
(mO0) ¢ definida como a massa para analise correspondente a absorvancia integrada de 0,0044s.
A curva de calibragao foi determinada a partir da solugdo branca e seis concentragdoes de
solugdes de padrdes aquosos (0 - 400 pg/L). As figuras de méritos para o método desenvolvido

estdo resumidas na Tabela 5.

Tabela 5- Figuras de mérito para determinacdo de Pb em suplementos alimentares usando HR-
CS SS GFAAS. Tpir=1300°C, Tat=2100 °C, A=283.306 nm.

Parametros

Resultados

Faixa analitica (ug / L)
Inclinagado + desvio padrao®
Intercepto + desvio padrao?

Limite de confianca da inclinagio®
Limite de confianga da intercepto®
Coeficiente de correlagéo (r)
LOD (pg)

LOQ (pg)
m0 (pg/1%A)

0-400
0.0058 £2.0x107*
0.0691 £3.9x1072
0.0002 to 0.0118
0.0001 to 0.1381

0,9969

2,16
7,22
10,87

Analise de variancia

Regressao linear

Desvio de linearidade

3289,8 (4,6
2,90 (2,96°)

®Dados obtidos para trés curvas de calibragdo
® 95% limite de confianga.
¢ Valor critico para F a p=0,05

LOD: Limite de deteccdo; LOQ: Limite de quantificacdo; m0

Fonte: Autor

: massa caracteristica



Comparando o limite de detec¢do do método desenvolvido com outras técnicas
utilizadas para determinar Pb em suplementos alimentares (Tabela 6) podemos observar que o
método proposto uma alta sensibilidade, se tornando um método atrativo principalmente

quando se deseja determinar os elementos em niveis de tracos.

Tabela 6- Limites de deteccédo (ug/g) obtidos para o chumbo em suplementos alimentares
usando diferentes técnicas e procedimentos analiticos.

LOD Técnica Detalhes Referéncia
(ng/g)
1,5 ICP-OES Digestao por microondas com Marrero et al., 2013.
HNO3/H202; nebulizador
concentrado
0,34* GFAAS Digestao por microondas com Mattos et al., 2005.

HNO3/H>0»; calibragdao com
padrdes aquosos.

0,03 ICP-MS Digestao por microondas com Moreta; Prevarin; Tubaro,
HNO3/H>0>; calibragdo com 2011.
padrdes aquosos.

0,004 HR-CS GF AAS Amostragem sdlida direta;
calibragao com padrdes aquosos; Este trabalho
modificadores Pd/Mg(NO3),

* reportado somente o limite de quantificago
Fonte: Autor.

Nao foram localizados na literatura nenhum estudo que tenha determinado chumbo em
suplementos alimentares por HR-CS SS GFAAS. Assim os resultados obtidos nesse estudo
foram comparados com estudos que relatam a determinag¢do de chumbo em amostragens diretas
com alimentos em geral e com plantas medicinais.

Usando a técnica de HR-CS SS GFAAS, Régo e colaboradores (2012) determinaram
chumbo em amostras de plantas medicinais. Utilizando a linha analitica 283,306 nm, padrdes
aquosos para a curva de calibragdo e a solucao de Pd(NO3)> e Mg(NO3)2 como modificadores
quimicos, os autores tiveram como resultado um LOD de 11,7 pg e m0 de 14,8 pg.

Tinas e colaboradores (2018) determinaram chumbo em amostras de farinhas por HR-
CS SS GFAAS, utilizando como modificador o Pd(NOs3); e a linha analitica de 283,306 nm. Os
resultados obtidos foram LOD de 7,2 pg e m0 igual a 9 pg (TINAS; OZBEK; AKMAN, 2018).
Estes resultados corroboram com os obtidos no presente trabalho.

Gunduz e Akman (2013) determinaram chumbo em graos de arroz por HR-CS SS

GFAAS, utilizando a linha analitica 283,306 nm e nenhum modificador quimico. Os autores
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obtiveram resultados semelhantes aos encontrados no presente trabalho, LOD de 2,3 pg e m0
igual a 8,1 pg.

A precisao do método proposto foi avaliada pela repetibilidade e pela precisao
intermediaria realizada em dois dias diferentes, conforme orienta a USP (2017). Os resultados
de desvios padrao relativos (DPR) obtidos foram de 2,98 (n=6) no ensaio de repetibilidade e de
4,20 (n=12) no ensaio de precisdo intermedidria. Os critérios de aceitacdo sao: DPR< 20 (n=6)
para a repetibilidade; e DPR<25 (n=12) para a precisdo intermediaria.

A exatidao foi realizada pelo método de recuperacao do padrao na amostra e também
através da analise de um material de referéncia certificado pelo NIST. Os resultados para o teste
de exatiddo por recuperacdo de padrao adicionado estdo apresentados na Tabela 7. O material
de referéncia certificado do NIST contendo Citrus Aurantium (SRM 3260 Bitter Orange-
Containing Solid Oral Form) possui 240 ng/g de chumbo certificado. O método proposto
apresentou um resultado de 277,6 ng/g, ou seja, uma recuperacao de 115,7%. Os resultados para
ambos os testes de exatiddo contemplaram o critério de aceitagdo da USP (2017), que é de 70—

150%.

