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RESUMO

Determinacao por ICP OES de Espécies Metalicas em Adocantes Dietéticos

Autor:Rafael Arromba de Sousa
Orientadora: Prof, Dr, Solange Cadore
Co-orientador: Prof. Dr. Nivaldo Baccan

Métodos para a analise de adocantes dietéticos, liquidos e sélidos, foram
estudados empregando-se a técnica de ICP OES e, em alguns casos, as técnicas
de ICP-MS (para adocantes liquidos com aspartame) e GF AAS (para adocantes
liquidos em geral).

Exceto para os adocgantes liquidos a base de aspartame, que necessitaram
de uma etapa de mineralizagdo, as amostras foram introduzidas diretamente no
equipamento de ICP OES, ap6s diluicdo em HNO3; 2 ou 0,3 % v/v, dependendo do
tipo de adogante.

As espécies estudadas foram As, Ca, Cd, Co, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na, Ni,
Pb, Se e Zn e como nao existe material de referéncia certificado para adocantes, a
exatiddo dos métodos propostos foi avaliada por meio de experimentos de adicao
e recuperacado de analitos e/ou comparando os resultados obtidos analisando a
amostra antes e apés uma etapa de mineralizagao.

Para a maioria dos analitos as recuperagdes obtidas foram adequadas, na
faixa de 90 a 110 %, sendo os elementos As, K, Na e Se os mais dificeis de serem
determinados com boa exatidao. Os limites de deteccao obtidos dependeram do
tipo de adocante (liquido ou sélido) e analise (direta ou ap6s mineralizacao),
variando de 0,03 (Mn) a 2,3 (K) ug g'. Os desvios padrdes relativos foram
satisfatérios, geralmente menores que 5 %.

Os métodos estudados foram aplicados a um conjunto de 57 amostras de
adocantes de diferentes tipos e procedéncias (nacionais e de outros paises).
Espécies constituintes (Na, K e Ca) e contaminantes (Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni e
Se) foram determinadas e os valores encontrados foram comparados com 0s

limites maximos estabelecidos pela ANVISA e Codex Alimentarius. Além disso, a
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aplicacdo dos métodos mostrou que existe uma variagdo grande no teor dessas
espécies, nos diferentes tipos e procedéncias, ndo havendo um perfil para a
distribuicdo das mesmas. Os resultados também indicaram ser importante a
monitoracdao de espécies que estdo em concentragcdes maiores (e que nao sao
declaradas, como Se) ou que poderiam apresentar algum risco a saude dos

consumidores de adocgantes, como o Na.
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ABSTRACT

Determination of Metallic Species in Dietetic Sweeteners by ICP OES

Author: Rafael Arromba de Sousa
Supervisor: Prof. Dr. Solange Cadore
Co-supervisor: Prof. Dr. Nivaldo Baccan

Analytical methods for the analysis of dietetic sweeteners, liquid or solid,
were studied. The techniques GF AAS, ICP-MS and mainly the ICP OES were
used.

For liquid aspartame sweeteners a mineralization pre-treatment was
employed, while a dilution with 2 or 0.3 % v/v HNO3 (depending on the type of
sweetener) was used before sample introduction into the plasma.

The following species were studied: As, Ca, Cd, Co, Cu, K, Fe, Mg, Mn, Na,
Ni, Pb, Se and Zn. Since there is not a certified reference material for sweeteners,
addition and recovery experiments were generally used in order to evaluate the
accuracy of the proposed methods.

The recovery values were between 90 and 110 % for most analytes.
Analytical difficulties were found for the determination of As, K, Na and Se, mainly
without the use of a mineralization step. The obtained limits of detection varied
from 0.03 (Mn) to 2.3 (K) pg g' and the relative standard deviations were
satisfactory, bellow 5 %.

The methods studied were applied to different kind of sweeteners (from
Brazil and also other countries). The analytes concentrations were compared to the
limits established for inorganic species, in foods, by ANVISA and Codex
Alimentarius. Sodium, K and Ca were found as constituents of the samples, while
the detection of Cd, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni and Se indicates a slightly contamination
with these species. The results showed that there is a huge variation in the
concentration of analytes and also suggest being important to monitor species
such as Na and Se in this kind of product.
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Figura 4: Razdées Mg II/Mg | obtidas para as amostra “A” e “B”. (a) Condi¢des
operacionais: poténcia do plasma: 1200 - 1500 W, vazdo de nebulizagcao:

0,5 L min 7' e vazdo do gas auxiliar: 0,5 L min

. (b) Condicbes operacionais:
vazdo de nebulizagdo: 0,5 L min™', poténcia do plasma: 1400 W e vazdo do gas
AUXITA: 0,3 = 1,0 L N T et 29
Figura 5: Razao sinal/fundo (SBR) para o Mn, em amostras de adocantes liquidos
a base de ciclamato/sacarina. Condicoes operacionais: poténcia do plasma (de
1200 a 1500 W), vazdo de nebulizacdo (0,5 L min™") e vazdo do gas auxiliar
(TR T 112 T VOO 31
Figura 6: Grafico de Pareto obtido no planejamento fatorial para determinacao de
Se em amostra de adocgante dietético liquido. Parametros: temperatura de pirdlise
(Tpir), atomizagéo (Tat), tempo de permanéncia na pirolise (tppir) e modificador
QUIMICO (IMOO). ettt ettt e e e e e e e s s e e e e e e e e e eanes 42
Figura 7: Grafico dos efeitos principais, obtido no planejamento fatorial para a
determinacao de Se em adocantes liquidos. Parametros: temperatura de pirélise
(Tpir), atomizagao (Tat), tempo de permanéncia na pirdlise (tppir) e modificador
QUIMICO (IMOA). ettt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e eanes 42



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Adocantes dietéticos sdo produtos formulados a base de edulcorantes
naturais e/ou artificiais e tém a fungcdo de conferir o sabor doce a alimentos e
bebidas [1].

Os edulcorantes sao substancias quimicas que apresentam um sabor doce,
e fornecem, em pequenas quantidades, a dogura que necessitaria de uma grande
quantidade de sacarose (acucar comum) [2].

A substituicdo dos agucares por edulcorantes permite produzir alimentos de
baixa caloria, com “docura normal” [2]. Alguns dos edulcorantes mais utilizados no
Brasil sdo: ciclamato, sacarina, aspartame e esteviosideo [3,4].

Os adocantes sdo usados em dietas que atendem as necessidades de
pessoas que tém restricdo a ingestdo de sacarose, frutose e glicose, como os
obesos e, principalmente, os diabéticos [1-5].

O excessivo volume de agucar consumido atualmente vem provocando
varios problemas de saude, entre 0s quais se destacam as caries dentarias e a
obesidade e, desta forma, os adocantes vém ganhando importancia social e
econdémica [5-7].

Em funcado desses aspectos, muitos estudos vém sendo realizados, nos
ultimos 50 anos, para encontrar substitutos para os acgucares [6]. Nesse contexto,
métodos analiticos tém sido empregados para avaliar a qualidade de produtos
com adocgantes. Como exemplo, pode-se citar a monitoragcdo da degradacao do
aspartame em sucos e refrigerantes [8], a determinacdo de contaminantes como
metanol [9] e anilina [10], em bebidas com aspartame e ciclamato,
respectivamente, entre outros. Por outro lado, s&o raros os trabalhos que reportam
a presenca de espeécies metalicas nesta matriz, seja como constituintes ou
contaminantes.

E possivel que espécies metdlicas facam parte da constituicio dos
edulcorantes naturais, pois estes sao extraidos de plantas [11,12] e, além disso, 0
processamento industrial dos mesmos, assim como o dos sintéticos, pode

contaminar o produto final devido a fontes inerentes ao processo. Algumas rotas



sintéticas empregam reagentes inorganicos e, além disso, as partes dos
equipamentos, as quais entram em contato com produtos alimenticios séo,
geralmente, de aco inoxidavel e, dependendo das propriedades do produto, como
composicao e pH, pode ocorrer migracao de elementos como As, Cd, Fe, Ni, Pb e
Se do ac¢o para o adocante [12]. Por esse motivo, a ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) torna obrigat6ria a monitoracdo de contaminantes inorganicos
em todos os produtos alimenticios embalados e/ou processados [13].

Embora os adocantes nao sejam consumidos como alimentos, isto €, como
fonte de nutrientes, o seu uso continuo na dieta pode constituir uma fonte de
espécies metalicas indesejadas, e este aspecto é mais relevante para os “tipos
sélidos”, que sao consumidos em quantidades mais elevadas. Nesse sentido,
atencdo especial deve ser dada aos elementos que ndo sao essenciais e que
tendem a se acumular no organismo, como As, Cd e Pb [12].

Considerando-se esses aspectos, estudou-se, no presente trabalho, a
determinacao de espécies metalicas em adocantes dietéticos (liquidos e solidos)
empregando a técnica de ICP OES (espectrometria de emissao éptica em plasma
com acoplamento indutivo) e realizou-se uma caracterizagdo inorganica deste tipo
de amostra.

A técnica de ICP OES se mostrou adequada para esta proposta por
constituir uma técnica multielementar, que permite determinar em uma mesma
aliguota de amostra espécies em altas e baixas concentracbes e, em alguns
casos, empregar a amostra na forma de suspensado e/ou sem realizar uma etapa
de mineralizagdo [14]. Essas caracteristicas facilitam o trabalho analitico, de uma
maneira geral e tornam o método estudado adequado para estudos de aplicacao.



1.1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1. Classificacao dos edulcorantes

Os edulcorantes, ou substancias adocantes, podem ser sintéticos ou
naturais, sendo estes ultimos obtidos de extratos vegetais. Em geral, apresentam
docura superior a da sacarose (dissacarideo extraido da cana de acucar,
composto por uma unidade de glucose e uma de frutose [15]) e, por isso, quando
empregados como aditivos em alimentos, sdo utilizados em quantidades
pequenas. Conseqlentemente, os adogantes nao contribuem significativamente
para o valor calérico dos alimentos que os levam em sua composic¢ao.

Os adocantes sao considerados sob dois aspectos: (i) o poder de docura,
que € um parametro que compara o sabor do adogcante com o da sacarose, € (i) a
qualidade do sabor, como tempo de duracao e surgimento de sabores secundarios
(em geral, amargos) [11,15].

De acordo com esses aspectos e propriedades fisioldgicas, os adocantes
sao classificados em dois grupos principais, o dos polidis e o dos adocantes
intensos [16].

Os polidis, ou adocantes nutritivos, sao obtidos pela hidrogenacgao catalitica
dos sacarideos correspondentes. O lactitol € um exemplo, sendo produzido a
partir da lactose. Embora possam ser metabolizados, os polidis sd&o menos
suscetiveis a fermentagdo microbioldgica, sdo de dificil digestdo e absorcao pelos
mamiferos. Por esta razdo, o valor calorifico desses adogantes nao é significativo
[11,16].

Os adocantes nutritivos sdo usados como substitutos para a sacarose ou
glucose, em alimentos para diabéticos, e se destacam por terem o efeito de
diminuir a incidéncia de caries, ndo sé por nao sofrerem fermentacao, mas devido
a outras propriedades fisiol6gicas, como a de favorecer a regenerag¢ao do tecido
dos dentes [5,6,11,16]. Os adocgantes nutritivos mais relevantes sao a frutose, o
sorbitol, o xilitol e 0 manitol [11].



Com relagdo ao grupo dos adogantes intensos, este é composto pelos
edulcorantes que tém docura dezenas de vezes maior que a sacarose, e que sao
utilizados em concentragcées muito baixas nos alimentos que os levam em sua
formulagéo. Os principais adogantes intensos sdo: sacarina e seus sais, ciclamato
e seus sais, aspartame, acessulfame-K e neoresperidina-dihidrochalcona. Além
destes, também fazem parte desta classe os adocantes naturais thaumatin,
glycyrrhizin, monellin e o esteviosideo [16].

As estruturas moleculares dos edulcorantes abordados neste trabalho séo
mostradas na Tabela 1.



Tabela 1: Nomenclatura usual (a) e oficial (b), IUPAC, de alguns adogantes [15].

Nome Estrutura
T 1
a) aspartame . | | :
(a) , p | H\hnf/,L\HFHILH\HF/_,HRFHKLHD/LW
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/'f

(a) ciclamato de sodio
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(b) ci X u QNHSOS Na
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(a) esteviosideo
(b) B-D-glucopiranosila de
(40)-13-[(2-O-B-D-

glucopiranosyl-f-D-

glucopiranosil)oxilkauer- | jocH, Co

16-en-18-oato 00
OH
HO
OH
0]
(a) sacarina
(b) 1,1-di6xido de 1,2- /NH
benzisotiazol-3(2H)-ona //S\\O




1.1.2. O uso de adocantes: historico e recentes avancos

Historicamente, dentre os adocantes de maior importancia, a sacarina € o
ciclamato foram os primeiros a serem descobertos, em 1879 e em 1937,
respectivamente [16].

A sacarina passou a ser usada como “adocante de mesa” a partir de 1917,
na América e Europa. Normalmente é empregada na forma de sais de sodio ou
célcio, que sao mais soluveis que a forma acida. Sua docura é aproximadamente
300 vezes a da sacarose; entretanto, apresenta também um carater amargo. Além
disso, esta substancia ndo é metabolizada e, por isso, ndo apresenta valor
nutricional [15,16].

Com relagdo ao ciclamato, este veio a ser comercializado apenas em 1949,
na forma de ciclamato de sédio. Porém, somente apds o seu uso em conjunto com
a sacarina, em bebidas refrigerantes, € que a sua comercializagdo se tornou mais
significativa, em especial nos Estados Unidos [15,16]. Normalmente empregado
na forma de sal de sédio, o ciclamato é soluvel em agua, é 30 vezes mais doce
que a sacarose e também apresenta um carater amargo. Sua utilizagdo em
conjunto com a sacarina deve-se ao fato de que, em concentracées adequadas,
ocorre uma supressao do carater amargo de ambos os adocantes [13]. Entretanto,
0 uso da sacarina e do ciclamato tém sido objeto de controvérsias, pois existem
suspeitas de que podem aumentar a incidéncia de cancer, embora ainda nao haja
uma comprovagao definitiva [15,17].

Ao mesmo tempo em que surgiram esses adocantes, ocorreu a descoberta
do esteviosideo pela comunidade cientifica, embora o extrato de folhas de
“estévia” remonte ao tempo dos indigenas guaranis [18].

O extrato de folhas da espécie botanica Stévia rebaudiana Bertoni,
conhecida por estévia, € composto por glicosideos terpénicos denominados
genericamente de esteviosideo [2].

A Stevia rebaudiana é cultivada com éxito no Japao, Corea, Taiwan, China
e também no Brasil [2,18] e, por isso, 0 esteviosideo merece destaque entre os

edulcorantes naturais.



Posteriormente, surgiram os adocantes aspartame, descoberto em 1965, o
acessulfame-K, descoberto em 1967, e a sucralose, descoberta na década de 70
[11]. Dentre estes, o aspartame é um dos edulcorantes mais empregados. E
usado em bebidas, gelatinas, gomas de mascar e diretamente como adocante
para café, cha e sucos [2,19].

O aspartame é um dipeptideo, derivado dos aminodacidos fenilalanina e
acido aspartico, e seu uso é tido como seguro embora um de seus produtos
metabdlicos seja o0 metanol. A quantidade de metanol produzida pela ingestao até
mesmo de doses elevadas de aspartame é considerada atoxica e ndo apresenta
riscos a saude. Por outro lado, o aspartame tem um efeito tdéxico para pessoas
portadoras de uma deficiéncia genética denominada fenilcetondria, que
impossibilita 0 metabolismo da fenilalanina [2]. O aspartame tem um sabor similar
ao da sacarose, sendo de 150 a 300 vezes mais doce. E solivel em agua e,
embora possa ser utilizado em diversas formula¢des, ndo € adequado para usos
gue envolvem altas temperaturas, como em alimentos que sdo aquecidos [15].

Além do uso de adocantes como substitutos para os acucares, outras
utilidades estdo sendo descobertas, também no campo da saude. Pesquisas
recentes estdo mostrando que alguns adocantes apresentam propriedades
terapéuticas muito vantajosas, como a de reduzir a incidéncia de céaries (caso do
xilitol [5,6] e da sucralose [20]) e efeito anticarcinogénico (como a sucralose [20] e
o esteviosideo [21]). Logo, é previsivel que muitos estudos sejam ainda realizados
no sentido de investigar as propriedades quimicas e fisiolégicas de substancias
adocantes e, se houver comprovacao efetiva de outros beneficios, 0 consumo de
adocantes pode aumentar. Neste contexto, métodos analiticos que possibilitem
avaliar a qualidade dessas substancias e/ou de produtos que utilizem essas

substancias tornam-se bastante importantes.



1.1.3. A quimica analitica e o controle de qualidade de edulcorantes e

adocantes

Na literatura, sdo reportados varios métodos para determinar edulcorantes
em produtos light ou diet. Em geral, sédo utilizadas técnicas espectrofotométricas,
eletroanaliticas e, principalmente, cromatograficas [22-32].

