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ABSTRACT

Chromium (Cr) is an element of ubiquitous presence in nature, usually found in
two oxidation states: Cr(VI) and Cr(III). Cr(VI) is a strong oxidizing agent, presenting
toxic effects in humans and animals. On the other hand, Cr(III) is an essential
micronutrient for humans, being involved in the metabolism of carbohydrates, lipids and
proteins. Given this important role in metabolism, Cr is one of the minerals commonly

found in the composition of food supplements.

According to Regulation (EC) n.° 1170/2009, of 30 november 2009 that stablishes
the vitamins and minerals as well as the respective forms in which they may be added to
foods, including food supplements, Cr can only be added in five forms of Cr(III) and
Cr(III) enriched yeasts.

The objective of this work was to develop a simple and prompt methodology that
can be used to discriminate between Cr(III) and Cr(VI) in food supplements. For this,
solid-phase extraction was applied as a technique for the separation of the species, using
Metalfix-Chelamine resin, a pentamine chelating resin, for the selective retention of

Cr(III), with subsequent quantification by ICP-MS.

Initially, the study of the factors susceptible to conditioning the retention of Cr by
the resin (pH, composition of the buffer system, contact time of the solutions with the
resin, concentration of Cr and coexistence of other minerals) was carried out through
batch essays. Subsequently, it was also studied the accomplishment of this methodology
using the resin as filler of small columns. In both cases, an almost complete discrimination
between the two species was obtained. Specifically, in the column tests, in the case of
Cr(III) solutions a Cr retention of 97,44 + 0,46% was obtained, and in the case of Cr(VI)

solutions a Cr retention of 0,41 + 0,03%.

It has been proved that this methodology may be applicable to all food
supplements in which Cr has been added under one of the authorized forms, except in the
case of chromium picolinate, a compound which has been shown not to be retained in the

resin.

Keywords: chromium; discrimination; supplements; ICP-MS.




RESUMO

O cromio (Cr) é um elemento de presenca ubiqua na natureza, sendo normalmente
encontrado em dois estados de oxidacdao: Cr(VI) e Cr(III). O Cr(VI) é um forte agente
oxidante, apresentando efeitos toxicos em humanos e animais. Por outro lado, o Cr(III) é
um micronutriente essencial para os humanos, estando envolvido no metabolismo dos
hidratos de carbono, lipidos e proteinas. Tendo em conta o seu importante papel no
metabolismo, o Cr é um dos minerais comumente encontrados na composicio de

suplementos alimentares.

De acordo com o Regulamento (CE) n.° 1170/2009, de 30 de novembro de 2009,
que estabelece as vitaminas e minerais bem como as respetivas formas em que podem ser
adicionados aos alimentos, incluindo suplementos alimentares, o Cr apenas pode ser
incorporado sob a forma de cinco compostos de Cr(III) ou leveduras enriquecidas em
Cr(III).O objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de uma metodologia
simples e expedita suscetivel de ser utilizada na discriminacao entre Cr(III) e Cr(VI) em
suplementos alimentares. Para tal, aplicou-se a extracao em fase solida como técnica de
separacao das espécies, utilizando a resina Metalfix-Chelamine, uma resina quelante do
tipo pentamina, para a retencao seletiva do Cr(III), com posterior quantificacao por ICP-
MS.

Inicialmente, o estudo dos fatores suscetiveis de condicionar a retencao de Cr por
parte da resina (pH, composicao do sistema tampao, tempo de contacto das solu¢des com
a resina, concentracdo de Cr e coexisténcia de outros minerais) foi efetuado através de
ensaios em batch. Posteriormente, foi também estudada a realizacao desta metodologia
usando a resina como material de enchimento de pequenas colunas. Em ambos os casos
obteve-se uma discriminagdo praticamente completa entre as duas espécies.
Especificamente nos ensaios em coluna, no caso de solucoes de Cr(III) obteve-se uma
retencao de Cr de 97,44 + 0,46%, e no caso de solucoes de Cr(VI) uma retencao de Cr de
0,41 + 0,03%.Comprovou-se que esta metodologia pode ser aplicivel a todos os
suplementos alimentares em que o Cr tenha sido adicionado sob uma das formas
autorizadas, exceto no caso do picolinato de crémio, composto que mostrou nao ser retido

na resina.

Palavras-chave: créomio; discriminacdo; suplementos; ICP-MS.
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1.1. Cromio — presenca no ambiente e principais
aplicacoes

O crémio (Cr) é um elemento de presenca ubiqua no ambiente. E o 7.° elemento e
0 21.° metal mais abundante na crosta terrestre, ocorrendo principalmente como
constituinte do mineral cromita (FeCr.O,) [1]. Os recursos mundiais de cromita sao
superiores a 12 mil milhGes de toneladas, estando 95% dos mesmos concentrados no
Cazaquistdo e Africa do Sul [2]. Em 2014, a Europa foi responsavel por 19,4% da extracio
mundial de rochas ou minerais contendo Cr, sendo a Turquia, a Finlandia e a Albania os
principais produtores. No mesmo ano, Portugal importou cerca de 2529 toneladas desses

minerais [3].

O afloramento, a erosao e a lixiviacdo de rochas contendo Cr, a poeira e os gases
libertados durante as erup¢oes vulcanicas e os incéndios florestais sdo as principais fontes
naturais de Cr. Atualmente, porém, a maior parte do Cr presente no meio ambiente
provém de fontes antropogénicas, devido ao seu uso intensivo numa ampla variedade de

industrias e na agricultura (tabela 1).

Tabela 1 — Fontes de Cr no meio ambiente.

Fontes naturais Fontes antropogénicas

Inddstria metalargica

Curtimento de couro

Afloramento rochoso Fabrico de ligas metélicas
Erosao de rochas Galvanizacao
Lixiviagao de rochas Conservacao de madeira
Erupcoes vulcanicas Corantes
Incéndios florestais Indtstria téxtil
Producao de papel

Agricultura (fertilizantes, pesticidas, fungicidas)

O Cr pode existir em varios estados de oxidacao. No entanto, Cr(III) e Cr(VI) sao as
formas mais estaveis no ambiente [4]. Os teores de Cr encontrados nos diferentes
subsistemas sao muito variaveis. Nas rochas podem variar entre 5 e 3400 mg L7,

dependendo da composicao mineral das mesmas [5, 6]. Nos solos, os valores podem variar
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entre 1 e 3000 mg kg, dependendo da composicao das rochas e sedimentos que os

originaram, bem como da eventual deposi¢ao proveniente de fontes antropogénicas [5, 7].

Relativamente aos solos da Unido Europeia (UE), com base nos dados obtidos no
ambito do inventario LUCAS (Land Use/Cover Area Frame Statistical Survey)! para as
campanhas realizadas em 2009 e 2012, T6th e seus colaboradores reportaram uma
concentracao minima de 1,57 mg kg, maxima de 273,94 mg kg* e média de 21,72 + 15,7

mg kg [9].

Os processos de lixiviacao das rochas e dos solos pela d4gua da chuva, e a ocorréncia
de descargas industriais, contribuem para a entrada de Cr nas aguas superficiais, podendo
este ser também transportado para os lencois freaticos [10]. Na tabela 2 constam os
valores médios da concentracao de Cr na agua reportados pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS). Nas 4guas superficiais da Europa, foram reportados valores entre <0,01 e

43,3 ug L1, com um valor médio de 0,38 pg L [11].

Tabela 2 — Concentracao média de Cr total na dgua [12].

Concentracao média de Cr total (ug L)

Agua superficial 0,5—2
Agua da chuva 0,2-1
Agua do mar 0,04 — 0,5
Agua subterranea <1

Relativamente a qualidade da 4gua para consumo humano, a concentracao de Cr é
um dos parametros que tém de ser avaliados. Segundo a OMS, embora os efeitos na satude
sejam claramente determinados pelo estado de oxidagdo, a informacao existente sobre a
especiacao de Cr na agua é inconsistente, ndo fornecendo suporte suficiente para que se
definam diferentes valores limite para Cr(III) e Cr(VI) [12]. Assim, a OMS estabeleceu em
0,05 mg L o limite para a concentracao total de Cr (somatorio de todas espécies de Cr)

que pode estar presente na agua potavel. A Diretiva (UE) 2015/1787 da Comissao, de 6 de

1 LUCAS (acrénimo de Land Use/Cover Area Frame Statistical Survey) é um inventario sobre o uso e
cobertura dos solos europeus, iniciado em 2006 pelo Eurostat, sendo realizando a cada 3 anos. Sdo efetuadas
recolhas de dados em pontos correspondentes a todos os tipos de utilizacdo do solo: &reas de cultivo,
pastagem, floresta, zonas urbanas, entre outros. Entre outra informagéo, é recolhida uma amostra da camada
superficial do solo (~500 g) em 1 de cada 10 pontos, que é posteriormente analisada em laboratério para uma
série de parametros fisico-quimicos, incluindo os elementos de maior potencial téxico (As, Cd, Cr, Cu, Hg, Pb,
Zn, Sb, Co e Ni) [8].
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outubro de 2015, que altera os Anexos II e III da Diretiva 98/83/CE do Conselho relativa
a qualidade da agua destinada ao consumo humano, transposta para a ordem juridica
interna portuguesa pelo Decreto-Lei n.° 152/2017 de 7 de dezembro, também estabelece o
mesmo valor paramétrico para a concentracao total de Cr na agua destinada ao consumo

humano [13].

A United States Environmental Protection Agency (USEPA) fixou em 0,1 mg L' a
concentracao maxima de Cr total que pode chegar aos consumidores através dos sistemas

publicos de abastecimento de dgua [14].

O Cr atinge a atmosfera em consequéncia da atividade vulcanica, de incéndios
florestais, da libertacao de fontes biogénicas e das atividades industriais [15]. Esta
presente principalmente como constituinte de pequenas particulas solidas suspensas na
atmosfera (aerossodis), eventualmente acabando por se depositar no solo e nas aguas
superficiais. A informacao existente sobre a concentracdo de Cr na atmosfera é escassa.
Contudo, os niveis atmosféricos de Cr no espaco da UE, reportados pela OMS, encontram-

se na tabela 3.

Tabela 3 — Concentragdo média de Cr total no ar da UE [16].

Concentracao de Cr total (ng m-3)

Areas remotas 0-3
Areas urbanas 4-70
Areas industriais 5-200

1.2. Crémio — quimica geral

O Cr foi descoberto em 1798 por Nicholas Louis Vauquelin como componente do
mineral crocoite (PbCrO,). O seu nome deriva do vocabulo grego “khroma”, que significa
“cor”, o que esta relacionado com a sua capacidade para originar compostos de cores
muito intensas e variadas quando em solucao. Na Tabela Periddica, localiza-se na primeira
série dos metais de transicao, com o nimero atdbmico 24, massa atémica relativa de 51,996

g mol™ (tabela 4) e possui 4 iso6topos, sendo o is6topo 52Cr o mais abundante (tabela 5).
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Tabela 4 — Dados fisico-quimicos sobre o Cr (adaptado de [17]).

Grupo 6
Periodo 4
Bloco d
Numero atémico 24
Estado a 20 °C Sélido
Configuracao
eletrdénica [Ar] 3ds4s'
Ponto de fusiao 1907 °C
Ponto de ebulicio 2671 °C
Densidade 7,15 g cm3

Massa atomica

. 51,996
relativa

Tabela 5 — Is6topos de Cr, respetiva massa atbmica e abundancia relativa natural
(adaptado de [17]).

Isotopo Massa atbmica Abundancia relativa natural (%)

50Cr 49,946 4,345
52Cr 51,941 83,798
53Cr 52,941 9,501
54Cr 53,939 2,365

Embora possa ocorrer em varios estados de oxidacao, desde Cr(0) a Cr(VI), apenas
o Cr(IIT) e o Cr(VI) sao estaveis no meio ambiente (figura 1) [4], sendo o Cr(III) a espécie
mais abundante. Por sua vez, o Cr(VI) é um forte agente oxidante [18]. O Cr(0)
corresponde a forma metalica, utilizada na industria e encontrada em ligas e objetos
cromados. As espécies Cr(II), Cr(IV) e Cr(V) sao intermediarios instaveis que resultam de
reacoes redox do Cr(III) e do Cr(VI).
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Forma metdlica

cr

Intermediario instavel

Intermediario instavel

Forma mais estavel encontrada no ambiente

Intermediario instavel

Intermediario instavel

Segunda forma mais estavel encontrada no ambiente

Figura 1 — Diferentes estados de oxidacao do Cr.

Em meio aquoso, a presenca relativa das diferentes espécies de Cr(III) e Cr(VI)
depende sobretudo do potencial redox e do pH. O diagrama de Pourbaix (figura 2) indica
as condicoes de pH e de potencial eletroquimico (E) para as quais as espécies sao
termodinamicamente estaveis. Em meio acido, o Cr(III) é estabilizado em funcao do
elevado potencial redox do par Cr(VI)/Cr(III). Em condicoes alcalinas, a diminuicao do

potencial redox leva a estabilizacao das espécies de Cr(VI).

EV)|
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&

0.84 \\ o
=

0.4 \

Cr3+ \
0 Cr(OHy* Py
[Cr(HO)f CrOR:* | oroH EZ
H Cr(OH),’ W Cr(OH), g
(]
4 6 9 pH %

Figura 2 — Diagrama de Pourbaix para o Cr. Espécies de Cr(III) e Cr(VI) em func¢io do pH e do
potencial eletroquimico (E), em solucoes aquosas arejadas e em que H.O e OH- sejam os tinicos

agentes complexantes (adaptado de [19]).




Capitulo 1 - Introducao

1.2.1. Influéncia do pH

Entre pH 0 e 4, o Cr(III) tende a formar complexos hexacoordenados octaédricos.
O complexo hexa-aquacréomio (III) [Cr(H,0)3*] é o mais abundante em solucdes de sais
inorganicos sob condicées acidicas [20]. Contudo, o Cr(III) pode também formar
complexos com outros agentes: amonia, sulfato, ureia e alguns acidos organicos [4, 19].
Quando o pH sobe para 4-6, os compostos de coordenac¢ao sofrem hidrolise originando os

produtos indicados nas equagoes seguintes [21].

Equacio 1 Cr(H20)2++ H,0 < Cr(OH)(H,0)z* + H30+
Equacio 2 Cr(OH)(H2O)§++ H,O < Cr(OH)2(H20);+ H,0"

Equacio 3 Cr(OH)z(Hzo)} H,0 < Cr(OH)§+ H,0"

Entre pH 6 e 9, o Cr(III) precipita sob a forma de hidréxido de cromio(III)
[Cr(OH)3 (s)], o qual é convertido na forma solavel Cr(OH);1 para pH superior a 9 [4, 21].
Na maioria dos sistemas naturais (por exemplo, aguas naturais e aguas de abastecimento

publico), devido as condicoes de pH neutro e auséncia de agentes complexantes, o Cr(III)

encontra-se na forma insolavel Cr(OH) o que limita a sua mobilidade ambiental [4,

3(s)
20].

Em solucao, o Cr(VI) pode originar varias espécies dependendo do pH e da
concentracao total de Cr(VI) (tabela 6). A pH inferior a 1, o Cr(VI) existe sob a forma de
dcido créomico (H,CrO,). Os ides cromato (CrO3), dicromato (Crzoi') e
hidrogenocromato (HCrO,) sdo as formas mais abundantes em solugo. As formas Cr,03

e HCrOj sdo prevalentes em meio acido, enquanto o CrOj predomina em meio basico. Os

compostos de Cr(VI) sdo muito soliveis e por isso possuem maior mobilidade no ambiente

do que os compostos de Cr(III).
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Tabela 6 — Espécies de Cr(VI) presentes em solucido em fun¢ido do pH e da concentracio total de
Cr(VD).

pH Concentracio total de Cr(VI) Espécie

<1 Independente H,CrO,
< 0,01mol L1 HCrO,
1-6,5
> 0,01 mol L1 Cr,05
> 6,5 Independente CrOy

1.2.2. Reacoes de oxidacao e reducao

Apesar da oxidacao do Cr(III) a Cr(VI) poder ser realizada por outros agentes, no
ambiente natural apenas os Oxidos de manganés existem em concentracao
suficientemente elevada para promover essa conversao [21]. Neste processo, os 6xidos de
manganés funcionam como transportadores de eletroes entre o Cr(III) e o oxigénio

dissolvido [22].