Tabela 7 - Resultados de exatiddao do método proposto através do ensaio de recuperagdo de
padrao de chumbo adicionado a amostra de suplementos alimentares.

Concentragédo adicionada Concentragéo encontrada Recuperacéo (%)
(ug/L) (ug/L)
10 10,69 106,87
30 30,14 100,48
50 59,84 119,69

Fonte: Autor.

4.4 OTIMIZACAO DAS CONDICOES INSTRUMENTAIS PARA A
DETERMINACAO DE Cd POR HR-CS SS GFAAS

Durante a andlise de Cd nas amostras ndo foram observados interferentes espectrais,
entretanto para garantir uma boa homogeneidade da amostra foi realizada a otimizagdo da
massa de amostra de suplementos alimentares a ser introduzida no interior do forno de grafite.
Uma amostra contendo uma composi¢do complexa, incluindo espécies vegetais (Amostra 17),
foi escolhida e uma massa de 0,2 a 1,6 mg foi testada. O intervalo de sinal obtido foi

normalizado para 1 mg e o DPR entre trés medidas sucessivas foi avaliado.



Os resultados (Figura 9) mostram que para massas pequenas de suplemento alimentar
(0,2 e 0,4 mg) obteve-se um DPR maior (23,8 e 26,6), mostrando que a micro heterogeneidade
¢ critica para esta quantidade de amostra de suplementos. A introdugdo de massas maiores que
1,6 mg também resulta em aumento do DPR, além da matriz ndo ser eliminada adequadamente
durante a pirdlise. Amostragens contendo em torno de 1 mg foram considerada 6tima para o
procedimento, resultando em adequada precisdo (DPR<5,1) e eliminag¢ao eficiente da matriz da
amostra a uma temperatura de pirdlise de 700 °C.

Resultados semelhantes, massas de 0,7 a 0,9 mg, foram observados por Flores e
colaboradores (2009). Estes autores determinaram Cd em plantas medicinais por HR-CS

GFAAS por andlise direta, aplicando o Pd(NO3)> como modificador quimico.

Figura 9 - Estudo da massa de amostra para determinagdo de Cd em amostra de suplemento
alimentar. As barras verticais indicam o desvio padrio relativo calculado para n=3.
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Fonte: Autor.
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Também para avaliar a homogeneidade das amostras utilizou-se o fator de
homogeneidade relativa (He), j& discutido anteriormente. Os valores de He foram calculados a
partir do DPR e da massa média utilizada nas determinag¢des de Cd em amostras de suplemento
alimentares por HR-CS SS GFAAS. A Figura 10 mostra que uma boa homogeneidade foi obtida

utilizando massas de amostras entre 0,8 ¢ 1,4 mg, as quais mantiveram um He menor que 10.

Figura 10 - Estimativa do fator de homogeneidade (He) para Cd em amostras de suplementos
alimentares.
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Foram determinadas as massas caracteristicas do analito na solug¢do padrao de referéncia
e desta solucao adicionada na amostra para avaliar se seria possivel o uso de curva de calibragdo
aquosa, ou se seria necessario uma curva por adi¢ao de padrao para minimizar interferéncias.
A amostra de suplemento alimentar adicionada de Cd (10 ug/L) obteve-se uma massa
caracteristica (0,62 £+ 0,002 pg) muito proxima da obtida para a solucdo aquosa do elemento
(0,56 = 0,01 pg). Além disso, os perfis dos sinais obtidos para o elemento na amostra e em
solugdo nao apresentaram diferencas significativas (Figura 11).

Figura 11 - Sinais de cadmio na amostra de suplemento alimentar (A) e em solugdo aquosa (B).
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As curvas de pirdlise e atomizagdo para avaliar o comportamento térmico do cadmio
em amostras solidas com e sem modificadores podem ser observadas na Figura 12, todas as
amostras foram adicionadas com 10 pL de solucao padrao de Cd. As temperaturas entre 400 °C
e 1800 °C foram investigadas. O cddmio se mostrou mais termicamente estavel na presencga do
modificador quimico Pd(NO3),, com temperatura de 700 °C e 1700 °C, de pirolise e atomizacao
respectivamente. Quando ndo foi utilizado modificador quimico, os sinais analiticos mostraram
perfis de absorvancia assimétricos. Optou-se por uma etapa adicional de pirdlise a 300 °C,

sendo que 20 s foram suficientes para decompor totalmente a matriz.
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Figura 12 - Curvas de atomizagao e pir6lise para o cddmio em amostra de suplemento alimentar
adicionadas de 10 pL da solug¢ao padrao de Cd. (®) absorvancia normalizada integrada para 1
mg de amostra com 2uL. Mg(NO3)> e 3uL Pd(NO3)», (m) absorvancia normalizada integrada
para 1 mg de amostra de suplemento alimentar com 5Sul Pd(NO3),, ¢ (A) absorvancia

normalizada integrada para 1 mg de amostra de suplemento alimentar sem modificador.
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Fonte: Autor.