Métodos cromatograficos sdo usados na determinacdo isolada ou
simultdnea de edulcorantes em: refrigerantes, sucos de frutas, adocantes
dietéticos e extratos naturais [22-26,32].

Os métodos eletroquimicos também podem ser empregados para essas
andlises [31,32], principalmente quando o interesse é a determinagao de ciclamato
[31] ou de esteviosideo [32].

A determinacgéo de ciclamato por cromatografia com deteccao por absorcao
no ultravioleta apresenta baixa sensibilidade [22,31], pois 0 mesmo nao apresenta
grupos quimicos que absorvem nessa regiao. Desta forma, quando se necessita
determinar ciclamato juntamente com outro edulcorante é necessario utilizar dois
detectores (um de absorcdo e um de condutividade ibnica [22]), ou, realizar a
derivatizagdo desse analito [22,31].

Em relacado a determinacao de esteviosideo, Liu e col. [32] propuseram um
método com eletroforese capilar, alternativamente a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Com a eletroforese capilar foi necessaria uma menor
quantidade de amostra e o fato de ndao se empregar uma coluna de separacgao,
necessaria para a andlise por CLAE, minimizou interferéncias causadas pela
contaminacao da coluna por impurezas presentes no extrato da estévia.

Além disso, os métodos cromatograficos de analise também tém sido
utilizados para determinar e quantificar espécies contaminantes em adocantes [33]
e em produtos nos quais os contaminantes sdo decorrentes dos edulcorantes
empregados em sua formulacéao [8,9].

Por outro lado, sao raros os trabalhos que consideram a presenca de
espécies metalicas em adocantes dietéticos [34], seja como constituintes ou

contaminantes.



1.1.4. Espectrometria de emissao Optica em plasma de argénio com

acoplamento indutivo

A espectrometria de emissdo em plasma é uma técnica de analise
multielementar sequéncial/simultdnea que se baseia nas observacbes de
emissdes de radiagdo dos elementos constituintes da amostra, em um plasma,
geralmente de argbénio. O equipamento correspondente € um espectrémetro de
emissao optica em plasma com acoplamento indutivo e constitui-se, basicamente,
de um gerador de radio freqtiéncia, um sistema para introducado da amostra, uma
tocha, um sistema de gas argbnio, um sistema Optico para o processamento do
sinal analitico e um sistema computacional para o controle do equipamento
[14,35].

O gerador de radio-frequéncia (RF) é um dispositivo elétrico empregado
como fonte de poténcia e tem a funcéo de sustentar o plasma [14,35].

O sistema de nebulizacdo é composto, em geral, por um nebulizador e uma
camara de nebulizacdo. O nebulizador produz um aerossol da amostra, que é
conduzido ao plasma pela camara, a qual favorece a introdugédo apenas das gotas
de menor volume [14,35].

A tocha é um dispositivo de quartzo onde se forma o plasma. Conforme
ilustrado na Figura 1, é constituida por trés tubos concéntricos por onde passam
os fluxos do arg6nio principal, auxiliar e nebulizador. O fluxo do argénio principal é
responsavel pela manutencao do plasma e protecdo das paredes da tocha contra
a fuséo; o fluxo nebulizador introduz a amostra no plasma e o fluxo auxiliar tem a

funcao de direcionar o aerossol da amostra para dentro do plasma [14,35].
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Figura 1: Tocha de quartzo e o gradiente de temperatura no plasma [14].

Entre as partes constituintes do espectrébmetro, a mais complexa é o
sistema Optico. Existem dois tipos de sistemas: um para medidas sequienciais do
sinal e outro para medidas simultaneas, e a obtencao do sinal pode ser realizada
de duas formas: na configuracdo radial ou axial da tocha [14].

Quanto aos modos de observacdo da radiacdo emitida pelo plasma,
existem instrumentos que fazem a leitura do sinal apenas em uma das
configuragdes, e instrumentos com “visdo dual’, que realizam medidas em ambas
as configuracdes. Na configuracdo radial sdo captadas as emissées que ocorrem
no raio da tocha, em uma dada altura de observacéo, enquanto as emissdes que
ocorrem no eixo da tocha sdo captadas na configuracdo axial. Os instrumentos
que fazem a leitura do sinal apenas em uma das configuragdes operam de
maneira sequencial ou simultanea, enquanto os instrumentos de visdo dual
operam de maneira seqlencial e simultdnea, em relagdo ao modo de observacao
do sinal e a realizacao da leitura [14]. A Figura 2 apresenta uma ilustracédo para o
sistema de visao dual referente ao equipamento utilizado nesse trabalho.
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Figura 2: Sistema de deteccao para a leitura do sinal analitico nos modos de
observagéao axial e radial em um instrumento de visdo dual [14].

As diferencas entre as configuracdes radial e axial, além da posicao de
observacao do sinal, em relacdo a tocha, sdo: o comprimento da regido do plasma
que é observada e o desempenho analitico [13,14].

Na configuracdo axial toda a regido ao longo do eixo do plasma é
observada; obtém-se, em geral, maior sensibilidade e limites de deteccao
melhores [14,36]. Entretanto, o uso dessa configuragdo é mais suscetivel a
interferéncias, devidas aos processos de auto-absorcdo e recombinacdo que
ocorrem na extremidade do plasma [36]. Nos instrumentos comercialmente
disponiveis existe um recurso para eliminar a regido mais fria do plasma. Trata-se
de uma interface gasosa, de N2 ou Ar, que pode ser posicionada a 90° (chamada
de shear-gas) ou 180° (chamada end-on-gas) em relagdo a tocha. Mas, essas
interfaces possibilitam minimizar e ndo eliminar as interferéncias [36,37].

Atualmente, existem aplicagcbes para a técnica de ICP OES em
praticamente todas as dareas de analise quimica (amostras geoldgicas,
agron6micas, biolégicas, aguas, cosméticos, polimeros, aco, entre outros) [36,37].
Seu sucesso deve-se a capacidade multielementar, rapidez analitica e
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simplicidade de operacéao, razdes pelas quais muitos laboratérios de analise estao
equipados com um instrumento de emissao éptica [14,36].

1.1.5. Propriedades das espécies determinadas nas amostras

Foi selecionado um conjunto de 14 espécies (As, Cd, Ca, Co, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se e Zn) para serem determinadas nas amostras de
adocantes dietéticos.

Dentre elas algumas sao possiveis constituintes, como K, Na e Ca
[11,15,16], enquanto as demais seriam aditivos ou contaminantes.

As principais propriedades dessas espécies estao resumidas a seqguir:

- Arsénio: Considerado toxico, seu efeito depende da forma e do estado de
oxidacao. As formas inorganicas sdo as mais toxicas e, entre estas, o As(lll) é a
mais relevante. No organismo humano o As pode se acumular no cabelo, figado,
rins, ossos e pele. A contaminacdo por esse elemento causa disturbios

enzimaticos, hepaticos e alguns tipos de cancer [12,38].

- Cadmio: E uma espécie nao essencial, toxica e que tende a se acumular nos rins
e figado. Seu efeito toxico esta ligado a uma possivel competicdo com o Zn, em
processos enzimaticos, e a inibicdo da absorcédo de Cu [12,38].

- Célcio: E um elemento essencial, necessario para 0 crescimento e
desenvolvimento do esqueleto e dentes. Estd envolvido em varios processos
metabdlicos como a coagulacdo sangiinea e a contragdo muscular. Entretanto, a
ingestdo elevada de Ca pode levar a calcificacdo excessiva dos ossos e de
tecidos moles como os rins [38].
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- Chumbo: Potencialmente toxico, € um elemento bioacumulativo e que causa
problemas de saude de varios tipos. Provoca disfungdes metabdlicas

principalmente no sistema nervoso e nos rins [12,38].

- Cobre: E um elemento essencial ao nivel de tragos (micronutriente). Participa da
sintese da hemoglobina, elastina e colageno. No organismo humano tende a se
acumular no figado, causando nauseas e vOmitos (doenca de Wilson) e,
dependendo do caso, problemas cardio-respiratérios [12,38].

- Cobalto: Assim como o Cu, o Co é um micronutriente e, na natureza, pode estar
associado ao proprio Cu, Ni ou Pb. E um constituinte da vitamina Bi.. O seu
excesso favorece o aparecimento de lesdes cardiacas e doengas na tiredide [38].

- Ferro: E um micronutriente que atua principalmente na formacdo da
hemoglobina, de enzimas como as citocromo oxidases, envolvidas na producéo de
energia (ATP). E metabolizado na presenca de cobre. O Fe e seus compostos nao
sdo considerados téxicos, mas 0 seu excesso pode levar a disturbios gastro-
intestinais e causar fraqueza [38].

- Magnésio: E um elemento essencial e participa de varios processos bioquimicos
e fisiolégicos, como o metabolismo da glicose, sintese de proteinas, atividade e

transmissdo neuromuscular [38].

- Manganés: Também é considerado um micronutriente, atua como cofator de
varias enzimas, sendo necessario para a sintese de mucopolissacarideos
(relacionados com a producao de polissacarideos e glicoproteinas). A deficiéncia
de manganés inibe a sintese do colesterol e pode causar infertilidade. Além disso,

tanto o excesso quanto a sua caréncia pode afetar o cérebro [38].

- Niquel: E um elemento que estad sendo considerado essencial, como um

micronutriente. O Ni circula na corrente sanglinea ligado a proteina
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nigueloplasmina, embora ainda ndo se saiba a funcao desta. A intoxicacao por Ni,
entretanto, pode causar cancer de pulmao e nos seios da face [38].

- Potéssio: E um elemento essencial e constitui o principal cation do liquido
intracelular. Regula a pressdo osmética e a transmissdo de impulsos nervosos
[38].

- Selénio: E considerado um micronutriente desde 1957. Esta associado as
fungcbes antioxidantes naturais do organismo humano, combatendo os radicais

livres, embora de uma maneira ainda nao esclarecida [38].

- Sédio: Assim como o Ca, Mg e K, o s6dio € um elemento essencial na dieta
humana. O ion Na* é o principal cation do liquido extracelular e juntamente com o
potassio participa da transmissdo dos estimulos nervosos. E considerado um
macronutriente da dieta, mas 0 seu excesso provoca aumento da pressao arterial,
retencao de liquidos e favorece o hipertiroidismo [38].

- Zinco: E um micronutriente que compde varias enzimas, como a anidrase
carbdnica, fosfatase-alcalina, desidrogenases e peptidases; é necessario para a
sintese de RNA e para o desenvolvimento do esqueleto [38].
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é o desenvolvimento de métodos para
determinar, por ICP OES, espécies metalicas, As e Se em adocantes dietéticos
liquidos e solidos.

Para isto, os seguintes aspectos sao considerados:

a- Avaliacdo da possibilidade de introduzir no plasma amostras de
adocantes dietéticos sem empregar uma etapa de mineralizacédo (analise direta);

b- Estudar os parametros instrumentais mais importantes (poténcia do
plasma, vazao de nebulizacdo, vazdo do gas auxiliar e comprimentos de onda)

para a obtencao de condi¢coes experimentais otimizadas;

c- Comparar o desempenho da técnica de ICP OES com o de outras
técnicas para a analise de adocantes dietéticos;

d- Realizar uma caracterizag¢ao inorganica de alguns adocantes comerciais

utilizando os métodos estudados.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

3.1.1. Analises por espectrometria de emissdo optica em plasma com
acoplamento indutivo (ICP OES)

As anadlises por ICP OES foram realizadas em um equipamento
Perkin-Elmer, modelo Optima 3000 DV, com visdo dual (configuracdes de tocha
axial e radial), equipado com uma fonte de radio freqtiéncia (RF) de 40 MHz, um
detector multielementar simultdneo de estado soélido do tipo SCD (Segmented
Array Charge-coupled Detector), uma bomba peristaltica, camara de nebulizagao
duplo-passo do tipo “Scott”, um nebulizador de fluxo cruzado (cross-flow) e tubo
injetor de ceramica com 2,0 mm de diametro interno. No modo de observagéo
axial o gas de purga (N») foi usado perpendicularmente ao plasma (shear-gas), de
modo a remover a regidao de menor temperatura. O sistema é totalmente
controlado por computador, com o software “PE Winlab”. Como gas do plasma foi
utilizado o argdnio, com pureza de 99,996 % (White Martins, SP, Brasil), mas
também pode ser utilizado o argdnio comercial sem diferenca nos resultados
obtidos. As condicbes experimentais de operacdo do equipamento de ICP OES
estdo descritas nas Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Condi¢des experimentais utilizadas no equipamento de ICP OES.

Poténcia de RF (W)

Vazao de nebulizagéo (L min™)

Vazao do argénio auxiliar (L min™)

Vazao do argénio principal (L min™)
Vaz&do de bombeamento (mL min™)
Correcao de fundo

Tempo de integracao (s) e de leitura (s)
Numero de replicatas

Padrdes Internos

Configuracao da tocha

Elementos (A /nm)

1000 - 1500

(1300: valor étimo)

0,4-1,0

(valores dtimos: 0,8 para adogantes liquidos
com aspartame e 0,6 para o0s demais
adocantes)

0,3-1,0

(valores dtimos: 0,5 para adocgantes liquidos
com aspartame e 0,6 para o0s demais
adocantes)

15
1,0

2 pontos

1-5; 30

3

Y’ (11 371,030) e Sc™ (Il 361,383)

Axial

As (1 193,696 ¢), Ca (Il 317,933%¢),
Cd (11 214,438 %), Cd (I 228,802 °),

Co (11 228,616 °°), Cu (1 327,396 > %),
Cu (11 224,700°), Fe (Il 238,204 2 *°),

K (1 766,431%), Mg (I 285,208),

Mg (11 279,553%), Mg (Il 280,270% ),

Mn (Il 257,610 °), Na (1 589,539,

Ni (1 232,003 °©), P (Il 220,353 ©),
Se (1 196,026 > 9), Zn (I 213,856 * * °)

(*) Elemento utilizado como padréo interno a 1 mg L™ nas analises dos adocantes liquidos a base
de aspartame (para As, Ca, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Se e Zn), esteviosideo e
ciclamato/sacarina (para As, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn).

(**) Elemento utilizado como padrao interno a 1 mg L™ nas andlises dos adogantes liquidos &
base de ciclamato/sacarina (para Se) e aspartame (para Cd).

(a) Comprimento de onda empregado nas analises dos adogantes liquidos a base de aspartame.
(cs) Comprimento de onda empregado nas analises dos adogantes liquidos a base de

ciclamato/sacarina.

(e) Comprimento de onda empregado nas analises dos adogantes liquidos a base de

esteviosideo.
() Linha de emissao atémica.
(I) Linha de emissao i6nica.
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Tabela 3: Comprimentos de onda e padronizagéo interna empregados para a analise de
adogantes sélidos de diferentes tipos (a base de ciclamato/sacarina; esteviosideo e
aspartame).

As I: 193,696, Ca Il: 317,933; Cd I: 228,802,
Co II: 228,616, Cu I: 327,390; Fe II: 238,204;

Comprimentos de onda (nm) Mg II: 280,270; Mn 1I: 257,610; Na |: 330,237,
Ni 1l: 232,000; Pb Il: 220,353; Se |: 196,026;
Zn |: 213,856

Padrao interno (1 mg L) Y* 1I: 371,03

(*) Elemento utilizado como padréo interno a 1 mg L" nas analises dos adocantes sélidos (para
Ca, Co, Fe, Mg, Mn, Ni e Zn).

(I) Linha de emisséao atémica.

(1) Linha de emissao ibnica.

3.1.2. Analises por espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS)

Adocantes liquidos a base de aspartame também foram analisados por
ICP-MS. Neste caso empregou-se um equipamento da Perkin-Elmer Sciex,
modelo ELAN 6000. Para a introducdo da amostra, na forma de solugdo aquosa,
foram utilizados dois sistemas: um de nebulizagcdo pneumatica (nebulizador cross-
flow acoplado em uma camara de nebulizagdo de duplo passo do tipo “Scott”) e
um ultrassénico (nebulizador U-5000 AT+ (CETAC Technologies Inc., Omaha, NE,
USA)); para ambos os sistemas foi utilizado um mesmo tubo injetor, de ceramica e

com 2,0 mm de didmetro interno.

3.1.3. Analises por espectrometria de absorcdao atémica com forno de grafite
(GF AAS)

Algumas medidas analiticas foram realizadas empregando-se a técnica de
Espectrometria de absorcdo atdmica com forno de grafite (GF AAS), visando a

determinacao de Se em amostras de adocantes liquidos. Para isto utilizou-se um
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espectrémetro de absorcao atdmica com forno de grafite da Perkin-Elmer (modelo
AAnalyst 600), equipado com corretor de fundo Zeeman longitudinal, amostrador
automatico (modelo AS-800), tubo de grafite padrao com plataforma de L’vov
integrada e aquecimento transversal (THGA). Como fonte de radiacao foi utilizada
uma lampada de descarga sem eletrodo (EDL) para a determinacdo de Se
(2=196,0 nm; i= 290 mA). As medidas foram realizadas em unidades de
absorbancia integrada (integracéo do sinal transiente de absorbancia em fungao
do tempo).