Por outro lado, o Cr(VI) pode ser mais facilmente reduzido a Cr(III) na presenca de
Fe**, S*, POY, matéria organica (por exemplo, 4cido hdimico), compostos organicos
(acidos carboxilicos, aldeidos e fenois) e pela acao de alguns microrganismos [15, 23].
Embora seja termodinamicamente menos favorecida, esta reducao ocorre facilmente
devido as elevadas concentracdes destes agentes redutores presentes no ambiente [21]. E
mais frequente em meio acido, visto que, em condi¢oes basicas o Cr(VI) é estabilizado e

tende a permanecer nessa forma.

1.3. Cr(III) vs Cr(VI)

O estado de oxidacao do Cr determina grandes diferencas em termos da sua

solubilidade, mobilidade no ambiente e toxicidade.

O Cr(III) é considerado um elemento essencial para humanos, estando envolvido
no metabolismo dos hidratos de carbono, dos lipidios e das proteinas. Pode também
aumentar a utilizacao da glicose e a sua conversao em lipidos, aumenta o colesterol HDL,
diminui o colesterol total, o colesterol LDL e os triacilgliceréis, e melhora a captacao de

amino4cidos pelas células musculares.
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Por outro lado, o Cr(VI) é classificado como um agente carcinogénico para os
humanos pela International Agency for Research on Cancer (IARC) e pela USEPA. A sua

toxicidade é bem conhecida e encontra-se bem documentada.

As funcoes essenciais desempenhadas pelo Cr(III) no organismo humano e os

efeitos negativos do Cr(VI) sdo apresentados em maior detalhe nos pontos seguintes.

1.3.1. Cr(III) — o cromio essencial

In 1977, Jeejeebhoy e seus colaboradores, foram os primeiros a indicar o Cr(III)
como um elemento vestigial essencial para os humanos [24]. Nos anos que se seguiram,
este facto foi confirmado por outros autores que demonstraram o papel do Cr no

metabolismo dos hidratos de carbono, dos lipidos e das proteinas [25].

O organismo humano pode obter Cr a partir de uma grande variedade de
alimentos. Carne, brocolos, batatas e especiarias constituem boas fontes deste elemento,
enquanto a maioria dos frutos possui teores baixos [26]. Apo6s a sua absorcao no intestino,
o Cr(IIT) entra na corrente sanguinea onde € transportado pela transferrina, a mesma
glicoproteina que transporta o ferro [27]. Como ndo é um substrato dos sistemas de
transporte de anides, o Cr(III) ndo pode difundir-se facilmente através da membrana

celular. Existem algumas evidéncias de que sua internalizacao ocorre por pinocitose [28].

Uma vez dentro da célula, o Cr(III) atua aumentando a eficiéncia da insulina, e
embora o mecanismo de acdo ainda ndo seja totalmente compreendido, tém vindo a ser
propostas algumas teorias [29]. A mais amplamente aceite é a existéncia de um
oligopeptideo designado cromodulina, encontrado no figado de ratos e bovinos e
considerado a forma biologicamente ativa do Cr [30]. A cromodulina é um pequeno
peptideo, capaz de ligar quatro 4tomos de Cr, com uma massa de 1.500 kDa e constituido
por dez aminoacidos: duas glicinas, duas cisteinas, quatro acidos glutamicos e dois acidos
asparticos [31, 32]. Existe no citoplasma e no nicleo das células na sua forma inativa
designada apocromodulina. Quando o nivel de glicose no sangue aumenta, a insulina liga-
se aos seus recetores. O complexo transferrina-Cr(III) é internalizado e é ativada uma
bomba de protoes dependente de ATP. O Cr é libertado da transferrina e liga-se a
apocromodulina. Ap6s a ligacdo de quatro atomos de Cr, a cromodulina liga-se a
subunidade beta do recetor da insulina e ativa o recetor tirosina quinase que amplifica o
sinal de insulina (figura 3). Esta amplificacao do sinal ocorre através da mobilizagdo de
proteinas GLUTY4 (principal transportador de glicose) para a membrana celular. Outras

teorias baseiam-se na ativacao direta dos recetores da insulina ou dos estrogénios, e na
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capacidade do Cr para influenciar a fluidez da membrana celular, regulando a captagao de

glicose pelas células [29, 33-35].

O aumento da eficiéncia da insulina possui um impacto no metabolismo dos
hidratos de carbono, lipidios e proteinas. O Cr(III) pode aumentar a utilizacao de glicose e
a sua conversao em lipidios, aumentar o colesterol HDL, diminuir o colesterol total, o
colesterol LDL e os triacilglicerodis, e melhorar a captacao de aminoécidos pelas células
musculares [25]. Mais recentemente, alguns estudos com bactérias, ratinhos e leveduras
mostraram que o Cr(IIT) também pode ser genotdxico, uma vez que aumenta as delecoes,
clivagem e mutacdes do ADN, e pode formar aductos Cr(III)-ADN que bloqueiam a
replicacao do mesmo [36-38]. No entanto, a sua toxicidade é 10 a 100 vezes menor do que
a do Cr(VI), principalmente devido a impermeabilidade das membranas celulares aos seus

compostos.

Insulina

subunidade a

Canal da
Glucose . @ (_HUric;e /
ecetor L
‘ deinsulina Lll)s&rgl‘l.’leatcljlrgada
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Canal da
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A . 3+
Apo-cromodulina Cr

Apo-cromodulina o
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Figura 3 — Mecanismo de a¢do do Cr(III) como micronutriente essencial. 1 — Apo-cromodulina na
sua forma inativa, enquanto os niveis de glicose no sangue aumentam; 2 — A insulina liga-se os
respetivos recetores, o complexo transferrina-Cr(III) é internalizado e o Cr(III) é libertado; 3 —

Quatro atomos de Cr(III) ligam-se a cromodulina e originam o complexo Cr(III),-cromodulina, a
forma ativa; 4 — O complexo Cr(III),-cromodulina liga-se a subunidade  do recetor da insulina e

estimula a acdo da insulina, promovendo a entrada de mais glucose na célula.
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1.3.2. Cr(VI) — o crémio toxico

No estado de oxidacdo +6, o Cr esta classificado como um agente carcinogénico
para os humanos pela IARC e pela USEPA [39, 40]. Como ja se referiu, em solucao
aquosa, o Cr(VI) existe sob a forma de espécies oxianionicas, agentes fortemente oxidantes

[40].

A exposicao prolongada a compostos de Cr(VI) esta associada ao desenvolvimento
de cancro (principalmente no sistema respiratorio), dermatite e outras lesdes cutaneas,
irritacdo e/ou obstrucdo das vias aéreas, asma, bronquite crdénica e problemas no
desenvolvimento fetal [18, 41, 42]. Estes efeitos sdo particularmente frequentes em
trabalhadores industriais expostos por inalacdo ou contato direto com produtos contendo
Cr. Para a populagio em geral, a exposicao ocorre maioritariamente através da ingestao de
alimentos e/ou agua contendo Cr. Esta exposicao oral créonica pode também provocar
danos no trato respiratorio, figado, rins, sistema gastrointestinal e sistema imunologico

[43].

Uma vez no organismo, o Cr(VI) tende a ser reduzido a Cr(III). Esta reducao pode
ser realizada no estobmago pelo suco gastrico [44], nos pulmoes pelos fluidos do epitélio de
revestimento [45] ou no interior das células por agentes redutores como o ascorbato — o
mais poderoso redutor biolégico do Cr(VI) — mas também pela glutationa (GSH) e pela

cisteina [46-48]. Na mitocondria o NAD(P)H parece ser o principal redutor [49].

Ao contrario do Cr(III), o Cr(VI) é facilmente captado pelas células através dos

canais de troca anionica, uma vez que a estrutura do cromato (CrOf{) ¢é semelhante a

estrutura de outros anides, como SOi' e POﬁ' [21]. A toxicidade e a mutagenicidade do
Cr(VI) sao provocadas principalmente pelos produtos que resultam da sua reducao:
intermediarios instaveis [Cr(IV) e Cr(V)], espécies reativas de oxigénio (ROS) e Cr(I1I)

[50].

A interacdo do Cr(VI) com os componentes celulares pode levar a um aumento na
producdo de ROS e consequentemente ao stresse oxidativo, que pode provocar a oxidagao
das bases do ADN e dos lipidios [51, 52]. Durante o processo de reducao intracelular, sao
formados os intermediarios Cr(V) e Cr(IV), capazes de catalisar reacoes de Fenton, que

possuem o poderoso oxidante radical hidroxilo (OH*) como um dos produtos finais (figura

4) [49, 53].

O Cr(III) é, portanto, o produto final da reducao do Cr(VI). Apesar de ser
considerado um micronutriente essencial, também possui atividade genotoxica. Dentro da

célula, liga-se mais eficientemente que o Cr(VI) ao grupo fosfato das moléculas de ADN,

11
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formando adutos que podem bloquear a sua replicacdo [54]. Estes adutos sdo os danos
mais frequentemente encontrados em mamiferos. Juntamente com a oxidacao das bases
azotadas e a formacao de adutos, as células expostas ao Cr(VI) apresentam também outros
tipos de danos no ADN: quebras de cadeia simples (SSB — single-strand breaks) [55],
quebras de cadeia dupla (DSB — double-strand breaks) [56], locais abésicos [46], quebra
de cromossomas e formacao de microntucleos [57, 58]. Todos esses danos podem culminar

na transformacao maligna das células.

Ascorbato
GSH
Cisteina
cr(iv) —— » cr(v) —_— cr(Iv) —_— > cr(i)
+ H202 + HZOZ + HZOZ
Reac¢do de Fenton Reac¢do de Fenton Reag¢do de Fenton
Cr(VI) + OH + OH*® Cr(V) + OH + OH*

Figura 4 — Processo de reducao intracelular do Cr(VI) a Cr(III) e reacoes de Fenton catalisadas

pelos intermediarios instaveis Cr(V) e Cr(IV) [49].

1.4. Suplementos alimentares - enquadramento
legal europeu

Em 10 de junho de 2002, foi publicada a Diretiva 2002/46/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho, relativa a aproximacao das legislacoes dos Estados-Membros
respeitantes aos suplementos alimentares [59], transposta para a ordem juridica interna
portuguesa pelo Decreto-Lei n.° 136/2003. Esta foi a primeira diretiva europeia
direcionada para estes produtos. Até entao, cada
Estado-Membro aplicava as suas proprias leis nacionais. Os principais objetivos eram
facilitar a livre circulacdo dos suplementos alimentares no mercado europeu, evitar
condicoes de concorréncia desiguais e proteger os consumidores, assegurando que os
produtos sdao seguros e se encontram adequadamente rotulados. Como os suplementos
alimentares sdo considerados géneros alimenticios, também estdo sujeitos as leis gerais

dos alimentos. O anexo 1 deste documento compila todos os regulamentos e diretivas

12
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europeias aplicaveis aos suplementos alimentares e o anexo 2 resume as alteracoes que a

Diretiva 2002/46/CE sofreu ao longo dos anos.

De acordo com a Diretiva 2002/46/CE, suplementos alimentares sao “géneros
alimenticios que se destinam a complementar o regime alimentar normal e que
constituem fontes concentradas de determinados nutrientes ou outras substincias com
efeito nutricional ou fisiologico, estremes ou combinados, comercializados em forma
doseada, ou seja, as formas de apresentacdo como capsulas, pastilhas, comprimidos,
pilulas e outras formas semelhantes, saquetas de p6, ampolas de liquido, frascos com
conta-gotas e outras formas similares de liquidos ou p6s que se destinam a ser tomados
em unidades medidas de quantidade reduzida” [59]. A Diretiva alerta também para o facto
de que “um regime alimentar adequado e variado pode, em circunstancias normais,
fornecer a um ser humano todos os nutrientes necessarios ao seu bom desenvolvimento e
a sua manutencdo num bom estado de satde”, pelo que os suplementos alimentares s6
devem ser usados para complementar e/ou suplementar uma dieta normal nos casos em

que “esta situacao ideal ndo esta a ser alcancada”.

Em termos qualitativos, os suplementos alimentares podem conter um variado
leque de ingredientes como vitaminas, minerais, aminoacidos, acidos gordos essenciais,
fibras, varias plantas e extratos de ervas [60]. Contudo, apenas as vitaminas e os minerais
estao harmonizados nos Anexos I e II da Diretiva 2002/46/CE. Assim, o Anexo I define a
lista de vitaminas e minerais que podem ser incorporados nos suplementos alimentares e
o Anexo II lista as respetivas formas quimicas (compostos) que podem ser utilizados no
respetivo fabrico. Os anexos 3 e 4 deste documento apresentam a versao consolidada das
referidas listas. Outros ingredientes podem ser incorporados desde que cumpram com o
Regulamento (UE) 2015/2283 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 25 de novembro
de 2015, relativo a novos alimentos [61]. Por conseguinte, deve ser possivel estabelecer
uma histoéria de consumo alimentar significativo na Unido Europeia anterior a 15 de maio
de 1997. Caso contrario, a European Food Safety Authority (EFSA) deve efetuar uma
avaliacdo de seguranca, para posterior aprovacao pela Comissao Europeia, para que o
ingrediente possa comecar a ser utilizado na UE. De acordo com Regulamento (CE) n.°
1925/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho de 20 de dezembro de 2006, sempre
que um Estado-Membro possua motivos sérios para considerar que uma determinada
substancia pode ter efeitos nocivos para a saide humana, pode pedir a sua inclusao numa

lista de substancias nao-autorizadas [62].

Em termos quantitativos, a Diretiva 2002/46/CE estabelece que cabe ao fabricante

fixar a quantidade de vitaminas e minerais presentes nos suplementos alimentares e a
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posologia (dose diaria) recomendada, tendo em conta as doses diarias de referéncia (DDR)
e os limites superiores de seguranca estabelecidos para essas vitaminas e minerais, e a
quantidade ingerida através de outras fontes alimentares. Em 2006, a EFSA publicou um
conjunto de diretrizes relacionadas com os niveis maximos de ingestdo toleraveis para
algumas vitaminas e minerais que devem ser considerados na elaboracdo de um

suplemento alimentar [63].

No que diz respeito a rotulagem dos suplementos alimentares, esta deve seguir as

regras estabelecidas nos seguintes regulamentos:

¢ Regulamento (UE) n.° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 25 de outubro de 2011, relativo a prestacio de informacdo aos
consumidores sobre os géneros alimenticios [64];

¢ Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do Parlamento Europeu e do Conselho,
de 20 de dezembro de 2006 , relativo as alegacGes nutricionais e de satde

sobre os alimentos [65].

Para evitar a natureza enganosa da informacdo transmitida ao consumidor, o
Regulamento (CE) n.® 1924/2006 estabelece a lista de todas as alegacGes nutricionais que
estao autorizadas a serem incluidas no rotulo de alimentos, e o site da Comissao Europeia
fornece uma lista comunitaria das alegacOes nutricionais e de satide autorizadas e nao
autorizadas, a quais substancias podem ser associadas e quais sdo suas condi¢des ou
restricoes de uso [66]. A Diretiva 2002/46/CE estabelece também alguns aspetos

especificos que devem ser incluidos no rétulo dos suplementos alimentares:

e A designacao das categorias de nutrientes ou substancias que caracterizam
o produto ou uma referéncia especifica a natureza desses nutrientes ou

substancias;

e A dose didria recomendada do produto;

¢ Uma adverténcia de que nao deve ser excedida a dose diéria indicada;

e A indicacdo de que os suplementos alimentares nao devem ser utilizados
como substitutos de um regime alimentar variado;

e Uma adverténcia de que os produtos devem ser guardados fora do alcance
das criancas de tenra idade.