4.5 VALIDACAO PARA A DETERMINACAO DE Cd

Para validar o método de quantificacdo de Cd foram determinados os pardmetros de
validacao estipulados pelo Capitulo <233> da USP, que sdo: especificidade, linearidade, faixa
de concentragdo, limite de quantificacao, precisdo e exatidao..

A especificidade do método foi comprovada ao constatar que os sinais obtidos pela
amostra com a adi¢do dos demais elementos em estudo nao diferiu da amostra sem adig¢ao dos

elementos, conforme mostra a Figura 13.
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Figura 13 - Especificidade de uma amostra de suplemento alimentar: (A) 10 pg /L Cd e (B)
10 png/ L As, Pb e Cd.
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A faixa de concentracdo testada para o método foi de 0 a 20 pg/L, esse intervalo

demonstrou possuir relagdo linear com o sinal analitico, observado pelos valores do coeficiente
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de correlagdo proximo de 1. O coeficiente de correlagdo atendeu a exigéncia de r>0,99,

demonstrando a linearidade do método. Os dados de linearidade validados por andlise de

variancia (ANOVA) demonstraram regressdo linear ¢ nenhum desvio significativo da

linearidade (P <0,05).

O LOD e o LOQ foram determinados pelo método do branco, a massa caracteristica

(m0) ¢ definida como a massa para analise correspondente a absorvancia integrada de 0,0044s.

A curva de calibragao foi determinada a partir da solugdo branca e seis concentragdoes de

solucdes de padrdes aquosos (0-20 pg/L). As figuras de méritos para o método desenvolvido

estdo resumidas na Tabela 8.

Tabela 8 - Figuras de mérito para determina¢do de Cd em suplementos alimentares usando HR-

CS GF AAS. Tpir=700°C, Ta=1700 °C, A= 228,80 nm.

Parametros

Resultados

Faixa analitica (ug/L)

Inclinacao + desvio padrao?
Intercepto + desvio padrao?
Limite de confianca da inclinacio®
Limite de confianga da intercepto®
Coeficiente de correlacao (1)

LOD (pg)

LOQ (pg)

mo (pg/1%A)

0-20
0,0052 +1,4x107*
0,4827 £4,1x1072
0,0048 a 0,00559

0,3695 a 0,5959

0,9985

0,5
1,6
0,56

Analise de variancia

Regressao linear

Desvio da linearidade

590,10 (4,75
0,44 (3,26°)

®Dados obtidos para trés curvas de calibragao

® 95% limite de confianga
¢ Valor critico para F p=0,05
Fonte: Autor

Comparando o método desenvolvido com outras técnicas utilizadas para determinar Cd

em suplementos alimentares (Tabela 9) podemos observar que o método proposto possui baixo

limite de detec¢do. Desta forma, devido a sensibilidade, se torna um método adequado e

eficiente para determinacdo Cadmio em niveis de tragos. Quando a mesma técnica ¢ aplicada,



a analise direta da amostra aumenta a sensibilidade do método, uma vez que ndo requer preparo

da amostra.

Tabela 9 - Limites de deteccdo (ug/g) obtidos para o cddmio em suplementos alimentares

usando diferentes técnicas e procedimentos analiticos.

LOD Técnica Detalhes Referéncia

(ng/g)

0,09 ICP-OES Digestao por microondas com Marrero et al., 2013.
HNO3/H>0»; nebulizador concentrado

0,05 ICP-MS Digestao por microondas com Moreta; Prevarin;
HNO3/H»0>; calibragdo com padrdes Tubaro, 2011.
aquosos.

0,002 HR-CS GF AAS  Amostra em pasta; calibracdo com Krawczyk, 2014
adicao de padrdo; modificadores Pd +
Mg(NO3)2

0,0009 HR-CS GF AAS Amostragem sdlida direta; calibracao Este trabalho
com padrdes aquosos; modificadores
Pd(NO3),

* reportado somente o limite de quantificag@o
Fonte: Autor.

Nao ha na literatura nenhum estudo que tenha determinado cddmio em suplementos
alimentares por HR-CS SS GFAAS. Assim os resultados obtidos nesse estudo foram
comparados com estudos que relatam a determinacdo de cddmio em amostragens diretas em
plantas medicinais e alimentos.

A técnica de HR-CS SS GFAAS foi aplicada por Flores e colaboradores (2009) para
determinagdo de cddmio em amostras de plantas medicinais utilizando a linha analitica 228,80
nm, padrdes aquosos para curva de calibragdo e Pd(NO3)2 como modificador quimico. Os
autores tiveram como resultado uma myo de 1,0, resultado bem préoximo de encontrado no
presente trabalho. No entanto, os valores de LOD e LOQ foram 41 pg e 54 pg, respectivamente.