3.2. Limpeza de materiais e reagentes

Os materiais (bal6es volumétricos, béqueres, pipetas, frascos de plastico,
etc.) foram limpos antes de sua utilizagédo, deixados em banho de HNO3 10 % (v/v)
por 12 h, no minimo, e, em seguida, enxaguados com agua desionizada pelo
sistema Milli-Q (Milipore, Bedford, MA, EUA), apresentando condutividade inferior
a 18,2 MQ cm.

Solucdes-estoque dos analitos, na concentragdo de 1000 mg L' em
HNO;3 2 % v/v, foram preparadas usando-se HNO3; concentrado (Carlo Erba, PA) e
agua desionizada. A partir dessas solugcdes foram preparados padroes
multielementares a 0,3 % (v/v) de HNOj3 para construir as curvas analiticas.

Para os procedimentos de mineralizacdo foram usados o acido nitrico
concentrado (em alguns casos, ap6s destilacdo) e perdéxido de hidrogénio
30 % (m/m), Carlo Erba e de grau analitico.

Para as analises por absorcdo atdbmica com forno de grafite solugbes de
modificadores quimicos a 1000 mg L' de Pd e Mg(NOs), foram preparadas,
respectivamente, a partir de uma solucdo estoque de 10000 mg L de Pd(NOs),
em HNO3; 15 % v/v (Merck) e de Mg(NQO3). da ACros.
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3.3. Amostras: tipos, aquisicao e preparo

Foram utilizadas amostras de adocgantes dietéticos liquidos e sélidos, de
tipos diferentes: a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo e aspartame. As
amostras foram adquiridas no mercado varejista, em Campinas, sendo obtidas
amostras de marcas diferentes e designadas, neste trabalho, por letras (como “A”,
“B”, “C”, ...). De acordo a viabilidade de se conseguir amostras de outros paises,
obteve-se também algumas amostras trazidas do exterior.

As amostras de adocgantes liquidos a base de ciclamato, sacarina e
esteviosideo foram diluidas na proporcdo de 9:1 em &cido nitrico 2 % (v/v). Os
adocantes liquidos a base de aspartame foram mineralizados, conforme descrito
no item 3.4.4. E, para os adoc¢antes sélidos foi preparada uma suspensao aquosa,

misturando-se 1 g de amostra com 25 mL de acido nitrico 0,3 % (v/v).

3.4. Analise de adocantes liquidos

3.4.1. Método I: otimizacao dos parametros instrumentais para a analise de
adocantes liquidos a base de ciclamato/sacarina por ICP OES

Prepararam-se duas solugcbes de estudo, de amostras a base de
ciclamato/sacarina e de marcas diferentes, designadas “A” e “B”. Para isto,
adicionou-se 0,25 mg de Mg e de Mn em 25 mL de amostra e as solucdes
enriquecidas foram analisadas em diferentes condi¢gdes instrumentais. Os
parametros otimizados foram: poténcia do plasma, vazao do gas de nebulizacao
da amostra, vazdo do gas auxiliar, comprimentos de onda e padrdes internos.
Nesta etapa, dois parametros analiticos foram monitorados: a robustez do plasma
€ a razao sinal/fundo para o elemento Mn.

A robustez do plasma foi determinada pela razdo das intensidades de
emissado para as linhas iénica (280,270 nm) e atémica (285,213 nm) do Mg [39].
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A razdo sinal/fundo para o Mn foi calculada dividindo-se a intensidade de
emissao do Mn, na amostra, pelo sinal do branco (HNO3 0,3 % Vv/v).

A condicao selecionada como 6tima foi aquela que se apresentou robusta,
com a maior razado sinal/fundo e que conferiu uma boa exatiddo, avaliada
empregando-se experimentos de adi¢do e recuperacao de analitos, em dois niveis
de concentracéo.

3.4.2. Método II: Adaptacao do Método | para a analise de adocantes liquidos
a base de esteviosideo por ICP OES

O desempenho do método | foi avaliado para a analise de adocantes
liguidos a base de esteviosideo. Em principio, empregaram-se as mesmas
condigdes instrumentais otimizadas para as amostras com ciclamato e sacarina e,
nestas condi¢des, duas marcas de adocantes a base de esteviosideo (“A.” e “Be”)
foram analisadas. Neste caso, a exatidao do método também foi avaliada por meio
de experimentos de adicdo e recuperacdo de analitos, em dois niveis de
concentracéo e, em funcéo dos resultados, alguns comprimentos de onda foram

selecionados apenas para este tipo de amostra.

3.4.3. Figuras de merito e aplicacao analitica: analise de um conjunto de
adocantes liquidos a base de ciclamato/sacarina e de esteviosideo por
ICP OES

Empregando-se os comprimentos de onda apresentados na Tabela 2 e os
parametros experimentais otimizados (poténcia do plasma de 1300 W, vazao do
gas de nebulizagdo de 0,6 L min”, vazdo do gas auxiliar de 0,6 L min™ e os
padrdes internos Y e Sc a 1 mg L), calcularam-se os limites de deteccéo e
quantificacdo e analisaram-se 22 adocgantes de marcas diferentes, 15 a base de
ciclamato/sacarina e 7 adocantes a base de esteviosideo. Os resultados obtidos
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para os dois tipos de adogantes foram comparados e uma faixa de concentragéo

foi calculada para as espécies que foram encontradas.

3.4.4 . Anadlise de adocantes liquidos a base de aspartame
3.4.4.1. Analise de adocantes a base de aspartame por ICP OES

Duas marcas de adocgantes liquidos a base de aspartame, designadas “Ay”

e “B,” foram utilizadas.

Para o preparo das amostras empregando-se simples diluicao foram
avaliadas substancias compativeis com a técnica de ICP OES e que podem ser
utilizadas com essa finalidade: acido nitrico diluido, acetona, acido acético, etanol,
dimetilformamida, hidréxido de tetrametilaménio e CFAC® (mistura comercial que
contém trietanolamina e trietilenotetramina).

Cada uma destas substancias foi avaliada separadamente, na forma de
uma solucédo a 50 % (v/v) em agua desionizada e adicionadas as amostras de
forma que a solucéo final ficasse com pelo menos 30 % (v/v) de amostra.

Posteriormente, foi necessario estudar um procedimento de
mineralizacao, no qual empregando-se acido nitrico, peréxido de hidrogénio e
aquecimento em chapa.

O procedimento de mineralizacao foi otimizado para 1 g de amostra e
consistiu no aquecimento, a 80 — 100 °C, da mistura da amostra com 10 mL de
HNOj3; concentrado e 8 mL de H>O, 30 % (m/m). A mistura obtida foi aquecida até
que ficasse limpida e, em seguida, até a evaporacao do acido residual. Essa etapa
levou aproximadamente 4 h e, por fim, a amostra foi retomada em 25 mL de agua
desionizada.

Para a analise, no equipamento de ICP, foram empregados parametros
instrumentais recomendados para amostras aquosas (poténcia do plasma de
1300 W, 0,8 L min™ de vazdo de nebulizagdo de amostra e 0,5 L min™' de vazao
de gas auxiliar) [14] e os comprimentos de onda e os padrbes internos (itrio e
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escandio) usados foram selecionados, experimentalmente, para que se obtivesse
uma boa exatiddo. As condicbes instrumentais utilizadas para a analise de

adocantes liquidos a base de aspartame estdo resumidas na Tabela 2.

3.4.4.2. Analise de adocantes a base de aspartame por ICP-MS

As amostras foram mineralizadas em meio &cido, como descrito no item
3.4.4.1, mas empregando-se acido bidestilado. Os parametros instrumentais do
equipamento de ICP-MS foram ajustados por meio do teste de desempenho “Daily
performance”. As condicdes instrumentais empregadas nas analises por ICP-MS
sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Condigbes instrumentais para a andlise de adocantes liquidos a base de
aspartame por ICP-MS.

Vazao de bombeamento (mL min™) 1,5

Poténcia de radio-frequéncia (W) 1000

Vaz&o do argénio principal (L min™) 15

Vaz&o do argénio auxiliar (L min™) 1,13

Vazao do gas de nebulizacdo da amostra (L min™) 1,04

Replicatas 3

|Sétopos 63Cu,55Mn,59Co, 58Ni,
208Pb,114Cd,75AS

Nesse caso a exatiddo do método também foi avaliada por meio de
experimentos de adicdo e recuperacao de analitos: em um (para a amostra A,) e
dois (para a amostra D,) niveis de concentracdo. Em seguida, outras duas
amostras foram analisadas (B, e C,) e 0s teores das espécies encontradas nas

quatro amostras foram comparados.



24

3.4.5. Anadlise de adocantes liquidos por espectrometria de absor¢cao atémica
com forno de grafite

A técnica de GF AAS foi utilizada para determinar Se em adocantes
liquidos, com énfase naqueles a base de ciclamato/sacarina e esteviosideo. Para
isto, os parametros instrumentais mais importantes (temperatura de pirélise e de
atomizacao, tempo de pirdlise e uso de modificador quimico, 5 pg Pd + 3 ug
MgNO;) foram otimizados empregando-se um planejamento fatorial 2* (16
experimentos) e uma solugdo da amostra “B.” (& base de ciclamato/sacarina e
esteviosideo) a 10 % v/v em agua desionizada.

Os niveis dos parametros (variaveis) estudados sdo mostrados na Tabela 5
e as condicdes instrumentais na Tabela 6.

Tabela 5: Planejamento fatorial 2* para a otimizagdo de parametros instrumentais para a
determinacao de Se em adocgantes liquidos.

Variaveis Nivel(-) Nivel (+)
Temperatura de pirélise (°C) 1100 1300
Tempo de permanéncia na pirélise (s) 10 20
Temperatura de atomizagao (°C) 1800 1900
Uso de modificador quimico (Pd/MgNQO;) | sem com

Tabela 6: Programa de aquecimento utilizado na determinacdo de Se em adogantes
liquidos.

Etapa Temperatura | Tempo de rampa | Tempo de permanéncia | Vazao de Ar
(°C) (s) (s) (mL min™)
Secagem 110;130 1;15 30; 30 250
Pirélise 900 - 1400 10 10 - 30 250
Atomizacdo | 1500 - 2100 0 3 0
Limpeza 2500 1 3 250
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Nas condi¢cdes otimizadas (temperaturas de pirélise e atomizacao de 1100
e 1900 °C, respectivamente; 10 s de permanéncia na pirélise e uso da mistura
Pd/MgNO3; como modificador quimico) a exatidao das determinacdes foi avaliada
por meio de experimentos de adicdo e recuperacao de analito.

Empregando-se essas condicbes, 27 amostras de adocantes liquidos foram
analisadas (15 adocantes a base de ciclamato/sacarina, 8 a base de esteviosideo
e 4 a base de aspartame), sendo que os adogantes a base de aspartame foram
analisados apés a mineralizacao, conforme o procedimento que € descrito no item
3.4.4.

3.5. Anadlise de adocantes solidos a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo
e aspartame por ICP OES

Trés marcas diferentes de adocantes sélidos, uma de cada tipo (a base de
ciclamato/sacarina; esteviosideo; aspartame), foram parcialmente dissolvidas em
HNO3; 0,3 % (v/v), obtendo-se suspensdes que foram analisadas empregando-se
0s parametros instrumentais apresentados na Tabela 2 e os comprimentos de
onda e a padronizagao interna mostrados na Tabela 3.

As suspensbes das amostras foram preparadas misturando-se 1 g do
adocante sdlido com aproximadamente 25 mL de HNO;z; 0,3 % (v/v) e foram
analisadas imediatamente ap6s agitacdo manual. Para essas amostras a exatidao
das determinacbes foi avaliada por experimentos de adicdo e recuperacao de
analitos e também por meio de comparacao de resultados obtidos com e sem uma
etapa de mineralizacdo. Além disso, durante as analises foi observado o
comportamento dessas suspensdes em relacdo a um possivel entupimento do
nebulizador e variagdo do sinal analitico (RSD) para os varios elementos de

interesse.
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3.6. Tratamento dos residuos gerados

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

O procedimento utilizado é adotado em nosso laboratério (GEAtom) para
tratar residuos aquosos que contém varios elementos metalicos e consiste em
separa-los da fase aquosa, por precipitagao controlada [40].

Os residuos foram neutralizados com uma solucdo de NaOH 1 mol L™ e o
pH foi mantido entre 7 — 8, até ocorrer a precipitacdo completa das espécies que
formam hidréxidos nesta faixa de pH (Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn). Os
sais precipitados foram separados da fase aquosa por filtragdo comum,
empregando-se papel de filtro qualitativo. A solug&o resultante foi acondicionada
em pH 7, aproximadamente, com o auxilio de H:SO4 1 mol L™ e a ela se adicionou
uma solucdo de NasS (78 g L™"). Nesta etapa, foram precipitados arsénio e selénio,
na forma de sulfetos e que, por filiragdo, também foram retirados da fase aquosa.

Por fim, os residuos soélidos obtidos foram mantidos nos respectivos papéis
de filtro e enviados para o depdsito de residuos solidos do Instituto de Quimica da
UNICAMP. A solucao residual, contendo Na,S foi tratada com solugédo de NaOCI
(5,25 % m/m) para eliminar o sulfeto na forma de H,S, que é volatil.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Anadlise de adocantes liquidos a base de ciclamato, sacarina e
esteviosideo

4.1.1. Método I: otimizacdo dos parametros instrumentais para analise de
adocantes liquidos a base de ciclamato/sacarina por ICP OES

A otimizagao dos parametros instrumentais em ICP OES, levando-se
em conta a robustez do plasma, tem sido utilizada e estudada por diversos grupos
de pesquisa na area de espectrometria atbmica [36,39,41,42] e também o foi
neste trabalho.

Um plasma robusto é aquele em que os processos de atomizacéao-
excitacao sao favorecidos. Esta situacao ocorre quando o equilibrio termodinamico
local é atingido e os processos de transferéncia de energia, no plasma, ocorrem
com maior facilidade. Conseqlientemente, ao empregar um plasma robusto, a
decomposicdo de amostras organicas & mais eficiente e alguns efeitos de matriz
podem ser minimizados, especialmente as interferéncias dos elementos facilmente
ionizaveis, como Na, K e Ca [36].

O parémetro robustez € dado pela razdo de emissdo das linhas
idnica (280,270 nm) e atébmica (285,213 nm) do Mg [39], sendo que um plasma
robusto apresenta uma razdo Mg II/Mg | maior do que 10 [36,43].

Neste trabalho, os parametros instrumentais foram otimizados
buscando-se, a principio, as condigdes que apresentassem a maior robustez.
Primeiramente, avaliou-se a vazao de nebulizacao da amostra e, para isto,
fixou-se a poténcia do plasma em 1300 W e variou-se a vazao de nebulizacdo. Os
resultados obtidos sao apresentados na Figura 3.
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Figura 3: Razdes Mg II/Mg | obtidas para as amostras “A” e “B” de adogantes liquidos a
base de ciclamato/sacarina. Condi¢cdes operacionais: poténcia do plasma: 1300 W, vazao
do géas de nebulizagdo: 0,3 — 0,8 L min ' e vaz&o do gas auxiliar: 0,5 L min .

Na Figura 3, os gréaficos da razdo Mg II/Mg | em funcao da vazao de
nebulizacdo mostraram o mesmo perfil para as amostras “A” e “B”. As condi¢oes
de maior robustez foram obtidas quando as vazées de 0,4 ou 0,5 L min~' foram
empregadas. Entre estas, a ultima foi considerada a mais adequada, para a qual o
valor da robustez foi de 11 para ambas as amostras e os desvios padrao relativos
apresentaram valores menores. Em 0,4 L min" os RSDs ficaram préximos de
10 % enquanto em 0,5 L min™' os valores foram abaixo de 2 %.

Selecionando a vazdo de nebulizagdo em 0,5 L min™', avaliou-se o
efeito da poténcia do plasma, que pbéde ser variada de 1500 a 1200 W, pois em
1100 W o plasma nao se sustentou. Os resultados obtidos para ambas as
amostras sao apresentados na Figura 4-a, onde se nota que as razées Mg II/Mg |
foram maiores que 10 para todas as poténcias avaliadas, ou seja, para qualquer
uma dessas poténcias as condicdes do plasma foram robustas.
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Figura 4: Razbées Mg IlI/Mg | obtidas para as amostras “A” e “B”. (a) Condicoes

operacionais: poténcia do plasma: 1200 - 1500 W, vazdo de nebulizacdo: 0,5 L min 7' e

vazdo do gas auxiliar: 0,5 L min ~". (b) Condi¢bes operacionais: vazao de nebulizagao:
0,5 L min™", poténcia do plasma: 1400 W e vazao do gas auxiliar: 0,3 - 1,0 L min ™.

Na Figura 4-a, observa-se também que a maior robustez foi obtida
nas poténcias de 1400 e 1500 W, sendo que nesta ultima as razées Mg II/Mg |
foram semelhantes para as duas amostras utilizadas, com valores proximos de 13.
Considerando-se que a poténcia de 1500 W é a poténcia limite do equipamento, a
poténcia de 1400 W foi escolhida como a mais adequada.