Em cada Estado-Membro, a autoridade competente responsavel pela definicao,
aplicacao e avaliagao das politicas de seguranca dos suplementos alimentares pode exigir
que o fabricante ou a pessoa responsavel pela colocagao do produto no mercado envie uma
notificacdo de comercializacdo. No entanto, nao é exigida qualquer licenca ou autorizacao

antes da comercializacdo. Se a autoridade competente considerar necessario, também
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pode solicitar ao operador que tenha efetuado a notificacao a apresentacao de estudos de
qualidade e seguranca dos produtos [59]. No entanto, os resultados destes estudos nao
tém de ser fornecidos na notificacdo de comercializacdo e nao existe qualquer

regulamentacdo ou diretriz sobre como devem ser realizados.

1.5. Cromio nos suplementos alimentares

Tendo em conta o papel do Cr(III) no metabolismo dos hidratos de carbono e dos
lipidos, tem-se afirmado que este pode contribuir para a reducdo da massa gorda e
aumento da massa magra [67]. Embora os estudos existentes sobre os efeitos benéficos da
suplementacao com Cr sejam contraditorios, este tem sido amplamente utilizado como
suplemento alimentar, componente de formulacbes multivitaminicas, alimentos
enriquecidos, bebidas energéticas e como terapia adjuvante para pacientes que sofrem de

diabetes tipo 2 e obesidade [29, 68, 69].

De acordo com a lista comunitaria das alegacOes nutricionais e de satide [66], para

o Cr apenas estao autorizadas as seguintes:

¢ Contribui para o normal metabolismo dos macronutrientes;

e Contribui para a manutencao de niveis normais de glicose no sangue.

De acordo com a legislacao Europeia, o Cr pode ser incorporado nos suplementos
alimentares em seis formas de Cr(III): cloreto de erémio (III), lactato de créomio (III) tri-
hidratado, nitrato de crémio, picolinato de crémio, sulfato de cromio (III) e leveduras
enriquecidas em croémio. A sua biodisponibilidade depende da forma ingerida. Por
exemplo, para uma dose de 1,000 pg/dia , a absor¢cdo de Cr a partir do cloreto de
cromio (IIT) é de aproximadamente 0,4%, enquanto a partir do picolinato de cromio pode
atingir os 2,8% [70, 71]. Estudos realizados em ratos demonstraram que o picolinato de
cromio é absorvido de forma ligeiramente mais eficiente (2-5%) do que o cromio obtido
através da dieta (0,5-2%) [72, 73]. No que diz respeito aos humanos, os dados sobre a
absorcao de Cr sdo escassos, nao permitindo estabelecer qual a forma que garante uma

maior absorcao [68].

A 13 de dezembro de 2010, na sequéncia de um pedido da Comissao Europeia, o
Panel on Food Additives and Nutrient Sources added to Food (ANS pertencente a EFSA),
publicou uma Opiniao Cientifica sobre a seguranca do picolinato de cromio como fonte de
Cr adicionada para fins nutricionais a géneros alimenticios destinados a uma alimentacao
especial e para alimentos destinados a populacao em geral. Uma vez que o picolinato de

cromio é obtido sinteticamente, as especificacoes devem assegurar que os niveis de Cr(VI)
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sejam os mais baixos possiveis ou que, pelo menos, resultem numa adequada margem de

seguranca [74].

A DDR (para adultos) de algumas vitaminas e minerais encontra-se estabelecida no
Regulamento (UE) n.° 1169/2011 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 25 de outubro
de 2011, relativo a prestacdo de informacdo aos consumidores sobre os géneros
alimenticios (anexo 5) [64]. Para o Cr, o respetivo valor de referéncia do nutriente (VRN)
encontra-se fixado em 40 ug, mas a dosagem dos suplementos alimentares geralmente
varia entre 50 e 200 ug [68]. O ANS concluiu também que, apesar dos danos que podem
ser provocados no ADN pela ingestao de elevadas concentracoes de picolinato de cromio, o
seu consumo através de suplementos alimentares nao é motivo de preocupacao, desde que
a quantidade de Cr total ndo exceda 250 g dia* [74]. Este é também o valor maximo para

o consumo suplementar de Cr estabelecido pela OMS [75].

1.6. Discriminaciao entre Cr(III) e Cr(VI) -
procedimentos analiticos

No fabrico de suplementos alimentares, estd exclusivamente autorizada a
utilizacao de Cr(III). No que diz respeito ao controlo de qualidade destes produtos, deve
atender-se a possibilidade da sua adulteracao, inadvertida ou intencional, com compostos
de Cr(VI). Além disso, durante o processo de fabrico dos produtos, as condi¢des de pH,
potencial redox e a presenca de compostos oxidantes, podem causar a sua oxidagdo a
Cr(VI) [76]. Assim sendo, a quantificagdo do Cr total, que tem sido o principal objetivo da
analise dos suplementos alimentares [77-81], ndo fornece toda a informacao necessaria.
Para a avaliacdo da qualidade e seguranca destes produtos, torna-se necessario
desenvolver procedimentos analiticos que permitam a discriminacao entre Cr(III) e
Cr(VI), garantindo que apenas as formas de Cr(III) autorizadas estejam presentes e de

acordo com os valores rotulados.

A especiacao elementar consiste na discriminacao das diferentes espécies quimicas

de um dado elemento presentes numa amostra. Para tal, sio necessarias duas etapas:

1. Extracdo seletiva, retencdo de uma das espécies, ou separacdo
cromatografica;

2. Detecao e quantificacao.

Ao longo dos anos, uma grande variedade de técnicas tém sido utilizadas na
especiacao de Cr. Existem varias revisoes abrangentes da literatura que resumem a sua

aplicacao a diferentes matrizes: alimentos, agua, solos, entre outras [6, 19, 82, 83].

16



Capitulo 1 - Introducao

Contudo, tanto quanto nos foi possivel apurar, apenas se encontram publicados
dois procedimentos para especiacao de Cr em suplementos alimentares. Martone e seus
colaboradores, aplicaram o Método EPA 3060A na extracao seletiva de Cr(VI) e a técnica
de ICP-MS para a quantificagdo [76]. O Método EPA 3060A consiste numa digestao
alcalina (utilizando a mistura NaOH-Na,CO;), desenvolvida para a extracdo de formas
soluveis, adsorvidas e precipitadas de compostos Cr(VI) em solos, lamas, sedimentos e
outros materiais residuais [84]. O Cr(VI) é extraido para a solucao alcalina, enquanto o
Cr(III) forma um precipitado que é posteriormente digerido antes da quantificacao. A
chamada espectrometria de massa com diluicao isotopica “especiada” (Speciated isotope
dilution mass spectrometry - SIDMS) e a espectrometria de massa com dilui¢ao isot6pica
(Isotope Dilution Mass Spectrometry - IDMS) foram utilizadas para corrigir as
interconversoes entre as espécies, que podem ocorrer devido as fortes condigdes bésicas

utilizadas.

Como alternativa mais simples, Unceta e seus colaboradores, usaram o
acoplamento da cromatografia liquida a ICP-MS apo6s pré-tratamento com EDTA [85]. As
amostras de suplementos alimentares foram dissolvidas numa solucdo de EDTA aquecida
a 95 °C em placa de aquecimento. Para além de tornar o pré-tratamento das amostras
mais simples, a formacao de complexos Cr(EDTA)- previne a oxidacao do Cr(III) a Cr(VI)
e torna possivel a sua separacao por cromatografia anionica. No caso especifico da analise
de suplementos comercializados como suplementos contendo Cr(III), a quantificagdo por

calibracdo externa, sem recorrer a SIDMS ou IDMS, forneceu resultados precisos.

A especiacdo do Cr em suplementos alimentares nao se encontra tao bem
explorada como em outras matrizes, abrindo a possibilidade para o desenvolvimento de

procedimentos novos, mais simples e expeditos.

1.7. Extracao em fase sélida aplicada a especiacao de
cromio

No que diz respeito ao Cr, tém sido aplicados varios métodos para a separacao das
suas espécies em varias matrizes: métodos cromatograficos (cromatografia idnica e

cromatografia liquida de alta eficiéncia), extracao em fase so6lida, extracao liquido-liquido,

métodos de microextracao, extracado em “ponto de nuvem”, entre outros [6, 19, 82, 83].
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A extracao em fase sblida é a técnica mais aplicada para a especiacao de Cr em
amostras ambientais, principalmente na analise de aguas [6, 83], apresentando uma série

de vantagens [83]:

e Condicoes de operacgao simples;

e Processo facilmente automatizavel;

e Utilizacao de pequenos volumes de reagentes e amostras;

e [FElevada taxa de transferéncia, ou seja, elevada quantidade de amostra
capaz de passar pelo sistema;

¢ Elevado fator de pré-concentracao.

A separacao das espécies é possivel devido a seletividade dos materiais utilizados
para determinadas formas quimicas ou estados de oxidacao de um elemento. Um material
pode ser capaz de reter (através de mecanismos de troca ionica, complexacio, entre
outros) uma determinada forma quimica ou estado de oxidacao e nao reter os restantes.
Essa seletividade é dependente das condi¢oes do meio. Por exemplo, no caso do Cr,
existem materiais capazes de reter apenas Cr(III) ou apenas Cr(VI), e outros capazes de

reter ambos, mas em condicoes de pH diferentes [83].

Encontram-se descritos varios materiais que foram utilizados como adsorventes
para o Cr. Os primeiros a ser aplicados na pré-concentragio e especiacao de Cr foram
materiais porosos como o gel de silica ap6s modificacdo da sua superficie com agentes
complexantes [86] ou 6xidos metélicos para aumentar a sua seletividade [87], o carvao
ativado [88] e as resinas de troca ioénica ou resinas quelantes [6, 83]. Mais recentemente, a
investigacao cientifica tem-se focado no desenvolvimento de novos polimeros sintéticos
recorrendo a impressao molecular [89], a utilizacdo de nanomateriais [90] e a biossorcao,

utilizando algas, fungos e bactérias [91, 92].

Nos artigos publicados por Laura Trzonkowska e seus colaboradores [83], e Rupali
Rakhunde e seus colaboradores [6], podemos encontrar uma excelente revisao dos
trabalhos em que resinas de troca i6nica e resinas quelantes foram aplicadas na especiacao
de Cr em matrizes ambientais e em aguas, respetivamente. Na maioria dos casos, as
resinas sao utilizadas como enchimento de colunas de modo a facilitar a automatizacao
dos processos. A automatizacao da extracao em fase solida e posterior ligacao direta aos
detetores através de sistemas de injecao sequencial ou lab-on-valve (LOV) tem vindo a ser
amplamente utilizada, assegurando a diminuicao do volume de amostras necessario para a

analise e a menor manipulacao das mesmas.

No que diz respeito a matrizes alimentares, o artigo publicado por Hamilton e seus

colaboradores [82], faz também uma revisao das principais técnicas de extracao utilizadas
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para a analise de Cr. De acordo com esta revisao, a aplicacao de extracao em fase sdlida a
este tipo de matrizes apenas foi reportada por Shizhong Chen e colaboradores [93], tendo
sido utilizados nanotubos de di6xido de titanio como enchimento de microcolunas para a

especiacao de Cr em folhas de cha.

No caso especifico dos suplementos alimentares, ndo ha qualquer relato da
aplicacao da extracao em fase s6lida para especiacao quer de Cr, quer de outros elementos.
Tal como ja foi referido, no que se refere a suplementos alimentares, apenas foram
descritos dois procedimentos para a especiacao de Cr, um baseado na extracao de Cr(VI)
através do método EPA 3060A, e outro na separacao de Cr(III) e Cr(VI) por cromatografia
liquida. Tendo em conta as vantagens apresentadas pela extracdo em fase so6lida, optou-se
neste trabalho por testar a aplicacdo desta técnica na especiacdo de Cr em suplementos
alimentares, na tentativa de desenvolver um método mais expedito e com condicoes de

operacao mais simples.

1.8. Resina Metalfix-Chelamine

As resinas quelantes possuem grupos funcionais que contém normalmente atomos
de oxigénio (O), azoto (N), enxofre (S) ou foésforo (P), com pares de eletroes
desemparelhados, capazes de atuar como dadores desses eletroes, e consequentemente
complexar i0es metéalicos. A complexacao é condicionada por uma série de fatores como o
grau de protonacdo dos grupos funcionais, a carga dos ides, a forca idnica do meio, o

tempo de contacto, entre outros.

Neste trabalho foi utilizada a resina Metalfix-Chelamine, uma resina quelante
disponivel sob a forma de particulas de 40 a 80 um de diametro, que apresenta como
grupo funcional um ligando do tipo pentamina, a tetraetileno-pentamina, imobilizada
num polimero organico, a poliacrilamida reticulada. A estrutura da tetraetileno-
pentamina encontra-se representada na figura 5. Este grupo funcional é seletivo para os
metais de transicdo, apresentando uma elevada afinidade para os mesmos e,
simultaneamente, ndo possuindo afinidade para os metais alcalinos e alcalino terrosos.
Esta seletividade é apontada como uma das principais vantagens para a utilizacdo da

resina Metalfix-Chelamine na pré-concentraciao de metais vestigiais [94-103].
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Figura 5 — Estrutura quimica da tetraetileno-pentamina, grupo funcional da resina Metalfix-

Chelamine [104].

As publicagoes cientificas em que esta resina foi utilizada na pré-concentragao de
metais encontram-se sumariadas na tabela 7, tendo em alguns casos a resina sido aplicada
no enchimento de colunas, que apresentaram bom desempenho hidrodinamico e boa

estabilidade ao longo de sucessivas utilizacoes [96, 97].

Tanto quanto nos foi possivel apurar, a resina Metalfix-Chelamine nunca foi
utilizada para efeitos de especiacdo e apenas num dos trabalhos foi realizado o estudo da
retencao de Cr [96]. Em solucdo, no intervalo de pH 0-6, o Cr(III) apresenta-se sob a

forma de espécies carregadas positivamente [Cr(H20)3+, Cr(OH)(H,0)z*,
Cr(OH)Z(Hzo)Z], que podem ser complexadas pela resina através da ligacao formada com
os eletroes desemparelhados dos atomos de N do grupo tetraetileno-pentamina. Por outro

lado, o Cr(VI) apresenta-se sob a forma de espécies carregadas negativamente [CrOi',

Cr,07, HCrO,], ndo existindo a possibilidade de complexacéo, tornando possivel a

separacao dos dois estados de oxidacao.

Na tabela periddica apresentada na figura 6 encontram-se destacados os elementos
autorizados a ser introduzidos nos suplementos alimentares. No caso especifico deste tipo
de produtos, a seletividade da resina Metalfix-Chelamine para os metais de transicao
representa uma enorme vantagem quando se pretende realizar a especiacdo de Cr. O
Cr(III) é um metal de transicao e possui uma DDR baixa (40 pg) em comparacao com
outros minerais como o potassio (2000 mg), o calcio (800 mg) ou o magnésio (375 mg). O
K é um metal alcalino e o Ca e 0 Mg sdo metais alcalinoterrosos. Isto significa que, apesar
de poderem existir nos suplementos alimentares em quantidades muito superiores ao

Cr(III), teoricamente nao irao provocar interferéncias na sua retencao.

De acordo com as especificacoes do fabricante, esta resina apresenta uma
capacidade estatica superior a 1,0 mmol g (massa seca) para o Zn. A sua densidade é de
aproximadamente 0,8 quando hidratada (aproximadamente 150% do seu peso em agua) e

é utilizavel no intervalo de pH 1-12 [96].

Tendo em conta todas as caracteristicas e vantagens ja referidas, a resina Metalfix-

Chelamine configurou uma boa opcao para a realizacdo deste trabalho.
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Tabela 7 — Aplicagido da resina Metalfix-Chelamine na pré-concentracio de metais.