Virgilio e colaboradores (2015) determinaram Cd em especiarias e condimentos
utilizados em alimentos (canela, agafrao, alho, gengibre, etc) por HR-CS SS GFAAS. O método
empregou calibracao aquosa, obteve uma mo de 0,6 pg e um LOD de 0,2 ng/g.

A precisao do método proposto foi avaliada pela repetibilidade e pela precisdao
intermediaria realizada em trés dias diferentes. Os resultados de desvios padrao relativos (DPR)
obtidos foram de 3,3 (n=6) no ensaio de repetibilidade e de 4,9 (n=12) no ensaio de precisao
intermedidria. Os critérios de aceitagdo sao: DPR< 20 (n=6) para a repetibilidade; e DPR< 25

(n=12) para a precisao intermediaria.



A exatidao foi realizada pelo método de recuperacdo do padrdo na amostra, os
resultados para o teste de exatiddo por recuperacdo estdo apresentados na Tabela 10. Os

resultados para os testes de exatiddo contemplaram o critério de aceitagdo, que ¢ de 70—150%.

Tabela 10 - Resultados de exatiddo do método proposto para determinagdo de chumbo em
amostras de suplementos alimentares.
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Concentracéo adicionada Concentracédo encontrada Recuperacéo (%)
(Hg/L) (Hg/L)
10 10,035 100,35
15 15,241 101,61
20 20,45 102,25

Fonte: Autor.

4.6 DETERMINACAO DE Cd e Pb NAS AMOSTRAS

Os métodos desenvolvidos para determinagdo de Pb e Cd por amostragem direta de
solidos foram aplicados para determinagdo de 72 amostras de suplementos alimentares. Massas
entre 0,8 e 1,0 mg foram empregadas para as analises no equipamento de HR-CS SS GFAAS.
Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 11.

Empregando o método proposto, a concentragdo de chumbo nas amostras, variou de
0,04 ng/g a 1,68 png/g. Para o cadmio, observa-se que as concentragdes variaram entre 0,01
ng/ga0,37 ng/g.

Udousoro ¢ colaboradores (2017) determinaram o teor de chumbo e cadmio em
suplementos alimentares vendidos na Nigéria por ICP-MS e as concentragdes variaram de 0,05
a 1,86 ng/g de Pb e 0,00003 a 0,20 pg/g de Cd. Filipiak-Szok e colaboradores (2015) também
determinaram chumbo e cadmio em suplementos alimentares e plantas medicinais da Asia e
Europa por ICP-MS e as concentragdes variaram entre 0,24 a 9,27 pug/g de Pb e 0,02 a 0,25
ng/g de Cd.

Conforme o capitulo 2232 da Farmacopeia Americana (USP, 2017d), o limite para
chumbo em suplementos alimentares ¢ de 10 pg/dia. Dentre as amostras analisadas, duas
tiveram resultados acima do permitido. A amostra 6 com 14,6 pg/dia e a amostra 45 com 25,3
pg/dia). O limite para cadmio em suplementos alimentares pela USP € de 5 pg/dia, nas amostras
analisadas uma amostra teve resultado acima do permitido, a Amostra 6 com 6,97 pg/dia.

Outra irregularidade foi observada em dois produtos (Amostras 37 e 61), as quais



declaravam ser isentos de registro sanitirio conforme a RDC ANVISA n° 27/2010. Esta
normativa da Anvisa dispensa de registro sanitdrio e consequentemente da andlise de
contaminantes inorganicos. Todavia, de acordo com a composi¢ao declarada no rotulo, estes
produtos sdao enquadrados na RDC ANVISA n° 16/1999, que exige registro sanitario ¢ analise
de contaminantes inorganicos (BRASIL, 1999a; BRASIL, 2010b). A amostra 37 contém cha
verde na sua formulagdo. De acordo com a Anvisa, chds em formas farmacéuticas como
comprimidos, capsulas ou tabletes se enquadram como novos alimentos. Da mesma forma, a
amostra 61 contém espirulina e se enquadra como um novo alimento. Ambas amostras
apresentaram valores de chumbo acima do permitido que ¢ de 0,8 ng/g (BRASIL, 1965). A
Amostra 38 apresentou 1,42 ug Pb/g e a amostra 37 continha 0,875 pug Pb/g.

O chumbo e o cddmio podem ser encontrados em suplementos alimentares,
principalmente aqueles a base de plantas, uma vez que ocorre naturalmente no ambiente. Os
principais fatores da presenca destes elementos toxicos ¢ a contaminagdo do solo por insumos
antropogénicos de produtos agricolas e industriais (SZOK; KURZAWA; SZKYK, 2015).