Assim, empregando-se a poténcia de 1400 W e uma vazao de nebulizagao
de 0,5 L min™, avaliou-se a vazdo do gas auxiliar. Os resultados obtidos sdo
mostrados na Figura 4 -b.

O grafico da Figura 4 -b mostra que o efeito do gas auxiliar sobre a
robustez do plasma foi um pouco diferente para as duas amostras. Para a amostra
“A”, por exemplo, o0 plasma n&do se sustentou quando vazdes acima de 0,6 L min”
foram empregadas. Por outro lado, dentre as vazbes avaliadas o plasma se
apresentou robusto para as vazdes de 0,3 — 0,6 L min™, de 0,3 a 0,6 L min™ no
caso da amostra “A” e, para todas as vazdes avaliadas, no caso da amostra “B”.
Assim, para escolher uma vazao adequada para ambas as amostras, levou-se em

consideracdo a faixa entre 0,3 e 0,6 L min”. Observou-se que em 0,3 L min
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foram obtidas robustez maiores e RSDs abaixo de 1 %. Portanto, a vazao de
0,3 L min™ foi selecionada como a mais adequada. Em adi¢do, néo foi observado,
nesse estudo, diferencga significativa na precisdo das medidas feitas nas diferentes
condicoes (vazdes do gas auxiliar).

Utilizando-se esses parametros, procedeu-se com um experimento de
adicdo e recuperacao de analitos, para avaliar a exatiddo das determinacdes
realizadas nas condi¢des otimizadas.

Entretanto, as recuperagdes obtidas ndo foram quantitativas, variando de
72 a 124 %, sugerindo que, além da robustez, seria necessario avaliar outros
parametros, como a razao sinal/fundo e a padronizacao interna.

Nesta etapa, os parametros em questdo também foram avaliados de modo
univariado. Esta escolha deve-se ao fato de que ao utilizar a otimizacéao
multivariada, em um trabalho anterior, visando a analise direta de leite bovino [43],
a montagem da matriz de planejamento demandou mais trabalho do que o estudo
univariado. Algumas combinacdes de parametros ndo puderam ser usadas, ou
porque nao eram possiveis, no “software” do equipamento, ou porque nao
produziam um plasma estavel, impossibilitando a obtengdo de um sinal analitico
representativo em tal condicdo. Além disso, a otimizagdo multivariada forneceu a
mesma condi¢do analitica indicada pelo método univariado.

Assim, baseando-se em um outro trabalho anterior com a analise
direta de agua de coco por ICP OES [44], o parametro poténcia foi avaliado
observando-se também a razdo sinal analitico/sinal de fundo (SBR) para o
elemento Mn. Foram utilizadas as mesmas amostras “A” e “B”, previamente
enriguecidas com esse elemento e a SBR foi calculada para as poténcias de 1200
a 1500 W. Neste estudo, empregaram-se os valores “pré-otimizados” da vazao de
nebulizagdo (0,5 L min™") e do gas auxiliar (0,3 L min™"). Os resultados obtidos sdo
apresentados na Figura 5.
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Figura 5: Razao sinal/fundo (SBR) para o Mn, em amostras de adog¢antes liquidos a base
de ciclamato/sacarina. Condi¢cdes operacionais: poténcia do plasma (de 1200 a 1500 W),
vazao de nebulizagdo (0,5 L min™") e vaz&o do gas auxiliar (0,3 L min 7).

Os valores de SBR obtidos mostraram que para as amostras “A” e “B” a
maior razao sinal/fundo ocorre na poténcia de 1300 W.

Desta forma, reavaliou-se a vazao do gas auxiliar, cujo efeito havia

sido um pouco diferente para cada uma das amostras (Figura 4-b).

Empregando-se a poténcia de 1300 W o perfil da robustez, nas diferentes
vazbes, foi semelhante ao obtido anteriormente; mas, o plasma se apresentou
mais estavel, pois mesmo para a amostra “A” foi possivel sustenta-lo até a vazao
de 0,7 L min™. Além disso, observou-se que para a vazao de 0,6 L min™' obteve-se
a mesma robustez para as duas amostras, com valores de 11,9. Logo, este valor
foi considerado apropriado.

Assim sendo, realizou-se um outro experimento de adicdo e
recuperacdo de analitos para avaliar a exatiddo das andlises nesta “nova
condicdo”. Mas, nessa condicdo também nao foram obtidas recuperacdes
quantitativas e outros ajustes foram experimentados considerando-se a natureza
da amostra.

Como esses adogantes contém ciclamato e sacarina soédicos,
decidiu-se utilizar vazdes de nebulizacdo um pouco mais altas. Elementos

facilmente ionizaveis, como o Na, costumam interferir nos processos eletrénicos
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de excitacdo das outras espécies [41]. Logo, aumentando-se a vazao de
nebulizacdo, diminui-se o tempo de residéncia da amostra no plasma e,
consequentemente, as possiveis interferéncias causadas pelos processos de
ionizagao.

Assim, a vazdo de nebulizacdo foi aumentada para 0,6 L min ' e os
resultados deste experimento, também avaliado por meio de adi¢éo e recuperacao
de analitos apresentaram valores melhores do que os obtidos com o uso de
0,5L min' de vazdo de nebulizagdo. Houve um aumento nos valores de
recuperacdo, mas essa melhora ainda nao foi o suficiente, pois a média dos
valores ficou em torno de 70 %.

Desta forma, a vazao de nebulizagédo foi aumentada novamente, para
0,65 L min"', mas ndo houve melhoras nos resultados. Entdo, considerou-se
adequado avaliar o efeito de padroes internos (Pl), jA que as amostras estavam
sendo introduzidas diretamente no plasma e analisadas por meio de uma
calibracao externa, ou seja, utilizando-se padrdes que poderiam se comportar de
maneira diferente do que as amostras, principalmente durante a etapa de
nebulizagao.

Os padroes internos avaliados foram o Y e o Sc, testados
individualmente na concentragdo de 1 mg L', segundo recomendacdes da
literatura [44,45].

Nesse caso, as recuperacdes obtidas aumentaram significativamente para
a maioria dos analitos. Foi utilizado Y como Pl para todos os elementos, com
excecao do Se, para o qual o Sc foi mais apropriado. Conforme mostram os
resultados da Tabela 7, os valores de recuperacdo foram bons, na faixa de
90 — 110 % e os desvios padrao relativos (RSD) foram, em geral, menores que
5 %. Segundo Jenniss et al. [46] esta faixa de recuperacdo indica uma boa
exatiddo e, considerando-se a complexidade da amostra, o método também

apresentou uma boa precisao.
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Tabela 7: Valores de concentracdo, em mg L™, e recuperacdo, em %, para Se e espécies
metalicas nos adogantes liquidos “Ac” e "B¢", a base de ciclamato/sacarina, analisados
em duplicata e usando Y e Sc (apenas para o Se) como padrdes internos.

Espécie Concentracao original Recuperacao
Massa adicionada* 0,10 mg 0,20 mg
Ca A: 4,00 £0,03 A: 98,6 £0,8 A:95+2
B: 0,90 + 0,01 B:96 £ 1 B:96 £ 1
Mg A: 1,28 + 0,01 A:91,7+0,2 A:90,8+0,4
B: 27,1 £ 0,1 B: 105 + 1 B:96 £ 1
Massa adicionada* 0,002 mg 0,004 mg
Co A: < 0,007 A: 104 +2 A:102+7
B: < 0,007 B:101 5 B:87+3
Cu A: 0,030 £ 0,003 A:112+3 A:104£3
B: 0,270 £ 0,004 B:110,3+0,7 B:110+2
Fe A: < 0,005 A:106 £ 2 A:104+6
B: 0,060 + 0,001 B: 1035 B:89+3
Mn A: 0,0050 + 0,0001  A:109,8 +0,6 A:106,8£0,6
B: 0,020 + 0,001 B:104 £ 3 B:96 £ 1
Ni A: < 0,037 A: 1112 A: 107 £ 6
B: < 0,037 B:114 +4 B:99+3
Pb A: < 0,007 A: 1076 £0,5 A:104+8
B: < 0,007 B:108 +7 B:90+4
Se A: 0,28 £ 0,03 A:114+2 A: 108 + 1
B: 0,30 £ 0,01 B:104 +2 B: 120 £ 1
Zn A: 0,030 £ 0,001 A:109t4 A: 1057
B: 0,130 £ 0,004 B: 106 £ 5 B:90+3
Massa adicionada* 0,001 mg 0,002 mg
Cd A: 0,013 £ 0,001 A:109t2 A:106£7
B: < 0,003 B:105+5 B:90+3

(*) Quantidade de amostra: 5 mL
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Portanto, o método de anadlise estudado pode ser usado para determinar
Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Se e Zn diretamente neste tipo de matriz. Por
outro lado, as espécies As, K e Na nao puderam ser determinadas nestas
condicoes.

No caso do As nao foi obtido sinal analitico, nem mesmo nas amostras
dopadas, o que pode estar relacionado a interferéncias de fragmentos moleculares
(provenientes do material organico presente nos adogantes) que emitem préximo
de 193,018 e 193,090 nm [47], aumentando o fundo na regido espectral do As.

Para avaliar esta hipétese, as amostras em estudo foram mineralizadas
com acido nitrico e peroxido, em uma placa de aquecimento e, posteriormente,
analisadas. O procedimento usado foi 0 mesmo empregado para as amostras de
adocantes liquidos com aspartame (descrito no item 3.4.5.1) e as amostras foram
analisadas em condi¢des instrumentais mais apropriadas para amostras aquosas
(poténcia do plasma de 1300 W, vazdo de nebulizagdo da amostra de 0,8 L min™,
vazdo do gas auxiliar de 0,5 L min™) [14] e utilizando Y como PI, na concentragao
deimglL™.

Nessas condicdes o As também nao foi detectado nas amostras “A.” e “B.”,
mas as recuperacdoes médias foram de 82 e 94 % para a adicdo de 0,0025 e
0,005 mg de As para 1 g de amostra, respectivamente. Considerando-se que o
primeiro ponto de adicao corresponde a uma concentracao proxima do limite de
quantificacdo (131 pg L"), obteve-se uma exatiddo satisfatéria para a
determinacao de As, ap6s a mineralizagdo da amostra.

Em relacdo ao K e ao Na, que também produziram dificuldades analiticas,
trata-se de elementos facilmente ionizaveis e que podem nao ser detectados de
maneira adequada em condicdes robustas [36].

Além disso, a alta concentracdo de Na, observada nessas amostras,
promoveu saturagdo do sinal, indicando ser apropriado empregar diluicoes
grandes para a analise dessas amostras. Entretanto, isto dificultaria a
determinacao dos microconstituintes, que apresentam uma maior importancia
devido ao fato da sua presenca nao ser conhecida neste tipo de produto. No caso
do Na e, em alguns casos, do Ca ou K, é esperada a sua presenca em adocantes
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a base de ciclamato/sacarina, devido ao uso dos edulcorantes na forma de sais
sodicos, de Ca ou K [15,16].

4.1.2. Método II: Adaptacao do Método | para analise de adocantes liquidos a
base de esteviosideo por ICP OES

Considerou-se que o uso do método I, para a analise dos adocantes a
base de esteviosideo, seria possivel com base nas informacdes dos rotulos destes
ultimos, onde constam varias semelhancas de composicao, inclusive a presenca
dos edulcorantes ciclamato e sacarina.

Os resultados obtidos com os experimentos de adicdo e recuperagao de
analitos, mostrados na Tabela 8, indicaram que esta extensdao do método | é
bastante apropriada. Os valores de RSD também ficaram abaixo de 5 % e as
recuperacoes, para a maioria dos analitos, ficaram entre 90 e 110 %, com
excecao do Pb, na amostra “A” (88,0 + 0,3 %, para os dois niveis de adicdo) e
das espécies As, K e Na, como ja observado anteriormente.

Além disso, do mesmo modo que o observado para os adocantes a base de
ciclamato/sacarina, o uso de uma etapa de mineralizacdo para essas amostras
levou a obtencgéo de resultados melhores para o As. Neste caso, as recuperacdes
obtidas foram de 88 e 101 % para a adicdo de 0,0025 e 0,005 mg de As,
respectivamente, sendo que esta espécie também nao foi detectada nas amostras
“As” e “Be”.

Por outro lado, é necessario ressaltar que esses resultados foram obtidos
nas mesmas condicées usadas para os adocantes a base de ciclamato/sacarina,
exceto o uso de Pl para o Se e os comprimentos de onda dos elementos Cd, Cu e
Mg, que foram, respectivamente, iguais a 228,802, 224,700 e 280,270 nm
(discriminados na Tabela 1). Para as amostras “A.” e “B.” estes comprimentos de
onda se mostraram mais adequados do que os usados anteriormente. Isto sugere
que embora existam semelhancas significativas entre as matrizes destes dois

tipos de adocantes, as diferencas, também existentes, influenciam as
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determinacdes desses elementos de maneira diferente, exigindo o uso de outros

comprimentos de onda.

Tabela 8: Valores de concentracdo, em mg L™, e recuperacdo, em %, para Se e espécies
metalicas nos adocantes liquidos “A.” e "Be", a base de esteviosideo e analisados em
duplicata.

Espécie Concen(tr:‘aé; 7_‘.’1)°"9'“a' Recuperacao (%)
Massa adicionada* 0,10 mg 0,20 mg
Ca A.: 3,30 £ 0,08 A::91,0£0,2 A.:91,0£0,2
Be: 4,60 £ 0,04 Be: 100,0 £ 0,2 B.:98,5+0,9
Mg Aq: 4,50 £ 0,02 Ac:110+6 A.:108,0 £ 0,7
B.: 1,30 £ 0,01 Be: 105 £ 1 Be: 107 £ 1
Massa adicionada * 0,002 mg 0,004 mg
Co Ac: < 0,007 A::96,0£0,2 Ae: 94,0+ 0,3
Be: < 0,007 Be: 105,0 £ 0,3 Be: 104 £ 2
Cu A¢: 0,040 + 0,004 Ae:9215 Ac:95+3
B.: < 0,002 Be:99 +2 Be: 100,0 £ 0,1
Fe A: 0,100 = 0,007 A:: 97,0+ 0,1 As: 98,0+ 0,5
B.: 0,070 £ 0,003 Be: 101,0£ 0,3 Be: 104 £ 2
Mn A¢: 0,0240 + 0,0001 Ae:102,0 £ 0,3 A.:102,0£0,2
Be: 0,0170 £ 0,0002 Be: 107,5+ 0,3 Be: 107,0 £ 0,1
Ni A.: < 0,037 Ac:99,6 £2,0 A.:98 6
Be: < 0,037 Be: 103,0 £ 0,5 Be: 103,0 £ 0,3
Pb A.: < 0,007 A.:88,0+£0,4 A.:88,0+0,2
Be: < 0,007 Be: 99 + 1 Be: 101 £ 1
Zn A¢: 0,030 + 0,002 A::100,0 £ 0,2 A.:100,0 £0,7
B.: 0,018 £ 0,001 B.: 102,0 £0,3 Be: 1033
Massa adicionada * 0,001 mg 0,002 mg
Cd A.: < 0,015 Ac:97,5+£1,0 Ac:99 14
Be: < 0,015 Be: 95 + 1 Be: 99,0 £ 0,4
Se As: 0,34 £0,03 Ac:116+£3 A 11914
Be: 0,28 £ 0,03 Be: 109 £3 Be: 1192

(*) Quantidade de amostra: 5 mL
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4.1.3. Figuras de merito e aplicacao analitica: analise de um conjunto de
adocantes liquidos a base de ciclamato/sacarina e de esteviosideo por
ICP OES

Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foram calculados
como sugerido por Montaser [48]: (i) LOD= (3 RSD BEC)/100; (ii)) LOQ= 5 LOD.

Nas expressdes (i) e (i), o termo RSD corresponde ao desvio padrao
relativo para dez medidas do sinal do branco e o termo BEC corresponde a
“‘concentracdo equivalente do sinal de fundo”, determinada experimentalmente
(nas condicdes empregadas nas analises).

Estas foérmulas, usadas para técnicas que envolvem o fenbémeno da
emissdo, levam em consideracédo tanto o desvio padrdao do branco (como feito
para a maioria das outras técnicas analiticas) quanto a intensidade do sinal do
branco (“fundo”) e assim fornecem valores mais representativos da detectabilidade
do método de analise [49].

Os limites de deteccao obtidos sdo apresentados na Tabela 9, onde se nota
que os valores em questdo estdo na mesma ordem de grandeza ou acima
daqueles declarados na literatura [36]. Entretanto, como estes valores dependem
das condicbes experimentais em que as medidas sado realizadas, esse tipo de
comparagado torna-se relativa, mostrando que os valores medidos estao, de certa
forma, coerentes com aqueles obtidos por outros autores.
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Tabela 9: Limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), em mg L', para a
determinagdo de As, Se e espécies metdlicas em adogantes liquidos a base de
ciclamato/sacarina (cs) ou esteviosideo (e).