) Matrizes a que foi Técnica de ..
Metais . . Referéncia
aplicada quantificacao
Cd, Cu, Mn, Ni, Pb e Zn Agua do mar EAA/AE [95]
Cd, Cu, Pb, Mn e Ni Urina ICP-AES [98]
Au, Pt,Pd, Ir e Rh Minérios, silicatos e rochas ICP-MS [102]
Cu, Pb, Cd e Hg Agua do mar EAA/chama [103]
Ni, Pb e Cd Madeira de abeto ICP-AES [94]
Cu Urina EAA/chama [97]
Solucdes de lixiviagao
Pd provenientes da industria EAA [105]
metalargica
Cd, Cu, Pb, Zn, Sc, La, Ce, Nd ;
Agua do mar ICP-MS [106]
eYb
Be, Al, V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu,
Zn, As, Se, Mo, Ag, Cd, Sb, Aguas engarrafadas ICP-MS [96]
Ba, Ti, Pb, Th, U
Pd - EAA/chama [105]
Cd, Co, Cu, Ni e Zn - ICP-MS [107]
Au, Ir, Pd, Pt, Rh e Ru - ICP-AES [100]
PA(II) e Pt(IV) - ICP-OES [101]
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1.9. Espetrometria de massa com plasma de
acoplamento indutivo

A espetrometria de massa com plasma de acoplamento indutivo (comumente
referida pela abreviatura da sua designacdo em inglés, Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry — ICP-MS) é uma técnica analitica aplicivel a um grande ndmero de
elementos (metais e ndo metais) e que permite uma anélise multielementar bastante
rapida (determinar a grande maioria dos elementos da tabela peridédica em poucos
minutos). E uma das poucas técnicas que permite realizar andlise isotépica e a mais
sensivel (com menores limites de detecdo, tipicamente inferiores a 1 ug L*) de que se

dispoe nos laboratorios de analise.

A base de funcionamento desta técnica consiste na producdo de ides por agao do
plasma (meio a altas temperaturas) que sao posteriormente separados e quantificados

num espetrometro de massa.
Os equipamentos sdo constituidos por quatro componentes principais (figura 7):

e Sistema de introducdo da amostra: autosampler, bomba peristaltica,
nebulizador e caimara de nebulizacao;

e Sistema de ionizacao (fonte de iGes): tocha, gerador de radiofrequéncia e
gés plasmogénico (normalmente argon), para produzir o plasma;

e EspetroOmetro de massa;

e Sistema de processamento e registo de dados.

As amostras sao aspiradas e propulsionadas, com auxilio de uma bomba
peristéaltica, por um tubo capilar até ao nebulizador. No nebulizador sao convertidas num
aerossol de pequenas goticulas. Apenas as goticulas mais pequenas (com tamanho inferior
a 5 um) sdo arrastadas para a tocha, o componente (de vidro) que confina o plasma. O
plasma é um gas, normalmente argon, que, apds uma ionizacao inicial provocada por uma
descarga elétrica (faisca), sob acao de um forte campo magnético (produzido pelo gerador
de radiofrequéncia), se mantém ionizado, atingindo temperaturas muito elevadas (4000-
10000 K). No plasma, as elevadas temperaturas fornecem energia suficiente para que as
espécies elementares percam eletroes e sejam convertidas em i0es carregados
positivamente (maioritariamente monovalentes). Estes i0es passam para um espetrémetro

de massa onde sao separados de acordo com a sua razao massa/carga (m/z).
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A técnica de ICP-MS é uma das técnicas de detecio mais utilizada em
procedimentos de especiacao, incluindo os que se encontram descritos para a especiacao
de Cr, sendo facilidade acoplada as técnicas utilizadas para a separacao das espécies [6,

82, 83]. O 52Cr é o is6topo mais abundante, e por isso o preferencialmente utilizado para

as determinacoes de Cr por ICP-MS.

Interface Espetrémetro de

d I Detetor
Tocha massa (Qtla rupolo) 2

Camara de \
nebulizagdo

1 ¢

[ .| \ I

jf“

(g g | = al ]

Nebulizador — &= -
Introducao . .
daamostra —* <—— Bomba peristaltica Sistema de
processamento e registo
de dados

Figura 7 — Esquema simplificado de um equipamento ICP-MS (adaptado de [108]).
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2.1. Reagentes e materiais

Em todo o trabalho foi utilizada 4gua ultrapura (resistividade > 18,2 MQ.cm a
25°C) obtida a partir de um sistema de purificacio de agua Arium®Pro (Sartorius,

Goettingen, Alemanha).

As pesagens foram realizadas numa balanca analitica KERN®, modelo AES
(Balingen, Alemanha) e o pH das solucées foi determinado por potenciometria através de
um medidor de pH Crison®, modelo GLP 22 (Barcelona, Espanha). Utilizou-se também
um agitador Lab. Special Mixer (Digisystem Laboratory Instruments Inc, New Taipei City,
Taiwan) e uma centrifuga da marca Beckman Coulter, modelo Allegra® X-15R (Atlanta,
GA). Na solubilizacao acida das amostras utilizou-se uma mufla Carbolite® Gero (Hope
Valley, Reino Unido) e uma placa de aquecimento Heidolph 3001 series (Merck,

Darmstadt, Alemanha).

Para a quantificacdo de Cr por ICP-MS, foram preparados padrdes de calibracao
através da diluicao adequada da solucao padrao multielementar PlasmaCAL SCP-33-MS
100 ug L (SCP Science, Baie-d’Urfé, Quebec, Canada), e como padrao interno utilizou-se
ICP-MS-200.8-IS-1 (Internal Standard solution; Bi, In, Sc, Tb and Y, 10omg/L,
AccuStandard, New Haven, CT).

Todo o material de laboratéorio era feito de polietileno e foi sempre
descontaminado por imersao durante, pelo menos, 24 h numa solucao de HNO; 10% (v/v)

e posterior lavagem, por trés vezes, com agua ultrapura, antes de ser utilizado.

2.1.1. Metalfix-Chelamine

Foi utilizada a resina Metalfix-Chelamine (Fluka, Espanha), sob a forma de
particulas de 40 a 80 um de diametro. Antes da sua utilizacao, aproximadamente 6 g de
resina eram lavadas de acordo com a seguinte sequéncia: H.O ultrapura (20 mL; 5

minutos), HNO; 2% (5 mL; 5 minutos) e H.O ultrapura (20 mL; 5 minutos).

Sendo que o efeito da quantidade (massa) de resina nao foi estudado, a massa
utilizada nos ensaios individuais foi escolhida de modo a assegurar que a sua capacidade
(saturacdo) nao era ultrapassada. Para o Zn, a resina apresenta uma capacidade superior a
1,0 mmol g*de massa seca, ou seja, 0,5 g de resina serao teoricamente suficientes para
reter no minimo 32,7 mg de Zn, um valor significativamente superior ao somatoério das
quantidades de metais de transicio que podem comumente estar presentes num
suplemento alimentar. Por exemplo, se considerarmos um suplemento que contenha, por

unidade de dosagem (comprimido, capsula, entre outros), todos os metais de transicao em
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quantidades correspondentes a 100% das suas DDR, ao todo teremos cerca de 27,1 mg de
metais de transicdo. Assim, optou-se por utilizar uma massa de 0,5 g em todos os ensaios

realizados.

2.1.2. Preparacao de solucoes

Solugdes stock com 800 pg L* de Cr(III) ou Cr(VI) foram preparadas pela
dissolucao dos sais CrCl;.6H.O (96%, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) e K.Cr.O, (p.a.,
Merck), respetivamente. A partir destas solucoes foram preparadas, por diluicao com agua
ultrapura ou com a solucao tampao em estudo, solucoes de trabalho de Cr(III) 400 pug L,
Cr(III) 40 pg L, Cr(VI) 400 ug L, Cr(VI) 40 ug L, Cr(II1)+Cr(VI) contendo 40 ug L' de
cada uma das espécies e Cr(III)+Cr(VI) contendo 200 pg L* de cada uma das espécies, de
acordo com o esquema da figura 8. Quando a diluicao foi efetuada com solugdo tampao, o

pH da solucao final foi verificado por potenciometria.

Cr(in) 800 ug L™ Cr(V1) 800 pg L™
v v
Cr(il) 400 pg L™ Cr(V1) 400 pg L™
I 1 l }
Cr(in) 40 pg L Cr(ll)+Cr(V1) 200 ug L* Cr(lll)+Cr(VI) 40 pg L Cr(vi) 40 pg L

Figura 8 — Preparacdo das solucoes de trabalho de Cr(III) e Cr(VI).

As solucoes de acido cloridrico (HCI), acido acético (CH;COOH) e acido nitrico
(HNO,) foram preparadas por diluicao das respetivas solucoes comerciais concentradas:
HCI (~37%, grau analitico, Fluka), CH;COOH (conforme as especificacoes da USP, Sigma-
Aldrich) e HNO; (269% w/w, TraceSELECT®, Fluka, L'Isle d’Abeau Chesnes, Franca).

As solucoes de cloreto de potéassio (KCl), acetato de sédio (CH3;COONa) e
hidrogenoftalato de potassio (CsH;KO,, posteriormente referido pela abreviatura KHP)
foram preparadas por dissolucao em agua ultrapura dos respetivos sais: KCl (a.r., Chem-
Lab, Zedelgem, Bélgica), CH;COONa (ReagentPlus®, >99,0%, Sigma-Aldrich) e CsH;KO,
(99,95-100,05%, ACS, Sigma-Aldrich). As solucoes tampao HCI 0,2 M/KCl 0,2 M, HCI 0,1
M/KHP 0,1 M e CH;COOH 0,1 M/CH;COONa 0,1 M foram preparadas de acordo com as
proporcoes tabeladas [109].
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Solugdes stock dos restantes minerais autorizados a ser utilizados na produgao de
suplementos alimentares foram preparadas por dissolucao em agua ultrapura de um dos
respetivos sais que constam da lista de formas quimicas autorizadas (tabela 8).

Posteriormente, um volume adequado destas solugdoes stock foi adicionado

individualmente a solucoes de trabalho de Cr(III) 40 ug L, de modo a obter uma

concentracao final de cada mineral correspondente a sua DDR por litro (tabela 8).

Tabela 8 — Reagentes utilizados para a preparacgio das solugdes stock dos minerais autorizados a

ser utilizados na producio de suplementos alimentares.

. Concentraciao
Mineral Composto Marca
final
Calcio (Ca) CaCl» Sigma-Aldrich 800 mg L*
Magnésio .
MgSO, p.a., anidro, Merck 375 mg L!
(Mg)
Ferro (Fe) FeS0,.7H-0 puriss p.a., ACS, 299.5%, Fluka 14 mg L
Cobre (Cu) CuSO, puriss. p.a., anidro, >99.0%, Fluka 1mgL?
Todo (I) KIO, p.a., Merck 150 ug L
Zinco (Zn) (CH3C00)2Zn.2H-0 R.G., Riedel-de Haén, Seelze, Alemanha 10 mg L
Manganés )
(Mn) MnCl..4H-0 ACS, VWR Chemicals, Barcelona, Espanha 2mgL?
n
Potassio (K) KHCO, p.a., Merck 2000 mg L
Selénio (Se) Na»SeO, Sigma-Aldrich 55 ug L
Molibdénio Grau analitico, conforme a Ph. Eur., Riedel-de
Na:Mo00,4.2H20 . 50 ug L
(Mo) Haén, Seelze, Alemanha
Fluoreto (F) NaF PA-ACS-ISO, Panreac, Barcelona, Espanha 3,5 mg L1
ACS, conforme a Ph. Eur., VWR Chemicals,
Cloreto (Cl) NaCl o 800 mg Lt
Leuven, Bélgica
Fosforo (P) KH-PO, p-a., Merck 700 mg L!
ACS, ISO, conforme a Ph. Eur., Chem-Lab,
Boro (Bo) H3BO3 o 3mg L
Zedelgem, Bélgica
Silicio (Si) Si02.2H-0 LOBAL Chemie, Mumbai, India 525 mg L
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Prepararam-se também solucdes apenas com o mineral em estudo, sem Cr(III)
(ensaio branco) e uma solucao designada “MIX”, com todos os minerais autorizados. Para
a solucdo “MIX” o ensaio branco correspondeu a uma solu¢do com todos os minerais

autorizados, exceto o Cr(III).

No caso da solucao “MIX”, a concentracao final de K era ligeiramente superior a
DDR por litro devido a contribuicao dos sais utilizados para a preparaciao das solugoes
stock de fésforo e iodo (concentracao final de K = 2005 mg L*). O mesmo se verificou para
o Cl, devido a contribuicao dos sais utilizados para a preparacao das solucoes stock de Ca e

Mn (concentracao final de Cl = 813 mg L).

Na legislacdo atualmente em vigor nao se encontra definida uma DDR para o boro
(B) e para o silicio (Si). Ap6s uma breve pesquisa, pode verificar-se que, para o B, a
maioria dos suplementos alimentares apresenta uma quantidade de 3 mg por unidade de
dosagem (capsula, comprimido ou outros). No caso do Si, a quantidade deste mineral nos
suplementos é mais variavel, sendo que o maior valor encontrado foi de 525 mg. Assim, no
caso do B e do Si, estes minerais foram adicionados de modo a obter-se uma concentracao

final de 3 mg L e 525 mg L, respetivamente.

2.2, Instrumentacao

A determinacao de Cr foi efetuada por ICP-MS, utilizando um equipamento iCAP™
Q (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) equipado com um nebulizador
MicroMist™ (Glass Expansion, Port Melbourne, Australia), uma camara de nebulizacao
ciclonica (arrefecida por efeito de Peltier), uma tocha de quartzo (standard) e cones de
niquel. Como géas de nebulizacdo e plasmogénico foi utilizado argon de elevada pureza
(99.9997%) (Gasin II, Leca da Palmeira, Portugal). As condicoes tipicas de operacao do

equipamento encontram-se indicadas na tabela 9.
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Tabela 9 — Condicdes tipicas de operacao do equipamento ICP-MS.

Parametro Valor
Poténcia RF (W) 1548.6
Caudal argon arrefecimento (L/min) 14.0
Caudal argon auxiliar (L/min) 0.8
Caudal argon nebulizacao (mL/min) 1.01
Velocidade da bomba peristaltica (rpm) 40.0

Temperatura da camara de nebulizacio (°C) 2.7
Numero de réplicas 3.0

“Dwell time” (ms) 0.1

2.3. Ensaios em batch

O estudo da retencdo do Cr(III) e do Cr(VI) pela resina foi efetuado através de

ensaios em batch, de acordo com o seguinte procedimento:

1. 0,5 g de resina (lavada; ver atras) foram colocados em contacto com 9 mL
da solucao teste num tubo falcon de 15 mL;

2. Os tubos foram mantidos em agitacao durante 60, 30, 15 ou 5 minutos num
agitador (tal como representado na figura 9);

3. Findo o tempo de agitacio, 5 mL de solugio foram recolhidos e
centrifugados a 3000 rpm, durante 5 minutos;

4. A resina depositada no fundo dos tubos foi descartada;

5. Efetuou-se a quantificacdo de Cr no sobrenadante e na solucdo de trabalho
(sem ter estado em contacto com a resina), para posterior calculo da

percentagem de retencao.
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Figura 9 — Ensaios em batch. Tubos falcon com 0,5 g de resina e 9 ml da solucao teste no

agitador.