Apesar de poucos produtos conterem limites acima do permitido, a exposi¢ao cronica a
altos niveis desses metais toxicos pode causar uma variedade de efeitos adversos a saude. O
chumbo ¢ um elemento toxico ndo essencial que se acumula no organismo, a toxicidade do
chumbo gera desde efeitos claros, ou clinicos, até efeitos sutis, ou bioquimicos. O chumbo afeta
adversamente varios Orgdos e sistemas, sendo que as alteracdes celulares e os efeitos
neuroldgicos sobre o desenvolvimento parecem ser os mais criticos. Esse metal produz efeitos
sobre muitos processos bioquimicos; em particular, afeta a sintese da heme, o sistema
hematopoiético e a homeostase do calcio, interferindo em outros processos celulares
(MOREIRA; MOREIRA, 2004). A exposi¢do ao cadmio produz uma extensa variedade de
efeitos adversos envolvendo muitos 6rgdos e sistemas, os mais relatados sao a disfuncao tubular
renal e o distirbio do metabolismo do célcio e da vitamina D, podendo levar a danos na

calcificagdo 6ssea (MUNIZ; FILHO, 2006).
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Tabela 11 — Concentracdao de chumbo e cadmio em suplementos alimentares.
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(continua)
Chumbo Cadmio
Amostra  Forma de dosagem Concentragéao Concentracao Concentragéao Concentracéao
(H9/g)® (Hg/dia) (Hg/g)? (Hg/dia)

1 Cépsula 0,27+0,01 0,68 <LOQ <LOQ
2 Cépsula ND - <LOQ <LOQ
3 Pé a granel ND - ND ND
4 Pé a granel ND - ND ND
5 Cépsula 0,64+0,03 0,62 0,11+0,02 0,11
6 Cépsula 7,01+0,68 14,61 0,33+0,01 6,97
7 Cépsula incolor 0,31£3,24 0,44 ND ND

Cépsula vermelha ND - <LOQ <LOQ
8 Pé a granel ND - ND ND
9 Pé a granel ND - ND ND
10 Pé a granel ND - ND ND
11 Comprimido 0,21+0,005 0,31 0,07+0,01 0,10
12 Capsula 0,30+0,03 1,12 <LOQ <LOQ
13 Cépsula 0,42+0,03 - <LOQ <LOQ
14 Cépsula ND - ND ND
15 Cépsula 0,42+0,03 1,84 <LOQ <LOQ
16 Capsula 0,50+0,03 1,32 <LOQ <LOQ
17 Cépsula 0,06+0,01 0,39 ND ND
18 Capsula ND - 0,01+0,003 0,03
19 Cépsula 0,39+0,02 0,98 <LOQ <LOQ
20 Pé a granel ND - ND ND
21 Tablete 0,74+0,02 5,19 ND ND
22 Pé a granel ND - ND ND
23 Cépsula ND - 0,01+0,002 0,02
24 Cépsula ND - <LOQ <LOQ
25 Cépsula 1,13+0,05 1,04 ND ND




Tabela 12 — Concentragdo de chumbo e cadmio em suplementos alimentares.

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

Pé a granel
Cépsula
Pé a granel
Sachés
Comprimido
Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Pé a granel
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Saché
Cépsula
Pé a granel
Pé a granel
Pé a granel
Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Tablete
Cépsula
Cépsula
Cépsula

ND
0,6+0,03
ND
ND
0,16+0,01
ND
ND
ND
ND
ND
ND
0,87+0,05
ND
0,37+0,05
ND
ND
ND
0,49+0,02
0,45+0,02
1,68+0,24
0,04+0,0002
0,09+0,02
ND
ND
0,22+0,02
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
ND
ND
<LOQ
0,10+0,01
ND
ND
<LOQ
ND
<LOQ
<LOQ
ND
ND
<LOQ

(continuagao)

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
ND
ND
<LOQ
1,53
ND
ND
<LOQ
ND
<LOQ
<LOQ
ND
ND
<LOQ
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Tabela 13 — Concentragdo de chumbo e cadmio em suplementos alimentares.

54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Cépsula
P6 a granel
Tablete

Cépsula
Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Pé a granel
Pé a granel
Pé a granel
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Cépsula
Cépsula

0,13+0,02
ND
0,44+0,07
ND
ND
0,23+0,02
ND
1,42+0,13
ND
ND
0,50+0,05
ND
ND
ND
0,34+0,03
0,32+0,05
0,41+0,05
0,27+0,01
ND

0,33
1,66
0,32
6,12
0,61
1,74
0,48

2,50
0,68

ND
ND
ND
ND

0,06+0,01
ND
ND
ND

<LOQ
0,37+0,01
ND
ND
<LOQ
<LOQ
ND
ND
<LOQ
<LOQ
ND
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(continuagao)

ND
ND
ND
ND
0,08
ND
ND
ND
<LOQ
0,46
ND
ND
<LOQ
<LOQ
ND
ND
<LOQ
<LOQ
ND

® Todos os valores indicam a diferenca de desvios padrao para n=3.

Fonte: Autor.



4.7 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS PARA A
DETERMINACAO DE As POR HGAAS

Na geracao de hidretos ¢ requerido que a amostra esteja na forma liquida, para a analise
de amostras sélidas, como ¢ o caso dos suplementos alimentares analisados, estas passaram pela
etapa de preparo de amostra.