Espécie (a/ nm) [LOD jieratura LOD experimentar | LOQ Legislacao
[36] [50,51]

As (193,696) ¢ |0,005 0,07 ** 2,2** 1,0
Ca (317,933) “ ¢ |0,00002 0,002 0,012
Cd (214,436) |0,001 0,003 0,015 1,0
Cd (228,802) © 0,001 0,015 0,077 1,0
Co (228,616) “° |0,001 0,007 0,033
Cu (327,390) © |0,0004 0,019 0,095 2,0
Cu (224,700) © 0,0004 0,0023 0,0117 2,0
Fe (238,204) ©° 10,002 0,005 0,025
Mg (279,5653) “ |0,0001 0,009 0,047
Mg (280,270)° 0,0001 0,0007 0,0035
Mn (257,610)°>° |0,0004 0,0012 0,0059
Ni (232,000) ¢ 0,005 0,037 0,183 3,0
Pb (220,353) ¢ 0,01 0,07 0,35 0,5
Se (196,026) 0,05 0,02 0,08 0,05
Zn (213,859) ¢ 0,001 0,004 0,021 25

(**) Valores obtidos quando uma etapa de mineralizagdo é empregada.

Considerando-se os valores de LOQ e os limites maximos estabelecidos
pela legislacdo brasileira (vide anexos 1 e 2) para os analitos Cd, Cu, Ni, Pb, Se e
Zn em alimentos [50,51], nota-se que o método desenvolvido possui
detectabilidade adequada para a monitoracado destes contaminantes, com excecgao
do elemento Se. Além disso, vale ressaltar que o Codex Alimentarius [52,53]
estabelece limites de 0,1 e 0,02 — 0,5 mg L™ de Cd e Pb, respectivamente, em
produtos alimenticios. Para esses limites, o método de andlise em questao
também apresenta detectabilidade adequada.
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Em relacdo a aplicacao analitica, os teores médios obtidos para as
espécies estudadas, nas diversas amostras, estdo apresentados na Tabela 10, e

foram expressos para um intervalo com 95 % de confianca.

Tabela 10: Teores médios (ug g '), para um intervalo com 95% de confianca, de As, Se e
espécies metdlicas em adocgantes liquidos.

Espécie| Adocantes a base de| Adocantes a base de

ciclamato/sacarina esteviosideo

As* <0,7 <0,7

Ca 5,06 + 0,28 3,5+£0,9

Cd 0,014 + 0,001? < 0,015

Co < 0,007 < 0,007

Cu 0,069 + 0,002 0,045 £ 0,027

Fe 0,037 = 0,001 0,18+0,17

Mg 10,8+ 0,6 3,7+1,6

Mn 0,19+ 0,03 0,073 £ 0,055

Ni 0,117 +0,020°2 < 0,037

Pb < 0,07 < 0,07

Se* 0,304 £ 0,017 0,337 = 0,026

Zn 0,110 £ 0,004 0,103 + 0,063

(*) Realizado apenas em quatro amostras, duas de cada tipo.
(*) Espécie encontrada em apenas uma amostra.

Os dados da Tabela 10 mostram que os teores médios para as espécies
metalicas em adocantes liquidos foram bastante diferentes para os dois grupos de
amostras. Por outro lado, as espécies Cu e Zn estdo na mesma ordem de
grandeza, enquanto As, Co e Pb ndo foram encontrados em nenhuma das
amostras analisadas. Também se observa que as dispersdes dos valores médios
sao maiores para as amostras com esteviosideo, sugerindo que nao existe uma
tendéncia de distribuicao dessas espécies principalmente neste tipo de adocgante.
Em adicdo, os valores encontrados para Cu e Zn, em ambos 0s grupos de

amostras, e para Cd e Ni, em uma das amostras a base de ciclamato/sacarina,
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estao abaixo dos valores maximos permitidos pela legislagao brasileira [50,51]. O
teor de Se, entretanto, esta acima do valor permitido que é de 0,05 mg L [50],
sendo também detectado em ambos os tipos de adogantes.

Em relacdo as determinacdes de Se, vale ressaltar que a exatidao obtida
para esta espécie mostrou-se um pouco inferior aquela obtida para os demais
elementos. Para os adocantes a base de ciclamato/sacarina as recuperacdes
variaram de 104 a 120 % e, para aqueles a base de esteviosideo a variacao foi de
109 a 119%. Isto significa que os resultados das determinacdes de Se tendem a
incorporar erros positivos acima de 10%, chegando, em alguns casos, em até
20 % (ver Tabelas 7 e 8).

Considerando-se este aspecto e também os resultados do estudo de
aplicagdo, que indicam teores de Se possivelmente altos para essas amostras,
estudou-se um método para a determinacdo de Se por espectrometria de
absorcao atbmica com forno de grafite, que é mais sensivel e adequada para esta
espécie [54].

4.2. Método para determinacao de Se em adocantes liquidos a base de
ciclamato/sacarina, esteviosideo e aspartame por GF AAS

Para a determinacao de Se por GF AAS foi empregado um planejamento
fatorial para a otimizagdo das condi¢cées operacionais do equipamento analitico.
Os niveis (-) e (+) utilizados para os parametros temperatura de pirdlise (Tpir),
temperatura de atomizagdo (Tat) e tempo de permanéncia na pirdlise (tppir), foram
selecionados baseando-se em uma avaliacdo prévia, por meio de um estudo
univariado dos mesmos, empregando-se a amostra de adocante “Be” (a base de
ciclamato/sacarina e esteviosideo).

No estudo univariado, a Tpir foi variada de 900 a 1400 °C, a Tat foi variada
de 1500 a 2100 °C e o tppir foi variado de 10 a 30 s. Assim, realizaram-se Vvarios
ciclos de atomizacado, variando as condicbes acima citadas. Nesta etapa, as

intensidades dos sinais analitico e de fundo e, a temperatura minima de
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atomizacdo (para aumentar o tempo de vida do tubo de grafite) obtidos foram
empregados como critérios para a selecao de um intervalo com as melhores
condigdes (niveis (-) e (+)).

Para o planejamento fatorial realizado, os resultados obtidos para a
determinacao de Se estao apresentados na Tabela 11.

Tabela 11: Planejamento fatorial 2* para a determinagdo de Se em adocantes liquidos.
Parametros: temperatura de pirélise (Tpir), atomizacdo (Tat), tempo de permanéncia na
pirélise (tppir) e modificador quimico (Mod).

Mod Absorbancia

. < 0 0 .

Ensaio Tpir ("C) Tat("C) tppir(s) (PMg(NOy),) *  Integrada " Rsd
1 1100 1800 10 Sem 0,3907 6,4
2 1300 1800 10 Sem 0,3734 1,6
3 1100 1900 10 Sem 0,5742 2,1
4 1300 1900 10 Sem 0,6525 6,1
5 1100 1800 20 Sem 0,2716 1,9
6 1300 1800 20 Sem 0,0196 9,1
7 1100 1900 20 Sem 0,6377 7,2
8 1300 1900 20 Sem 0,0 6,6
9 1100 1800 10 Com 0,403 2,6
10 1300 1800 10 Com 0,316 7,6
11 1100 1900 10 Com 0,6551 5
12 1300 1900 10 Com 0,5563 5,6
13 1100 1800 20 Com 0,2614 7,2
14 1300 1800 20 Com 0,0318 21,4
15 1100 1900 20 Com 0,5935 1,2
16 1300 1900 20 Com 0,0 26,7

(*) Empregou-se uma mistura de 5 pg de Pd com 3 pug de Mg(NO3),.
(**) Valor médio para duas determinacgdes.

Os dados apresentados na Tabela 11 foram inseridos no programa
“Statgraphics Plus 3.0” e foram obtidos os graficos de Pareto e de efeitos

principais, mostrados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6: Gréafico de Pareto obtido no planejamento fatorial para determinacdo de Se em
amostra de adocante dietético liquido. Parametros: temperatura de pirdlise (Tpir),
atomizacéao (Tat), tempo de permanéncia na pir6lise (tppir) € modificador quimico (Mod).

O Grafico de Pareto indica as variaveis que apresentam efeito significativo

sobre a resposta analitica (absorbancia integrada) com um nivel de confianca de

95%. Observa-se, entdo, que os parametros tppir, Tpir, Tat, bem como as

interagGes tppir - Tpir e Tpir - Tat exercem efeitos significativos na resposta

analitica.
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Figura 7: Gréafico dos efeitos principais, obtido no planejamento fatorial para a
determinagéo de Se em adocantes liquidos. Pardmetros: temperatura de pirdlise (Tpir),
atomizacéao (Tat), tempo de permanéncia na pir6lise (tppir) € modificador quimico (Mod).
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O Gréfico de Efeitos Principais (Figura 7) mostra que as temperaturas de
pirdlise (1100 °C) e de atomizagdo (1900 °C) e o tempo de permanéncia na
pirdlise (10 s) levam a obtengéo de valores de absorbancia integrada maiores. No
caso do uso de modificador, a contribuicdo € pequena, mas os perfis dos sinais
analiticos obtidos com o uso de modificador foram, geralmente, mais adequados
(picos mais estreitos e simétricos) do que os sinais obtidos na sua auséncia. Desta
forma, as seguintes condi¢coes foram selecionadas como as mais adequadas
para a determinagdo em questdo: 1100 e 1900 °C para a temperatura de pirdlise e
de atomizacdo, respectivamente, 10 s de permanéncia na pirélise e uso de
modificador quimico (Pd/Mg(NQOs3)2).

Nessas condicdes, a exatiddo para a determinagcéo de Se foi avaliada, por
meio de experimentos de adicdo e recuperacdo de analito, e os limites de
deteccdo e quantificacdo instrumentais foram calculados empregando-se a leitura
da solugao do branco (n= 10). Os resultados obtidos constam na Tabela 12.

Tabela 12: Limites de detecgao (LOD) e quantificagdo (LOQ) instrumentais e valores de
recuperacao, em %, para Se nos adogantes liquidos "A" e “B,”, analisados em duplicata.

LOD *; LOQ* Recuperacao/%  Recuperacao /%
Amostra p ) P ) P
(ng L) nivel 1 (50 g L") nivel2 (100 ugL™)
A 1
(80,2 +0,2ug L™ 108,1 +1,8 100,4 + 3,3
0,02; 0,06
941+1,6 98 +2
(192 +13pg L™

(*) Calculados como 3 vezes (para o LOD) ou nove vezes (para o LOQ) o desvio padrao do branco
dividido pela inclinacdo da curva analitica [54];

(1) Adocante liquido & base de ciclamato/sacarina;

(2) Adocante liquido & base de ciclamato/sacarina e esteviosideo.

Os valores de recuperacao, obtidos para duas amostras diferentes e com
teores de Se diferentes, indicaram que o método apresentou boas exatidao e

precisdo (que também pode ser avaliada nos resultados da Tabela 13).
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Em relagdo aos valores de LOD e LOQ, o método se mostrou bastante
sensivel, especialmente porque as amostras “A” e “B.”, precisaram ser diluidas
(10 e 20 vezes, respectivamente) para a realizacdo de uma analise adequada.

Desta forma, a técnica de GF AAS pbOde ser utilizada para determinar Se
em adocantes liquidos, sendo analisados um conjunto de amostras de tipos e
marcas diferentes. Nesta etapa, também, devido a concentracédo relativamente
alta do analito as amostras foram diluidas, de 2 a 20 vezes, dependendo do sinal
obtido na leitura da primeira replicata. Os resultados obtidos para a analise dos
adocantes sao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13: Concentracdo (ug L") de Se em adocantes liquidos, de marcas e tipos
diferentes (a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo, aspartame).

Adocantes a base de Adocantes a base de Adocantes a base de
ciclamato/sacarina Esteviosideo aspartame *
(n=15) (n=8) (n=4)
A=80,6 £ 0,2 Ac=542 + 1 Api<1,5*
B=257+6 Be= 192+ 13 Asi<15*
C=1255%45 Ce= 48521454 Aii<15*
D=150,1£6,2 De=67,7 £4 /4 Api<1,5*
E=297 +4 E.=160,6 £ 0,7
F=1342+114 Fe= 154 £ 3
G=591 +62 Ge= 0,71 £0,06
H=66,1+2,9 He=1761£3
I=177,9 £10,5
J=37,6 £ 2,1
K=406,8 + 6,7
L:<0,24 **
M= 111522
N: < 0,24 **
0=102,6 £1,3
Média= 196 £ 153 Média= 222 + 32
Faixa de 66,1 - 297 Faixa de 0,71 - 542

(*) As amostras de aspartame foram analisadas apds uma etapa de mineralizagdo, conforme o
procedimento descrito no item 3.4.4.
(**) Limites de deteccao considerando a diluicdo da amostra.

Os dados obtidos neste estudo mostram que o elemento Se foi

encontrado nos adocgantes

liquidos a base de ciclamato/sacarina e de

esteviosideo. Para os adocantes a base de aspartame nao foi obtido sinal

analitico, sendo o LOQ igual a 1,5 pgL”, considerando uma diluicdo de



45

aproximadamente 25 vezes realizada para as amostras, conforme o procedimento
de preparo descrito no item 3.4.4.

Dentre as amostras avaliadas, 4 delas (A, B, A. € Be) foram analisadas pelo
método de ICP OES. Para essas amostras as concentragdes obtidas por GF AAS
nao concordam com aquelas obtidas por ICP OES, embora as amostras B, A. e B,
tenham apresentado concentracdes de Se na mesma ordem de grandeza.

Considerando os valores encontrados pelo método de absorgcéo atbmica, os
adocantes com esteviosideo apresentaram, em geral, teores mais altos de Se do
que aqueles a base de ciclamato/sacarina. Por outro lado, o analito foi encontrado
em ambos os tipos de amostras em concentracdes acima de 50 pug L™, que é o
valor maximo estabelecido pela ANVISA [50].

Segundo Ferreira et al. [55] os alimentos que apresentam teores maiores de
Se sdo aqueles de origem animal e os derivados do trigo e, dentre os de origem
vegetal, os teores sdo geralmente menores que 50 ug kg”'. Comparando-se este
valor com os encontrados nos adocantes, pode-se concluir que os teores de Se
estdo altos, mesmo para os adocantes a base de esteviosideo (de origem
vegetal), pois os adocantes sao produtos alimenticios e ndo alimentos in natura.
Assim, esta situacao sugere que a presenca de Se pode estar relacionada ao
processamento industrial deste tipo de produto.

Neste sentido, existe pouca literatura que possibilite confirmar essa
hipoétese embora um trabalho, bastante amplo, de Mizuno et al. [56] reporte 0 uso
de Se como catalisador em sinteses de varios compostos do tipo S-alquil-
tiocarbamatos. Estes compostos contém uma estrutura basica do tipo R-C-N-S-R’
(onde R” é um radical alquil), andloga aquela encontrada na molécula da
sacarina [15]. Nas reacdes reportadas neste trabalho [56] os produtos finais
contém uma mistura de tiocarbamato e de uma molécula andloga, a qual
apresenta um atomo de Se no lugar do de S, proveniente da espécie intermediaria
que nao se converteu no produto desejado.

Desta forma, o Se encontrado nos adocantes liquidos a base de
ciclamato/sacarina e de esteviosideo pode ser proveniente da rota de sintese
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desses edulcorantes se forem usados procedimentos semelhantes aos descritos
por Mizuno et al. [56].

4.3. Analise de adocantes liquidos a base de aspartame
4.3.1. Analise de adocantes a base de aspartame por ICP OES

As amostras de adocante a base de aspartame nao puderam ser
preparadas do mesmo modo que as outras ja estudadas, isto €, ndo podem ser
diluidas em HNO3; 2 % v/v € nem mesmo com agua, pois nestes casos ocorre uma
separacao de fases, ndo observada para as outras amostras.

Este fato impossibilitou a realizacdo das analises sem um pré-tratamento
adequado, pois embora a amostra seja liquida, é necessério realizar pequenas
diluicbes para a adicdo de padrdes, usados nos experimentos de otimizagéo,
ensaios de validacao e, também, para adequar as propriedades da amostra ao
sistema analitico, como a diminuicao da viscosidade.

Assim, para encontrar um modo de preparar essas amostras sem proceder
com uma mineralizacao, buscou-se um diluente que permitisse obter uma solucao
(ou suspensao) homogénea. As substancias organicas testadas para este fim
foram selecionadas porque sao sollveis em agua e que, em principio, poderiam
ser introduzidas no equipamento de ICP.

Com relagdo aos resultados, verificou-se que, exceto para o CFAC®, com
nenhuma das substancias testadas foi possivel diluir a amostra convenientemente.
Quanto a este reagente, embora 0 mesmo tenha promovido uma diluicao
adequada da amostra, observou-se que apds 12 h da diluicdo também ocorria a
separacao de fases.

Desta forma, a utilizagdo de uma etapa de mineralizagcdo foi necessaria
para as amostras com aspartame. Foi otimizado um procedimento de digestao
acida com aquecimento convencional (em chapa de aquecimento) e empregando-

se a amostra “A;”.
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O procedimento consistiu na mistura de 1 g de amostra com 10 mL de
HNO; concentrado e 8 mL de HxO, 30 % m/m. A mistura foi aquecida a
temperaturas entre 80 e 100 °C, até a “quase secura” e, ao final do processo
(aproximadamente 4 h), foi retomada com agua desionizada para 25 mL.