2.4. Ensaios em coluna

Para a construcao da coluna foram testados dois formatos de seringa: seringas de 5
mL, com 130 mm de didmetro (HSW, Tuttlingen, Alemanha), e seringas de 1 mL, com 0,5
mm de didmetro (B. Braun, Hessen, Alemanha). Na extremidade foi colocado um filtro de
polipropileno com poro de 12 mm (Supelco Analytical, Bellefonte, PA), de modo a impedir
a saida da resina. Uma suspensdo em tampao de 0,5 g de resina foi utilizada como
enchimento (figura 10). Os ensaios foram realizados de acordo com o seguinte

procedimento:

1. Etapa de lavagem: Aspirar no sentido ascendente 1 mL de HNO; 2%, 3
vezes;

2. Etapa de condicionamento: Aspirar no sentido ascendente 1 mL de
tampao, 2 vezes. Fazer passar 1 mL de tampao pela coluna, pressionando o
émbolo da seringa. Este tltimo mL era recolhido para anélise (determinacao de
Cr);

3. Passagem da amostra pela coluna: 2 mL da amostra foram feitos passar
pela coluna pressionando o émbolo da seringa de modo que o gotejamento
ocorresse a uma taxa de cerca de 2 mL/minuto, descartando o primeiro mL e

recolhendo o segundo para analise.
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Formato 1 Formato 2
Seringa 5 mL Seringa 1 mL

<« Embolo

Filtro
polipropileno <——— Filtro polipropileno

Figura 10 — Construcio das colunas utilizando dois formatos distintos de seringa.

Nos capitulos seguintes, a amostra antes da passagem pela coluna é designada

solucao IN, e a amostra apos passagem pela coluna é designada solucao OUT.

2.5. Pré-tratamento de amostras reais

Amostras de dois suplementos alimentares sélidos minero-vitaminicos, designados
SA1 e SA2, foram sujeitas a dois pré-tratamentos distintos. A composi¢do mineral de cada
amostra, de acordo com o indicado nos respetivos rétulos, encontra-se discriminada na

tabela 10.

2.5.1. Dissolucao em agua

Vinte comprimidos foram pesados e reduzidos a um pé fino num almofariz. A
massa de p6 correspondente a 200 pg de Cr (massa correspondente a dois comprimidos
para SA1, e massa correspondente a 5 comprimidos para SA2) foi quantitativamente
transferida para um balao volumétrico de 100 mL, cujo volume foi perfeito com agua
ultrapura (concentracao final de Cr = 2000 ug L*). Apos agitacao, o contetido do balao foi

centrifugado a 4000 rpm durante 10 minutos e o residuo insoluvel rejeitado.
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Tabela 10 — Composicdo mineral dos dois suplementos alimentares, de acordo com os respetivos

rotulos.

Produto Ingrediente Quantidade por comprimido % VRN

Selénio 250 ug 364
Magnésio 300 mg 80
SA1

Zinco 15 mg 150

Crémio 100 ug 250

Calcio 340 mg 43%

Fosforo 105 mg 15%

Magnésio 107 mg 29%

Ferro 4,2 mg 30%

Iodo 100 ug 67%

SA2 Cobre 500 ug 50%
Manganésio 2,4 mg 120%
Crémio 40 ug 100%
Molibdénio 50 ug 100%

Selénio 30 ug 55%

Zinco 5mg 50%

2.5.2. Solubilizacao acida

A solubilizacdo das amostras foi efetuada de acordo com o procedimento indicado
na Farmacopeia Americana para suplementos alimentares de picolinato de crémio
comercializados sob a forma de comprimidos [110]. Resumidamente, vinte comprimidos
foram pesados e reduzidos a um po6 fino num almofariz. A massa de comprimidos
correspondente a 200 pg de Cr (massa correspondente a dois comprimidos para SA1, e
massa correspondente a 5 comprimidos para SA2) foi transferida para um cadinho e
aquecida em mufla a 550 °C durante cerca de 8 horas. Apos arrefecimento, o contetido dos
cadinhos foi suavemente fervido numa placa de aquecimento com 60 mL de HCI 37%, e a
solucdo resultante transferida para um balao volumétrico de 100 mL, cujo volume foi

perfeito com agua ultrapura (concentracao final de Cr 2000 pug/L).
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Paralelamente, foram realizados ensaios controlo com uma massa de amido de
batata (Sigma-Aldrich) correspondente a massa de cada produto e adicdo de solucao de
Cr(III) ou Cr(VI) (spike), de modo a obter uma concentracao final de 2000 ug L* (figura

11). Esta adicao foi efetuada a partir de solucoes stock de Cr(III) e Cr(VI) 1,0 g L.

SAl SAl Amido + Cr(lll) Amido + Cr(VI)

SA2 SA2 Amido + Cr(ll1) Amido + Cr(VI)

Figura 11 — Esquema representativo das solubilizacoes acidas realizadas.

2.6. Calculo da percentagem de retencao

O calculo da percentagem de retencdo foi sempre efetuado comparando a
concentracao da solucao de trabalho sem ter estado em contacto com a resina com a

concentracao da mesma solucao apos o contacto com a resina.

Primeiramente, efetuou-se o calculo da percentagem de Cr que nao foi retido de

acordo com as seguintes equagoes:

Ensaios em batch

Concentracao de Cr no sobrenadante

Concentracao de Cr da solucao de trabalho X 100

% de Cr nao retido =

Ensaios em coluna

N ) Concentracao de Cr na solugao OUT
% de Cr nao retido = — — X 100
Concentracao de Cr na solucao IN
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Para as solucoes Cr(III)+Cr(VI), as percentagens de retencao foram calculadas de
forma diferente. Sendo que através de ICP-MS conseguimos quantificar apenas a
concentracdo de Cr total, o denominador das equacgdes correspondia a contribuicdao de
Cr(VI) para a concentracao total, tendo em conta a concentragao da solucao de Cr(VI) e da

solucao de Cr(III) das quais se partiu para a preparacao destas:

Ensaios em batch

Concentracao de Cr no sobrenadante

% 30 retido =
6 de Crndo retido Concentracao de Cr(VI) na solucao de trabalho %

100

Ensaios em coluna

Concentracao de Cr na solu¢cdo OUT

% A0 retido =
6 de Cr ndo retido Concentracao de Cr(VI) na solucao IN x

100

De seguida, a percentagem de retencao foi calculada a partir dos resultados das

equacoes anteriores, do seguinte modo:

% retencao = 100 - % de Cr nao retido

A eventual contribuicio do tampao e de outros componentes das solucoes (branco)
foi sempre subtraida aos valores das concentracdes de Cr obtidas. Para os ensaios com
solugoes de Cr(III), Cr(VI) ou Cr(IIT)+Cr(VI), as concentracoes obtidas nos sobrenadantes
(ensaios em batch) e nas solugdoes OUT (ensaios em coluna) foram subtraidos os valores

correspondentes ao branco do ensaio:

e Ensaios em batch: 9 ml de tampao em contacto com a resina;
e Ensaios em coluna: ultimo mL de tampao utilizado na etapa de

condicionamento.

No estudo do efeito da coexisténcia dos restantes minerais autorizados, o branco
correspondia ao ensaio realizado com uma solucao, em meio tampao, contendo apenas o
mineral em estudo, na auséncia de Cr(III). Para a solucao “MIX”, o branco correspondia
ao ensaio realizado com uma solucao, em meio tampao, contendo todos os minerais

autorizados exceto o Cr(III).
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3.1. Efeito do pH

No caso de um suplemento alimentar que contenha, por unidade de dosagem
(comprimido, capsula, entre outros), 100% da DDR de Cr (40 pg), a sua dissolucao em 100
mL de agua ou tampao, originaria uma solucdo com concentracao de 400 pg L. Assim,

esta foi a concentracao escolhida para iniciar os ensaios.

Para estudar a influéncia do pH na retencao do Cr(III) e perceber qual o pH 6timo
para obter o maximo de retencdo, foram realizados ensaios em batch com uma solugdo de
trabalho com concentracdo de 400 pg L de Cr(III), no intervalo de pH 2-10. O pH foi
ajustado com HCl 0,1 M ou NaOH 0,1 M, e os tubos contendo a solucao (9 mL) e a resina
(0,5 g) foram mantidos sob agitacao durante 60 minutos. O grafico da figura 12 apresenta

os valores médios das percentagens de retencao obtidas em funcao do pH.

100
90
80
70
60

50

Retencdo (%)

40
30
20

10

2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0
pH

Figura 12 — Efeito do pH na retencao de Cr(III) pela resina Metalfix-Chelamine. Ensaios em
batch, solugdes de Cr(III) 400 pg L, pH ajustado com HCl 0,1 M ou NaOH 0,1 M. Solucdes

mantidas em contacto com a resina e sob agitacao durante 60 minutos (n=2).

O pH ¢ o principal fator que influencia a retencao dos ides por parte das resinas
comumente utilizadas em processos de extracao em fase sblida. No caso da resina
Metalfix-Chelamine, a sua capacidade para complexar catioes é dependente da maior ou

menor protonacao dos atomos N do grupo funcional tetraetileno-pentamina.

Quando o pH aumentou de 2,0 para 2,2, verificou-se um aumento abrupto na

percentagem de retencao do Cr(III). No intervalo de pH 2,2-6,0 observaram-se
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percentagens de retencao muito proximas de 100%, e a partir de pH 6,0 essa percentagem
de retencao foi diminuindo progressivamente. Assim, o intervalo de pH 2,2-6,0 foi
considerado como o intervalo 6timo para a retencdo de Cr(III), dentro do qual se

realizaram os ensaios seguintes.

Em solucdo aquosa, para valores de pH entre 2,2 e 4,0, o Cr(IIl) existe

maioritariamente sob a forma do complexo Cr(H20)2+. Para pH entre 4,0 e 5,0, este
complexo sofre hidrélise originando os produtos Cr(OH)(H,0)z", Cr(OH)2(H2O)Z e
Cr(OH)g. As espécies carregadas positivamente, poderao ser retidas na resina através da

ligacao formada entre o Cr (dtomo central do complexo) e os eletroes desemparelhados
dos atomos de N da resina. No entanto, e tal como ira ser referido nos proximos topicos, €
importante ter em consideracao que na presenca de outras espécies, por exemplo, ligandos

capazes de quelatar o Cr(III), outras espécies de Cr(III) podem também formar-se.

3.2. Efeito da composicao do tampao

A utilizacdo de uma solucao tampao permite-nos simplificar o processo de ajuste
do pH e garantir que este permanece estavel. Assim, foi testado o efeito de diferentes
sistemas tampao dentro do intervalo de pH 6timo para a retengao de Cr(I1I). Procurou-se
também verificar se era possivel obter a total discriminacao entre Cr(III) e Cr(VI). Para o
efeito, realizaram-se ensaios em batch com solucoes de trabalho de Cr(III) 400 ug Lt e de
Cr(VI) 400 pg L, tamponadas com trés sistemas tampao distintos. As solucées foram
mantidas em contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos e os respetivos
valores médios das percentagens de retencao foram representados em graficos em funcao
do pH.

3.2.1 Tampao HCI/KCIl

O tampao HCI/KCI possui capacidade tampao 6tima no intervalo de pH 1,0-2,2. No
entanto, através da adicao de algumas gotas de NaOH 0,1 M é possivel deslocar o pH para
valores ligeiramente mais elevados. Tal foi efetuado para o intervalo de pH 2,3-2,5. Os
valores médios das percentagens de retencao obtidas encontram-se representados no

grafico da figura 13.
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Figura 13 — Efeito do pH na retencao de Cr pela resina Metalfix-Chelamine. Ensaios em batch,
com solugoes de 400 ug L1 de Cr(III) ou de Cr(VI), tamponadas com HCI/KCl e mantidas em

contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos (n=2).

Apesar de, a partir de pH 2,3, j4 estarmos a trabalhar fora da gama de pH ideal
para o funcionamento deste sistema tampao, a sua utilizacdo foi testada no sentido de
evitar a introducdo de outras solucbes tampao com compostos organicos. Tal como ja
referido, alguns compostos organicos podem formar complexos com o Cr(III) e ser

também responsaveis pela reducao de Cr(VI) a Cr(III).

Tal como observado nos ensaios anteriores (ajuste de pH com HCl 0,1 M ou NaOH
0,1 M), quando o pH aumentou de 2,0 para 2,2 verificou-se um aumento abrupto na
percentagem de retencao do Cr(III), e a partir de pH 2,2 atingiu-se o maximo de retencao,
com valores entre 90 e 95%. Neste intervalo de pH, quando em solugdo aquosa pura, o

Cr(III) existe maioritariamente sob a forma do complexo Cr(H,0)3", espécie carregada

positivamente, passivel de ser retida pela resina.

No caso das solucoes de Cr(VI), verificou-se um comportamento exatamente
oposto. Ao aumentar o pH de 2,0 para 2,2, a percentagem de retencdo diminuiu
abruptamente, e a partir de pH 2,3 permaneceu praticamente constante, num valor

bastante proximo de 0%. Neste intervalo de pH, e atendendo a concentracao de Cr(VI) na
solugdo (< 0,01 mol L1), a espécie maioritariamente presente ¢ HCrO,, uma espécie

carregada negativamente, nao suscetivel de ser complexada pelo grupo funcional

tetraetileno-pentamina.
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De acordo com estes resultados, no intervalo de pH 2,3-2,5 era possivel obter uma

discriminagao praticamente completa entre as duas espécies. No entanto, a utilizacao

deste tampao apresentava alguns problemas:

O intervalo de pH 2,3-2,5 encontra-se fora da gama de pH ideal para o
funcionamento deste sistema tampao, ou seja, a sua capacidade para tamponar
as solucoes (isto é, o seu “poder tampao”) é menor, o que pode condicionar os
resultados;

A necessidade de adicionar NaOH 0,1 M para fazer subir ligeiramente o pH
complica o procedimento, introduzindo mais uma etapa na manipulacao das
solucoes;

Em ICP-MS, frequentemente observam-se importantes interferéncias de
natureza espetroscopica, provocadas por ides atdmicos ou moleculares que
possuem a mesma relacdo massa/carga (m/z) que o analito de interesse. Os
i0es poliatomicos podem ter origem nos gases da atmosfera, nos gases usados
para produzir o pasma, na matriz das amostras e nos reagentes adicionados,
sendo responsaveis por gerar interferéncias que o equipamento e/ou o software
nao sao capazes de corrigir [21, 111]. No caso da determinacao de Cr, todos os
seus isOtopos sao afetados por uma grande variedade de interferéncias
poliatdbmicas. Para as determinacbes analiticas recorre-se geralmente ao
isdtopo 52Cr por ser o mais abundante. Para este is6topo, algumas das
interferéncias poliatomicas resultam da presenca de cloreto (Cl-) na solucao,
anido presente neste sistema tampao, que pode levar a formacao de ides

também com a razao m/z = 52, como 35CI*°*O*H+, 37CI*sN* ou 35CI*7O+ [111].

3.2.2 Tampao HCl/KHP

O tampao HCI/KHP foi testado para tamponar as solugoes de 400 pg L de Cr(I111)

ou Cr(VI) no intervalo de pH 2,2-3,0. Os valores médios das percentagens de retencao

obtidas encontram-se representados no grafico da figura 14

Neste intervalo de pH, em solucdo aquosa pura, o Cr(III) continua a estar

maioritariamente presente sob a forma de Cr(H20)3+, e o Cr(VI) sob a forma de HCrO,.

No entanto, comparando estes resultados com os obtidos nos ensaios anteriores, verifica-

se uma importante diminuicdo na retencao de Cr(III) e um aumento significativo na

retencao de Cr(VI).
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Figura 14 — Efeito do pH na retencao de Cr pela resina Metalfix-Chelamine. Ensaios em batch,
com solugoes de 400 ug Lt de Cr(III) ou de Cr(VI), tamponadas com HCI/KHP e mantidas em

contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos (n=2).

O KHP (hidrogenoftalato de potassio) utilizado para a preparacdo deste sistema
tampao é um sal do acido ftalico. A formacao de complexos entre o acido ftalico e o Cr(I1I)
encontra-se descrita na literatura para o intervalo de pH 1-4 [112]. O 4cido ftalico formara
um anel quelante de sete lados quando coordenado com o ido metélico, atuando como um

ligando bidentado (figura 15) [112].