As variaveis que podem influenciar na etapa de geracao de hidretos como concentragao
do agente redutor e do acido foram otimizadas. A otimizagao foi realizada utilizando uma
amostra que continha materiais vegetais (Amostra 17), foi adicionado na amostra 10 pg/L da
solugdo padrao de arsénio.

Para otimizac¢ao da concentragdo de NaBH4 foi estudada a faixa de concentracao de 0,1
a 1% (m/v) e o resultado pode ser observado na Figura 14. Analisando os resultados obtidos
observa-se que a concentragdo do agente redutor que melhor promove a geragdo de hidretos do
arsénio ¢ a de 0,8%. E observado um aumento significativo na absorvancia a medida que se
aumenta a concentragcdo do agente redutor até 0,6%, porém a maior intensidade foi obtida com
uma concentracdo de 0,8%. Acima deste valor ocorre uma queda na intensidade de sinal, que
se deve possivelmente a um excesso na formagdo do gés hidrogénio que ¢ arrastado para a
célula de absor¢do causando um impedimento na interagdo entre o vapor do atdmico e a
radiacdo. Portanto a concentracao escolhida para o seguimento dos experimentos foi a de 0,8%

na presenca de 0,15% de NaOH.
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Figura 14 - Estudo da concentragdo de NaBH4 na determinacdo de As. Condig¢des: HCI 3%
(m/v) e Amostra 17 adicionada com 10 pg/L As.

1,4 5
1.2 4 [
1,0—- }
D,B—-
Uﬁ; %
]

0.2 4

Absorvancia

: : — :

0,0 0,2 04 0,6 0,8 1,0
0,

NaBH,(%)

Fonte: Autor.

O estudo da concentracdo de acido ¢ fundamental, pois a partir da hidrdlise acida do
NaBHy4, ¢ formado o hidrogénio que reduz o analito a sua forma de hidreto. A Figura 15 mostra
o resultado deste estudo. Foram estudadas concentracdes de HCI na faixa de 0,5 a 5% (v/v). A
concentracdo de HCI 1,0% apresentou um maior sinal do analito, mas ocorreu um aumento na
dispersdo dos resultados. Desta forma, a concentracdo de HCIl 2,0% (v/v) foi escolhida. O
esperado seria que o aumento na concentracdo de HCl promovesse um crescimento na
absorvancia. Entretanto, como o arsénio absorve a radiagdo em um comprimento muito baixo,

perto do limite minimo da lampada, talvez cause instabilidade do sinal.
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Figura 15 - Estudo da concentragdo de HCI na determinag@o de As. Condigdes: 0,8% NaBH4,
0,15% NaOH e Amostra 17 adicionada de 10 pg/L As.

1,30—-
1,25—-
1.20-
1,15—- [ |

1,10

Absorvancia

1,05

1,00

0,95

HCI (%)

Fonte: Autor.

4.8 VALIDACAO PARA A DETERMINACAO DE As POR HG AAS

Para validar o método de quantificacdo de As foram determinados os parametros de
validacao estipulados pelo Capitulo <233> da USP, que sdo: especificidade, faixa de
concentragdo, linearidade, limite de quantificagdo, precisao e exatidao. A validacdo foi realizada
com uma amostra contendo uma composi¢do complexa, incluindo espécies vegetais (Amostra
17), e uma massa entre 0,5 a 0,8 mg foi pesada.

A especificidade do método foi comprovada ao contatar que os resultados obtidos pela
amostra com a adi¢do de 15 pg/L dos elementos em estudo (As, Cd e Pb), apresentou uma
concentra¢do média de 14,39 pg/L, o que ndo diferiu do resultado obtido da amostra com adi¢do
apenas do As (15,01 pg/L).

As figuras de mérito para o método desenvolvido estao resumidas na Tabela 12. A faixa
de concentragdo do analito testada para o método foi de 0 a 20 pg/L. Esse intervalo demonstrou

possuir relacdo linear com o sinal analitico, observado pelos valores do coeficiente de
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correlacdo proximo de 1. O coeficiente de correlacdo atendeu a exigéncia de r>0,99,
demonstrando a linearidade do método. Os dados de linearidade validados por andlise de
variancia (ANOVA) demonstraram regressdo linear ¢ nenhum desvio significativo da
linearidade (P <0,05).

O LOD e 0 LOQ foram determinados pelo método do branco e a curva de calibragao foi
determinada a partir da solugdo branca e quatro concentracdes de solugdes de padrdes aquosos

(0-20 pg/L).

Tabela 14 - Figuras de mérito para determina¢do de As em suplementos alimentares usando

HGAAS.

Parametros

Resultados

Faixa analitica (ug/L)

Inclinagdo + desvio padrao®
Intercepto + desvio padrao?
Limite de confianca da inclinagio®
Limite de confianga da intercepto®
Coeficiente de correlacao (1)

LOD (ng/L)

LOQ (ng/L)

co ((ug/L) /1%A)

0—20
0,1039 £2,5x1073
0,0492 £3,1x1072

0,0967 20,1110
0,038 a2 0,1364
0,9988
0,371
1,27
0,041

Analise de variancia

Regressao linear

Desvio de linearidade

2021,01 (4,759
1,24 (3,26

2 Dados obtidos para trés curvas de calibrag@o.

95% limite de confianca.
¢ Valor critico para F p=0,05.
Fonte: Autor.