As solugdes de amostra obtidas apresentaram-se limpidas, sem particulas
e, em seguida, foram analisadas nas condi¢cbes instrumentais sugeridas por Boss
e Fredeen [14].

Os resultados obtidos, nos experimentos de adicdo e recuperacao de
analitos para as amostras A, e C,, que sao apresentados na Tabela 14, mostram
que o método apresentou um desempenho satisfatorio.

Como pode ser observado na Tabela 14 as recuperacdes para a maioria
dos analitos ficaram entre 90 e 110 % (exceto para As). Desta forma, ndo houve
perdas de analitos, durante o preparo da amostra, nem problemas na
determinacao instrumental.

No caso do As, as recuperagdes ficaram entre 77 e 89 %, sendo que 0s
valores mais baixos ocorreram para o primeiro nivel de adicdo e para ambas as
amostras. Como a presenca deste elemento nao foi detectada nas amostras este
comportamento pode estar relacionado ao fato de que a concentracao esperada,
para o primeiro nivel da adicdo, estava um pouco abaixo do LOQ para o As na
solugdo de amostra, igual a 0,13 mg L'; j4 para o segundo nivel de adicdo o
resultado obtido foi significativamente melhor.
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Tabela 14: Valores de concentragdo, em pg g e de recuperacao, em %, para As, Se e
espécies inorganicas em 4 adocantes liquidos com aspartame ("A,", “B.”, “C,” € “Dy”).

Espécie Concentracao Recuperacao
massa adicionada* 0,10 mg 0,20 mg
A,:338+4 A;:96 £ 1 A,: 88,3+ 0,1
Na Ba: 494 + 7
Ca:47,1£0,5 C.:100£3 Ca:104£2
D,:54£1
massa adicionada* 0,005 mg 0,01 mg
A.:5,8+0,1 A,:99,7+£0,4 A 972
Ba.: < 0,09
Ca C.: 1,261 £ 0,002 Ca93+2 C.: 94 +4
D,: 0,34 £ 0,02
Co . A,: 91,6 £0,1 A,:93,1+£0,4
Aa Bar Gar Do < 0,07 Ca: 87 1 Ca 92,4 £0,1
. A;:96 £ 1 A,: 96,5+ 0,1
Cu A, Ba, C,, D < 0,25 C. 9342 C.:97.5+0,1
A,: 0,691 + 0,001 As:114+3 A:97+4
B.: 0,306 £ 0,009
Fe Ca.: < 0,07 C,:96+3 C,99+6
D,: 0,111 £ 0,003
. A, B <23 ) .
K D, 86+ 2 A,;: 106 £4 A;:102+£5
Aq:3,21+0,03 A;:103,1£0,2 Aq: 95+ 2
Mg B,, Ca: < 0,03 C,:91,1£0,5 Ca.96x7
D,: 2,65+ 0,09
_ A;:94,4+0,1 A,:94,1+0,4
Mn Az Bay Ca, Dot < 0,01 Ca: 89,4 £ 0,1 Ca: 92,6 £ 0,1
. . A,:90,4+£2,0 A.:90,1+0,4
Ni Az Ba, Cay Dai < 0,33 Ca:90,3+3,0 Ca:93,1£0,6
A,: 0,061 £ 0,003 A,: 89,1 £0,1 A;:90+£2
7n B,, Da: < 0,5
C,: 0,058 £ 0,007 C.:905+0,4 C,:93+1
Massa adicionada* 0,0025 mg 0,005 mg
. A 7714 A,:89,1+£0,4
As Az Bay Ca Dai < 0,67 Ca76+9 Ca84+5
. Ai:94+2 A.:89,5+0,8
Cd Az Ba, G, Dot < 0,05 Cai91,4+0,7 Ca94+4
. A;:89+5 A;:93t4
Pb A, B,, Cy, Da: < 0,92 C. 8949 Coi 9542
. As:105+2 A, 96 £ 1
Se A B, Cay Dai < 0,65 Ca94+7 Cai9316

(*) volume da solugdo de amostra: 25 mL. (**) Nao determinado para a amostra “C,”.
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Em relacao as concentracbes dos demais analitos, estas variaram bastante
de amostra para amostra (marca) e nao foi observada uma associacdo entre os
valores obtidos. Além disso, a maioria das espécies (As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb e

Se) nao foi detectada.

4.3.2. Andlise de adocantes a base de aspartame por ICP-MS

O emprego de uma etapa de mineralizacdo, para as amostras de
adocantes a base de aspartame, levou a obtencdo de uma solugao de amostra
bem mais diluida do que as solu¢ées a 90 % v/v em HNO; diluido dos adocgantes a
base de ciclamato/sacarina ou esteviosideo. Conseqlientemente, 0 método de
analise de adocantes a base de aspartame apresentou uma menor detectabilidade
do que o de analise dos outros adogantes.

Sendo assim, utilizou-se a técnica de espectrometria de massas com
fonte de plasma de forma complementar a técnica de ICP OES. A primeira
constitui, geralmente, uma técnica mais sensivel [48] e, por isso, possibilitaria
investigar, de forma mais efetiva, a presenca de contaminantes inorganicos como
As, Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb e Se, que nao foram detectados por ICP OES.

Inicialmente, para as andlises por ICP-MS, a vaporizacao eletrotérmica
(ETV) foi testada como forma de pré-tratamento e introdugcdo das amostras no
equipamento de ICP-MS.

Para este propdésito, alguns parametros instrumentais relacionados a ETV,
como temperaturas de secagem (20s a 90 °C + 10s a 120 °C), pirdlise (550 °C) e
vaporizacéo (1900 °C), modificador quimico (Ru/NaCl) e vazdo do Ar carregador
(150 mL min™") foram otimizados empregando-se uma amostra teste.

Durante este estudo, verificou-se que o0s cones (de amostragem e
Skimmer) ficaram muito sujos, provavelmente devido aos residuos da amostra
decomposta parcialmente. A temperatura maxima de pirdlise utilizada foi de
550 °C, relativamente baixa, mas necessaria para evitar a perda de analitos

volateis. Assim, durante a vaporizacdo da amostra, formou-se um depdésito
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(provavelmente de carbono) sobre os cones, que além de indesejavel, provocou
um processo de corrosdo, que pdde ser identificado visualmente (vide anexo 3).
Este fato mostrou que a técnica de ETV associada a de ICP-MS nao é adequada
para o tratamento deste tipo de amostra.

Portanto, o mesmo procedimento de digestdo acida, empregado
previamente as anadlises por ICP OES, foi empregado para as analises por
ICP-MS.

Nesse caso, 0 preparo de amostra bem como as condi¢cdes instrumentais
utilizadas também promoveram resultados satisfatérios, conforme indicam os
dados da Tabela 15.
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Tabela 15: Valores de concentragdo, em ng g' e de recuperacdo, em %, para As e
espécies inorganicas em 4 adogantes liquidos com aspartame ("A,", “B.”, “Cy” € “D.”).

Espécie

Concentracao

Recuperacao

Massa
adicionada*

1 Hg

3 Hg

S Hg

Co

Aa
B.

QO

Q0

: 0,341 £ 0,007
10,216 £ 0,002

10,018 £0,002
10,278 £0,012

:118£3

A.:91+£5

Cu

QO

QO

QO

QO

16,5+0,5
:19,21 £0,01

:2,49£0,01
:15+1

2107 £3

Mn

QO

Qo

QO

;16 £ 1
:2,210,3

:3,4+0,3
14,52 + 0,02

:107 £ 4

Ni

o » O

DOIPIoOmPo0Wm>o0

Q0

:9+1
:17,5+0,1

:16,5+0,3
: 14,13+ 0,03

:107£3

As: 96 £ 1

D,:97£3

Massa
adicionada*

0,5 ug

1,5 ug

2,5 ug

As

j)

QO

Qo

QO

:29+4
1< 2,0

1< 2,0
1< 2,0

:107£3

A 117 £1

D,: 102+ 3

Cd

QO

joo)

Qo

:<1,0
:<1,0

:<1,0
:<1,0

:106 £ 6

A 90 =1

Pb

o w ®

o0 > Dpw>oow>

Q0

:19,3+0,8
:<1,0

:71,2+1.8
:<1,0

1133+ 4

A, 103 £ 1

(*) volume da solucao de amostra: 25 mL.
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Os valores de recuperacao obtidos variaram, em geral, de 90 a 107 %
indicando uma boa exatidao. Além disso, os desvios padrao obtidos indicaram
uma boa precisao, correspondente a RSDs abaixo de 14 %. Além disso, para Co
e, principalmente, Pb as recuperacbes discrepantes (de 118 e 133 %,
respectivamente) puderam ser melhoradas com a utilizagdo da nebulizacédo
ultrassénica. Neste caso, foi possivel obter valores proximos de 100 % para esses
dois analitos e em ambos os niveis de adi¢ao.

Em relacédo as concentracoes dos analitos, as espécies As, Co, Cu, Mn, Ni
e Pb foram encontradas em pelo menos uma das amostras e, exceto para Co e Ni,

os teores variaram para as diferentes amostras.

4.3.3. Figuras de meérito (analise de adocantes a base de aspartame por
ICP OES e ICP-MS)

Os valores de LOD e LOQ foram calculados como o desvio padrao
do branco (3 vezes para o LOD e 10 vezes para o LOQ) dividido pela inclinacao
da curva analitica, tanto para o método por ICP OES como para aquele com ICP-
MS [57]. Os valores calculados sdo mostrados na Tabela 16, onde também s&o
apresentados os limites maximos permitidos, pela legislacao brasileira, para

contaminantes inorganicos em alimentos.



53

Tabela 16: Limites de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ), em pg g', para a
determinagdo de As, Se e espécies metdlicas por ICP OES e ICP-MS em adocgantes
liquidos a base de aspartame.

Espécie ICP OES ICP- MS Leg§'§$f°
LOD __LoQ | LoD _ Loq
As 0.7 22 | 0002 0,007 1.0
Ca 009 029 | Nd Nd
cd 0,05 018 | 0,001 0,003 1,0
Co 0,07 024 | 0001 0003
Cu 025 084 | 0001 0003 2,0
Fe 007 024 | Nd Nd
K 23 75 | Nd Nd
Mg 003 009 | Nd Nd
Mn | 001 004 | 0,002 0,007
Na 22 74 | Nd Nd
Ni 033 1,41 | 0,001 0,003 3,0
Pb 0.9 31 | 0001 0003 0.5
Se 0.7 22 | Nd Nd 0,05
Zn 005 016 | Nd Nd 25

Nd = Nao determinado por ICP-MS.
(*) Valores maximos permitidos pela legislagdo brasileira para contaminantes inorganicos em
alimentos.

Comparando-se os valores obtidos para os LOQ e os limites
maximos estabelecidos para contaminantes inorganicos em alimentos, pela
legislacéo brasileira [50,51], nota-se que o método de analise por ICP OES pode
ser utilizado para a monitoracdo de Cd, Cu, Ni e Zn, enquanto o de ICP-MS é
apropriado para essas espécies e, também para As e Pb. Além disso, este ultimo
também atende as exigéncias do Codex Alimentarius, que recomenda limites
menores para Cd e Pb, de até 0,1 e de 0,02 a 0,5 pg g, respectivamente. Por
outro lado, as espécies Ca, Fe, K, Mg, Na e Se foram mais faceis de serem
monitoradas por ICP OES, devido a possiveis interferéncias isobaricas (no
espectrometro de massas), como: “°Ar sobre “°Ca, “°Ar'®0O sobre *°Fe e '?C, sobre
Mg [57].
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4.4. Analise de adocantes soélidos a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo
e aspartame por ICP OES

As amostras a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo e aspartame que
foram estudadas correspondem a adocantes usuais, principalmente no Brasil [4] e,
segundo as informagdes declaradas nos rotulos das mesmas, seus principais
componentes sao: lactose, SiO, e os edulcorantes correspondentes.

Experimentalmente observou-se que a maioria das amostras nao se
dissolve completamente em agua ou acido nitrico diluido, e isto pode ser explicado
pela presenga de silica, que foi confirmada por uma analise semi-quantitativa de
fluorescéncia de raios-X (FRX), realizada em um equipamento de microEDX da
Shimadzu, modelo 1300.

Os resultados obtidos por FRX, para uma amostra teste, mostraram que o
teor relativo de Si é de aproximadamente 2 % (m/m). Desta forma, essas amostras
s6 podem ser analisadas na forma de uma suspensdo aquosa ou apds a sua
mineralizagcao com acido fluoridrico [58].

Dentre essas opcdes de preparo, a primeira foi escolhida como a mais
adequada para este trabalho, pois além de ser mais pratica, evita o desgaste da
tocha do equipamento, normalmente observado quando uma amostra é tratada
com acido fluoridrico.

Assim, o preparo das suspensdes consistiu na mistura de 1 g de amostra,
na sua forma original, com 25 mL de HNO3; 0,3 % v/v, aproximadamente. Esta
quantidade de amostra/diluente foi selecionada considerando-se que o sistema
nebulizador usado (cross-flow) suporta até 5 % m/m de sélidos dissolvidos.

No preparo de amostra utilizado trabalhou-se com um teor de sélidos de
aproximadamente 4 % m/m, buscando-se uma margem de seguranca e também
considerando que na solucdo das amostras haveria também particulas
(provavelmente de silica) as quais poderiam causar entupimento do nebulizador

se nao estivessem suficientemente dispersas.
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Em relagcdo as andlises, propriamente, as condigdes instrumentais
empregadas para a introducdo direta de adocantes liquidos (“método I”) foram
testadas para as amostras soélidas.

Porque nao existe material de referéncia certificado também para esse tipo
de adocante, a exatiddo do método foi avaliada empregando-se experimentos de
adicdo e recuperacdo de analitos e comparando-se os resultados obtidos para
uma amostra analisada diretamente e ap6s mineralizagao 4cida.

No caso das amostras solidas, com excecao da padronizacao interna, que
foi necessaria apenas para algumas das espécies (Ca, Co, Fe, Mg, Mn, Ni e Zn)
0s parametros instrumentais otimizados para os adocantes liquidos mostraram-se
adequados. Além disso, foi possivel utilizar o mesmo preparo de amostra e
comprimentos de onda para os trés diferentes tipos de adocantes soélidos.

Esses resultados podem ser observados na Tabela 17, onde sdo mostrados

os valores médios de recuperacao para os diferentes tipos de amostras.

Tabela 17: Valores de recuperacao médios, em %, obtidos para analitos adicionados em
trés diferentes tipos de amostras de adocgantes sélidos (a base de ciclamato/sacarina,
esteviosideo e aspartame).

Espécie | Recuperacao média Faixa de recuperacao
nivel 1* nivel 2**

Ca 96 96 — 103 94 — 97
Cd 97 94 -100 89 -100
Co 93 88 - 101 96 - 100
Cu 97 92 - 94 97 - 105
Fe 94 88 -103 90 - 99
Mg 97 98 — 102 96 — 100
Mn 94 92 - 98 88 — 101
Na 83 75-78 89 — 91
Ni 94 90 - 115 92-95
Pb 90 96 - 106 93-103
Se 98 80-119 91 -102
Zn 92 88 - 103 90 - 98

(*) Concentragdes a serem recuperadas: 2 mg L™ (para Na, K, Ca e Mg), 0,1 mg L™ (para Co, Cu,
Fe, Mn, Ni e Zn) e 0,05 mg L (para Cd, Pb e Se).

(**) Concentragdes a serem recuperadas: 4 mg L™ (para Na, K, Ca e Mg), 0,2 mg L™ (para Co, Cu,
Fe, Mn, Ni e Zn) e 0,1 mg L™ (para Cd, Pb e Se).
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Conforme consta na Tabela 17, as recuperacdes médias ficaram entre 90
(Pb) e 97 (Cd) % para a maioria dos analitos, indicando uma boa exatiddo. Para
Na e Se, entretanto, as recuperagdes um pouco fora da faixa que é considerada
adequada (de 90 a 110 %) [46] indicam que o método é semi-quantitativo para
essas espécies. Em relacdo aos RSDs obtidos vale ressaltar que estes foram, em
geral, menores que 5 %, sendo considerados satisfatorios principalmente por se
tratar de amostras na forma de suspensao [59].

A comparacao dos resultados obtidos para a amostra que foi analisada

diretamente e apds uma etapa de mineralizacdo sao mostrados na Tabela 18.

Tabela 18: Resultados para uma amostra de adogante soélido, a base de
ciclamato/sacarina, analisada diretamente e ap6s uma etapa de mineralizacao.

Analise direta | Analise apés mineralizacao
(hg g") (ug g”)
Ca 2,87 £0,08 2,89 +£0,03
Fe 1,15+ 0,01 1,24 £ 0,01
Mg 1,77 £ 0,03 1,73 + 0,09
Na 13163 + 726 14323 + 854
Se* 2,17 £ 0,08 0,81 + 0,01
Valor de t** calculado 1,000
Valor de t** tabelado 3,182

(*) Os valores de Se nao foram considerados na comparagao estatistica.
(**) Valor de t para 3 graus de liberdade.