Figura 15 — Complexo Cr(III)-acido ftalico (adaptado de [112]).
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No intervalo de pH 1-2, este complexo parece existir na proporc¢ao 1:1 (1 ido Cr(I1I)
para 3 acidos ftalicos), enquanto no intervalo de pH 2,8-3, existe na proporcao 1:3 (1 ido
Cr(III) para 3 acidos ftalicos). A formacao destes complexos (quelatos) foi inclusivamente
utilizada para permitir a separacdo cromatografica de Cr(III) e Cr(VI) e a pré-
concentracdo de Cr(III) em colunas C,;s [113]. Para uma solucdo de Cr(III), com
concentracao de 1,0 ug mL?, niveis relativamente baixos de ftalato (na ordem dos 3 mmol
L) permitiram a adsorcao de 100% do Cr(III) presente. A formacado destes complexos
podera explicar a diminuicao verificada na retencao de Cr(III), sendo que este deixa de

estar presente numa forma disponivel para a retencao pela resina.

O aumento da retencdo do Cr(VI) podera ser explicado pela ocorréncia da sua
reducado a Cr(III), com posterior retencao pela resina. A reducao do Cr(VI) a Cr(III) esta
descrita na presenca de compostos organicos [15, 23]. O Cr(VI), em meio acido, é um
agente altamente oxidante, sendo capaz de oxidar a matéria organica e consequentemente
ser reduzido, passando ao estado de oxidacao Cr(III). O KHP é um composto organico
facilmente oxidavel tendo em consideracao as ligacoes duplas presentes no seu anel
benzénico. A ocorréncia desta conversao pode justificar o grande aumento observado na

percentagem de retencao para as solucoes de Cr(VI).

3.2.3. Tampao CH;COOH/CH;COONa

O tampao CH;COOH/CH;COONa foi utilizado para tamponar solucoes de 400 pg
L+ de Cr(III) ou Cr(VI) no intervalo de pH 4,0-4,8. As percentagens de retencao obtidas
encontram-se representadas no grafico da figura 16. Ao contrario do que acontecia nos

dois sistemas tampao testados anteriormente, para este intervalo de pH, em solucao

aquosa pura, o Cr(III) encontra-se sob a forma de Cr(OH)(H,0)z", Cr(OH)z(Hzo)I e

Cr(OH)g.

Para as solucoes de Cr(III) verificou-se uma percentagem de retencao muito
proxima de 100% (entre 96-97%) e praticamente constante em todo o intervalo de pH
testado. Estes resultados estao de acordo com os obtidos anteriormente (simples adicao de
HCl ou NaOH), estando os valores de pH testados incluidos no intervalo de pH
anteriormente considerado como 6timo para a retencao de Cr(III). Apesar de o Cr(III) se
poder encontrar sob a forma de outras espécies quimicas, tal nao parece influenciar a sua
retencao por parte da resina. O facto de nao se ter obtido uma percentagem de retencio de
exatamente 100% pode corresponder a uma contaminacao dos sobrenadantes e nao a uma

parte do Cr(III) da solucao original que nao esteja a ser retido.
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Figura 16 — Efeito do pH na retencio de Cr pela resina Metalfix-Chelamine. Ensaios em batch,
com solugoes de 400 ug Lt de Cr(III) ou de Cr(VI), tamponadas com CH;COOH/CH;COONa e

mantidas em contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos (n=2).

A pequena retencao de Cr observada no caso das solugoes de Cr(VI) pode mais uma
vez ser justificada pela presenca de compostos organicos, o acido acético e o acetato.
Assim sendo, e tendo em conta que este se encontra numa concentracdo muito superior a
do Cr(VI), é possivel que seja responsavel por provocar alguma reducao a Cr(III). No
entanto, a retencao foi muito inferior a observada com o tampao HCl/KHP. Comparando a
estrutura quimica do KHP, do CH;COOH e do CH;COONa (figura 17), verificamos que o
primeiro é teoricamente mais suscetivel a ocorréncia de oxidacao por parte do Cr(VI)
devido a presenca de ligacoes duplas. Se a conversao do Cr(VI) a Cr(III) ocorrer em maior
extensao no meio tampao com KHP, fica justificado que a percentagem de retenc¢ao de Cr
nas solucoes de Cr(VI) também tenha sido superior neste tampao (HCI/KHP)
relativamente ao tampao CH;COOH/CH;COONa. No entanto, a confirmacdo da
ocorréncia desta conversao — reducao do Cr(VI) a Cr(III) — exige a realizacdo de ensaios

adicionais.

Tendo em conta as desvantagens apresentadas pelos sistemas tampao KCI/HCI e
HCI/KHP, e os bons resultados observados com o tampao CH;COOH/CH;COONa (apenas
uma pequena conversao de Cr(VI) a Cr(III), mas numa extensao muito inferior a
verificada no tampao HCI/KHP), este foi o escolhido para a realizacdo dos ensaios
seguintes. Optou-se pela realizacdo dos ensaios a pH 4,6, sendo que este se encontra a

meio do intervalo de pH testado.
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Figura 17 — Estruturas quimicas do KHP, do acetato de s6dio e do 4cido acético.

3.3. Efeito da concentracao de Cr

Foram realizados ensaios em batch com solucoes de Cr(III) e Cr(VI) a 400 ou 40
ug L1. Aumentar a diluicao das solucoes, passando para uma concentracao final de Cr de
40 pg L7, permite, aquando da analise de amostras reais (solugdes resultantes da
solubilizaciao de produtos comerciais — suplementos alimentares disponiveis no mercado)
minimizar os possiveis efeitos provocados pela matriz. Além disso, sendo o limite de
detecdo da técnica de ICP-MS tipicamente inferior a 1 ug L, esta menor concentracao
continua a ser suficiente para efetuar a quantificacdo de Cr através desta técnica. As
solucoes foram tamponadas com CH;COOH/CH;COONa a pH 4,60 e mantidas em
contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos. Os valores médios das

percentagens de retencao obtidas encontram-se na tabela 11.

Tabela 11 — Efeito da concentracao na retencio de Cr pela resina Metalfix-Chelamine. Ensaios em
batch, solugbes tamponadas com CH;COOH/CH;COONa e mantidas em contacto com a resina sob

agitacdo durante 60 minutos (n=2).

Solucao Concentracao (ugLt) Retencao (%)

40 96,80 + 0,47
Cr(III)

400 98,37 + 0,04

40 7,46 + 0,28
Cr(VI)

400 6,03 £ 0,63
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Tendo em conta que os ensaios apenas foram realizados em duplicado, nao se
justifica a aplicacao de testes estatisticos para comparacao de resultados. Se compararmos
as percentagens de retencao obtidas para as solucoes de 40 ug L com as percentagens
para as solucoes de 400 pg L, verificamos que os valores variam no maximo dois pontos
percentuais. Assim, parece poder-se concluir que no intervalo 40-400 ug L* a taxa de

retencao do Cr pela resina é independente da concentracao.

3.4. Efeito da coexisténcia de Cr(III) e Cr(VI)

Nesta fase de desenvolvimento do trabalho, realizaram-se também ensaios em
batch com solucoes Cr(III)+Cr(VI). Tal como anteriormente descrito (ver materiais e
métodos), estas sao solugoes mistas, contendo 40 ug L ou 200 ug L* de cada uma das

espécies. Na tabela 12 encontram-se as médias das percentagens de retencao obtidas.

Tabela 12 — Efeito da coexisténcia de Cr(III) e Cr(VI) na retenc¢ao de Cr pela resina Metalfix-
Chelamine. Ensaios em batch, solu¢does tamponadas com CH;COOH/CH;COONa e mantidas em

contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos (n=2).

Solucao Concentracio de cada espécie (ug L1) Retencao (%)
40 10,07 + 0,13
Cr(II1)+Cr(VI)
200 8,61 + 0,52

Tal como verificado nos ensaios anteriores, a concentracao das espécies parece nao
exercer uma influéncia significativa na percentagem de retencao, tendo-se verificado uma
diferenca de apenas dois pontos percentuais entre as solu¢oes com concentracao de 40 ug

Le as solucoes com concentracao de 200 ug L.

A percentagem de retencio no caso das solugdes de Cr(III)+Cr(VI) foi calculada
relativamente a contribuicdo de Cr(VI) para a concentracio total de Cr na solucdo em
estudo. Comparando os resultados obtidos para a solugao Cr(III)+Cr(VI) 40 ug L* com os
obtidos para as solucoes apenas com Cr(VI) 40 ug L (ver tabela 11), verifica-se que ha um
aumento de cerca de trés pontos percentuais. Além de pouco significativa, esta diferenca
pode dever-se também a uma pequena percentagem de Cr(III) que nao tenha ficado
retida. O que esta de acordo com os resultados anteriormente obtidos, sendo que a
percentagem de retencao para as solucoes apenas com Cr(III) também nunca atingiu
exatamente os 100%. Assim, pode concluir-se que a coexisténcia de Cr(III) e Cr(VI) parece

ndo causar uma interferéncia relevante na retencdo de Cr(III) por parte da resina.
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3.5. Efeito da coexisténcia de outros minerais

Sendo o objetivo final deste trabalho a aplicacdo da metodologia desenvolvida na
confirmacao de que o Cr presente em suplementos alimentares se encontra sob a forma de
Cr(III), um dos fatores que importava estudar era o eventual efeito da possivel

coexisténcia dos restantes minerais autorizados a ser incorporados na sua composicao.

Tal como ja descrito, os minerais foram adicionados individualmente a solucées de
Cr(I1I) 40 pg L, cujo ensaio branco correspondeu a solucao contendo apenas o mineral
em estudo. Foi também preparada uma solugdo “MIX”, contendo todos os minerais
autorizados nos suplementos alimentares, cujo ensaio branco correspondeu a uma solucao
com todos esses minerais, exceto o Cr(III). Em paralelo realizaram-se sempre ensaios
controlo, com solucées de Cr(III) 40 ug L, de modo a assegurar que todas as condicoes
experimentais (estado da resina, pH das solucOes, entre outras) necessarias para a
retencdo do Cr(III) eram cumpridas. As solugdes foram tamponadas a pH 4,6 com o
tampao CH;COOH/CH;COONa e mantidas em contacto com a resina sob agitacao durante

60 minutos.

A percentagem de retencdo obtida no ensaio controlo [solucdo contendo apenas
Cr(I11)] foi considerada como 100%. Os valores médios das percentagens de retencao para
cada uma das solugoes com cada mineral em estudo foram normalizados relativamente a
percentagem para o ensaio controlo e encontram-se representados no grafico da figura 18.
O efeito de cada mineral foi considerado uma interferéncia sempre que a sua presenca
originava uma diferenca de + 5% relativamente a solucdo contendo apenas Cr(III),

encontrando-se esse limite representado pelas linhas a vermelho no grafico.

O Na, tal como o B e o Si, ndo possui uma DDR definida, sendo frequentemente
encontrado nos suplementos alimentares proveniente de compostos adicionados como
fonte de outros minerais (iodeto de sodio, cloreto de s6dio, molibdato de s6dio, entre
outros), em concentracoes muito variaveis. Considerando que este elemento ja se
encontrava presente nas solucoes em estudo, proveniente do tampao utilizado
(CH;COOH/CH3COONa), inclusivamente numa concentracao elevada (2,3 g L), nao se

considerou necessario realizar ensaios individuais para avaliar a sua influéncia.
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Figura 18 — Efeito da coexisténcia dos restantes minerais (autorizados a ser introduzidos nos
suplementos alimentares) na percentagem de reten¢ao do Cr(III) pela resina Metalfix-Chelamine.
Ensaios em batch, solugdes tamponadas com CH3COOH/CH3COONa a pH 4,60, e mantidas em

contacto com a resina sob agitacdo durante 60 minutos (n=2).

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que apenas os minerais Cl, P e Mg
mostraram causar uma ligeira interferéncia na retencao do Cr(III). O Cl e o P encontram-
se em solucdo sob a forma ani6es, nao podendo ser complexados pela resina. Ja o Mg é um

metal alcalinoterroso, para o qual a resina ndo apresenta afinidade.

O estudo da formacao de pares i6nicos mistos entre o Cr(I11I), o OH- e os principais
anides presentes em adguas do mar ja foi efetuado por Edelfier e seus colaboradores [114] e
por Turner e seus colaboradores [115]. Através destes estudos, verificou-se, por exemplo,
que espécies como [CrCI(H.0),OH*] podiam representar até 0,1% do total das espécies de
Cr(III) presentes [114]. A formacdo deste tipo de espécies, mesmo que em pequena
quantidade, podera explicar a ligeira interferéncia provocada pela presenca de Cl,
afetando a retencao do Cr(III) por parte da resina. No caso do tampao HCI/KCI, este
problema pode nao ter surgido tendo em consideragao que estavamos a trabalhar a um pH
mais baixo, e consequentemente mais distante do pH da 4gua do mar, onde a formacao
destas espécies pode nao se verificar, ou ocorrer numa taxa ainda inferior. Para o Mg,

encontra-se também descrita a formacao de pares idonicos como [CriMg-x:.5](OH)5[116].
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Em meio aquoso, o P também existe sob a forma de anido podendo estar envolvido
na formacao de complexos com o Cr(III). Tal foi ja descrito para alguns nucleétidos, cujos
grupos fosfato se mostraram capazes de formar complexos com o Cr(III) [117], o que
poderia explicar a diminuicdo da percentagem de retencao, nao estando o Cr(III) livre

para a ligacao a resina.

As interferéncias referidas nao se observaram na solucao “MIX”. Durante a sua
preparacdo (adicao sucessiva das varias solugdoes dos minerais individuais) verificou-se a
formacio de um precipitado. E possivel que nestas condicdes os minerais interferentes
precipitem, deixando de estar presentes em solucao e de provocar qualquer efeito na
retencdo do Cr(III). Esta é uma forte possibilidade para o fosfato, cujos compostos

apresentam na sua maioria baixa solubilidade [118].

A formacao deste precipitado implica que, ao passarmos para a aplicacao a uma
amostra real de um suplemento alimentar, possa ocorrer a precipitacdo de alguns dos
minerais presentes. Tal, no entanto, acaba por representar uma vantagem, em nada

comprometendo a discriminacao entre Cr(III) e Cr(VI).

3.6. Efeito do tempo de contacto

No sentido de otimizar o tempo de contacto da solucao com a resina, realizaram-se
ensaios em batch com tempos de contacto (sob agitacao) inferiores aos 60 minutos que
tinham vindo a ser aplicados. Os valores médios das percentagens de retencao obtidas

para as solucoes de Cr(III) e Cr(VI) encontram-se representadas no grafico da figura 19.
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Figura 19 — Efeito do tempo de contacto na percentagem de reten¢ao de Cr pela resina
Metalfix-Chelamine. Ensaios em batch, solucées tamponadas com CH3COOH/CH3COONa a pH

4,6 e mantidas em contacto com a resina sob agitacdo durante 5, 15 ou 30 minutos (n=2).

Os ensaios foram realizados para os dois niveis de concentracio (40 e
400 pg L1). Tal como nos ensaios anteriores, obtiveram-se percentagens de retencao

praticamente iguais para as duas concentracgoes.

Para o Cr(III) a retencdo mostrou-se constante e muito proxima de 100%
independentemente do tempo de contacto da solucdo com a resina. No que diz respeito
aos ensaios com as solucoes de Cr(VI), a percentagem de retencao diminuiu a medida que
diminuiu o tempo de contacto com a resina, caindo para valores inferiores a 5% para um
tempo de contacto de 5 min. A resina é constituida por matéria organica, podendo
também promover a reducao do Cr(VI) a Cr(III). Assim, conclui-se que menores tempos

de contacto favorecem a discriminacao entre os dois estados de oxidagao.