O capitulo <233> nao exige a determinacdo dos limites de detec¢do para a categoria 11

(impurezas elementares), porém para validar esse método optou-se por determinar esses

parametros.

Comparando o método desenvolvido com outras técnicas utilizadas para determinar As

em suplementos alimentares (Tabela 13) podemos observar que o método proposto possui o



menor limite de deteccdo, se tornando um método mais atrativo principalmente quando se

deseja determinar os elementos em niveis de tracos.

Tabela 15 - Limites de detec¢ao (ng/g) obtidos para o arsénio em suplementos alimentares
usando diferentes técnicas e procedimentos analiticos.

LOD Técnica Detalhes Referéncia
(ng/g)
1,2 ICP-OES Digestao por microondas com Marrero et al., 2013.
HNO3/H>0»; nebulizador
concentrado
0,11 ICP-MS Digestao por microondas com Moreta; Prevarin;
HNO3/H»0>; calibragdo com padrdes Tubaro, 2011.
aquosos.
0,08 HR-CS GFAAS Amostra em pasta; calibracdo com Krawczyk, 2014
adicao de padrao; modificador
PA(NO3)s.
0,02 HGAAS Digestao por via umida H>SO4/H>O2; Este trabalho

calibragdo com padrdes aquosos.

Fonte: Autor.

Nao foram encontradas estudos que tenham determinado arsénio em suplementos
alimentares por HGAAS. Assim, os resultados obtidos nesse estudo foram comparados com
estudos que relatam a determinagdo de arsénio por HGAAS em plantas medicinais. O estudo
realizado por Gulay e colaboradores (2015) determinou arsénio em Helianthus annuus L. por
HGAAS, o método validado apresentou um LOD de 0,02 pg/g, resultado semelhante ao
presente estudo (GULAY; AYCA; YILDIZ, 2015). Os mesmos resultados podem ser
observados no estudo de Frank e colaboradores, que determinou arsénio em plantas por
HGAAS e ICP-MS, no método desenvolvido por HGAAS obteve resultado parecido com o do
nosso trabalho, obteve um LOD de 0,019 pg/g (FRANK; KRACHLER; SHOTYK, 2005).

A precisao do método proposto foi avaliada pela repetibilidade e pela precisdao
intermediaria realizada em trés dias diferentes. Os resultados de DPR foram de 4,9 (n=6) no
ensaio de repetibilidade e de 6,0 (n=12) no ensaio de precisdo intermediaria. Os critérios de
aceitagdo sao DPR<20 (n=6) para a repetibilidade e DPR<25 (n=12) para a precisdao
intermediaria.

A exatidao foi realizada pelo método de recuperagdo do padrio na amostra, os
resultados para o teste de exatiddo por recuperagdo estdo apresentados na Tabela 14. Os

resultados para os testes de exatiddo contemplaram o critério de aceita¢do, que ¢ de 70—150%.



Tabela 16 - Resultados de exatidio do método proposto para determinagdo de arsénio em
amostras de suplementos alimentares.
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Concentracéo adicionada Concentracédo encontrada Recuperacéo (%)
(Mo/L) (Mg/L)
10 11,7 101,5
15 16,5 99,3
20 25,1 116,3

Fonte: Autor

4.9 DETERMINACAO DE As NAS AMOSTRAS

Depois da otimizagao dos parametros de validagdo, o método proposto foi aplicado para
a andlise de 72 amostras de suplementos alimentares apds digestdo acida. Massas entre 0,5 e
1,0 mg foram pesadas para as analises no equipamento de HGAAS.

Os resultados obtidos com o método proposto em 72 amostras de suplementos
alimentares estdo descritos na Tabela 15. As concentragdes de arsénio variaram entre 0,02 pug/g
a 0,73 pg/g. Conforme o capitulo 2232 da Farmacopeia Americana (USP, 2017), os limites
para arsénio em suplementos alimentares ¢ de 15 pg/dia, portanto todas as amostras analisadas
estdo em concordancia com o limite estabelecido.

Hedegaar e colaboradores (2013) determinaram arsénio em suplementos dietéticos a
base de ervas, de origem chinesa e dinamarquesa, por ICP-MS. Os resultados obtidos foram de
0,03 a 3,2 pg/g de arsénio inorganico. De acordo com a Farmacopeia Americana apenas um
suplemento excedia o limite deste contaminante (HEDEGAAR; ROKKJAER; SLOTH, 2013).
Outro estudo de Krawczyk determinou elementos tracos em suplementos multivitaminicos por
HR-CS GFAAS, onde as concentragdes de As foram de 0,1 a 0,2 pg/comprimido
(KRAWCZYK, 2014).