Nessa tabela, a comparacao dos teores para as espécies encontradas na
amostra analisada diretamente e apds mineralizacdo mostra que os resultados
para Ca, Fe, Mg e Na estdo concordantes. Aplicando-se o teste t emparelhado a
esse conjunto de dados obtém-se um valor de 1,000 para o t calculado e um valor
de 3,182 para o t tabelado. Desta forma nao existe diferenca significativa entre os
dois procedimentos de andlise utilizados [60]. Em termos de exatiddo, este
aspecto era esperado para Ca, Fe e Mg, segundo os resultados obtidos nos
experimentos de adicdo e recuperacdo de analitos. Para o Na, entretanto,
esperava-se uma diferenca maior, que nao foi observada para a amostra
empregada nesta avaliacdo. Ja para o Se observou-se uma diferencga significativa

entre os valores fornecidos pelos dois procedimentos e este aspecto esta de
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acordo com os resultados dos experimentos de adicdo e recuperacdo, que
mostraram que as recupera¢des nao sao quantitativas para este analito.

Em relacado as figuras de mérito, os limites de deteccao e quantificacéao
foram calculados do mesmo modo descrito para o “método I” (item 4.1.3) e sado

apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Limites de quantificagdo (LOQ), em pg g', para a determinacéo de Se e
espécies metdlicas em adogantes sélidos a base de ciclamato/sacarina, esteviosideo ou
aspartame e valores maximos permitidos pela ANVISA e Codex Alimentarius para
algumas espécies.

Espécie LOQ ANVISA [50,51] CODEX ALIMENTARIUS [52,53]
Ca 0,05
Cd 0,38 1,0 0,1
Co 0,18
Cu 0,48 2,0
Fe 0,13
Mg 0,019
Mn 0,03
Na 2,4
Ni 0,93 3,0
Pb 1,75 0,5 0,02-0,5
Se 0,5 0,05
Zn 0,1 25

Comparando-se os valores de LOQ com os valores de referéncia, nota-se
que o método estudado apresenta uma detectabilidade adequada para monitorar
alguns contaminantes, como Cd, Cu, Ni e Zn de acordo com a legislagao brasileira
[50,51].

Para a aplicagdo do método estudado, empregaram-se amostras nacionais
e também de outros paises. Nesta etapa, os analitos Na e Se também foram
monitorados, apesar de se tratar de determinacbes semi-quantitativas.
Especialmente para o Na isto foi considerado importante, pois embora seja um
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elemento essencial, esses adocantes sdo consumidos ao nivel de gramas e
podem constituir um risco para pessoas hipertensas, se esta espécie estiver em
concentragdes relativamente altas [38].

Os resultados obtidos para a analise de um conjunto de 31 amostras, entre
nacionais e de outros paises, sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Concentracdo, em pg g, para espécies metélicas em adocantes dietéticos
solidos (nacionais e de outros paises).

Espécie | Abasede A base de ciclamato e A base de
esteviosideo sacarina aspartame
de outros de outros
nacionais nacionais paises nacionais paises
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
n= 2 n= 8 n= 3 n= 8 n=10
Ca 5,7;48,2 1,52 - 27 0,98-11,8 0,44 — 5,1 < 0,02
Cd <0,15 <0,15 0,58* <0,15 0,5-0,78
Co < 0,07 < 0,07 < 0,07 < 0,07 < 0,07
Cu <0,19 < 0,19 < 0,19 <0,19 <0,19
Fe 0,9;1,2 0,23-2,2 0,44* 0,48-09 0,13-1,5
Mg 3,2; 30,3 1,6 —52,8 0,31 -15,9 1,31-445 0,75-45
Mn 0,1* 0,7 - 3,31 0,38* 0,09* 0,05-0,1
Na** 3635 - 12000 — 56,5 — .
84,2; 4700 14323 15000 137 1.9
Ni 2,2* < 0,37 < 0,37 < 0,37 < 0,37
Pb <0,7 <0,7 <0,7 <0,7 <0,7
Se** 2,17* 19-3 2,2* 1,9-29 1,1-2,3
Zn 0,82* 0,5-0,84 0,36 — 3,1 047-099 056-14

(*) Encontrado em apenas uma amostra.

(**) Os teores de Na e Se sdo semi-quantitativos e para algumas amostras a base de ciclamato e
sacarina houve saturacao do sinal na determinacao do Na.

Na Tabela 20 os resultados das determinacdes estdo expressos na forma
de faixas de concentracdo, que € mais informativo, pois a variacdo do teor dos
analitos foi bastante significativa, nas diferentes amostras (de 14 %, obtido para o
Fe no Grupo 4, até 157 %, obtido para o Mn no Grupo 2). Para as amostras
nacionais as espécies Cd, Co, Cu e Pb ndo foram detectadas, enquanto cinco
amostras de outros paises (Argentina (2), Australia, Estados Unidos e Nova
Zelandia) apresentaram contaminagdo por Cd em niveis acima de 0,1 pg g™, que

€ o valor maximo recomendado pelo Codex Alimentarius [52,53]. Dentre as
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demais espécies, os teores mais altos foram para o Na, exceto no Grupo 5. E,
dentre os diferentes tipos de amostras aquelas a base de aspartame (tanto
nacionais como de outros paises) sdo as que apresentaram menores teores de
concentracdo para esta espécie e, portanto, sdo as mais indicadas para o

consumo por hipertensos.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os métodos de analise estudados neste trabalho possibilitaram, de maneira
geral, determinar constituintes e contaminantes metélicos em adogantes
dietéticos.

Foram  estudados adocantes liquidos e  sélidos, contendo
ciclamato/sacarina, esteviosideo e aspartame. As amostras mostraram-se
complexas, mas foi possivel realizar a analise direta na maioria dos casos,
obtendo-se boas exatidao e precisao.

Com o intuito de confirmar alguns resultados e conseguir uma maior
quantidade de informacao analitica, outras técnicas foram utilizadas de forma
complementar, como as técnicas de GF AAS e de ICP-MS.

Considerando-se os estudos de otimizagcao instrumental para as analises
por ICP OES, avaliar apenas a robustez do plasma nao foi suficiente para os
adocantes liquidos a base de ciclamato/sacarina. Os parametros
razao sinal analitico/sinal de fundo e padronizacdo interna também foram
importantes.

O método de anadlise para esses adogantes também se mostrou adequado,
com alguns ajustes instrumentais, para as amostras de adocantes liquidos a base
de esteviosideo e para as amostras sélidas, que puderam ser analisadas na forma
de uma suspensao aquosa.

Para os adogantes liquidos a base de ciclamato/sacarina e de esteviosideo
a aplicagdo do método permitiu monitorar constituintes (Ca, Fe, Mg e Mn) e
contaminantes metalicos (Cd, Cu, Ni, Se e Zn) em um conjunto de 22 amostras.
Exceto para o Se, os contaminantes encontrados estdo em uma concentragao
abaixo da maxima permitida pela legislacao brasileira.

Em relacao as espécies metalicas estudadas, As, K, Na e Se se mostraram
as mais dificeis de serem determinadas, especialmente quando a analise direta foi
utilizada.
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Por outro lado, um desempenho analitico satisfatorio pode ser obtido para o
As, ap6s empregar uma etapa de mineralizacao e, para o Se, empregando-se a
técnica de GF AAS.

O uso da espectrometria de absorcao atdémica para a determinagcao de Se
confirmou a presenca desta espécie, em concentragdes relativamente altas, nos
adocantes liquidos com ciclamato, sacarina e esteviosideo. Nos adocantes com
aspartame nao foi detectado Se.

A analise de adocantes liquidos a base de aspartame seguiu uma linha de
trabalho um pouco diferente daquela realizada para os outros dois tipos de
adocantes, devido a uma maior complexidade deste tipo de matriz. Neste caso, foi
necessario estudar um procedimento de digestdo &cida, que foi realizado em
chapa de aquecimento. Por outro lado, a detectabilidade do método é inferior
aquela obtida para os outros dois tipos de adocantes liquidos, devido a uma maior
diluicdo da amostra por conta da etapa de mineralizacdo. Porém, o mesmo
preparo de amostra pode ser utilizado para a andlise dessas amostras, de forma
complementar, por ICP-MS.

Em adicao, todas as espécies de interesse puderam ser monitoradas por
ICP OES nos adocantes liquidos com aspartame. Provavelmente, isto deve-se a
uma minimizacao de interferéncias, com o uso da mineralizacédo, a qual permitiu o
uso de condi¢des nao robustas, que sao mais favoraveis para K e Na.

Para os adocantes solidos (em suspensao), o emprego de uma mesma
condicao instrumental (comprimentos de onda e padrdes internos) permitiu a
analise de adocantes contendo os diferentes edulcorantes considerados neste
trabalho: ciclamato, sacarina, esteviosideo e aspartame.

Nesses adocantes também houve dificuldades para determinar As, K, Na e
Se. Mas, em termos de aplicacdo analitica, os resultados podem ser considerados
semi-quantitativos para Na e Se. Desta forma, o método estudado foi utilizado
para monitorar Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se € Zn em um conjunto
de 31 amostras (entre nacionais e de outros paises). Os resultados indicaram que
para as amostras nacionais as espécies Cd, Co, Cu e Pb nao foram detectadas,
enquanto alguns dos adocantes de outros paises apresentaram contaminacao por
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Cd. Dentre as demais espécies, o Na apresentou teores maiores, principalmente
nos adocantes com ciclamato, sacarina e esteviosideo. Em relagdo ao Se, esta
espécie também foi encontrada nessas amostras; mas, ao contrario dos
adocantes liquidos (com ciclamato, sacarina e esteviosideo), ocorre com menos
frequéncia.

Considerando-se estes aspectos, o presente trabalho contribui com
exemplos e informagdes sobre a analise direta por ICP OES e forneceu dados
relacionados a qualidade de um produto alimentar de elevada importancia, os
adocantes dietéticos. Obviamente, as questbes analiticas e de aplicagdo nao
foram esgotadas e, neste sentido, alguns itens podem ser enumerados como
possibilidades para aperfeicoamento e continuacao deste trabalho:

- Avaliar os teores de K e Na nos adocantes liquidos e sélidos empregando-
se outras técnicas, como a espectrometria de absorcdo atdmica com chama ou a
emissao atdbmica em chama;

- Aplicar para os adocantes soélidos o método desenvolvido para a
determinacao de Se, por GF AAS, em adocantes liquidos;

- Avaliar adogantes com edulcorantes menos usuais, mais “recentes”, como
a sucralose e também as combinagdes de agucar/edulcorante;

- Buscar informacdes industriais sobre os processos atuais de obtencao e
processamento deste tipo de produto.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo 1: DECRETO ANVISA N¢ 55.871, DE 26 DE MARCO DE 1965

Modifica o Decreto n° 50.040, de 24 de janeiro de 1961, referente a normas
reguladoras do emprégo de aditivos para alimentos, alterado pelo Decreto n°®
691, de 13 de margo de 1962.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA , usando das atribui¢Ges que lhe confere o artigo 87, inciso I, da Constituigdo Federal, e na
conformidade do que estatui a letra " b " do nimero XV do artigo 5° da Constituicdo Federal e nos térmos da Lei n° 2.312, de 3
de setembro de 1954, regulamentada pelo Decreto n® 49.974-A, de 21 de julho de 1961,

DECRETA:

Art 1° Considera-se alimento, para os fins do presente Decreto a substincia destinada a ser ingerida pelo homem e fornecer
elementos necessarios a seu desenvolvimento e manutengao.

§ 1° Inclui-se as bebidas entre os alimentos.

§ 2° As expressdes "generos alimenticios" e "produto alimenticios" sdo empregados com o mesmo sentido da palavra alimento.
Art 2° Considera-se aditivo para alimento a substincia intencionalmente adicionada ao mesmo com a finalidade de conservar,
intensificar ou modificar suas propriedades, desde que nao prejudique seu valor nutritivo.

Paragrafo unico. Excluem-se do disposto neste artigo, os ingredientes normalmente exigidos para o preparo do alimento.

Art 3° Considera-se "aditivo incidental” a substancia residual ou migrada, presente no alimento, como decorréncia das fases de
producao, beneficiamento, acondiocionamento, estocagem e transporte do alimento ou das matérias primas néle empregadas.
Paragrafo unico. Os aditivos a que se refere &ste artigo nao devem exercer efeito sobre as propriedades do alimento.

Art 4° Os aditivos a que se refere o presente Decreto compreendem:

1) Corante - a substincia que confere ou intensifica a cor dos alimentos.

2) Flavorizante - a substincia que confere ou intensifica o sabor e o aroma dos alimentos e aromatizantes a substincia que
confere e intensifica o aroma dos alimentos.

3) Conservador - a substincia que impede ou retarda a alteracdo dos alimentos provocada por microorganismos ou enzimas.

4) Antioxidante - a substincia que retarda o aparecimento de alteracdo oxidativa nos alimentos.

5) Estabilizante - a substancia que favorece e mantém as caracteristicas fisicas das emulsdes e suspensdes.

6) Espumifero e Antiespumifero - a substancia que modifica a tensdo superficial dos alimentos liquidos.

7) Espessante - a substancia capaz de anumentar, nos alimentos, a viscosidade de solugdes, emunentes e suspensoes.

8) Edulcorante - a substancia orgénica artificial, ndo glicidia, capaz de conferir sabor doce aos alimentos.

9) Umectante - a substincia capaz de evitar a perda da umidade dos alimentos.

10) Antiumectante - a substancia capaz de reduzir as caracteristicas higroscépicas dos alimentos.

11) Acidulante - a substincia capaz de comunicar ou intensificar o gosto acidulo dos alimentos.

Paragrafo tnico. Para os fins do presente Decreto, a adicdo de substancias reveladoras, indicadoras, suplementares,
medicamentosas e profildticas aos alimentos terdo seu uso e teor regidos pela legislagdo especifica.

Art 5° Sera tolerado o uso do aditivo desde que:

a) seja indispensdvel a adequada tecnologia de fabricacao;

b) tenha sido préviamente registrado no 6rgiao competente do Ministério da Satde;

¢) seja empregado na quantidade estritamente necessdria a obtencdo do efeito desejado, respeitado o limite maximo que vier a ser
fixado.

Art 6° Ficam isentos do registro prévio os aditivos incluidos na Farmacopéia Brasileira.

Pardgrafo tnico. E obrigatério constar da rotulagem do aditivo o seu nome, o nimero de registro ou a declaragio: "Segundo a

Farmacopéia Brasileira".
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Art 7° O emprégo de novos aditivos dependerd de aprovagdo pela Comissdo Permanente a que se refere o presente Decreto,
devendo a solicitagdo prévia ser instruida com os seguintes elementos:

a) finalidade do uso do aditivo;

b) relacdo dos alimentos aos quais se deseja incorpora-lo;

¢) natureza quimica e suas propriedades;

d) documentag@o cientifica, com os resultados das provas efetuadas, de ser o mesmo indcuo na quantidade que se propde usar;

e) detalhes sobre as medidas a serem tomadas pelo fabricante para o contréle do aditivo no alimento, inclusive métodos de
andlises qualitativa e quantitativa;

f) nome do tecnologista responsavel.

Art 8° E proibido o uso de aditivo em alimentos quando:

1) houver evidéncia ou suspeita de que o mesmo possui toxicidade atual ou potencial;

2) interferir sensivel e desfavoravelmente no valor nutritivo do alimento;

3) servir para encobrir falhas no processamento e nas técnicas de manipulagad;

4) encobrir alteragdo ou adulteragdo na matéria prima ou do porduto ja elaborado;

5) induzir o consumidor a érro, engano ou confusio;

6) ndo satisfazer as exigéncias do presente decreto.

Art 9° Os alimentos que contiverem aditivos deverdo trazer, na rotulagem, a indicag¢do dos aditivos utilizados, explicitamente ou
em c6digo, a juizo da autoridade competente, devendo, porém, em ambos os casos, ser mencionada, por extenso, a respectiva
classe.

Art 10. Os corantes tolerados pelo presente Decreto compreendem: corantes naturais, caramelo e corantes artificiais.

§ 1° Considera-se "corante natural” o pigmento ou corante indcuo extraido de substincia vegetal ou animal.

§ 2° Considera-se "caramelo" o produto obtido, a partir de acucares, pelo aquecimento e temperatura superior ao seu ponto de
fusdo e ulterior tratamento indicado pela tecnologia.

§ 3° Considera-se "corante artificial” a substancia, corante artificial de composi¢do quimica definida, obtida por processo de
sintese.

Art 11. Nos alimentos contendo corante artificial € obrigatdria a declaragdo "Colorido Artificialmente".

Art 12. Sera obrigatério constar da rotulagem do corante: o nimero do registro; o nome comercial do sindnimo oficialmente
reconhecido conforme discriminagdo déste Decreto e ainda a declarag@o de que se destina a géneros alimenticios.

Art 13. Sera tolerada a venda de mistura ou solugdo de, no maximo, trés corantes.

Paragrafo tnico. Devera constar da rotulagem da mistura ou da solug@o posta a venda sua composi¢ao qualitativa e quantitativa,
bem como o niimero de registro dos corantes componentes.