A influéncia do tempo de contacto foi também estudada para a solugao “MIX”
(todos os minerais autorizados nos suplementos alimentares), tendo-se verificado a
mesma tendéncia, ou seja, a percentagem de retencao do Cr(III) mantém-se muito

proxima de 100%, independentemente do tempo de contacto (figura 20).
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Figura 20 — Efeito do tempo de contacto na percentagem de retenc¢ao do Cr(III) pela resina
Metalfix-Chelamine para a solu¢do MIX (solucao contendo todos os minerais autorizados nos
suplementos alimentares). Ensaios em batch, solu¢oes tamponadas com CH;COOH/CH3;COONa a

pH 4,6 e mantidas em contacto com a resina sob agitacio durante 5, 15 ou 30 minutos (n=2).

3.7. Ensaios em coluna

De modo a obter um arranjo experimental mais facilmente automatizavel,
realizaram-se ensaios em coluna, recorrendo ao enchimento, com a mesma massa de
resina utilizada nos ensaios em batch (0,5 g), de seringas com dois formatos distintos
(figura 21). Nestes ensaios foram testadas solugoes de Cr(III) e Cr(VI) com concentracao
de 40 ug L. As solucoes foram tamponadas com CH;COOH/CH;COONa a pH 4,6 e feitas
passar pela coluna a um caudal de aproximadamente 2 mL/min. As médias das

percentagens de retencgao obtidas para os dois formatos encontram-se na tabela 13.
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Formato 1 Formato 2
Seringa 5 mL Seringa 1 mL

Figura 21 — Formatos de seringa utilizados para a construcao das colunas.

Tabela 13 — Valores médios das percentagens de reten¢io obtidas nos ensaios em coluna com os

dois formatos de seringa (n=2).

Formato Soluciao Retencao (%)

Cr(III) 66,16 + 1,72

Cr(VD) 4,37 £ 0,69

Cr(I11) 97,44 + 0,46

Cr(VI) 0,41 £ 0,03

Neste tipo de procedimento, a medida que a solucdo vai passando ao longo da
coluna vao-se estabelecendo sucessivos equilibrios. No seu percurso, a solucdo vai
contactando sucessivamente com resina que ainda nao teve qualquer contacto com Cr(III),
encontrando-se completamente livre para o complexar, aumentando assim a possibilidade
de todo o Cr(III) presente na solucao ser retido. Ou seja, era de esperar que a percentagem

de retencao do Cr(III) pudesse ser consistentemente muito proéxima de 100%.

No caso do formato 1, a percentagem de retencdo mostrou-se bastante variavel
(desvio padrao elevado) e inferior aos valores obtidos nos ensaios em batch, enquanto
para o formato 2 se aproximou dos valores obtidos nesses mesmos ensaios. Um fator

importante neste tipo de procedimento é a altura do enchimento da coluna. Em colunas
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mais altas, maior sera o trajeto que a solucao tera de percorrer, contactando com mais
resina disponivel para a complexacdo do Cr e aumentando a probabilidade de o mesmo
ficar completamente retido. No formato 1 a altura da coluna era bastante inferior a do
formato 2, o que pode justificar os diferentes resultados obtidos. Para o formato 2, além da
retencao praticamente total do Cr(III) verificou-se uma retencao quase nula do Cr(VI). As
solugoes utilizadas nestes ensaios foram preparadas no dia da realizacdo dos mesmos, de
modo a minimizar qualquer efeito resultante do seu envelhecimento, nomeadamente a
eventual conversao do Cr(VI) a Cr(III) por acao dos compostos organicos do tampao. Além
disso, relativamente aos ensaios em batch, o tempo de contacto da solucao com a resina
também foi inferior, o que pode adicionalmente contribuir para minimizar a taxa de
reducao do Cr(VI).

Face a estes resultados, o procedimento em coluna com o formato 2 mostrou ser o
mais adequado para a completa discriminacdo entre as duas espécies de Cr. Depois de
alguns ajustes com vista a ultrapassar algumas dificuldades inicialmente encontradas, o
procedimento consistia no seguinte (figura 22):

1. Etapa de lavagem — aspirar (no sentido do encaixe da agulha para o émbolo)

1mL de HNO; 2% e rejeitar (no sentido oposto), por trés vezes;

2. Etapa de condicionamento — repetir o procedimento anterior com solucao
tampao CH;COOH/CH;COONa, por duas vezes. De seguida, retirar o émbolo,
encher a seringa com 1 mL de solugdo tampao e forcar a passagem pela resina.
Recolher este ultimo mL para anélise;

3. Passagem da amostra através da coluna — retirar o émbolo, encher a
seringa com 1 mL de solucao amostra, recolocar o émbolo e forcar a passagem
da solucao pela resina a um caudal baixo (aproximadamente 2 mL min?).
Rejeitar o primeiro mL de solucao que passou pela coluna e repetir o

procedimento recolhendo a solugdo para andlise (determinacao de Cr).

Ao longo da realizacdo dos ensaios, verificou-se que, por vezes, ndo era possivel
recolher por completo o dltimo mL de tampao da etapa de condicionamento. Assim, o

primeiro mL de amostra era rejeitado de modo a evitar possiveis efeitos de diluicao.

As principais dificuldades encontradas relacionaram-se sobretudo com a pressao
que era necessario exercer no émbolo para forcar a passagem das solucoes. No entanto,
esse problema praticamente desaparecia se se efetuasse a lavagem e o condicionamento da
coluna de acordo com o procedimento atras descrito. De referir também que entre as
etapas de lavagem (com acido) e condicionamento (com solucao tampao) se observava

uma alteracdo significativa na altura da coluna (volume de enchimento), devido a
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contracao da resina a pH muito acido e expansao a valores de pH mais elevados (figura

23).

@ Etapa de lavagem

1mL HNO3 2%
3 vezes

1. Aspirar 2. Rejeitar

@ Etapa de condicionamento

1mL CH3COOH/CH3COONa 1mL CH3COOH/CH3COONa
2 vezes 1vez
3. Fazer
1. Aspirar 2. Rejeitar passar sob
| 1T press3o

’y |

® Passagem da amostra

1 mL amostra
2 vezes

H
¥

Figura 22 — Procedimento final para a realizacao dos ensaios em coluna.

1. Fazer
passar sob
pressao
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Etapa de lavagem Etapa de condicionamento

Figura 23 — Aspeto da coluna (formato 2) ap6s lavagem com acido (esquerda) e apos

condicionamento com tampao (direita).

Futuramente poderia optar-se pela construcao de colunas utilizando materiais
mais resistentes (por exemplo, metal), ou a automatizacdo do processo em sistemas de

fluxo, de modo a tornar o procedimento mais expedito.

3.8. Pré-tratamento de amostras reais

No caso de amostras reais de suplementos alimentares, torna-se necessario

introduzir uma etapa de pré-tratamento que permita:

e Solubilizar as amostras so6lidas, se nao completamente, pelo menos o
composto ou compostos de Cr nelas presentes;

e Garantir que o Cr(III) em solucao se encontra numa forma que o torna

suscetivel de ser retido na resina.

Para o efeito, foram aplicados dois pré-tratamentos a duas amostras solidas:
dissolucao em agua e solubilizacao acida, de acordo com o procedimento indicado na
Farmacopeia Americana para a analise de suplementos alimentares de picolinato de

cromio comercializados sob a forma de comprimidos [110].
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3.8.1. Dissolucao em agua

A dissolucao em 4agua foi testada por representar o procedimento mais simples,
ndo implicando o recurso a outros reagentes que possam provocar a ocorréncia de
interconversoes entre Cr(III) e Cr(VI). Num almofariz, vinte comprimidos de cada um dos
produtos foram reduzidos a um po6 fino. Posteriormente, a massa correspondente a dois
comprimidos para SA1, e a massa correspondente a cinco comprimidos para SA2, foram
dissolvidas em 100 mL de agua ultrapura. Por fim, as amostras foram diluidas com HNO,
2% para determinacdo da concentracao total de Cr, cujos valores obtidos se encontram na

tabela 14.

Tabela 14 — Concentracdo de Cr total obtida ap6s dissolucao em dgua de duas amostras de

suplementos alimentares (n=2).

Amostra Concentracio de Cr total (ug L)

SA1 2003 + 82

SA2 39,2 +£1,1

Para o produto SA1, a concentracao obtida estava de acordo com a quantidade de
Cr rotulada, tendo este pré-tratamento (simples dissolucdo em H.O) mostrado ser
suficiente para promover a passagem para a solucao de todo o Cr presente na amostra.
Para o produto SA2, obteve-se um valor de concentracio de Cr muito inferior a

quantidade rotulada. Assim, colocam-se duas hipoteses:

e O produto encontrava-se mal rotulado;
e A dissolucdo da amostra em agua nao foi suficiente para garantir a

dissolucao de todo o Cr presente.

Na tabela 15 indicam-se as formas em que o Cr(III) esta autorizado a ser incluido

nos suplementos alimentares e a respetiva solubilidade em agua.
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Tabela 15 — Compostos de Cr(III) autorizados a ser utilizados na producio de suplementos

alimentares e respetivas solubilidades.

Composto Solubilidade do composto em agua Referéncia

Insolavel em agua fria

Cloreto de cromio (I1I) Levemente solivel em 4gua quente [119, 120]

(1,0 x10° - 1,0 x 107 ug L)

Levemente solavel
Lactato de cromio (III) trihidratado [120, 121]
(1,0 x10° - 1,0 x 107 ug L)

) . Soltvel
Nitrato de cromio [119, 120]
(3,3x107-1,0x 108 ug L)

Praticamente insolavel

Sulfato de crémio (III) [122]
(<100 pg L)
Picolinato de crémio 2,5x 105 ug Lt (pH =7) [123]
Leveduras enriquecidas em créomio Dados nao disponiveis -

De acordo com os valores apresentados, a dissolucao das amostras solidas, apos a
sua reducdo a po, em 100 mL de 4gua ultrapura, é teoricamente suficiente para garantir a
solubilizacdo dos seguintes compostos de Cr(III): lactato de crémio (III) trihidratado,
nitrato de crémio e picolinato de cromio. Tendo em consideracao as quantidades em que o
Cr(III) é normalmente adicionado aos suplementos alimentares (entre 50 e 200 ug), a

solubilidade destes compostos € suficiente para garantir a sua dissolucao em agua.

No caso do cloreto de cromio (III), a dissolucao em agua tera de ser efetuada sob
aquecimento. Para o sulfato de cromio (III), a dissolucdo em agua também podera ser
suficiente desde que o suplemento contenha menos de 100 pg deste composto.
Finalmente, para as leveduras enriquecidas em crémio, nao existe este tipo de informacao
relativamente a solubilidade do Cr nelas presente. No entanto, tratando-se de células, sera
eventualmente necessaria a realizacdo de um procedimento que garanta a lise das mesmas

e a separacao do Cr(III) de componentes celulares aos quais esteja ligado.

Sendo que para a amostra do produto SA1 se verificou a dissolucao total do Cr
presente, a solucao foi posteriormente submetida a ensaios em batch. Para o efeito, foi
diluida em solucao tampao de CH;COOH/CH3;COONa (pH 4,6) de modo a obter uma
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concentracao final de Cr de 40 pg L. O tempo de contacto com a resina foi de 5 minutos,
sob agitacdo, como anteriormente descrito. Obteve-se uma percentagem de retencao

muito baixa, de 4,13% + 0,28% (n=2), colocando-se entao duas possibilidades:

e O Cr presente no produto foi incorporado sob a forma de Cr(VI), ou seja, sob a
forma de compostos nao autorizados;

e O Cr(III) foi incorporado sob a forma de picolinato de cromio, o que explicava
que a dissolucdo completa do composto tivesse ocorrido, mas ndo a

complexacao do Cr(III) por parte da resina.

Enquanto o lactato de cromio (III) e o nitrato de cromio sdo sais cuja dissociagao
em agua deixa o ido Cr3* livre em solugao, disponivel para interagir com a resina, o0 mesmo
nao se verifica no caso do picolinato de cromio. Neste composto, o Cr(III) encontra-se
complexado por trés moléculas de picolinato (figura 23). Isto significa que, apesar de o
composto ser solivel em agua, o Cr(III) permanece complexado, o que parece nao
permitir a sua interacdo com a resina. A aplicacao de condi¢Oes mais drasticas para a

dissolucao do composto podera ser necessaria para garantir a sua dissociacao.

Assim, conclui-se que a dissolu¢do em agua nao é aplicavel a todos os tipos de
suplementos, mas apenas naqueles em que o Cr(III) tenha sido adicionado sob a forma de

um sal soluvel.

Figura 24 — Estrutura quimica do picolinato de crémio.
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3.8.2. Solubilizacao acida

Apoés a solubilizacdo acida das amostras dos produtos SA1 e SA2, as solugoes foram
diluidas com HNO; 2% para a determinacao da concentragao de Cr total, cujos resultados

obtidos se encontram na tabela 16.

Tabela 16 — Concentragio de Cr total obtida ap6s a solubilizagdo acida de duas amostras de

suplementos alimentares (n=2).

Amostra Concentracao de Cr total (pg L)

SA1 1956 + 80

SA2 1927 + 81

Em ambos os casos, verificou-se a dissolucdo completa do Cr presente
comprovando-se que, no produto SA2, o Cr tera sido adicionado numa forma pouco
solivel em agua, possivelmente cloreto de cromio (III), sulfato de créomio (III) ou

leveduras enriquecidas em créomio.

De seguida, as solucoes resultantes das digestoes de amido com spike de Cr(III) ou
Cr(VI) foram diluidas com a solu¢dao tampao CH;COOH/CH;COONa (pH 4,6) para uma
concentracdo final de Cr de 40 pg L. Foram realizados ensaios em batch para um tempo
de agitacao correspondente a 5 minutos, cujas médias das percentagens de retencio se

encontram na tabela 17.

Tabela 177 — Valores médios das percentagens de retencao obtidas nos ensaios com amido e spike
de Cr(III) ou Cr(VI) (n=4).

Retencao (%)

Amido + Spike Cr(III) 96,9 + 1,5

Amido + Spike Cr(VI) 85,4 £ 0,7

Estes ensaios foram realizados com o objetivo de testar a ocorréncia de possiveis
interconversoes durante o processo de solubilizacdo 4cida. Para os ensaios com spike de
Cr(III), a percentagem de retencdo encontra-se dentro da obtida para os ensaios
anteriores com as solucoes de trabalho de Cr(III), comprovando-se que este pré-

tratamento nao provoca oxidacao do Cr(I1I) a Cr(VI).
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Por outro lado, para os ensaios com spike de Cr(VI), o valor obtido é semelhante ao
obtido para o spike de Cr(III), o que indica que o Cr(VI) tera sido reduzido a Cr(III). A
reducao do Cr(VI) por acdao do HCI concentrado é um processo conhecido desde a
descoberta do Cr por Vauquelin, em 1797 [124]. Quantidades vestigiais de Cr (1x104 —
1x107 M) sdo reduzidas na presenca de uma grande variedade de acidos concentrados
[124], incluindo o HCI 37% utilizado durante o processo de solubilizacdo aqui aplicado.
Assim sendo, conclui-se que este pré-tratamento nao é adequado quando se pretende

efetuar a especiacao de Cr, devido a reducao do Cr(VI) a Cr(III) que provoca.

Futuramente, de forma a encontrar um pré-tratamento Unico que possa ser
aplicado a todos os suplementos alimentares, sera necessario testar condi¢bes menos
drasticas. Por exemplo, dissolucdo em agua com ligeiro aquecimento ou adicao de
pequenas quantidades de um acido pouco concentrado de modo a minimizar a ocorréncia
da reducao do Cr(VI).
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CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel desenvolver e avaliar um sistema (resina + meio
tampao) capaz de efetuar a discriminacdo entre Cr(III) e Cr(VI) de um modo expedito e

fiavel.

A resina Metalfix-Chelamine, uma resina quelante com ligandos do tipo
pentamina, mostrou ser adequada para este fim, retendo o Cr(III) e nao retendo o Cr(VI),
nas condicOes experimentais definidas. Este foi o primeiro trabalho em que esta resina foi

utilizada na especiacao de Cr.