Poucos estudos determinaram que o arsénio estava presente em suplementos
alimentares em altas concentragdes. Contudo, uma vez que varios alimentos também contém
este contaminante a contribuicdo de cada fonte de exposicdo torna-se relevante. A exposicao
cronica ao As pode induzir o estresse oxidativo, aumentar a pressdo arterial, além de causar

aterosclerose, doengas isquémicas do corac¢ao e arritmias (SINGH, GOEL, TARJPREET, 2011).



Tabela 17 - Concentragdo de arsénio em suplementos alimentares.

(continua)
Concentracéao Concentracao
Amostra Forma de dosagem (Lg/g)® (ug/dia)
1 Cépsula 0,04+0,01 0,11
2 Cépsula <LOQ <LOQ
3 P6 a granel <LOQ <LOQ
4 Pé a granel 0,15+0,01 1,23
5 Cépsula ND ND
6 Cépsula ND ND
7 Cépsula incolor ND ND
Cépsula vermelha <LOQ <LOQ
8 Pé a granel ND ND
9 P6 a granel <LOQ <LOQ
10 Pé a granel 0,08+0,01 2,60
11 Comprimido 0,21+0,01 0,29
12 Cépsula <LOQ <LOQ
13 Cépsula 0,73+0,04 2,41
14 Cépsula <LOQ <LOQ
15 Cépsula 0,09+0,01 0,34
16 Capsula 0,15+0,02 0,40
17 Cépsula 0,08+0,01 0,50
18 Cépsula <LOQ <LOQ
19 Cépsula 0,06+0,01 0,16
20 Pé a granel 0,13+0,01 0,65
21 Tablete 0,21+0,02 1,48
22 Pé a granel <LOQ <LOQ
23 Cépsula <LOQ <LOQ
24 Capsula 0,12+0,01 0,22
25 Cépsula <LOQ <LOQ
26 Pé a granel <LOQ <LOQ
27 Capsula <LOQ <LOQ
28 Pé a granel <LOQ <LOQ
29 Sachés 0,24+0,04 1,70
30 Comprimido 0,13+0,01 0,11
31 Cépsula <LOQ <LOQ
32 Cépsula ND ND
33 P a granel <LOQ <LOQ
34 Pé a granel ND ND
35 Cépsula <LOQ <LOQ
36 Pé a granel <LOQ <LOQ
37 Capsula 0,11+0,01 0,26
38 Saché <LOQ <LOQ
39 Capsula 0,06+0,01 0,09
40 Pé a granel ND ND
41 Pé a granel <LOQ <LOQ
42 Pé a granel ND ND
43 Capsula <LOQ <LOQ
44 Cépsula ND ND
45 P6 a granel <LOQ <LOQ
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46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Cépsula
Tablete
Cépsula
Cépsula
Cépsula
Cépsula
P6 a granel
Cépsula
Cépsula
Pé a granel
Tablete
Cépsula
Cépsula
Cépsula
P6 a granel
Cépsula
P6 a granel
Pé a granel
P6 a granel
Cépsula
P64 a granel
Cépsula
Capsula
Cépsula

0,11+0,01
0,10+0,02
0,020,003
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
0,08+0,01
<LOQ
ND
0,08+0,01
0,11+0,02
0,1040,01
0,44+0,05
0,14+0,01
0,10+0,002
0,15+0,02
0,07+0,01
0,11+0,01
0,04+0,01
0,31+0,03
0,05+0,01
0,11+0,01
0,14+0,003
0,15+0,01
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(continuagéo)
0,21
0,10
1,44
ND
ND
ND
ND
<LOQ
ND
0,38
<LOQ
ND
0,34
0,15
0,06
1,91
0,07
0,48
0,18
2,08
4,16
0,13
1,58
0,31
0,10
0,21
0,90

® Todos os valores indicam a diferenca de desvios padrao para n=3.

Fonte: Autor.



5 CONCLUSAO

Os contaminantes chumbo, cddmio e arsénio foram determinados em suplementos
alimentares comercializados no Brasil. A técnica de espectrometria de absor¢do atomica foi
aplicada nestas determinacdes por ser altamente sensivel e especifica para determinacdo de
impurezas inorganicas.

A HR-CS SS GFAAS foi aplicada para determinagdo de Pb e Cd e HGAAS para a
determinagdo de As nos produtos. Os parametros de validagao de acordo com a Farmacopeia
Americana foram aplicados no desenvolvimento do método. Todos os métodos desenvolvidos
mostraram-se especificos, lineares, sensiveis, precisos e exatos. O trabalho tem carater inédito
em relacdo a determinagdo de impurezas elementares em amostras de suplementos alimentares
pelas técnicas de HR-CS SS GFAAS e HGAAS.

Os métodos desenvolvidos foram aplicados em setenta e duas amostras de suplementos
alimentares. Quatro produtos apresentaram quantidades de Pb acima do permitido ¢ uma
amostra apresentou Cd acima das quantidades aceitaveis.

A contaminagao de suplementos alimentares por estes elementos € preocupante, mesmo
em baixas concentragcdes uma vez que a exposi¢ao cronica pode causar graves efeitos deletérios

a saude.
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