Art 14. Serd tolerado nos alimentos emprégo de mistura de antioxidantes na dose maxima de 0,02g (dois centigramas) por cento
no total, ressalvados os casos previstos na Tabela I, anexa.

Art 15. Os flavorizantes e os aromatizantes tolerados no presente Decreto compreendem: esséncias naturais, esséncias artificiais,
extratos vegetais aromadticos e flavorizantes quimicamente definidos.

Art 16. Considera-se "esséncia natural”, "oléo essencial”, "oléo etéreo” ou simplesmente "esséncia", o produto aromadtico, sapido,

volatil, sob a forma oleosa, extraido de vegetais.

§ 1° As esséncias naturais, puras ou em mistura, podem ser apresentadas " in natura " ou adicionadas de outras substancias
proprias para uso alimentar, devendo constar da rotulagem a natureza do veiculo e a concentragdo da esséncia.

§ 2° As esséncias naturais podem ser privadas de algum de seus componentes, desde que satisfagam as exigéncias relativas as
esséncias no que lhes seja aplicavel, devendo constar da rotulagem as modificagdes sofridas.

Art 17. Considera-se "esséncia artificial" o produto constituido por substincias artificiais aromadticas, contendo ou ndo
substancias extraidas de vegetais.

Paragrafo tnico. As esséncias artificiais podem ser apresentadas em solu¢do ou adicionadas de outras substancias proprias para
uso alimentar, devendo constar da rotulagem a natureza do diluente e o teor da esséncia.

Art 18. Considera-se "extrato vegetal aromatico” o produto aromadtico e sapido obtido de plantas ou de partes de plantas.
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Art 19. Considera-se "flavorizante quimicamente definido" o principio ativo aromatico e sapido, natural ou sintético,
quimicamente definido.

Art 20. E proibida, aos flavorizantes, a adi¢do:

a) de corantes, exceto o caramelo;

b) de substéncias de efeitos fisiologicos indeterminados;

c¢) das seguintes substancias:

Acidos minerais; dcidos cianidrico e seus derivados; 4cido salicilico, seus sais e seus ésteres; acidos benzéico seus sais € seus
ésteres; ésteres de acido nitroso; ésteres do dcido nitrico; brometo, cloreto e iodeto de etila; cloroformio; éter etilico; alcool
metilico; nitro benzeno; etileno glicol; di-etileno glicol; di-etileno glicol etil-éter; cumarina e outras substincias prejudiciais a
satde.

Art 21. Nos alimentos contendo esséncia artificial ou flavorizante sintético serd obrigatério a declaracdo; "Aromatizado
artificialmente".

Art 22. Ficam sujeitos ao presente Decreto os produtos alimenticios importados.

Art 23. Os produtos alimenticios destinados a exportacdo poderdo ser especialmente fabricados de acérdo com as normas sdbre
aditivos do pais a que se destinem, devendo, nestas circunstincias, constar da rotulagem a declarag@o: "Produto destinado a
exportagdo, ndo podendo ser vendido no territério nacional."

Art 24. Constitui infrac@o passivel de san¢des prevista na legislagdo em vigor fabricar, manter em dispésito, expor a venda ou dar
ao consumo produtos em desacdrdo com o presente Decreto.

Art 25. Fica instituida uma Comissdo Permanente de Aditivos para Alimentos (C.P.A.A.), vinculada ao Ministério da Satide e
integrada por um (1) representante da Comissdo Nacional de Alimentacdo, um (1) representante do Servico de Inspecdo de
Produtos Agropecudrios e Materiais Agricolas, um (1) representante do Instituto de Fermentagdo, um (1) representante do
Instituto Adolfo Lutz, um (1) representante do Instituto Dr. Francisco Albuquerque, um (1) representante do Laboratério Central
de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos, um (1) representante do Servico Nacional de Fiscalizagdo da Medicina e
Farmacia e um (1) técnico em Bromatologia indicado pela Confederacdo Nacional da Industria, sob a presidéncia do Diretor-
Geral do Departamento Nacional de Satde.

Art 26. Competird a C.P.A.A. a que se refere o artigo anterior:

a) dipor sobre a forma do seu funcionamento;

b) elaborar e rever a lista dos aditivos cuja adi¢@o direta ao alimento seja permitida, fixando os respectivos limites de tolerancia e
estabelecendo seus padrdes de identidade e qualidade;

c) elaborar e rever a lista dos "aditivos incidentais" fixado o respectivo limite de tolerancia e estabelecendo, quando necessério,
padrdes de identidade e qualidade;

d) encaminhar suas resolucdes e deliberagdes diretamente para publicacio nos érgaos oficiais.

§ 1° As listas a que se refere &ste artigo poderdo ser revista por iniciativa da C.P.A.A. ou a requerimento da parte interessada.

§ 2° A proposta de modificagdo, a que se refere o pardgrafo anterior, serd formulada na conformidade das normas aprovadas pela
CP.AA.

§ 3° As resolucdes da C.P.A.A. serdo publicadas nos 6rgaos oficiais, podendo delas ser dado conhecimento aos interessados
mediante circulares.

§ 4° As deliberacdes da C.P.A.A. produzirdo efeito na data da sua publicagdo em 6rgdo oficial, excetuados os casos em que a
propria C.P.A.A. fixar prazo especial.

§ 5° Cabera recurso de decisdo da C.P.A.A. a ela enderecado e sobre o qual a mesma dispord na forma estabelecida em
conformidade com a alinea " a " déste artigo.

Art 27. A C.P.A.A. reunir-se-a no periodo de fevereiro a novembro de cada ano, ordinariamente duas vézes por més, e
extraordinariamente desde que convocada por seu presidente, por iniciativa prépria ou a requerimento de mais de um térco de
seus membros.

Art 28.Cabera aos diretores das reparti¢des indicadas no artigo 25 designar os respectivos representantes e seus suplentes.
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Art 29. Os membros da C.P.A.A. fardo jus a gratificag@o de categoria A, até o maximo de 4 (quatro) reunides mensais, na forma
do Decreto n° 55.090, de 28 de novembro de 1964, correndo as despesas por conta da dotagdo que couber, do Ministério da
Satde.

Art 30. Ficam mantidos os aditivos constantes das tabelas anexas aos Decretos n° s 50.040-61 e 691-62 com as alteracdes
introduzidas nas Tabelas, que acompanham o presente Decreto, pela Comissdo Permanente, instituida pelo art. 25 do Decreto
nidmero 50.040-61.

§ 1° A C.P.A.A. podera excluir qualquer dos aditivos anteriormente permitidos, incluir novos aditivos ou alterar os limites de
adicdo anteriormente fixados, desde que nova concepgdo cientifica ou técnica contrarie convicg@o estabelecida quanto a sua
inocuidade ou limites de tolerancia.

§ 2° As alteragdes a que se refere o pardgrafo anterior deverdo ser devidamente fundamentadas e o teor dessa fundamentagao sera
levado ao conhecimento dos interessados.

Art 31. A aplicagdo do presente Decreto incumbe em cada caso as autoridades sanitérias federais, estaduais ou municipais, que
aplicardo as sangdes decorrentes do seu ndo cumprimento, nos t€rmos da legislagdo ordindria vigente.

Art 32. Este Decreto entrard em vigor na data de sua publicagdo, revogadas as disposi¢des em contrario.

Brasilia, 26 de margo de 1965; 144° da Independéncia e 77° da Republica.

H. Castello Branco

Raymundo de Britto

ANEXO
Contaminantes Inorganicos
Contaminante Inorganicos Alimentos em que podem ser|Limite Mdximo de Tolerancia
encontrados LMT (ppm)
Antimonio Bebidas alcodlicas fermentadas (0,20
Bebidas alcodlicas fermento-|0,20
destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20
Sucos de frutas e xaropes|1,00
naturais
Outros alimentos 2,00
Arsénico Bebidas alcodlicas fermentadas (0,20
Bebidas alcodlicas fermento-|0,10
destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20
Sucos de frutas e xaropes|0,50
naturais
Outros alimentos 1,00
Cadmio Bebidas alcodlicas fermentadas |0,50
Bebidas alcodlicas fermento-|0,20
destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,20
Sucos de frutas e xaropes|0,50
naturais
Outros alimentos 1,00
Cobre Bebidas alcodlicas fermentadas |5,00
Bebidas alcodlicas fermento-|10,00
destiladas
Refrescos e refrigerantes 5,00
Sucos de frutas e xaropes{30,00
naturais
Outros alimentos 30,00
Cromo Qualquer alimento 0,10
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Estanho Qualquer alimento 250,00

Merctirio Peixes, crustaceos e moluscos 0,50
Qualquer outro alimento 0,01

Niquel Bebidas alcodlicas fermentadas [0,10
Bebidas alcodlicas fermento-|3,00
destiladas
Refrescos e refrigerantes 0,10
Sucos de frutas e xaropes|3,00
naturais
Produtos hidrogenados 4,00
Outros alimentos 5,00

Selénio Alimentos sélidos 0,30
Alimentos liquidos 0,05

Zinco Bebidas alcodlicas fermentadas |5,00
Bebidas alcodlicas fermento-|5,00
destiladas
Refrescos e refrigerantes 5,00
Sucos de frutas e xaropes|25,00
naturais
Outros alimentos 50,00

Chumbo Origem animal "in natura" Industrializado
Carnes 0,50 1,00
Aves 0,20 1,00
Pescado 2,00 2,00
Leite 0,05 0,05
Derivados do leite: .
queijo - 1,00
manteiga - 0,10
outros - 0,20
Ovos 0,10 0,20
Origem vegeta . .
Bulbos 0,50 0,50
Raizes e tubérculos 0,50 0,50
Cereais 0,50 0,50
Hortalicas 0,50 0,50
Leguminosas 0,50 0,50
Frutas (exceto sucos, néctares,0,50 0,50
cristalizadas ou glaceadas)
Sucos e néctares de frutas - 0,40
Frutas cristalizadas oul- 1,00
Iglacead.as
Oleaginosas 0,20 0,20
Especifico
Oleos e gorduras - 0,10
Margarina - 0,10
Refrescos e refrigerantes - 0,20
Bebidas alcodlicas - 0,50
Cacau (exceto manteiga de|- 2,00
cacau e chocolate adogado)
Manteiga de cacau - 0,50
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Chocolate adogado - 1,00
Chocolate ndo adogado - 2,00
Actcar (sacarose) - 2,00
Dextrose (glicose) - 2,00
Frutose - 0,50
Xarope de glicose - 2,00
Lactose - 2,00
(Café torrado e moido - 1,00
Alimento infantil - 0,20
Caseina e caseinatos - 2,00
Outros 0,80 0,80
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7.2 Anexo 2: PORTARIA ANVISA N ¢ 685, DE 27 DE AGOSTO DE 1998

O Secretdrio de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Satide, no uso de suas atribui¢des legais e considerando:

a necessidade de constante aperfeicoamento das a¢des de controle sanitario na drea de alimentos visando a protecdo a satde da
populag@o;

que ¢ indispensavel o estabelecimento de regulamentos técnicos sobre contaminantes em alimentos, com vistas a minimizar os
riscos a satide humana;

o previsto na Resolu¢io GMC 126/94, que determina que a legislacdo nacional se mantém vigente em cada pais até que sejam
harmonizados instrumentos quadripartites especificos e estes sejam devidamente incorporados ao ordenamento juridico nacional;
os pontos ja harmonizados no MERCOSUL sobre o tema (Resolu¢des GMC 102/94, 103/94 e 35/96), resolve:

Art. 1° Aprovar o Regulamento Técnico: "Principios Gerais para o Estabelecimento de Niveis Mdximos de Contaminantes
Quimicos em Alimentos" e seu Anexo: "Limites maximos de tolerdncia para contaminantes inorganicos".

Paragrafo tnico - Nos casos dos alimentos ndo comtemplados no presente Regulamento, permanecem vigentes os limites
maximos de tolerdncia para contaminantes inorganicos ja previstos na legislagdo nacional.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicacdo revogando-se as disposi¢cdes em contrario.

GONZALO VECINA NETO

REGULAMENTO TECNICO

PRINCIPIOS GERAIS PARA O ESTABELECIMENTO DE NIiVEIS MAXIMOS DE CONTAMINANTES QUIMICOS EM
ALIMENTOS

1 Serdo estabelecidos niveis mdximos de contaminantes (micotoxinas, contaminantes inorganicos, residuos de pesticidas,
medicamentos de uso veterindrio e de migrantes de embalagens e equipamentos em contato com alimentos) em alimentos que
constituam riscos a saide humana tendo por base as seguintes informagdes:

1.1 Regulamentos técnicos que definam niveis mdximos de contaminantes em alimentos no dmbito regional e/ou internacional.
1.2 Dados representativos da regido sobre: incidéncia do contaminante, antecedentes do problema detectado, dados analiticos e
indicagdes sobre os possiveis problemas para a saude.

1.3 Relag@o dos alimentos de maior importincia comercial entre os Estados-Partes.

1.4 Dados e informagdes toxicoldgicas.

1.5 Normas, diretrizes ou recomendagdes da Comissdo do Codex Alimentarius, Unido Européia, FDA ou outros organismos
reconhecidos internacionalmente.

1.6 Dados existentes na literatura cientifica.

1.7 Boas praticas agricolas, pecudrias, industriais e analiticas.

1.8 Possibilidades tecnolégicas da regido.

2. O estabelecimento dos niveis maximos de contaminantes sera realizado levando-se em conta, além do estabelecido no ponto 1,
0 seguinte:

2.1 Estabelecer niveis maximos de contaminantes em alimentos industrializados especificos, quando se justifique em termos de
protecgdo a satide humana. Nestes casos, devem ser estabelecidos previamente niveis de contaminagdo nos produtos primarios.

2.2 Os niveis mdximos de contaminantes em alimentos serdo considerados na avaliacdo de impacto a satide do consumidor.

2.3 Os niveis mdximos serdo fundamentados em principios cientificos.

2.4 Quando necessdrio, os niveis maximos de contaminantes devem ser acompanhados dos sistemas de amostragem e
metodologia analitica, assim como dos critérios de aceitacio e rejei¢ao.

3. Serdo utilizados como guia para o sistema de classificacdo e numeragdo de contaminantes as referéncias do CODEX
ALIMENTARIUS.

4. Os critérios de inclusdo, exclusdo ou modificagio sdo estabelecidos nos pontos 1 e 2 deste Regulamento.

ANEXO

LIMITES MAXIMOS DE TOLERANCIA PARA CONTAMINANTES INORGANICOS EM ALIMENTOS

1. ALCANCE
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Este Regulamento Técnico estabelece os limites maximos de tolerancia dos contaminantes inorganicos: arsénio, cobre, estanho,
chumbo, cddmio e mercirio, nas classes de alimentos relacionadas abaixo.

2. LIMITES MAXIMOS

ARSENIO

Gorduras vegetais 0,1 mg/kg
Gorduras e emulsoes refinadas 0,1 mg/kg
Gorduras hidrogenadas 0,1 mg/kg
Acticares 1,0 mg/kg
Caramelos e balas 1,0 mg/kg
Bebidas alcodlicas fermentadas 0,1 mg/kg
Bebidas alcodlicas fermento-destiladas 0,1 mg/kg
Cereais e produtos a base de cereais 1,0 mg/kg
Gelados comestiveis 1,0 mg/kg
Ovos e produtos de ovos 1,0 mg/kg
Leite fluido, pronto para o consumo 0,1 mg/kg
Mel 1,0 mg/kg
Peixe e produtos de peixe 1,0 mg/kg
Produtos de cacau e derivados 1,0 mg/kg
Chd, mate, café e derivados 1,0 mg/kg
COBRE

Oleos e gorduras virgens 0,4 mg/kg
Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 mg/kg
Caramelos e balas 10 mg/kg
Bebidas alcodlicas fermentadas 10 mg/kg
Frutas, hortalicas e sementes oleaginosas in natura e{l10 mg/kg
industrializadas

Gelados comestiveis 10 mg/kg
Lactose 2,0 mg/kg
Mel 10 mg/kg
ESTANHO

Sucos de frutas citricas (enlatados) 150 mg/kg
CHUMBO

Oleos, gorduras e emulsdes refinadas 0,1 mg/kg
Caramelos e balas 2,0 mg/kg
Cacau (exceto manteiga de cacau e chocolate adogado) 2,0 mg/kg
Chocolate adocado 1,0 mg/kg
Dextrose (glucose) 2,0 mg/kg
Sucos de frutas citricas 0,3 mg/kg
Leite fluido, pronto para consumo 0,05 mg/kg
Peixes e produtos de pesca 2,0 mg/kg
Alimentos para fins especiais, preparados especialmente paral0,2 mg/kg
lactentes e criangas até trés anos)

Partes comestiveis cefalopodes 2,0 mg/kg
CADMIO

Peixes e produtos da pesca 1,0 mg/kg
MERCURIO

Peixes e produtos da pesca (exceto predadores 0,5 mg/kg

Peixes predadores 1,0 mg/kg




7.3. Anexo 3: Fotos dos cones usados no ICP-MS quando a introducéo da

amostra foi realizada por ETV.

Aspecto dos cones antes das analises

Aspecto dos cones depois das andlises
(aproximadamente 8 h de trabalho)
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