Inicialmente, optou-se por realizar o estudo das condicoes ideais para efetuar a
discriminagao entre as duas espécies através de ensaios em batch (resina em contacto com
a solucao em tubo de ensaio, sob agitacao). O intervalo de pH 2,2-6,0 foi considerado

como o intervalo 6timo para a retencao do Cr(III).
Dentro deste intervalo, testaram-se trés sistemas tampao:

e HCI/KCI: Para a obtencao da total discriminacao entre Cr(III) e Cr(VI), este
tampao tinha de ser utilizado ligeiramente fora da gama de pH ideal para o seu
funcionamento. Além disso, a presenca de Cl- no meio contribuia para gerar
interferéncias espetroscopicas na detecao por ICP-MS;

e HCI/KHP: O hidrogenoftalato (HP) presente na solu¢ao mostrou ser capaz de
complexar o ido Cr3*, impedindo-o de se ligar a resina. Além disso, tratando-se
de um composto organico, podia potencialmente contribuir para a reducdo do
Cr(VI) a Cr(III), o que podera justificar a retencao de Cr verificada em solucoes
contendo apenas Cr(VI);

¢ CH;COOH/CH;COONa: Este tampao forneceu bons resultados, com uma
pequena retencao de Cr nas solucoes contendo apenas Cr(VI) (geralmente
inferior a 5%), que ndo compromete o objetivo final de verificar se houve
utilizacao deliberada de Cr(VI) na formulacdo dos produtos, tendo sido o

sistema tampao selecionado.

Nos ensaios em batch, o contacto com a resina mostrou contribuir para o aumento
da reducao do Cr(VI) a Cr(III). A diminuicao do tempo de contacto entre a resina e as
solucoes para cerca de cinco minutos permitiu diminuir a taxa de reducdo do Cr(VI) e,
consequentemente, obter uma discriminagdo praticamente completa entre as duas

espécies.

A discriminacao foi ainda melhor nos ensaios em coluna, o que pode estar

associado ao facto de nestes ensaios se ter diminuido ainda mais o tempo de contacto com
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a resina (gotejamento a uma taxa de cerca de 2 mL/min). Para estes ensaios obteve-se
uma retencao de Cr de 97,44 + 0,46% nas solucoes de Cr(III) e de 0,41 + 0,03% nas
solugoes de Cr(VI)

Sendo que este sistema foi desenvolvido com o objetivo final de ser aplicado a
suplementos alimentares, foi estudado o possivel efeito provocado pela coexisténcia com o
Cr(III) dos restantes minerais autorizados a ser introduzidos nestes produtos. Verificou-se
que apenas o cloreto, o fosfato e 0 magnésio pareciam provocar uma pequena diminuicao

na percentagem de retencao do Cr(III).

Comprovou-se também que esta metodologia pode ser aplicaivel a todos os
suplementos alimentares em que o Cr tenha sido adicionado sob uma das formas
autorizadas, exceto no caso do picolinato de cromio, composto que mostrou nao ser retido
na resina. Para este caso especifico, serdao necessarios mais estudos para encontrar um
procedimento de pré-tratamento que permita a colocacao do Cr3* livre em solucdo, sem

provocar a sua conversao a Cr(VI).
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ANEXO 1 — Diretivas e Regulamentos Europeus aplicaveis

aos suplementos alimentares

Diretiva ou Regulamento

Aspetos principais

Diretiva 2002/46/CE do Parlamento Europeu e

do Conselho de 10 de junho de 2002

Relativa a aproximacao das legislacGes dos
Estados-Membros respeitantes aos suplementos

alimentares

Regulamento (CE) n.° 1924/2006 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 20 de

dezembro de 2006

Relativo as alegacOes nutricionais e de saade

sobre os alimentos

Regulamento (CE) n.° 1925/ 2006 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 20 de

dezembro de 2006

Relativo a adigdo de vitaminas, minerais e

determinadas outras substancias aos alimentos

Regulamento (CE) n.° 1333/2008 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de

dezembro de 2008

Relativo aos aditivos alimentares

Regulamento (CE) n.° 1334/2008 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de

dezembro de 2008

Relativo aos aromas e a determinados
ingredientes alimentares com propriedades

aromatizantes

utilizados nos e sobre os géneros alimenticios

Regulamento (UE) n.° 420/2011 da Comissao

de 29 de abril de 2011

Fixa os teores maximos de certos contaminantes

presentes nos géneros alimenticios

Regulamento (UE) n.° 1169/2011 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 25 de

outubro de 2011

Relativo a prestacao de informacgao aos

consumidores sobre os géneros alimenticios

Regulamento (UE) 2015/2283 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 25 de novembro de

2015

Relativo a novos alimentos
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ANEXO 2 -— Alteracoes a Diretiva 2002/46/CE do

Parlamento Europeu e do Conselho de 10 de junho de 2002

L. Subdivisio da diretiva
Diretiva ou Regulamento

alterada
Directiva 2006/37/CE da Comissao de 30 de marco de 2006 Anexo 2
Artigo 4
Regulamento (CE) n.° 1137/2008 do Parlamento Europeu e do Artigo 5
Conselho de 22 de outubro de 2008 Artigo 12
Artigo 13
Regulamento (CE) n.° 1170/2009 da Comisséo de 30 de Anexo [
novembro de 2009 Anexo II
Regulamento (UE) n.° 1161/2011 da Comissao de 14 de
Anexo 11
Novembro de 2011
Regulamento (UE) n.° 119/2014 da Comissao
Anexo 11
de 7 de fevereiro de 2014
Regulamento (UE) 2015/414 da Comissao de 12 de marco de
Anexo I1
2015
Regulamento (UE) 2017/1203 da Comissao de 5 de julho de
Anexo I1

2017
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Anexo 3 - Vitaminas e minerais que podem ser utilizados no

fabrico de suplementos alimentares

1. Vitaminas
Vitamina A (ug)
Vitamina D (ug)
Vitamina E (mg)
Vitamina K (ug)
Vitamina B1 (mg)
Vitamina B2 (mg)
Niacina (mg)
Acido pantoténico (mg)
Vitamina B6 (mg)
Acido félico (ug)
Vitamina B12 (ug)
Biotina (ug)

Vitamina C (mg)

2. Minerais
Calcio (mg)
Magnésio (mg)
Ferro (mg)
Cobre (ug)

Iodo (pg)

Zinco (mg)

1 Acido félico é o termo constante do anexo I da Diretiva 2008/100/CE da Comiss3o, de
28 de outubro de 2008, que altera a Diretiva 90/496/CEE do Conselho relativa a
rotulagem nutricional dos géneros alimenticios, no que diz respeito as doses diarias
recomendadas, aos fatores de conversao de energia e as defini¢Ges, e é usado para
efeitos de rotulagem nutricional, abrangendo todas as formas de folatos.
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Manganés (mg)
Sédio (mg)
Potéssio (mg)
Selénio (ug)
Cromio (ug)
Molibdénio (ug)
Fluoreto (mg)
Cloreto (mg)
Fosforo (mg)
Boro (mg)

Silicio (mg)

Anexos
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ANEXO 4 — Preparados vitaminicos e substancias minerais
que podem ser utilizados no fabrico de suplementos

alimentares

A. Vitaminas

1. VITAMINA A
a) retinol
b) acetato de retinilo
¢) palmitato de retinilo
d) beta-caroteno

2. VITAMINA D
a) colecalciferol
b) ergocalciferol

3. VITAMINA E
a) D-alfa-tocoferol
b) DL-alfa-tocoferol
¢) acetato de D-alfa-tocoferilo
d) acetato de DL-alfa-tocoferilo
e) succinato acido de D-alfa-tocoferilo
f) tocoferdis mistos3
g) tocotrienol tocoferol4

4. VITAMINA K

3 Alfa-tocoferol < 20 %, beta-tocoferol < 10 %, gama-tocoferol 50—70 % e delta-tocoferol 10-30 %.

4 Niveis tipicos dos tocoferdis e tocotriendis individuais:
- alfa-tocoferol: 115 mg/g (no minimo, 101 mg/g)

- beta-tocoferol: 5 mg/g (no minimo, < 1 mg/g)

- gama-tocoferol: 45 mg/g (no minimo, 25 mg/g)

- delta-tocoferol: 12 mg/g (no minimo, 3 mg/g)

- alfa-tocotrienol: 67 mg/g (no minimo, 30 mg/g)

- beta-tocotrienol: < 1 mg/g (no minimo, < 1 mg/g)

- gama-tocotrienol: 82 mg/g (no minimo, 45 mg/g)

- delta-tocotrienol: 5 mg/g (no minimo, < 1 mg/g).
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a) filoquinona (fitomenadiona)

b) menaquinona5
5. VITAMINA B1

a) cloridrato de tiamina

b) mononitrato de tiamina

¢) cloreto de tiamina monofosfato

d) cloreto de tiamina pirofosfato
6. VITAMINA B2

a) riboflavina

b) riboflavina-5’-fosfato de s6dio
7. NIACINA

a) acido nicotinico

b) nicotinamida

¢) hexanicotinato de inositol (hexaniacinato de inositol)
8. ACIDO PANTOTENICO

a) D-pantotenato de calcio

b) D-pantotenato de s6dio

¢) dexpantenol

d) pantetina
9. VITAMINA B6

a) cloridrato de piridoxina

b) piridoxina-5’-fosfato

¢) piridoxal-5-fosfato
10. FOLATO

a) acido pteroilmonoglutamico

b) L-metilfolato de calcio

¢) acido (6S)-5-metiltreta-hidrofélico, sal de glucosamina

5 Menaquinona essencialmente sob a forma de menaquinona-7 e, em menor grau, menaquinona-6.
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11. VITAMINA B12
a) cianocobalamina
b) hidroxocobalamina
¢) 5’-desoxiadenosilcobalamina
d) metilcobalamina
12. BIOTINA
a) D-biotina
13. VITAMINA C
a) Acido L-ascoérbico
b) L-ascorbato de s6dio
¢) L-ascorbato de célcio®
d) L-ascorbato de potéssio
e) 6-palmitato de L-ascorbilo
f) L-ascorbato de magnésio

g) L-ascorbato de zinco

B. Minerais
acetato de calcio
L-ascorbato de célcio
bisglicinato de calcio
carbonato de calcio
cloreto de calcio
citrato malato de célcio
sais de calcio do acido citrico
gluconato de céalcio
glicerofosfato de calcio

lactato de calcio

6 Pode conter até 2 % de treonato.
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piruvato de calcio

sais de calcio do acido ortofosforico
succinato de célcio

hidréxido de calcio

L-lisinato de célcio

malato de célcio

oxido de célcio

L-pidolato de célcio

L-treonato de calcio

sulfato de calcio

oligossacaridos fosforilados de calcio

acetato de magnésio
L-ascorbato de magnésio
bisglicinato de magnésio
carbonato de magnésio

cloreto de magnésio

sais de magnésio do acido citrico
gluconato de magnésio
glicerofosfato de magnésio

sais de magnésio do acido ortofosforico
lactato de magnésio

L-lisinato de magnésio
hidroxido de magnésio

malato de magnésio

oxido de magnésio

L-pidolato de magnésio

citrato de magnésio e potassio
piruvato de magnésio

succinato de magnésio
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sulfato de magnésio
taurato de magnésio
acetiltaurato de magnésio
carbonato ferroso

citrato ferroso

citrato férrico de amoénio
gluconato ferroso
fumarato ferroso
difosfato férrico de s6dio
lactato ferroso

sulfato ferroso

difosfato férrico (pirofosfato férrico)
sacarato férrico

ferro elementar (resultante da reducao por carbonilo, electrélise ou hidrogénio)
bisglicinato ferroso
L-pidolato ferroso

fosfato ferroso

fosfato de amonio ferroso
EDTA de sbdio férrico
taurato de ferro (II)
carbonato ciprico

citrato cuprico

gluconato caprico

sulfato ciprico
L-aspartato de cobre
bisglicinato de cobre
complexo de cobre-lisina

6xido de cobre (II)
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iodeto de sodio

iodato de s6dio

iodeto de potassio

iodato de potassio
acetato de zinco
L-ascorbato de zinco
L-aspartato de zinco
bisglicinato de zinco
cloreto de zinco

citrato de zinco
gluconato de zinco
lactato de zinco
L-lisinato de zinco
malato de zinco
mono-L-metionina-sulfato de zinco
oxido de zinco

carbonato de zinco
L-pidolato de zinco
picolinato de zinco
sulfato de zinco
ascorbato de manganés
L-aspartato de manganés
bisglicinato de manganés
carbonato de manganés
cloreto de manganés
citrato de manganés
gluconato de manganés

glicerofosfato de manganés
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pidolato de manganés
sulfato de manganés
bicarbonato de sodio
carbonato de sédio
cloreto de so6dio

citrato de sédio
gluconato de sédio
lactato de sédio
hidréxido de sédio

sais de sodio do acido ortofosférico
sulfato de s6dio

sulfato de potassio
bicarbonato de potéssio
carbonato de potassio
cloreto de potassio
citrato de potassio
gluconato de potéssio
glicerofosfato de potassio
lactato de potéssio
hidroxido de potassio
L-pidolato de potéssio
malato de potassio

sais de potassio do acido ortofosférico
L-selenometionina

levedura enriquecida em selénio?

7 Leveduras enriquecidas em selénio produzidas por fermentacio na presenca de selenito
de s6dio como fonte de selénio e contendo, na forma seca tal como é comercializada, 2,5
mg Se/g, no maximo. A espécie organica com selénio predominantemente presente na
levedura é a selenometionina (entre 60 e 85 % do selénio total extraido do produto). O
teor de outros compostos organicos com selénio, incluindo a selenocisteina, nao deve

Anexos
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acido selenioso

selenato de s6dio

hidrogenosselenito de sodio

selenito de sodio

cloreto de cromio (II1)

levedura enriquecida em crémio8
lactato de erémio (II1) tri-hidratado
nitrato de cromio

picolinato de crémio

sulfato de cromio (I1I)

molibdato de aménio [molibdénio (VI)]
molibdato de potassio [molibdénio (VI)]
molibdato de s6dio [molibdénio (VI)]
fluoreto de célcio

fluoreto de potassio

fluoreto de so6dio

monofluorofosfato de s6dio

acido borico

borato de s6dio

acido ortossilicico estabilizado com colina
dioxido de silicio

acido silicico?

silicio organico (monometilsilanotriol)

Anexos

exceder 10 % do selénio total extraido. Os niveis de selénio inorganico nao devem
normalmente exceder 1 % do selénio total extraido.

8 Levedura enriquecida em crémio produzida por cultura de Saccharomyces cerevisiae na
presenca de cloreto de cromio (III) como fonte de crémio e contendo, na forma seca tal
como é comercializada, 230-300 mg de cromio/kg. O teor de cromio (VI) ndo deve
exceder 0,2 % do créomio total.

9 Sob a forma de gel.
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ANEXO 5 — Vitaminas e sais minerais que podem ser

declarados e respetivos valores de referéncia do nutriente

(VRN) [64].

Vitamina VRN Mineral VRN
Vitamina A (ug) 800 Potassio (mg) 2000
Vitamina D (ug) 5 Cloreto (mg) 800
Vitamina E (mg) 12 Calcio (mg) 800
Vitamina K (ug) 75 Foésforo (mg) 700
Vitamina C (mg) 8o Magnésio (mg) 375

Tiamina (mg) 1,1 Ferro (mg) 14
Riboflavina (mg) 1,4 Zinco (mg) 10
Niacina (mg) 16 Cobre (mg) 1
Vitamina B6 (mg) 1,4 Manganés (mg) 2
Acido félico (ug) 200 Fluoreto (mg) 3,5
Vitamina B12 (ug) 2,5 Selénio (ug) 55
Biotina (ug) 50 Créomio (ug) 40

Acido pantoténico (mg) 6 Molibdénio (ug) 50

Iodo (ug) 150
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